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RESUMO
Caracterizacao morfolégica e molecular de cianobactérias do género Anabaena isoladas de
corpos d’agua brasileiros

Com o advento dos estudos moleculares evolutivos baseados nas sequéncias dos genes de
RNAr 16S em cianobactérias, a taxonomia de Anabaena (Cyanobacteria) tem sido amplamente
discutida e uma revisdo deste género faz-se necessdria. Os problemas variam desde o nivel
genérico, tal como o grupo Anabaena — Aphanizomenon, até niveis de diferenciacdo de linhagens
(morfoespécies). Estudos moleculares de linhagens de Anabaena isoladas de ecossistemas
brasileiros sdo inexistentes. A fim de se explorar a diversidade, filogenia e diversificacdo
evolutiva de Anabaena isoladas de ambientes brasileiros, estudos fenotipicos e genotipicos foram
realizados no presente estudo. Um total de 43 isolados foram obtidos de corpos d“dgua do Estado
de Sao Paulo (Reservatérios Billings, Santo Grande, Rio Piracicaba e Lago da ESALQ/USP
(Engenharia) e do Estado do Ceard (Lagoa do Povoado Nova Aurora e Rio Camario). As
espécies de Anabaena isoladas foram identificadas como A. aphanizomenoides Forti, A. circinalis
Rabenhorst ex Bornet et Flahault, A. crassa (Lemmermann) Komarkova-Legnerova et Cronberg,
A. cf. fallax Komarek et Komdarkova-Legnerovd e A. planctonica Brunnthaler. Os meios de
cultura usados no isolamento das cianobactérias foram AA/4, ASM-1 e BGN, este ultimo
também nas variantes com 50% de NaNO;3; (BG50) e sem nitrato (BGS), com ou sem adi¢ao de
vitamina B12. O meio ASM-1 ndo promoveu o crescimento de Anabaena. As espécies A.
circinalis e A. crassa nio cresceram no meio de culturaBGN com 17,65 mM de NaNOs,
apresentando crescimento no meio BGS50. A adicdo de vitamina B12 favoreceu o crescimento de
A. circinalis. Os caracteres morfolégicos analisados para 23 isolados foram o comprimento
(compr) e didmetro (diam) da célula vegetativa (V), heterécito (HT), acineto (AC), espira (ES),
razdes (R) comprimento/didametro para V, HT e AC e razdo diametro/comprimento para ES
(RES). O diametro da bainha (diamBA) foi também avaliado. As andlises de componentes
principais (ACP) confirmaram que a espira € uma caracteristica importante para separar as
morfoespécies A. circinalis, A.crassa e A. cf. fallax. RV e RHT foram diacriticos para
diferenciacdo de A. cf. fallax. O comprimento do acineto (comprAC) foi importante para
diferenciar A. aphanizomenoides de A. planctonica. A bainha diferenciou A. crassa das outras
morfoespécies. As andlises filogenéticas para o RNAr 16S mostraram os isolados brasileiros de
A. circinalis, A. crassa, A. planctonica, A. aphanizomenoides e A. cf. fallax em agrupamentos
separados, confirmando os resultados dos caracteres morfolégicos. Com excecao da A.
planctonica, as sequéncias de RNAr 16S dos isolados brasileiros ndo agruparam com linhagens
relativas provenientes de outros paises, indicando que elas sdo Unicas. As andlises filogenéticas
dos genes RNAr 16S, rpoCl, rbcL, tufA concatenados corroboraram os resultados de filogenia do
gene de RNAr 16S e as identificagdes morfoldgicas. A tentativa de obten¢do de padrdes
moleculares para as espécies de Anabaena isoladas do Brasil foi feita utilizando a técnica de
PCR-DGGE. Os fragmentos da regidao 359-781 do RNAr 16S apresentaram banda tnica para A.
circinalis, enquanto que mais de uma banda foi verificado nas outras morfoespécies de
Anabaena.

Palavras-chave: Anélise concatenada, ACP, cultura, RNAr 16S, rpoCl, rbcL, tufA, PCR-DGGE
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ABSTRACT

Morphological and molecular characterization of the cyanobacterial genus Anabaena
isolated from Brazilian water bodies

The advent of molecular evolutionary studies based on 16S rRNA genes sequences of
cyanobacteria, the taxonomy of Anabaena (Cyanobacteria) has been widely discussed and a
revision of the genus is required. The problems range from the generic level, such as Anabaena —
Aphanizomenon group, to levels of strains differentiation (morphospecies). Molecular studies of
Anabaena strains isolated from Brazilian ecosystems are lacking. In order to explore the
diversity, phylogeny and evolutionary diversification of Anabaena strains isolated from Brazilian
environments, phenotypic and genotypic studies were performed. A total of 43 Anabaena isolates
were obtained from water bodies of Sao Paulo State (Billings reservoir, Santo Grande reservoir,
Piracicaba river and Engenharia pond — Esalq) and Ceara State (Povoado Nova Aurora pond and
Camarao river). The isolated Anabaena species were identified as A. aphanizomenoides Forti, A.
circinalis Rabenhorst ex Bornet et Flahault, A. crassa (Lemmermann) Komarkova-Legnerova et
Cronberg, A. cf. fallax Lomérek et Komérkové-Legnerovd and A. planctonica Brunnthaler. The
culture media used for cyanobacterial isolation were AA/4, ASM-1 andBGN, the latter also in the
variants with NaNO3 50% (BG50) and without nitrate (BGS), with and without addition of B12
vitamin. The ASM-1 medium did not promote the growth of Anabaena. The A. circinalis and A.
crassa species had not grown inBGN culture medium with NaNO3 17.65 mM, showing growth in
BG50 medium. The addition of B12 vitamin favored the growth of A. circinalis. The
morphological characters analyzed for 23 isolates were the length (L) and diameter (D) of
vegetative cell (V), heterocyte (HT), akinete (AK), coil (CO), L/D ratio (R) for V, HT and AK,
and D/L ratio for CO (RCO). The sheath diameter (SD) was also evaluated. The principal
component analysis (PCA) confirmed that the coil is an important feature to separate the
morphospecies A. circinalis, A.crassa and A. cf. fallax. RV and RHT were diacritical for
differentiation of A. cf. fallax. The akinete length (LAK) was important to differentiate A.
aphanizomenoides from A. planctonica. The sheath differentiated A. crassa from other
morphospecies. Phylogenetic analyses of 16S rRNA gene placed A. circinalis and A. crassa, A.
planctonica, A. aphanizomenoides and A. cf. fallax Brazilian isolates in separated clades in
agreement with morphological characters. With the exception of A. planctonica, the 16S rRNA
sequences of the Brazilian isolates did not cluster with relative strains originated from other
countries, indicating that they are unique. The phylogenetic analysis of concatenated genes16S
rRNA, rpoCl, rbcL, tufA corroborated results of 16S rRNA phylogeny and morphological
identifications. The attempt to obtain molecular standards for the Anabaena species isolated from
Brazil was made using the PCR-DGGE technique. The fragments of the 359-781 region of 16S
rRNA showed only one DNA band for A. circinalis, while more than one band was observed in
other Anabaena morphospecies.

Keywords: Concatenated analysis, PCA, Culture, 16S rRNA, rpoC1, rbcL, tufA, PCR-DGGE
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1 INTRODUCAO

Anabaena Bory ex Bornet et Flahault é um género cosmopolita de cianobactérias
filamentosas fixadoras de N, atmosférico, encontrada em ambientes de dgua doce, dgua salobra
(OLIVER; GANF, 2000; PAERL, 2000) e também habitats terrestres (WHITTON; POTTS,
2000). Esse género estd classificado dentro das cianobactérias filamentosas heterocitadas
(subsecdo IV familia I) (RIPPKA; CASTENHOLZ; HERDMAN, 2001) e estd inserido na ordem
Nostocales no Sistema Botanico (KOMAREK; ANAGNOSTIDIS, 1989). Aproximadamente 110
morfoespécies de Anabaena foram descritas (KOMAREK; HAUER, 2009). Anabaena é uma
importante fonte de entrada de nitrogénio nos ecossistemas, mas também uma preocupacao, pois
vdrias linhagens produzem diversas classes de substancias, tais como, microcistinas, anatoxina-a,
anatoxina-a(S), saxitoxinas (KAEBERNICK; NEILAN, 2001) e cilindrospermopsina (SPOOF et
al., 2006). No Brasil, as morfoespécies A. circinalis, A. crassa, A. cf. smithii e A. planctonica
foram observadas no Reservatério Salto Grande, Americana, SP (AGUJARO, 2007; DEBERDT,
2002, TUCCI;, DEBERDT; DEBERDT, 2004). Segundo um levantamento em agosto de 2005
nesse reservatério, A. circinalis atingiu valores de 358 orgs mL"' e A. crassa 3455 orgs mL’
(AGUJARO, 2007). Recentemente, A. circinalis e A. spiroides foram detectadas em uma amostra
téxica contendo microcistinas coletadas no Reservatério de Monjolinho, Sdo Carlos, SP
(SOTERO-SANTOS et al., 2008). Em amostra téxica contendo saxitoxina (STX), goniautoxina
(GTX) e anatoxina-a(S), coletada no Reservatério Taiacupeba, Sdo Paulo, SP, foi constatada a
presenca de Anabaena sp., Microcystis sp. e Cylindrospermopsis sp. (YUNES et al., 2003). Esses
mesmos autores relatam que amostras provenientes dos Estados do Ceard, Parand e Rio Grande
do Sul, contendo anatoxina-a(S), apresentaram Anabaena spiroides variando de 30-7556
filamentos mL™'. Em amostra coletada na Represa Sao Simao (MG/GO), ocorreu dominancia de
Anabaena circinalis e Microcystis sp, sendo detectado a presenga de microcistinas (JARDIM et
al. 2001a). Em uma revisdo de morfoespécies toxicas encontradas no Brasil, A. circinalis, A.
crassa, A. planctonica, A. spiroides e A. verrucosa foram relatadas como produtoras de
microcistinas, anatoxina-a, anatoxina-a(S) e goniautoxina (SANT’ANNA et al., 2008). Apesar de
sua importancia como fixadora de nitrogénio, produtora de toxinas e, devido a sua ocorréncia
ubiqua e abundante nos ambientes, ndo existem estudos genéticos com linhagens de Anabaena

provenientes de regides brasileiras.
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A taxonomia de Anabaena, a qual ainda é baseada principalmente nas caracteristicas
morfoldgicas, ndo € consensual com problemas em niveis genéricos e infragenéricos (GUGGER
et al., 2002; ITEMAN et al., 2002; PAN et al., 2008; RAJANIEMI et al., 2005; RUDI et al.,
1997, RUDI; SKULBERG; JAKOBSEN, 1998; WILLAME et al., 2006). Infelizmente os
caracteres morfologicos ndo refletem relacdes evolutivas e sequéncias do gene de RNAr 16S
existentes, ndo suportam muitas das morfoespécies descritas. O problema surge com os caracteres
instaveis analisados para definir morfoespécies, tais como espira, acineto, heterdcitos e células
vegetativas, os quais podem variar de acordo com as condi¢des ambientais e longos cultivos
(KOMAREK; ZAPOMELOVA, 2007; ZAPOMELOVA et al., 2008). E esperado que divisdes
adicionais e novos rearranjos surjam a medida que mais estudos moleculares e populacionais
sejam realizados. Recentemente, uma tentativa para resolver o problema taxonémico do género
Anabaena teve inicio com uma identificacdo morfoldgica detalhada de vérias morfoespécies
provenientes de regides temperadas (KOMAREK; ZAPOMELOVA, 2007, 2008;
ZAPOMELOVA et al., 2007), juntamente com caracterizacio fisiolégica, ecolégica e molecular

(ZAPOMELOVA et al., 2008).

A maioria das andlises filogenéticas de linhagens de Anabaena foi realizada usando um
Unico gene, como, por exemplo, o do RNAr 16S (GILL, 2006; LYRA et al., 2001; PAN et al.,
2008; RUDI et al., 1997; WILLAME et al., 2006;), nifH (BEN-PORATH; ZEHR, 1994;
TAMAS; SVIRCEV; ANDERSSON, 2000), nifD (HENSON; WATSON; BARNUM, 2002;
2005), hetR (JANSON; GRANELI, 2002), rpoCI (FERGUSSON; SAINT, 2000). Poucos
estudos foram realizados usando um ou mais genes (BELTRAN; NEILAN, 2000; GUGGER et
al., 2002; HALINEN et al., 2008; ITEMAN et al., 2002; RAJANIEMI et al., 2005; RUDI;
SKULBERG; JAKOBSEN, 1998; SEO; YOKOTA, 2003) e somente um relata a anilise
combinada de multiplos genes (FEWER et al., 2007). Ademais, em todos esses estudos os
isolados de Anabaena analisados foram provenientes de regidao temperada. A andlise filogenética,
usando seqiiencias de genes constitutivos concatenados, para a tipagem de linhagens, tem sido
proposta como uma abordagem que garante variabilidade adequada, tal que uma linhagem pode
ser distinguida das outras mais proximamente relacionadas, e ainda € capaz de rastrear a histéria
global das linhagens com a maior precisio possivel (FEWER et al., 2007; SANCHEZ-
BARACALDO et al., 2005; TANABE; KASAIL; WATANABE, 2007).
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Este estudo teve como objetivo investigar a variacdo morfoldgica e genética de linhagens
de Anabaena isoladas de diferentes corpos d’dgua de regides brasileiras, visando descrever de
forma mais precisa possivel as espécies desse género que colonizam os ambientes brasileiros e
também contribuir com novas informagdes buscando aperfeicoar a taxonomia das espécies de
Anabaena. Dessa forma, linhagens de Anabaena foram isoladas de corpos d"dgua do Estado de
Sdo Paulo e Ceard e andlises da morfometria dos isolados foram realizadas de acordo com
critérios taxonOmicos disponiveis. A caracterizacdo filogenética das linhagens de Anabaena
foram realizadas com base nas sequéncias concatenadas dos genes de RNAr 16S, rpoCl, rbcL e
tufA e também somente usando o gene de RNAr 16S. A tentativa de desenvolver um marcador
molecular para os isolados brasileiros de Anabaena foi conduzida usando a metodologia da PCR-

DGGE.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Floracoes de cianobactérias e cianotoxinas

As cianobactérias sdo organismos fotossintetizantes oxigénicos com longa histéria
evolutiva na Terra. De acordo com evidéncias fésseis elas surgiram ha 3,5 bilhdes de anos
(SCHOPF, 2000) e contribuiram de forma decisiva na oxigenac¢do atmosférica por meio da
fotossintese (BERMAN-FRANK; LUNDGREN; FALKOWSKI, 2003; CASTENHOLZ;
WATERBURY, 1989). O filo Cyanobacteria também possui representantes diazotréficos que
desempenham um papel importante como fonte de entrada de nitrogénio nos ecossistemas
(FIORE; HONDA, 2008). Esses organismos apresentam alta diversidade morfoldgica, fisiologica
e metabdlica (CODD, 1995) e ocupam diversos ambientes como rochas calcédreas, cavernas
(Gloeocapsa, Gloeothece), fontes termais (Synechococcus lividus, Mastigocladus laminosus),
pantanos salgados (Rivularia, Calothrix) e lagos alcalinos hipersalinos (Arthrospira platensis).
Além disso, as cianobactérias colonizam ambientes aquéticos como oceanos (Trichodesmium) e
de 4gua doce (Aphanizomenon, Microcystis, Planktothrix), e podem formar associagcdes
simbidticas como Nostoc-Gunnera e Anabaena-Azolla (BERGMAN; RAI; RASMUSSEN,
2007).

Apesar de sua importancia ecolégica como fixadoras de carbono e nitrogénio (GRAHAM;
WILCOX, 1999), as cianobactérias t€ém causado graves problemas por formarem floracdes, que
podem ser definidas como um grande aumento da biomassa, com dominio de uma ou duas
espécies, e valores de clorofila-a de 10 mg m™ ou cerca de 2.0 x 10* células mL™" (OLIVER;
GANF, 2000). As floracdes resultam do enriquecimento artificial dos corpos d’dgua
(eutrofizacdo), principalmente por nitrogénio e fésforo (WIEGAND; PFLUGMACHER, 2005), e
sdo facilitadas por vantagens adaptativas das cianobactérias planctdnicas, como a capacidade de
crescer em ambientes com alta turbidez, controle da flutuabilidade na coluna d'dgua (aerétopos),
alta capacidade para armazenamento de fosforo (CHORUS; BARTRAM, 1999) e assimilag¢do do
nitrogénio atmosférico (SEVRIN-REYSSAC; PLETIKOSIC, 1990). Com as floragdes de
cianobactérias, metabdlitos como geosmina e metilisoborneol (MIB) podem ocasionar odor e
sabor desagraddveis na dgua (CYBIS et al., 2006; ZAGATTO et al., 1997). Porém, o maior

problema resultante dessas floragdes € a producao de toxinas.
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Floracdes toxicas de cianobactérias ja foram relatadas em diversos paises como: Austrélia
(BAKER; HUMPAGE, 1994), Canadd (PARK et al., 2001), Chile (NEUMANN et al., 2000),
China (UENO et al., 1996), Estados Unidos (YOO et al., 1995), Itdlia (GIOVANNARDI et al.,
1999), Japio (PARK; WATANABE, 1996) e Portugal (VASCONCELOS; ARAUJO, 1994;
VASCONCELOS et al., 1996), dentre outros. No Brasil, cianobactérias toxicas foram relatadas
para diversos Estados (HONDA et al., 2006). Em Sao Paulo, os géneros Anabaena,
Cylindrospermopsis e Microcystis foram comumente encontrados nas floracdes que
apresentavam cianotoxinas do tipo anatoxina-a(S), saxitoxina, goniautoxina e microcistina
(MCYST) (Tabela 1). Além disso, isolados brasileiros também sdo conhecidos por produzirem
essas toxinas como, por exemplo, Microcystis aeruginosa NPJB-1 que sintetiza a MCYST-
LR/LF (AZEVEDO et al., 1994) e Cylindrospermopsis raciborskii T1, T2 e T3 produtora das
neurotoxinas saxitoxina e goniautoxina (LAGOS et al., 1999).

As cianotoxinas (Tabela 2) podem ser classificadas principalmente de acordo com seu
modo de acdo em: neurotoxinas; hepatotoxinas e dermatotoxinas (SIVONEN; JONES, 1999), ou
ainda, de acordo com sua estrutura quimica como: peptideos ciclicos, alcaldides e
lipopolissacarideos (CHORUS; BARTRAM, 1999). As neurotoxinas (alcaldides) inibem as
transmissdes neuromusculares e sdo principalmente representadas pelas anatoxinas, saxitoxinas,
neo-saxitoxinas, C-toxinas e goniautoxinas (KAEBERNICK; NEILAN, 2001). Ja as
hepatotoxinas sdo peptideos ciclicos conhecidos por inibirem as proteinas fosfatases do tipo 1 e
2A, causar desnaturacdo no figado (DOW; SWOBODA, 2000) e promover o aparecimento de
tumores (CHORUS; BARTRAM, 1999; WIEGAND; PFLUGMACHER, 2005). As nodularinas e
microcistinas, os dois grupos mais comum de hepatotoxinas (CHRISTOFFERSEN, 1996),
podem estar relacionados ao aumento na incidéncia de cancer primdrio de figado na China
(UENO et al., 1996). Além dessas toxinas, a cilindrospermopsina € um alcaldide citotéxico que
atua inibindo a sintese protéica, causando danos desde o figado até rins e tecido linf6ide
(CHORUS; BARTRAM, 1999). Os lipopolissacarideos (LPS), produtos condensados de agicar
(hexose) e lipidio (C;4-C;g hidroxi dcido graxo), foram caracterizados inicialmente em “Anacystis
nidulans” (WEISE et al., 1970) e descritos, posteriormente, para varias outras cianobactérias
(CHORUS; BARTRAM, 1999).

As microcistinas foram descobertas apds observacdes realizadas durante um bioensaio

com células de cianobactérias, onde sérios danos no figado de camundongos foram associados a



Tabela 1 - Principais relatos de cianobactérias toxicas no Estado de Sdo Paulo (modificado de HONDA et al., 2006)

(continua)
N d
. umero ce Método de Toxina
Amostra examinada amostras (% L.
téxica) © analise encontrada Valor detectado Observacio Referéncia
Lago Porto Feliz, Lago 5 (60%) Bioensaio © - - Morte de peixes e patos esteve Beyruth et al.
Chécara Bela Vista, Lago @ associada as amostras (1992)
Indaiatuba analisadas/Lyngbya sp., Microcystis
sp., Oscillatoria princeps e
Raphidiopsis sp. estiveram presentes
nas amostras toxicas
Linhagem M. aeruginosa - HPLC, MCYST- DL,¢=31 mg kg’ Primeiro relato de microcistinas para  Azevedo et al.
NPJB-1 isolada do Lago das FABMS LR/LF o Brasil (1994)
Gargas
Diversas linhagens 16 (75%) Bioensaio - DL,1,=9,09-577,00 mg kg'l Linhagens téxicas de Microcystis Costa e
aeruginosa, Oscillatoria sp., O. Azevedo
quadripunctulata, Synechococcus (1994)

elongatus, Synechocystis sp. e S.
aquatilis

Ic



Tabela 1 - Principais relatos de cianobactérias toxicas no Estado de Sdo Paulo (modificado de HONDA et al., 2006)

(continuagdo)
. Numero de Método de Toxina
Amostra examinada amostras (% L.
téxica) © analise encontrada Valor detectado Observacio Referéncia
- Bioensaio, neoSTX, STX, 3,3 UCmg" (cepaTl), 1,5 Primeira citacdo de produgdo de Lagos et al.
Linhagens C. raciborskii HPLC- GTX2, GTX3 UC mg' (cepa T2), 0,35 PSTs por Cylindrospermopsis (1999)
T1,T2 e T3 isoladas do ESIMS nmol neoSTX/STX mg’ raciborskii
Reservatorio Billings e '(cepa T1), 2,45 nmol
Amparo STX/GTX2/GTX3 mg’
(cepaT2)
Linhagens isoladas do Lago 21 (57,1%) ELISA MCYST - Linhagens t6xicas de Microcystis sp., Bittencourt-
das Gargas, Reservatério M. aeruginosa e M. cf. panniformis Oliveira,
Sistema Cantareira e Barra Oliveira,
Bonita Yunes (2001)
Reservatorio Billings - HPLC, STX, neoSTX, 0,01 pg STX L™; 0,03 pg Anabaena sp. (13.000 orgs mL™), Yunes et al.
inibicdoda  GTX2, GTX3, pneoSTX L' 0,02 ug GTX2 Microcystis sp. (1.005 orgs mL'l) e (2003)
AChE anatoxina-a(S) L' 0,03 ug GTX3L"; Cylindrospermopsis sp. (5.400 orgs
10,28% de inibigao da mL")
AChE @
Reservatério Monjolinho - Bioensaio MCYST DL5;=94-406 mg kg™ Anabaena circinalis e A. spiroides Sotero-Santos

(cladécero), 297-445 mg kg’

! (camundongo)

dominaram florag¢ao

et al. (2008)

[4¢



Tabela 1 - Principais relatos de cianobactérias toxicas no Estado de Sdo Paulo (modificado de HONDA et al., 2006)

(conclusao)
. Numero de Método de Toxina
Amostra examinada amostras (% L.
téxica) ¥ analise encontrada Valor detectado Observacio Referéncia
Linhagem Fischerella sp. - ELISA, MCYST-LR 336ugg’ Primeira confirmacdo da producdo de Fiore et al.
CENA161 isolada de fonte HPLC-MS, MCYST em Fischerella; presenca do (2009)
d’4gua em Piracicaba Q-TOFMS gene mcyD

Nota: AChE: acetilcolinesterase; DL: dose letal; ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay; eq: equivalente; ESIMS: electron spray ionization mass spectrometry;
FABMS: fast atom bombardment mass spectrometry; GTX: goniautoxina; HPLC: high performance liquid chromatography, MCYST: microcistina; Q-TOFMS:
quadrupole time-of-flight mass spectrometry; PSTs: paralytic shellfish toxins; STX: saxitoxina; UC: unidade de camundongo.
) Apenas para levantamentos quantitativos

@ Realizado com camundongo.

® Realizado também com Daphnia similis.
“ Inibicdo total (100%) da AChE foi encontrada na amostra Rio Grande — RS de 5/11/1995 com 500.000 orgs mL" de Anabaena spiroides.
® Realizado também com Ceriodaphnia dubia e C. silvestrii.

€
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M. aeruginosa (HUGHES; GORHAM; ZEHNDER, 1958). Apés confirmacdo da origem
peptidica dessa hepatotoxina (BISHOP; ANET; GORHAM, 1959), ela foi nomeada de
microcistina (CARMICHAEL et al., 1988; KONST et al., 1965) e caracterizada estruturalmente
(BOTES et al., 1984, 1985). As microcistinas, heptapeptideos ciclicos, sdo compostas por trés D-
aminoacidos, dois L-aminoacidos variaveis e dois aminoacidos nao usuais denominados N-
metildehidroalanina (Mdha) e 3-amino-9-metoxi-10-fenil-2,6,8,-trimetildeca-4,6-acido diendico,
este ultimo conhecido como Adda (LUUKKAINEN et al., 1994; NAKANO et al., 1991). Essas
moléculas diferem primariamente nos dois L-aminodcidos varidveis, e secundariamente, na
presenga ou auséncia de grupos metil no B-Me-Asp e/ou Mdha: microcistina-LR (leucina e
arginina); -RR (arginina e arginina); -YR (tirosina e arginina) (CARMICHAEL et al., 1988;
CARMICHAEL, 1992). Atualmente ja foram descritas 65 variantes de microcistinas (PARK et
al., 2001), sendo -LR a mais comum (SIVONEN; JONES, 1999). Ainda dentro do grupo dos
cianopeptideos, outros compostos bioativos além das microcistinas t€ém sido descritos para as

cianobactérias (Tabela 3).

2.2 Importancia do género Anabaena

Dentre os géneros de cianobactérias, Anabaena representa aquele cujas linhagens téxicas
produzem a maior diversidade de classe de toxinas como anatoxina-a, anatoxina-a(s) (SIVONEN;
JONES, 1999), cilindrospermopsina (SPOOF et al., 2006), microcistinas (FEWER et al., 2008;
HALINEN et al., 2007) e saxitoxinas (Tabela 2) (HUMPAGE et al., 1994; KAEBERNICK;
NEILAN, 2001). Recentemente, Anabaena lapponica foi descrita por produzir o alcaldide
cilindrospermopsina (SPOOF et al., 2006). Cianopeptideos bioativos como cianopeptolinas
também tém sido relatados para Anabaena (Tabela 3). Apesar dessa diversidade de tipos
quimicos, apenas a via biossintética da toxina microcistina foi descrita para Anabaena 90
(ROUHIAINEN et al., 2004), sendo que seu operon difere na organizacdo dos genes em
comparacdo com os de outros trés géneros: Microcystis, Planktothrix e Anabaena (FIORE et al.,
2005). Virios estudos dos genes envolvidos na produg¢do de microcistina t€ém sido feitos em
Microcystis, Planktothrix e Anabaena. Recentemente, verificou-se que ha congruéncia dos genes
constitutivos (RNAr 16S, rpoCl, rpoB, tufA e rbcL) com os relacionados a producdo de
microcistina em linhagens de Anabaena (FEWER et al., 2007). Além disso, estudos do operon da

microcistina em Anabaena mostraram que linhagens desse género apresentam delecdo no



Tabela 2 — Toxinas produzidas por cianobactérias com respectivas caracteristicas (modificado de CODD; MORRISON; METCALF,
2005; WIEGAND; PEFLUGMACHER, 2005)

Toxina DL, D Efeito Origem
Populacdes naturais (género Linhagens
dominante)

Anatoxina-a 250 Liga-se irreversivelmente Anabaena, Oscillatoria, Anabaena, Oscillatoria,
aos receptores de Aphanizomenon, Planktothrix
acetilcolina Cylindrospermum, Planktothrix

Homoanatoxina-a 250 Planktothrix Planktothrix

Anatoxina-a(S) 40 Inibe atividade da Anabaena Anabaena
Acetilcolinesterase

Saxitoxinas 10 - 30 Liga e bloqueia os canais de = Aphanizomenon, Planktothrix, Aphanizomenon,
so6dio nas células neurais Anabaena, Cylindrospermopsis, Anabaena, Lyngbya,

Lyngbya Planktothrix

Microcistinas 25-1000 Inibe proteinas fosfatases Microcystis, Anabaena, Nostoc, — Microcystis, Anabaena,

(PP1 e PP2A) Planktothrix, Anabaenopsis, Nostoc, Planktothrix,
Hapalosiphon Hapalosiphon

Nodularinas 30-50 Nodularia Nodularia

Cilindrospermopsina 200 - 2100 Inibidor da biossintese Cylindrospermopsis, Cylindrospermopsis,
protéica, dano citogenético  Aphanizomenon, Raphidiopsis,  Aphanizomenon,
(DNA) Umezakia Raphidiopsis,

Anabaena

Lipopolissacarideo - Potente irritante, efeito em  Cianobactéria em geral -

qualquer tecido exposto

' Dose Letal (DL) expressa em pug kg” camundongo (i.p. — intraperitonial).

¢t
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dominio de N-metiltransferase (NMT) do gene mcyA e sdo capazes de produzir diferentes
isoformas de microcistinas (FEWER et al., 2008). Linhagens de A. circinalis foram identificadas
como produtoras de saxitoxina, uma proteina transportadora dependente de sédio (POMATI,
BURNS, NEILAN, 2004). O gene encontrado nessas linhagens, similar ao gene mrpF de
Bacillus, é responsavel pelo fluxo de Na* na célula e controle homeostatico. Assim, dada a sua
importancia como género téxico, Anabaena tem sido estudada quanto aos aspectos fisiologicos e
moleculares da sintese de toxinas.

No Brasil, floragdes com Anabaena ja foram citadas para alguns Estados brasileiros, tais
como Goias, Minas Gerais (JARDIM et al., 2001a,b), Ceara, Parana, Rio Grande do Sul e Sao
Paulo (BARROS; MONSERRAT; YUNES, 2004; YUNES et al., 2003). A. circinalis ¢ A.
spiroides foram relatadas no Parand e Rio Grande do Sul, sendo que A. spiroides atingiu valores
de 500.000 orgs mL"! em amostra do Rio Grande, RS (BARROS; MONSERRAT; YUNES,
2004). Ja na Represa Sdo Simao, MG/GO, ocorreu dominancia de A. circinalis e Microcystis sp.
com presenca de microcistinas (JARDIM et al., 2001a). Nos Estados do Ceard, Parana e Rio
Grande do Sul foram observadas amostras de dgua com 30-7556 orgs mL™' de Anabaena
spiroides produtora de anatoxina-a(S) (YUNES et al., 2003). Em Sao Paulo, os mesmos autores
verificaram a presenca de Anabaena sp., Microcystis sp. e Cylindrospermopsis sp. em amostra do
Reservatério Taiagupeba que continha as neurotoxinas tipo saxitoxina (STX), goniautoxina
(GTX) e anatoxina-a(S). Além disso, A. circinalis, A. crassa, A. cf. smithii e A. planctonica
foram observadas no Reservatério Salto Grande (Americana, Sdo Paulo) (AGUJARO, 2007;
DEBERDT, 2002; TUCCI; DEBERDT; DEBERDT, 2004). Segundo levantamento mais recente
realizado nesse reservatdrio (Praia dos Namorados), A. circinalis atingiu valores de 358 orgs mL~
"¢ A. crassa 3455 orgs mL-1 (AGUJARO, 2007). A mesma autora sugere que a mortandade de
peixes ocorrida em agosto de 2005 no Iate Clube, localizado nas margens do Reservatério Salto
Grande, possa estar relacionada com a produc¢do de neurotoxinas produzidas por A. crassa,
espécie dominante e que atingiu densidade de 2889 orgs mL™'. No entanto, a falta de oxigénio na
agua ndo pode ser descartada como possivel causa das mortes. Recentemente, as morfoespécies
A. circinalis, A. crassa, A. planctonica, A. spiroides e A. verrucosa, encontradas no Brasil, foram
relatadas por produzirem microcistina, anatoxina-a, anatoxina-a(S) e goniautoxina
(SANT’ANNA et al.,, 2008). Uma floracio no Reservatério Monjolinho (Sao Carlos, SP)

composta por A. circinalis e A. spiroides mostrou ser toxica para cladéceros e camundongos
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(SOTERO-SANTOS et al., 2008). A presenca de microcistina foi verificada por ELISA
(“enzyme-linked immunosorbent assay”) nas amostras da natureza (28-45 ug L") e células
liofilizadas (138-223 pg g'), porém neurotoxinas ndo foram detectadas por HPLC. Assim,
espécies de Anabaena tém sido relacionadas com as floragdes toxicas no Brasil em amostras da
natureza (Tabela 1), entretanto, a confirmagcdo de isolados brasileiros deste género como

produtores de cianotoxinas ainda ndo foi obtida.

Tabela 3 - Principais classes de peptideos de cianobactérias (modificado de WELKER; VON
DOHREN, 2006)

Classe Sinonimos Género produtor
Aeruginosina Microcina, espumigina Microcystis, Planktothrix,
Nodularia
Microginina Cianostatina, oscilaginina, nostoginina  Microcystis, Planktothrix,
Nostoc
Cianopeptolina Aeruginopeptina, anabaenopeptilida, Anabaena, Lyngbya,
hofmannolina, microcistilida, Microcystis, Planktothrix,
micropeptina, nostociclina, Scytonema, Symploca

nostopeptina, oscilapeptilida,
somamida, tasipeptina

Microviridina - Microcystis, Planktothrix,
Nostoc
Ciclamida Dendroamida, microciclamida, Lyngbya, Microcystis,
nostociclamida, raociclamida, Nostoc, Oscillatoria,

ulongamida, westielamida Stigonema, Westiellopsis
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2.3 Taxonomia polifasica e caracteres fenotipicos

A identificacdo de cianobactérias tem sido feita tradicionalmente de acordo com os
caracteres morfoldgicos seguindo levantamentos botanicos de diversidade (BOURRELLY, 1970;
DESIKACHARY, 1959; FREMY, 1930; GEITLER, 1932) e os sistemas de classificagcdao
botanico (ANAGNOSTIDIS; KOMAREK, 1985; 1990; KOMAREK; ANAGNOSTIDIS, 1989;
1999; 2005) e bacterioldgico (BOONE; CASTENHOLZ; 2001; RIPPKA et al., 1979). Baseado
no estudo de 178 linhagens de cianobactérias, foi proposto um sistema de classificacdo composto
por 22 géneros dentro de 5 secdes (RIPPKA et al., 1979). Como caracteres morfolégicos foram
utilizados a organizacdo celular (unicelular ou tricoma), o tipo de reproducdo (divisdo celular) e a
capacidade de formar células diferenciadas (heterdcito e acineto). Posteriormente, esse sistema
foi adotado pelo Manual de Bacteriologia Sistemadtica de Bergey (Tabela 4). De modo similar, o
sistema de classificagdo botanica baseou-se também nesses caracteres morfoldgicos para
separacdo das cianobactérias em 4 ordens: Chroococcales, Oscillatoriales, Nostocales e
Stigonematales (ANAGNOSTIDIS; KOMAREK, 1985). Com o advento da biologia molecular e
sequenciamento do gene de RNAr 16S, a sistemdtica de cianobactérias come¢a a adotar a
filogenia como base da taxonomia, além de incorporar também  caracteres
bioquimicos/fisiologicos e ultraestruturais (organizacdo dos tilacéides). Assim, sequéncias de
RNAr 16S estdo sendo usadas como base para definicio dos géneros de cianobactérias e
tentativas de mudanca do sistema de classificagdo em niveis supragenéricos também estdo
surgindo (HOFFMANN; KOMAREK; KASTOVSKY, 2005; KOMAREK, 2005a;
HOFFMANN, 2007). De acordo com esse novo sistema de classificagdo, a organizacdo dos
tilacéides (radial ou paralelo a superficie celular), o tipo de reproducao e diferentes morfologias
do talo, aliados as sequéncias do RNAr 16S, formam a base para essa diferenciacdo (Tabela 4).
Quanto aos géneros, muitos mostraram ser monofiléticos como Microcystis, Planktothrix,
Arthrospira, Tychonema, Trichodesmium, Spirulina e Cylindrospermum, outros porém, i.e.
Anabaena e Aphanizomenon foram definidos com género-forma e necessitam de uma revisiao

(HOFFMANN; KOMAREK; KASTOVSKY, 2005).



Tabela 4 — Classifica¢do das cianobactérias de acordo com os sistemas bacterioldgico e botanico (modificado de RAJANIEMI-WACKLIN, 2006)

(continua)

Classificacao pelo Manual de
Bacteriologia Sistematica de
Bergey (Boone e Castenholz, 2001)

Classificacao por Komarek e Anagnostidis (Anagnostidis e
Komarek ,1985, 1990; Komarek e Anagnostidis, 1989; 1999;
2005)

Classificacao por Hoffmann, Komarek e Kastovsky
(Hoffmann, Komdrek e Kastovsky, 2005) .2

Subsecao I (Chroococcales):
unicelular ou colonial, divisdo por
fissdo bindria em 1 a 3 planos ou
por budding

Género-Forma Chamaesiphon,
Choococcus, Cyanobacterium,
Cyanobium, Cyanothece,
Dactylococcopsis, Gloeobacter,
Gloeocapsa, Gloeothece,
Microcystis, Prochlorococcus,
Prochloron, Synechococcus,
Synechocystis

Subsecao II (Pleurocapsales):
unicelular ou colonial, divisdo por
fissdo multipla ou em conjunto com
fissdo bindria

Subgrupol
Género-Forma Cyanocystis,
Dermocarpella, Stanieria,
Xenococcus

Chroococcales: unicelular ou colonial

Familia Gloeobacteraceae
Gloeobacter
Familia Synechococcaceae
Subfamilia Aphanothecoideae
Aphanothece, Cyanobacterium, Cyanobium, Cyanocatena,
Cyanodictyon, Cyanothece, Epigloeosphaera, Gloeothece,
Hormothece, Lemmermanniella, Radiocystis
Subfamilia Synechococcoideae
Bacularia, Cyanothamnos, Dzensia, Johannesbaptistia,
Myxobaktron, Rhabdoderma, Rhabdogloea,
Synechococcus, Wolskyella
Familia Merismopediaceae
Subfamilia Merismopedioideae
Aphanocapsa, Coccopedia, Cyanotetras, Merismopedia,
Microcrocis, Pannus, Synechocystis
Subfamilia Gomphosphaerioideae
Coelomoron, Coelosphaerium, Coelosphaeriopsis,
Gomphosphaeria, Snowella, Siphonosphaera,
Woronichinia
Familia Microcystaceae
Chondrocystis, Eucapsis, Gloeocapsa, Microcystis
Familia Chroococcaceae
Asterocapsa, Chroococcus, Cyanokybus, Cyanosarcina,
Cyanostylon, Gloeocapsopsis, Pseudocapsa
Familia Entophysalidaceae
Subfamilia Entophysalidoideae
Chlorogloea, Cyanoarbor, Entophysalis, Lithocapsa,
Paracapsa
Subfamilia Siphononematoideae
Siphononema
Familia Hydrococcaceae
Cyanodermatium, Hydrococcus, Myxohyella, Tryponema

Gloeobacterales™: cocéide, sem tilacéides
Familia Gloeobacteraceae
Gloeobacter

Synechococcales “: tilac6ides paralelos a superficie da célula,

unicelular ou colonial

Familias Synechococcaceae
Aphanotece-células pequenas, Bacularia, Cyanocatena,
Cyanobium, Cyanodictyon, Cyanothamnos,
Epigloeosphaera, Lemmermanniella, Pannus,
Prochlorococcus, Rhabdoderma, Rhabdogloea,
Synechococcus, Thermosynechococcus, Wolskyella,

Familia Acaryochloridaceae
Acaryochloris

Familia Merismopediaceae
Aphanocapsa-células pequenas, Chroococcus subg.
Limnococcus, Coccopedia, Coelomoron, Coelosphaerium,
Coelosphaeropsis, Cyanotetras, Eucapsis, Merismopedia-
células pequenas, Siphonosphaera, Synechocystis-células
pequenas

Familia Chamaesiphonaceae
Chamaesiphon subg. Euchamaesiphon, Clastidium,
Geitleribactron

Chroococcales ©'; arranjo radial dos tilacéides, unicelular ou

colonial

Familia Cyanobacteriaceae
Aphanothece-tipo stagnina, Cyanobacterium, Cyanothece,
Gloeothece, Hormothece, Microcrocis, Myxobaktron-sob
nome invalido Dactylococcopsis

Familia Microcystaceae
Aphanocapsa-células grandes, Chondrocystis, Gloeocapsa,
Microcystis, Radiocystis, Sphaerocavum, Synechocystis-
células grandes

6¢



Tabela 4 — Classificacao das cianobactérias de acordo com os sistemas bacterioldgico e botinico (modificado de RAJANIEMI-WACKLIN, 2006)

(continuagdo)

Classificacao pelo Manual de
Bacteriologia Sistematica de
Bergey (Boone e Castenholz, 2001)

Classificacao por Komarek e Anagnostidis (Anagnostidis
e Komarek ,1985, 1990; Komarek e Anagnostidis, 1989;
1999; 2005)

Classificacao por Hoffmann, Komarek e Kastovsky
(Hoffmann, Komdrek e Kastovsky, 2005) 1.2

Subgrupo II
Género-Forma
Chroococcidiopsis
Myxosarcina, grupo-
Pleurocapsa (Pleurocapsa,
Hyella, Solentia)

Subsecao III (Oscillatoriales):

filamentoso, nao heterocitado
Género-Forma Arthrospira,
Borzia, Crinalium,
Geitlerinema, Leptolyngbya,
Limnothrix, Lyngbya,
Microcoleus, Oscillatoria,
Planktothrix, Prochlorothrix,
Pseudanabaena, Spirulina,
Starria, Symploca,
Trichodesmium, Tychonema

Familia Chamaesiphonaceae
Chamaesiphon, Cyanophanon, Geitleribactron,
Stichosiphon
Familia Dermocarpellaceae
Cyanocystis, Dermocarpella, Stanieria
Familia Xenococcaceae
Chroococcidium, Chroococcidiopsis, Chroococcopsis,
Myxosarcina, Xenococcus
Familia Hyellaceae
Subfamilia Podocapsoideae
Cyanosaccus, Ercegovicia, Podocapsa
Subfamilia Hyelloideae
Cyanoderma, Hyella, Pleurocapsa, Solentia

Oscillatoriales: filamentoso, nao heterocitado
Familia Pseudanabaenaceae
Subfamilia Pseudanabaenoideae
Arthronema, Geitlerinema, Jaaginema, Limnothrix,
Pseudanabaena
Subfamilia Spirulinoideae
Glaucospira, Spirulina
Subfamilia Leptolyngbyoideae
Leibleinia, Leptolyngbya, Planktolyngbya
Subfamilia Heteroleibleinioideae
Heteroleibleinia, Tapinothrix

Familia Gomphosphaeriaceae
Gomphosphaeria, Snowella, Woronichinia
Familia Prochloraceae
Prochloron
Familia Chroococcaceae
Asterocapsa, Chroococcus, Cyanosarcina, Gloeocapsopsis,
Merismopedia-células grandes, Pseudocapsa
Familia Entophysalidaceae
Chlorogloea, Cyanoarbor, Cyanodermatium, Cyanostylon,
Dzensia, Entophysalis, Johannesbaptistis, Tryponema
Familia Stichosiphonaceae
Chamaesiphon subg. Godlewskia, Stichosiphon
Familia Dermocarpellaceae
Cyanocystis, Dermocarpella, Stanieria
Familia Xenococcaceae
Chroococcidiopsis, Chroococcopsis, Xenococcus
Familia Hydrococcaceae
Chroococcidium, Cyanoderma, Hydrococcus, Hyella,
Pleurocapsa, Podocapsa, Solentia
Familia Spirulinaceae
Glaucospira, Halospirulina, Spirulina

Oscillatoriales ®: arranjo radial dos tilacéides, filamentos largos

Familia Borziaceae
Borzia, Komvophoron, Yonedaella

Familia Phormidiaceae
Arthrospira, Dasygloea, Haliarachne, Hydrocoleum,
Katagnymene, Leibleinia, Lyngbyopsis, Microcoleus,
Phormidium, Planktothrix, Planktothricoides,
Porphyrosiphon, Pseudophormidium, Sirocoleum, Symploca,
Symplocastrum, Trichodesmium, Tychonema



Tabela 4 — Classificacdo das cianobactérias de acordo com os sistemas bacterioldgico e botanico (modificado de RAJANIEMI-WACKLIN, 2006)

(continuagdo)

Classificacao pelo Manual de
Bacteriologia Sistematica de Bergey
(Boone e Castenholz, 2001)

Classificacao por Komarek e Anagnostidis (Anagnostidis e
Komarek ,1985, 1990; Komarek e Anagnostidis, 1989; 1999;
2005)

Classificacdo por Hoffmann, Komarek e Kastovsky
(Hoffmann, Komarek e Kastovsky, 2005) 4.2

Subsecio IV (Nostocales):
filamentoso, heterocitado, ndo
ramificado

Subgrupol
Género-Forma Anabaena,,
Anabaenopsis, Aphanizomenon,
Cyanospira, Cylindrospermopsis,
Cylindrospermum, Nodularia,
Nostoc, Scytonema

Familia Schizotrichaceae
Trichocoleus, Schizothrix
Familia Borziaceae
Borzia, Komvophoron, Sinaiella
Familia Phormidiaceae
Subfamilia Ammatoideoideae
Ammatoidea, Phormidiochaete, Pseudoscytonema
Subfamilia Phormidioideae
Arthrospira, Phormidium, Planktothrix, Planktothricoides,
Pseudophormidium, Symploca, Trichodesmium, Tychonema
Subfamilia Microcoleoideae
Dasygloea, Hydroccoleum, Lyngbyopsis, Microcoleus
Familia Gomontiellaceae
Subfamilia Hormoscilloideae
Hormoscilla, Katagnymene
Subfamilia Starrioideae
Starria
Familia Oscillatoriaceae
Subfamilia Oscillatorioideae
Blennothrix, Lyngbya, Oscillatoria, Plectonema
Subfamilia Homoeotrichoideae
Homoeothrix

Nostocales: filamentoso, heterocitado, acinetos, ramificacio
falsa
Familia Scytonemataceae
Kyrtuthrix, Scytonema, Scytonematopsis
Familia Microchaetaceae
Subfamilia Tolypotrichoide
Coleodesmium, Petalonema, Tolypothrix
Subfamilia Microchaetoideae
Camptylonemopsis, Fortiea, Microchaete
Familia Rivulariaceae
Calothrix, Dichothrix, Gloeotrichia, Isacystis, Rivularia

Familia Ammatoideaceae
Ammatoidea, Pseudoscytonema
Familia Oscillatoriaceae
Blennothrix, Hormoscilla, Lyngbya, Oscillatoria,
Plectonema, Polychlamydum
Familia Gomontiellaceae
Crinalium, Gomontiella, Starria

Pseudoanabaenales “': tilacGides paralelos 2 superficie

da célula, filamentos finos

Familia Pseudanabaenaceae
Arthronema, Geitlerinema, Heteroleibleinia,
Jaaginema, Leibleinia-tipo fino, Leptolyngbya,
Limnothrix, Planktolyngbya, Pseudadanabaena,
Prochlorothrix, Romeria, Tapinothrix

Familia Schizotrichaceae
Inactis, Schizothrix, Trichocoleus

Nostocales ‘®: filamentoso, heterocitado
Familia Scytonemataceae
Kyrtuthrix, Scytonema, Scytonematopsis
Familia Symphyonemataceae
Adrianema, Brachytrichia, Iyengariella,
Mastigocladopsis, Symphyonemopsis, Symphyonema,
Umezakia
Familia Borzinemataceae
Borzinema, Schmidleinema, Seguenzaea
Familia Rivulariaceae
Calothrix, Dichothrix, Gloeotrichia, Rivularia

I¢



Tabela 4 — Classifica¢a o das cianobactérias de acordo com os sistemas bacteriolégico e botanico (modificado de RAJANIEMI-WACKLIN, 2006)

(conclusio)

Classificacio pelo Manual de
Bacteriologia Sistematica de
Bergey (Boone e Castenholz, 2001)

Classificacao por Komarek e Anagnostidis (Anagnostidis e Komarek ,1985,
1990; Komdrek e Anagnostidis, 1989; 1999; 2005)

Classificacao por Hoffmann, Komarek e
Kastovsky (Hoffmann, Komarek e
Kastovsky, 2005) -2

Subgrupo II
Género-Forma Calothrix,
Gloeotrichia, Microchaete,
Rivularia, Tolypothrix

Subsecao V (Stigonematales):
filamentoso, heterocitado, ramificado

Género-Forma Chlorogloeopsis,
Doliocatella, Fischerella, Geitleria,
Iyengariella, Loriella,
Mastigocladopsis, Mastogocoleus,
Nostochopsis, Stigonema, Westiella

Familia Nostocaceae
Subfamilia Anabaenoideae
Anabaena, Anabaenopsis, Aphanizomenon, Cylindrospermopsis,
Cylindrospermum, Raphidiopsis,
Subfamilia Nostocoideae
Aulosira, Isocystis, Nodularia, Nostoc, Trichormus

Stigonematales: filamentoso. heterocitado, acinetos, ramificacdo verdadeira
Familia Chlorogloeopsaceae
Chlorogloeopsis, Heterocyanococcus
Famfilia Capsosiraceae
Capsosira, Hyphomorpha, Stauromatonema
Familia Stigonemataceae
Homoeoptyche, Pulvinularia, Stigonema
Familia Fischerellaceae
Doliocatella, Fischerella, Fischerellopsis, Parthasaranthiella, Westiellopsis
Familia Borzinemataceae
Borzinema, Handeliella, Schmidleinema
Familia Loriellaceae
Albrightia, Brachytrichiopsis, Colteronema, Geitleria, Loriella,
Mastigocoleopsis, Matteia
Familia Nostochopsaceae
Mastigocladopsis, Mastigocoleus, Nostochopsis
Familia Mastigocladaceae
Subfamilia Mastigocladoideae
Hapalosiphon, Mastigocladus, Umezakia, Westiella
Subfamilia Brachytrichioideae
Brachytrichia, Iyengariella, Symphyonemopsis

Familia Microchaetaceae
Camptylonemopsis, Coleodesmiopsis,
Coleodesmium, Fortiea, Hassallia,
Microchaete, Petalonema, Tolypothrix

Familia Nostocaceae
Anabaena-
planctonica=Dolichospermum,
Anabaena-benténico, Anabaenopsis,
Cyanospira, Aphanizomenon,
Cylindrospermopsis,
Cylindrospermum, Hydrocoryne,
Isocystis, Nodularia, Nostoc,
Raphidiopsis, Richelia, Trichormus,
Wollea

Familia Chlorogloeopsidaceae
Chlorogloeopsis

Familia Hapalosiphonaceae
Fischerella, Hapalosiphon,
Mastigocladus, Mastigocoleopsis,
Mastigogoleus, Nostochopsis,
Westiella, Westiellopsis

Familia Loriellaceae
Colteronema, Geitleria, Loriella

Familia Stigonemataceae
Capsosira, Cyanobotrys, Doliocatella,
Nematoplaca, Pulvinularia,
Stauromatonema, Stigonema

" As ordens pertencem a 4 subclasses que ndo estio na mesma sequéncia da publicagdo.

@ Em negrito estdo os tixons ndo validos. As ordens nio validadas estdo sublinhadas.

© Ordem Gloeobacterales esta dentro da subclasse Gloeobacterophycidae.

“ Ordens Synechococcales e Pseudanabaenales formam a subclasse Synechococcophycidae.
© Ordens Chroococcales e Oscillatoriales formam a subclasse Oscillatoriophycidae.

© Ordem Nostocales est4 dentro da subclasse Nostocophycidae.

98]
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Desse modo, o novo sistema de classificacdo de cianobactérias (Tabela 4) segue os
preceitos da sistemdtica multidisciplinar ou polifasica (CASTENHOLZ, 2001; GILLIS et al.,
2001; VANDAMME et al., 1996), cuja caracterizagdo dos organismos deve utilizar o maior
nimero de informacdes possiveis, compreendendo caracteres fenotipicos (morfologia, fisiologia,
acidos graxos, exopolissacarideos etc.) e genotipicos (hibridizacio DNA-DNA, sequenciamento
génico, composi¢ido GC, etc.) (GILLIS et al., 2001). Ainda, deve ocorrer congruéncia entre esses
caracteres (VANDAMME et al., 1996), levando sempre em consideragdo a histéria evolutiva dos
organismos.

Verifica-se a importancia da morfologia na taxonomia de cianobactérias, bem como os
estudos de material em cultura como fonte de informagdes para uma abordagem multidisciplinar.
Historicamente, a complementaridade dos estudos de populagcdes naturais e linhagens na
caracterizacdo dos tdxons de cianobactérias, e a utilizacdo de informagdes morfoldgicas,
bioldgicas, fisiolégicas, bioquimicas e ecoldgicas na determinagdo das espécies foi discutida por
Anagnostidis e Komadrek (1985). Dada a importancia dos caracteres morfologicos para
identificacdo das cianobactérias nos niveis genérico e especifico (“morfoespécies”), problemas
surgem devido a grande maioria dos trabalhos botanicos basearem-se apenas em material
preservado da natureza e nos dados ecoldgicos. Assim, variagdes populacionais sdo de dificil
delimitagcdo, podendo ocasionar identificagdes erradas. Por outro lado, as condi¢des em cultura
podem representar situacdo de estresse e a caracterizacdo morfologica deve ser feita de modo
criterioso para ndao se incorrer em erros de identificagio (HOFFMANN; KOMAREK:
KASTOVSKY, 2005). Da mesma forma, Zehnder (1985) também relata que os estudos em
cultura sdo indispenséveis para a solucao de problemas taxondmicos de cianobactérias, desde que
baseados em linhagens identificadas corretamente. Portanto, a taxonomia de cianobactérias em
geral é complexa devido ao grande nimero de espécies descritas de acordo com material
preservado da natureza.

De acordo com as descricdes baseadas nos caracteres morfoldgicos das espécies de
Anabaena, trabalhos botanicos reportam diferentes tdxons para varios paises (CRONBERG;
KOMAREK, 2004; KOMAREK, 2005b; NGUYEN et al., 2007; WOOD et al., 2005). Duas
espécies de Anabaena (A. recta Geitler et Ruttner e A. viguieri Denis et Frémy) e cinco novas
espécies (Anabaena austro-africana, A. carmichaelii, A. bituri, A. maxima e A. nygaardii) foram

relatadas para ambientes 1€nticos da Africa (CRONBERG; KOMAREK, 2004). Em levantamento
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realizado em Cuba, foram descritas A. austro-africana Cronberg et Komarek, A. fuellebornii
Schmidle, A. iyengarii Bharadwaja, A. manguinii (Bourrelly) Komdrek, A. oblonga De
Wildeman, A. orientalis S. C. Dixit, A. portoricensis N. L. Gardner, A. torques-reginae Komarek,
A. turkestanica (A. Kiselev) Komarek, A. unispora N. L. Gardner e A. volzii Lemmermann,
incluindo as novas espécies A. hatueyi e A. jeejiae (KOMAREK, 2005b). Dentre novas
ocorréncias de cianobactérias planctonicas na Nova Zelandia, A. minderi Huber-Pestalozzi, A.
planktonica Brunnthaher e A. smithii (Komarek) M. Watanabe foram relatadas (WOOD et al.,
2005). Em Thuathien-Hue (Vietna), A. laxa A. Braun ex Bornet et Flahault e A. viguieri Denis et
Frémy foram reportadas (NGUYEN et al., 2007). Ainda, com base na revisdo das morfoespécies
descritas em trabalhos botanicos, Anabaena com tricomas espiralados foram classificadas dentro
de um novo subgénero: Dolichospermum Thwaites ex Wittrock et Nordstedt , cuja espécie tipo €
A. flos-aquae (Lyngbye) Brébisson ex Bornet et Flauhault (KOMAREK; ZAPOMELOVA,
2007).

No Brasil, levantamento da biodiversidade de Anabaena no Rio Grande do Sul revelou as
seguintes espécies: A. circinalis Rabenhorst ex Bornet et Flahault, A. crassa (Lemmermann)
Komarkova-Legnerova et Cronberg, A. cf. inaequalis (Kiitzing) Bornet et Flahault, A. mucosa
Komaérkova-Legnerovad et Eloranta, A. solitaria Klebahn, A. spiroides Klebahn e A. vigueri Denis
et Frémy (WERNER, 2002). Em ambientes lénticos da regido do alto Rio Parana (Porto Rico,
Parand), amostras de cianobactérias perifiticas das Lagoas Clara e das Garcas revelaram a
presenca das espécies A. affinis Lemmermann , A. cylindrica Lemmermann e A. sphaerica Bornet
et Flahault (FONSECA; RODRIGUES, 2005). Nos reservatorios Billings, Guarapiranga, Jundiai
e Taiacupeba (Sdo Paulo) foram relatadas as espécies: A. circinalis Rabenhorst, A. crassa
(Lemmermann) Komaérkova-Legnerovd et Cronberg, A. planctonica Brunnthaler, A. solitaria

Klebahn e A. spiroides Klebahn (SANT’ ANNA et al., 2007).



Tabela 5 — Principais trabalhos de sistematica molecular envolvendo genes constitutivos e funcionais em linhagens de Anabaena

(continua)
Metodologia e Objetivo Origem ? e linhagens de Anabaena © Principais Referéncia
regido génica resultados/conclusdes
Seqiienciamento Diferenciacio de Anabaena sp. CA (ATCC33047) NifH diferencia cianobactérias Ben-Porath; Zehr
nifH (359 pb) cianobactérias e heterocitadas de nao (1994)

RFLP da PC-IGS
(~ 700pb)

Seqiienciamento
regides V6, V7 e
V8 do RNAr 16S
(479pb)

Seqiienciamento
RNAr 16S
(479pb), rbcLX
(787-808pb)

HIP1-PCR e
RFLP da regido
intergé€nica RNAr
16S-23S

RNAr 168 (1300-
1450pb), PC-IGS
(680pb)

caracterizagdo de
populagdes
diazotréficas

Método molecular para
identificacdo de
cianobactérias

Filogenia de
cianobactérias

Filogenia e evolugdo
de genes

Diferenciar linhagens
de Anabaena flos-
aquae e Nostoc
ellipsosporum

Filogenia e deteccao
de A. circinalis no
meio ambiente

Austrélia, Inglaterra, Japao — A. affinis NIES40, A.
circinalis (AWTO0O01, - 002, - 006, NIES41), A.
cylindrica NIES19, A. flos-aquae NIES73, A. solitaria
NIESS80, A. spiroides (NIES76, - 78)

Noruega - A. lemmermannii (NIVA-CYA281/1, - 83/1, -
266/1), Anabaena sp. NIVA-CYA 267/4

Noruega - A. lemmermannii (N-C281/1, - 83/1, - 266/1),
Anabaena sp. N-C267/4

Estados Unidos, Inglaterra — A. cylindrica
CCAP1403/2a, A. flos-aquae (CCAP1403/13A, /13B,
/13d - /13H), Anabaena sp. CCAP1446/1C, Anabaena
sp. ATCC27892, Anabaena sp. PCC7120

Austrdlia, Canad4, Japao - A. affinis NIES40, A.
circinalis (AWQCI118C, -131C, -134C, -150A, -173A, -
271C, -279B, - 306A, -307C, -310F, -323B, -331C, -
332H, -344B, AWTO001, -204A, -205B, -02, NIES21, -
41), A. cylindrica NIES19, A. flos-aquae (AWQC112D,
NRC44-1, NRC525-17), A. solitaria NIES80, A.
variabilis NIES23

heterocitadas.

Anabaena é polifilético, p.e., A.
spiroides NIEST6 e A. solitaria
NIES80 tiveram mesmo padrdo
de digestdao (RFLP), enquanto A.
spiroides NIES76 e A. spiroides
NIES78 diferiram

Anabaena e Aphanizomenon
agruparam-se em clado tnico

Anabaena e Aphanizomenon
agruparam-se em clado tnico
RNAr 16S e rbcLX
provavelmente tenham padrio
evolutivo distintos

Linhagens de A. flos-aquae sao
menos diversas que as de N.
ellipsosporum.

A. circinalis é monofilética
Iniciadores ACB1F, ACB2F e
AC510R conseguiram detectar A.
circinalis toxica de ndo téxica na
natureza

Neilan, Jacobs e
Goodman (1995)

Rudi et al. (1997)

Rudi,, Skulberg,
Jakobsen (1998)

Smith et al.
(1998)

Beltran e Neilan
(2000)

g¢



Tabela 5 — Principais trabalhos de sistematica molecular envolvendo genes constitutivos e funcionais em linhagens de Anabaena

(continuagao)
Metodologia e Objetivo Origem ? e linhagens de Anabaena © Principais Referéncia
regifio génica " resultados/conclusdes
Seqiienciamento Filogenia e detecgdo Austrélia - A. aphanizomenoides, A. circinalis, A. flos- A. pertubarta f. tumida é uma Fergusson e Saint

rpoCl (612pb)

Seqiienciamento
nifH (-345pb)

Seqiienciamento
RNAr 16S (1442-
1482pb)

RFLP RNAr 16S
(1500pb)
Fingerprinting
REP/ERIC-PCR

Seqiienciamento
RNAr 16S
(1465pb), rbcLX
(ca. 783pb)
Polimorfismo do
ITS1 (S 450-
500pb, L 660-
730pb)

Seqiienciamento
nifD (1503pb)

de A. circinalis no
meio ambiente

Filogenia de Anabaena
e Nostoc

Caracterizacdo
molecular de
Anabaena,
Aphanizomenon,
Microcystis e
Planktothrix

Filogenia de Anabaena
e Aphanizomenon

Filogenia de Anabaena
e Nostoc

aquae, A. pertubarta f. tumida, A. solitaria, A. spiroides
f. spiroides, A. spiroides f. minima, Anabaena sp.

A. azollae 1a, A. oscillarioides, A. variabilis
ATCC29413, Anabaena sp. (CA, A2, L31)

Espanha, Finlandia, Holanda, Inglaterra, Japdo, Noruega
- A. circinalis NIES41, A. cylindrica PCC7122, A. flos-
aquae (NIVA-CYAS83/1, NIES73), A. spiroides NIES79,
Anabaena sp. (14, 37, 54, 86, 123, 130, 66A, 66B, 90,
202A1, 2002A1/35, 202A2, 277, PCC6309, PCC7108,
PCC73105, PCC9208)

Dinamarca, Estados Unidos, Finlandia, Franca, Noruega
- A. circinalis (86, 123, 90), A. compacta (PH118,
PH189), A. crassa PH215, A. cf. cylindrica (PH133,
PMC9705), A. flos-aquae (14, 37, 202A1), A.
lemmermannii (NC83/1, 66A, 202A2, PH256), A. cf.
lemmermannii PH262, A. macrospora PMC9301, A.
mendotae PHS57, A. planctonica PHT1, A. solitaria 82, A.
spiroides (PMC9403, PMC9702), Anabaena sp.
(PMC9701, 277, 299, IC-1)

Estados Unidos, Inglaterra — A. cylindrica PCC7122,
Anabaena sp. (ATCC33047, PCC7108)

nova espécie. Iniciadores Ana-2,
Ana-4 e Ana-ICF conseguiram
detectar A. circinalis na natureza

Anabaena e Nostoc sao géneros
muito préximos geneticamente e
poderiam formar um tnico

género

Caracteristicas morfoldgicas

(Anabaena e Aphanizomenon) e
toxicidade ou distribuicdo
geogréfica ndo refletem filogenia

a partir do RNAr 16S

RNAr 16S, ITS1-S e rbcLX
resultaram em arvores similares
Anabaena e Aphanizomenon nao

sdo monofiléticos

Anabaena e Nostoc sao géneros

diferentes

(2000)

Tamas, Svircev e
Andersson
(2000)

Lyra et al. (2001)

Gugger et al.
(2002)

Henson, Watson
e Barnum (2002)

9¢



Tabela 5 — Principais trabalhos de sistematica molecular envolvendo genes constitutivos e funcionais em linhagens de Anabaena

(continuagdo)

Metodologia e Objetivo Origem @ e linhagens de Anabaena © Principais Referéncia
regidio génica resultados/conclusdes

Seqiienciamento Filogenia de Canadai, Inglaterra — A. flos-aquae (PCC9302, PCC9332, Anabaena e Aphanizomenon Iteman et al.

RNAr 16S (rrnS)  cianobactérias PCC9349) formam um agrupamento tGnico (2002)

1434pb, ITS heterocitadas pelas andlises de RFLP do RNRr

RNAr 16-23S 16S

(569pb) A. flos-aquae pode apresentar até

RFLP RNAr 16S 5 copias do operon rrn

(1450pb)

Seqiienciamento Filogenia de Suécia — A. lemmermannii KAC16, Anabaena sp. (st8, Anabaena e Aphanizomenon sao Janson e Granéli

hetR (448pb), PC-
IGS (499pb)

Composic¢do de
bases do DNA
(GO

Seqiienciamento
RNAr 16S, gyrB
(1188pb), rpoCl
(885pb), rpoD1
(564pb)
Seqiienciamento
nifD (1503pb)

Seqiienciamento
RNAr 16S
(1393pb), rpoB
(451pb), rbcLX
(606pb)

cianobactérias
heterocitadas

Caracterizacido GC de
linhagens de Anabaena

Filogenia de
cianobactérias

Filogenia de
cianobactérias
heterocitadas
(Subsecdes IV e V)
Caracterizacdo
genética e fenotipica
de Anabaena,
Aphanizomenon,
Trichormus e Nostoc

M14-2, M14-4)

China, Japdo - A. affinis, A. circinalis, A. crassa, A.
compacta, A. curva, A. danica, A. eucompacta, A.
ellipsoides, A. flos-aquae, A. kisseleviana, A.
lemmermannii, A. mucosa, A. mendotae, A. oumiana, A.
planctonica, A. solitaria, A. smithii, A. ucrainica, A.
vigueri e Anabaena spl/sp2

A. cylindrica IAMM-253
A. variabilis 1AMM-204, - 3)

Estados Unidos, Inglaterra — A. cylindrica PCC7122,
Anabaena sp. (ATCC33047, PCC7108)

Alemanha, Canad4, Finlandia — A. augstumalis, A.
circinalis, A. cf. circinalis var. macrospora, A. cf.
crassa, A. cf. cylindrica, A. compacta, A. flos-aquae, A.
lemmermannii, A. mucosa, A. oscillatorioides, A.
planctonica, A. sigmoidea, A. smithii, A. spiroides,
Anabaena sp.

g€neros muito proximos
A regido PC-IGS pode sofrer
selecdo ou recombinacio

A. eucompacta possui
composi¢do GC (45,5%mol)
diferente de A. compacta
(39,5%mol GC) e representa
espécie diferente

Nostocales e Stigonematales
formam grupo monofilético
Nostocales ¢ monofilético pelas
sequéncias de aminodcidos do
gyrB

Cianobactérias heterocitadas sdo
monofiléticas, porém as
subse¢des IV e V ndo sdo
suportadas pelo gene nifD
Anabaena e Aphanizomenon nao
s@o monofiléticos

Forma e tamanho do acineto é
bom character para separar
morfoespécies

(2002)

Li e Watanabe
(2002)

Seo e Yokota
(2003)

Henson et al.
(2004)

Rajaniemi et al.
(2005)

LE



Tabela 5 — Principais trabalhos de sistematica molecular envolvendo genes constitutivos e funcionais em linhagens de Anabaena

(continuagdo)
Metodologia e Objetivo Origem ? e linhagens de Anabaena Principais Referéncia
regiio génica " resultados/concluses
Seqiienciamento Diversidade genética Canada, Estados Unidos, Inglaterra, Manitoba — A. Dentre as linhagens de Anabaena, Gill (2006)
RNAr 168 (ca. de cianobactérias cylindrica, A. flos-aquae (UTEXLB2383, UTCC64), A. apenas A. cylindrica, A. flos-
1203pb) e DGGE  produtoras de lemmermannii (AL4, ALS, AL7, LONT2, LONTS, aquae e A. lemmermannii

parte da regido
hipervariavel V3
do RNAr 16S
(357FC/518R)
161pb

Seqiienciamento
RNAr 16S
(~ 500pb)

Fingerprinting de
regides repetitivas
(LTRR, STRR,
Hip)

geosmina no Lago
Ontdrio

Morfologia e filogenia
de cianobactérias

Diferenciacao
morfoldgica,
bioquimica e
molecular de
Anabaena

GIOLS), A. planctonica, A. spiroides, A. vigueri,
Anabaena sp. LOW

Bélgica, Franca, Luxemburgo - A. crassa (1ES33S1), A.

macrospora (PMC9301), A. oscillarioides (ORO34S1),
A. planctonica (1ES36S2, 1IMS33S1), A. sigmoidea
(7RO28S1, 9BU29S1, 9BU29S2, 0FO34S1), A.
spiroides (TRO37S1, PMC9702), Anabaena sp.
(7VI37S1, PMC9701)

India — Anabaena sp.

CCC35/36/39/59/70/96/111/162/172/179/183/225/230/3

59/441/508/509
Linhagens tipo: Anabaena sp. (PCC7120,
ATCC29413/29414)

puderam ser diferenciadas pelo
DGGE

Willame et al.
(2006)

Formas heterocitadas
(Nostocales) agruparam-se em
dois clados: I.A. espécies
planctdnicas de Anabaena e
Aphanizomenon, e 1.B. formas
bentdnicas/perifiticas de
Anabaena, Nostoc, Calothrix,
Trichormus com formas
planctonicas de Anabaenopsis,
Cylindrospermopsis e Cyanospira
Caracteres morfoldgicos (forma
do tricoma, didmetro da célula
vegetativa,
posi¢do/forma/tamanho do
heterdcito e forma da célula
terminal) e
bioquimicos/fisiolégicos (PBS —
ficobiliproteinas totais,
nitrogenase, GS e atividade de
excrecdo da amdnia) sdo
importantes para diferenciar
linhagens

Prasanna et al.
(2006)
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Tabela 5 — Principais trabalhos de sistematica molecular envolvendo genes constitutivos e funcionais em linhagens de Anabaena

(conclusio)
Metodologia e Objetivo Origem (2) e linhagens de Anabaena (3) Principais resultados/conclusdes Referéncia
regido génica (1) (4)
Seqiienciamento Evolucio dos genes Finlandia - Anabaena sp. (90, 18B6, 66A) Existe congruéncia dos genes Fewer et al.
RNAr 16S, constitutivos e de constitutivos e dos produtores de  (2007)
rpoCl, rpoB, producdo de microcistina
tufA, rbcL microcistina Dominios de adenilagdo dos
(3586pb) @ genes mcyBI e mcyC sdo regides
Genes da de recombinacdo das sintetases de
microcistina microcistina e evoluem
sintetase mcyD, independentemente dos dominios
mcyE, mcyG, de condensagdo
mceyB, mcyC
Seqiienciamento Diversidade genética Golfo da Finlandia - Anabaena sp. (diversas linhagens Filogenia ndo separa linhagens Halinen et al.
RNAr 16S de linhagens com designacdes BECID, BIR, XP e XS) bentdnicas das planctonicas (2008)

(1294pb), rpoCl
(762pb), rbcL
(693pb)

Seqiienciamento
RNAr 16S (1277-
1295pb)

planctonica e
bentdnicas de
Anabaena

Filogenia de espécies
de Anabaena

Lago Dianchi e Erhai (China) - A. circinalis (EH-2, EH-
3 e EH-4), A. cylindrica (DC-3) e A. flos-aquae (DC-1,
DC-2 e EH-1)

As morfoespécies tém
fundamento filogenético

A. circinalis e A. crassa formam
clado tnico (revisao?)
Anabaena e Aphanizomenon
precisam ser revistos

Pan et al. (2008)

' Tamanho somente relacionado as sequéncias de Anabaena obtidas pelos autores. Quando nio citado no texto, o tamanho é referente aquele citado no NCBI para
as respectivas linhagens de Anabaena.
@ Quando ndo disponivel, a origem de algumas linhagens foi obtida nas paginas das Cole¢des de Cultura (http://www.atcc.org/ e http://www.ccap.ac.uk/).
® Quando em grande niimero, foram apresentadas apenas as morfoespécies utilizadas.

@ Referente ao género Anabaena e correlatos.
® Dados concatenados dos diferentes genes.
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Apesar da grande maioria dos estudos taxondmicos de cianobactérias terem sido baseados
em amostras ambientais, atualmente, o cultivo desses organismos tem contribuido na delimitacao
dos taxons e é condi¢do primordial na validagdo de linhagens pelo Cédigo Bacteriol6gico. A
identificacdo morfoldgica de espécies de Anabaena utilizando material em cultivo tem sido
documentada para isolados de paises de clima temperado (GUGGER et al., 2002; LI;
WATANABE; WATANABE, 2000; LI; WATANABE, 2002; PAN et al., 2008; RAJANIEMI et
al., 2005; RAJANIEMI-WACKLIN, 2006; WILLAME et al., 2006). Dentre 50 linhagens do
Japao e China, 20 morfoespécies planctonicas foram descritas: Anabaena affinis, A. circinalis, A.
crassa, A. compacta, A. curva, A. danica, A. eucompacta, A. ellipsoides, A. flos-aquae, A.
kisseleviana, A. lemmermannii, A. mucosa, A. mendotae, A. oumiana, A. planctonica, A. solitaria,
A. smithii, A. spiroides, A. ucrainica e A. vigueri (LI; WATANABE; WATANABE, 2000).
Assim, com base nas caracteristicas morfolégicas, como dimensdes da espira e tipos celulares
(vegetativo, heterdcito e acineto), uma espécie nova foi descrita: Anabaena eucompacta Li et
Watanabe. Apesar da maioria das linhagens formarem acinetos e serem identificadas em nivel
especifico, trés linhagens nunca formaram acinetos e foram designadas como Anabaena sp-1(Ana
Ku-3 e Ana Ku-5) e Anabaena sp-2 (CCAP 1403/13F). Variagdes morfologicas foram relatadas
em linhagens de diferentes espécies de Anabaena em cultura, como A. spiroides que perdeu a
regularidade da espira e A. lemmermannii que perdeu os acinetos agregados no centro do tricoma
(GUGGER et al., 2002). De modo similar, didmetro do tricoma e tipo de espira de A. circinalis e
A. crassa apresentaram variacdo apOs experimento de gradiente-cruzado luz/temperatura e
concentra¢des de nitrogénio e fésforo (ZAPOMELOVA et al., 2008). Diferentes espécies de
Anabaena puderam ser identificadas de acordo com suas propriedades fisioldgicas, bioquimicas e
genéticas como, por exemplo, na diferenciacio de A. viguieri TAC433 de A. affinis
NIES40/Inba3, cujo conteido GC variou de 7,9 — 8,1 mol% (LI; WATANABE, 2002). Nos
estudos conduzidos por Rajaniemi et al. (2005), 13 espécies foram caracterizadas de um total de
34 linhagens de Amabaena,: A. augstumalis, A. circinalis, A. crassa, A. flos-aquae, A.
lemmermannii, A. mucosa, A. oscillarioides, A. planctonica, A. sigmoidea, A. smithii A. spiroides,
A. cf. circinalis var. macrospora e A. cf. cylindrica. A importancia de alguns caracteres
morfolégicos (tricoma reto/espiralado, dimensao/forma das células vegetativa, heterdcito e
acineto) foi estudada em 13 linhagens de Anabaena pertencentes as espécies A. crassa, A.

macrospora, A. oscillarioides, A. planctonica, A. sigmoidea e A. spiroides, isoladas da Bélgica e
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Luxemburgo (WILLAME et al., 2006). Pan et al. (2008) analisaram linhagens isoladas dos Lagos
Dianchi e Erhai (China) e identificaram as espécies A. circinalis (linhagens EH-2, EH-3 e EH-4),
A. cylindrica (linhagem DC-3) e A. flos-aquae (linhagens DC-1, DC-2 e EH-1). De acordo com
esses mesmos autores, o tipo de espira (regular/irregular), largura da célula vegetativa e
heterdcito, assim como presenca ou auséncia de aer6topos mostraram-se caracteres importantes
na identificag@o desses morfotipos.

No Brasil, alguns estudos utilizaram cultivo de cianobactérias para avaliacdo de
diversidade (OLIVEIRA et al., 1980) ou de bactérias associadas a cdpsula de Anabaena
(BAGATINI, 2008). Linhagens heterocitadas presentes em solos de plantacdo de arroz e milho
(Piracicaba, Sao Paulo), como Anabaena, Aphanizomenon, Calothrix, Cylindrospermum,
Hapalosiphon, Microchaete e Nostoc, foram obtidas utilizando meio de cultura isento de
nitrogénio (OLIVEIRA et al., 1980). Recentemente, Anabaena spiroides BBOO7 (Departamento
de Botanica da Universidade Federal de Sao Carlos, SP, Brasil), isolada do Reservatério de Barra
Bonita, foi objeto para estudo de bactérias associadas a sua cédpsula de polissacarideo
(BAGATINI, 2008). Por meio da técnica de eletroforese em gel com gradiente desnaturante
(DGGE), foi verificada a sucessdao de Acidobacteria e Alphaproteobacteria na fase exponencial
de crescimento por Deltaproteobacteria, Betaproteobacteria e Bacilli (Firmicutes) na fase de
senescéncia da A. spiroides BBO07 (BAGATINI, 2008). Assim, estudos envolvendo a sistemética
molecular de isolados brasileiros de Anabaena, sob condi¢des controladas de cultivo, ainda sdao

inexistentes.

2.4 Sistematica molecular

A defini¢do de espécie na Microbiologia segue tradicionalmente o nivel de hibridizacao
DNA-DNA (DDH) entre duas linhagens que, para serem consideradas de uma mesma espécie,
devem ter valor > 70% e ATm (temperatura de anelamento) < 5°C (GEVERS et al., 2005;
WAYNE et al., 1987). Porém, as técnicas de DDH apresentam vdrios problemas, pois dependem
de parametros fisico-quimicos, sdo trabalhosas e necessitam de grandes quantidades de DNA,
além da falta de padronizacdo das condi¢des de andlise entre os laboratérios (VANDAMME et
al.,, 1996). Assim, incongruéncias entre dados de DDH e caracteristicas fenotipicas podem
ocorrer (WAYNE et al., 1987), como nas espécies de Bordetella (B. pertussis, B. parapertussis €

B. bronchiseptica) que sdo facilmente identificadas pelos caracteres morfolégicos, bioquimicos e
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quimiotaxondmicos (VANDAMME et al., 1996), mas apresentam mais de 80% de associagcdo
DNA-DNA (KLOOS et al., 1981; VANDAMME et al., 1995; WEYANT et al., 1995). Portanto,
a definicdo de espécies baseada apenas na técnica de DDH ndo € consensual. Recentemente, foi
sugerido que os microbiologistas adotem o conceito abstrato de espécies, definidas por linhagens
metapopulacionais, com critério evolutivo de especiacdo e livre de metodologias direcionadas ao
organismo alvo (DDH e RNAr 16S) (ACHTMAN; WAGNER, 2008). Como exemplificado pelos
autores, o valor de referéncia de 70 % para DDH para definir espécies foi estipulado hd 20 anos e
ndo apresenta nenhuma justificativa tedrica. Como pré-requisito, as espécies devem evoluir
separadamente de outras linhagens por for¢as coesivas € ndo necessitam, por exemplo, serem
distintas fenotipicamente, monofiléticas ou ecologicamente separadas. Os ecotipos de
Prochlorococcus MED4 e MIT9312 diferem apenas em 0,8% nas suas sequéncias de RNAr 168,
porém a identidade média dos genes em comum ¢é de apenas 78% (COLEMAN et al., 2006).
Assim, se esses diferentes ecotipos estiverem ligados por forgas coesivas como recombinacao,
estas populagdes poderiam representar uma unica espécie (ACHTMAN; WAGNER, 2008). Esse
novo conceito apresenta como vantagem o fato de que organismos nao cultivdveis poderiam
constituir novas espécies com base na estrutura de suas populacdes. Porém, as técnicas para
aplicacdo do conceito de metapopulacao ndo foram definidas e até que os estudos de genética de
populacdo sejam aprofundados, deve-se continuar utilizando as técnicas disponiveis
(ACHTMAN; WAGNER, 2008).

Assim, a bacteriologia tem utilizado a regidao do RNAr 16S para a maioria dos estudos de
inferéncias filogenéticas, sendo que similaridade acima de 97% entre fragmentos indica que as
linhagens pertencem a uma mesma espécie (VANDAMME et al., 1996). Contudo esse valor nao
€ definitivo. Outros genes constitutivos também sao recomendados e utilizados para filogenia,
pois sdo também conservados e poucos sujeitos a transferéncia lateral, inser¢ao/delecdo ou
recombinacdo. Em cianobactérias, mais especificamente em Anabaena, os genes que t€ém sido
utilizados para andlises filogenéticas sdo: cpcBA, gyrB, hetR, rbcLX, rpoB, rpoCl, rpoDI e tufA
(Tabela 5), além do RNAr 168S.

Os genes que codificam as RNA polimerases dependentes de DNA tém sido muito usados
nas inferéncias filogenéticas de bactérias por serem ubiquos, extremamente conservados, €
transcreverem macromoléculas (PUHLER et al., 1989). Estudos sorolégicos mostraram que as

cianobactérias possuem todas as subunidades da RNA polimerase (B°, B e 2a) como em
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Escherichia coli mais a subunidade y (SCHNEIDER; HASELKORN, 1988). Posteriormente, foi
verificado que os genes rpoB, rpoClI e rpoC2, andlogos ao operon rpoBC de E. coli, codificavam
as subunidades B, y e P’ da polimerase de Anabaena sp. PCC7120 (BERGSLAND;
HASELKORN, 1991). Portanto, o gene rpoCl, equivalente ao gene rpoC de Escherichia coli, é
codificador da subunidade y da RNA polimerase e especifico para as cianobactérias
(BERGSLAND; HASELKORN, 1991). Outra regido constitutiva importante nas cianobactérias é
aquela relacionada a transcricdo da enzima D-ribulose 1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase
(RubisCO) responsavel pela fixacio do CO;, na fotossintese. A RubisCO mais comum na
natureza (forma I) estd presente em plantas terrestres e marinhas, algas, cianobactérias, € na
maioria das protobactérias fototréficas e quimiolitoautotroficas (TABITA et al., 2007). Em
Anabaena, a regido dos genes rbcLX tem sido a mais utilizada (FEWER et al., 2007; GUGGER et
al., 2002; HALINEN et al., 2008; RAJANIEMI et al., 2005; RUDI; SKULBERG; JAKOBSEN,
1998) para estudos filogenéticos (Tabela 5). Essa regido é caracterizada por uma fracdo mais
conservada, o gene rbcL, cujo final 3’ codifica para subunidade maior da RubisCO, e duas partes
mais varidveis, uma regido intergénica e o gene rbcX, que apresenta atividade similar a uma
chaperonina (RUDI; SKULBERG; JAKOBSEN, 1998).

O gene tuf € responsdvel pela transcri¢io do fator de elongagcdao EF-Tu e tem sido utilizado
para filogenia de bactérias (DELWICHE; KUHSEL; PALMER, 1995; SELA et al., 1989). Em
bactérias Gram-negativas, incluindo as cianobactérias, foram verificadas duas cOpias desse gene
(SELA et al., 1989), porém em E. coli elas diferem na posicdo de apenas 13 dentre 1200
nucleotideos (YOKOTA et al., 1980). Portanto, o gene fufA € considerado conservado, ubiquo e,
devido a sua importante funcdo, dificilmente retém mutacdes neutras (DELWICHE; KUHSEL;
PALMER,1995), o que o caracteriza como um bom elemento para inferéncias filogenéticas.

Quanto a sistemdtica molecular de Anabaena (Tabela 5), as sequéncias de RNAr 16S sdo
as mais comumente usadas, com ampla aplicacdo em estudos de niveis mais altos
(Ordens/Secdes) até diferenciacdo interespecifica. A maioria dos estudos baseados no
seqlienciamento do RNAr 16S, envolvendo o género Anabaena, refere-se a diferenciacdo e
filogenia desse grupo com Aphanizomenon (Tabela 5). Os géneros Anabaena e Aphanizomenon
nao sdo monofiléticos, conforme demonstrado pelas arvores obtidas com as sequéncias do RNAr
16S (GUGGER et al., 2002; ITEMAN et al., 2002; PAN et al., 2008; RAJANIEMI et al., 2005;
RUDI; SKULBERG; JAKOBSEN, 1998; WILLAME et al., 2006). Da mesma forma, analises
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dos genes de RNAr 16S, rpoC1 e rbcLX para os géneros Anabaena e Aphanizomenon mostraram
que esses dois géneros formaram um agrupamento Unico, indicando que eles ndo sdo suportados
pelas andlises filogenéticas. (RAJANIEMI et al. 2005). Corroborando com esses dados, outro
estudo de filogenia usando sequéncias do RNAr 16S e da regido do espago intergénico ITS-
16/23S RNAr mostraram que os géneros Anabaena e Aphanizomenon formaram um clado
monofilético (ITEMAN et al. 2002). Diante dessa problemdtica, foi sugerido que Anabaena e
Aphanizomenon devem permanecer separados e considerados como género-forma, até que seja
feita uma revisdo detalhada desse grupo de cianobactérias heterocitadas (HOFFMANN;
KOMAREK; KASTOVSKY, 2005).

Quanto a variagdo interespecifica, resultados contraditérios foram observados para duas
morfoespécies, A. circinalis e A. crassa. Inicialmente, A. circinalis mostrou-se uma espécie
monofilética com base nas sequéncias do RNAr 16S (BELTRAN; NEILAN, 2000). Porém,
posteriormente, verificou-se a necessidade de revisar a estabilidade dessa espécie, pois linhagens
de A. circinalis agruparam-se com as de A. crassa de material isolado dos lagos Dianchi e Erhai —
China (PAN et al., 2008). Apesar do RNAr 16S ser utilizado para delineamento de espécies
(GEVERS et al., 2005), ele nao possui resolucdo suficiente para defini-las, sendo mais indicado
na comparacdo entre géneros, familias ou em niveis mais altos (VANDAMME et al., 1996).
Além do mais, o RNAr 16S possui vdrias copias no genoma como, por exemplo, a Nostoc
punctiforme PCC73102 que apresenta duas copias do RNAr 16S (Tabela 6).

Como alternativa, é cada vez mais comum o uso de diversos genes para caracterizar
bactérias, como as técnicas de tipificacdo e andlise de sequéncias por multilocos (MLST —
“multilocus sequence typing” e MLSA — “multilocus sequence analysis”). A MLST € uma
técnica de abordagem universal desenvolvida por microbiologistas clinicos e epidemiologistas,
cujo objetivo foi caracterizar bactérias patogé€nicas em nivel molecular (GEVERS et al., 2005),
tendo como primeiro exemplo a Neisseria meningitidis (MAIDEN, 2006). Essa metodologia s6
foi possivel ap6s o aumento no conhecimento da evolucao bacteriana, da biologia de populagdes,
da maior disponibilidade e diminuicdo dos custos de sequenciamento e dos avancos da
bioinformatica (MAIDEN, 2006). A proposta inicial do uso de 12 genes constitutivos nas andlises
de MLST foi substituida por 7 genes (MAIDEN, 2006) e esse nimero, supde-se, tende a
minimizar os problemas de diferentes trajetérias evolutivas dos genes e da nao evolugdo clonal

nas populacdes (TABOADA et al., 2008). A principal diferencga entre as técnicas € que na MLST



Tabela 6 — Numero de copias de sequéncias do RNAr 16S e divergéncias em cianobactéria (modificado de RAJANIEMI-WACKLIN,

2006)
Organismo No. de No. de Divergéncia Tamanho do Niamero de Referéncia/Fonte
copias copias entre copias genoma acesso
diferentes %0
Cianobactéria heterocitada
Anabaena variabilis ATCC29413 4 1 0 6,37 NC_007413 DOE Joint Genome Inst ?
Nostoc punctiforme 4 0,1 8,23 NC_010628 DOE Joint Genome Inst.
PCC73102/ATCC29133
Nostoc sp. PCC7120 4 2 0,07 6,41 NC_003272 ACINAS et al., 2004
Cianobactéria nao heterocitada
Synechococcus sp. JA-3-3Ab 2 1 0 2,93 NC_007775 TIGR (JCVI) @
Synechococcus sp. JA-2-3B’a(2-13) 2 1 0 3,05 NC_007776 TIGR (JCVI)
Gloeobacter violaceus PCC7421 1 1 - 4,66 NC_005125 Kazusa @
Prochlorococcus marinus MIT9312 1 1 - 1,71 NC_007577 DOE Joint Genome Inst.
Prochlorococcus marinus MIT9313 2 1 0 2,41 NC_005071 DOE Joint Genome Inst.
Prochlorococcus marinus NATL2A 1 1 - 1,84 NC_007335 DOE Joint Genome Inst.
Prochlorococcus marinus CCMP1375 1 1 - 1,75 NC_005042 CNRS @
Prochlorococcus marinus CCMP1986 2 1 0 1,66 NC_005072 DOE Joint Genome Inst.
Synechococcus elongatus PCC6301 2 1 0 2,7 NC_006576 Univ. Nagoya, Japio ©
Synechococcus elongatus PCC7942 2 1 0 2,7 NC_007604 DOE Joint Genome Inst.
Synechococcus sp. CC9605 2 1 0 2,51 NC_007516 DOE Joint Genome Inst.
Synechococcus sp. CC9902 2 1 0 2,23 NC_007513 DOE Joint Genome Inst.
Synechococcus sp. WH8102 2 1 0 2,43 NC_005070 DOE Joint Genome Inst.
Synechocystis sp. PCC6803 2 1 0 3,57 NC_000911 ACINAS et al., 2004
Thermosynechococcus elongatus BP-1 1 1 - 2,59 NC_004113 Kazusa

 Tamanho do genoma obtido do banco de dados NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/).
@ Http://www.jgi.doe.gov/.

S Http://www.jcvi.org/.

“ Hittp://bacteria.kazusa.or.jp/cyanobase/.

©) Http://www.cnrs.fr/index.php.

© Http://www.nagoya-u.ac.jp/en/.
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0 objetivo € caracterizar microrganismos em nivel infraespecifico pelas incongruéncias nos
padrdes alélicos de genes constitutivos, enquanto que na MLSA as sequéncias destes genes sdao
concatenadas e utilizadas para diferenciacdo em niveis genéricos ou supra-genéricos (GEVERS et
al., 2005). O primeiro trabalho envolvendo MLST em cianobactérias utilizou 7 genes
constitutivos (ftsZ, glnA, gltX, gyrB, pgi, recA e tpi) para caracterizar linhagens toxicas e ndo
toxicas de Microcystis aeruginosa (TANABE; KASAI; WATANABE, 2007). A técnica MLST
mostrou alta diversidade génica em M. aeruginosa que pode ser explicada pela ocorréncia de
ecotipos e por forgas evolutivas como recombinag¢do, com estrutura populacional clonal. Os
padrées de MLST revelaram grupos distintos para linhagens produtoras de microcistina das nao
produtoras, mostrando ser uma técnica sensivel e discriminatéria. Andlise concatenada do RNAr
16S, rpoCl, rpoB, tufA e rbcL de Anabaena sp. (3586 pb) (Tabela 5) revelou que o género é
estavel, com a formacdo de um ramo separado de Nostoc sp. (FEWER et al., 2007). Contudo, o
nimero restrito de linhagens limitou um pouco essa anélise filogenética. As técnicas de andlise
em multilocos (MLST/MLSA) representam ferramentas importantes para diferenciacdo de
bactérias, desde variagdo infraespecifica (linhagens) até os niveis mais altos como espécies e
géneros. Além disso, informagdes geradas no sequenciamento de genomas, ecologia, estrutura
populacional, taxas de recombinacdo e transferéncia lateral de genes auxiliardo em futuro

proximo na delimitag@o das espécies bacterianas.

2.5 Monitoramento e deteccao de cianobactérias

Apds a edicdo da Portaria MS 518/2004 (BRASIL, 2004), o monitoramento de
cianobactérias tornou-se obrigatério no ponto de captagdo de &dgua no reservatério, com
frequéncia mensal se o nimero de células de cianobactérias ndo exceder 10.000 células mL™ (1
mm® L' de biovolume) ou semanal se ele ultrapassar esse valor. A utilizagdo de produtos
quimicos para controle das floragdes ndo pode ser feita quando a densidade exceder 20.000
células mL"' (2 mm® L de biovolume) e ensaios toxicolégicos com camundongo devem ser
realizados. Além disso, foi determinado o valor maximo de 1 ug L™ de microcistina na dgua de
consumo e recomendados 15 pg L™ de cilindrospermopsina e 3 pg L de equivalente saxitoxina.
Portanto, o monitoramento das cianobactérias em reservatérios € o primeiro passo para

certificacdo da qualidade de 4gua consumida. Esse monitoramento € feito por contagem de

células seguindo a técnica de Utermohl (APHA, 1998) e a identificagdo por microscopia. Esses
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métodos sdo demorados e imprecisos (LORENZI, 2008), principalmente devido a alta
qualificacdo do especialista apto a identificar e quantificar cianobactérias. Necessita-se, assim, o
desenvolvimento de métodos rapidos e precisos para detectar precocemente esses organismos em
amostras ambientais.

Quanto a detec¢dao de Anabaena envolvendo técnicas moleculares, os principais trabalhos
utilizaram diferentes regides como RNAr 16S (BELTRAN; NEILAN, 2000) e rpoCl
(FERGUSSON; SAINT, 2000; GILL; 2006). Os oligonucleotideos iniciadores da PCR ACBIF,
ACB2F e ACSIOR para regido do RNAr 16S conseguiram detectar diretamente na natureza
linhagens de Anabaena circinalis (BELTRAN; NEILAN, 2000). Esse trabalho foi pioneiro
também na detec¢do de linhagens tdxicas e ndo téxicas de A. circinalis. De modo similar, A.
circinalis foi detectada em amostras ambientais, porém por meio dos iniciadores Ana-2, Ana-4 e
Ana-ICF para o gene rpoCI (FERGUSSON; SAINT, 2000). Recentemente, um marcador
molecular foi desenvolvido usando DGGE para deteccdo de linhagens de Anabaena no Lago
Ontario (GILL, 2006). Utilizando os iniciadores 357FC e 518R para a regido hipervaridvel V3 do
RNAr 16S, o fragmento de 161 pb apds submetido a eletroforese por DGGE pode diferenciar A.
cylindrica, A. flos-aquae e A. lemmermannii. Portanto, o desenvolvimento de metodologias para
detectar e monitorar espécies potencialmente toxicas de cianobactérias, como as do género

Anabaena se faz necessario.

2.6 Material e métodos

2.6.1 Locais de amostragens

As amostras de dgua foram coletadas na margem de seis ambientes, quatro no Estado de
Sdo Paulo (Reservatoérios Salto Grande e Billings, Rio Piracicaba e Lago da ESALQ/USP
(Engenharia) e dois no Estado do Ceara (Lagoa do Povoado Nova Aurora e Rio Camario)
(Figura 1). Na praia dos Namorados localizada no Reservatério Salto Grande (S22°42’15,3”
047°16°00,3”), Americana, SP, a amostragem da dgua de superficie foi realizada em 06/09/2007.
Esse reservatorio estéd inserido na bacia hidrografica do rio Atibaia, possui 11,5 kmz, um volume
méximo de 106 milhdes m* e 19,8 m de profundidade méxima (ZANATA; ESPINDOLA, 2002).

Ele foi construido entre 1940 e 1949 com o objetivo de gerar energia elétrica para a regido mas,
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Figura 1 — Alguns locais de amostragem. A, B. Reservatério Salto Grande, Praia dos Namorados, Americana — SP
(fonte: Adriana Sturion Lorenzi); C, D. Lago da ESALQ/USP (Engenharia, Piracicaba — SP); E, F. Rio

Camarido, Ceara (fonte: Tania Keiko Shishido); G, H. Lagoa do Povoado Nova Aurora, Canindé — CE
(fonte: Tania Keiko Shishido)
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com o passar dos anos, outras atividades foram incorporadas, tais como suprimento de 4gua,
irrigacdo de culturas e recreacdo. Processo crescente de deterioragdo da qualidade da dgua e
floragdes tipicas de Microcystis/Anabaena sao observados praticamente durante o ano todo
devido a entrada de efluentes domésticos e industriais das cidades de Paulinia e Campinas, além
da carga orgénica de pequenos rios e corregos que recebem esgotos sanitdrios, sem tratamentos,

de outras cidades e material proveniente da atividade agricola.

A amostra obtida do Riacho Grande (S23°77°60,6” 0O46°53°17,4”), um brago lateral do
Reservatorio Billings, localizado no distrito de Sdo Bernardo do Campo no Estado de Sao Paulo,
foi coletada na superficie d’dgua em 26/05/2008. Esse reservatério foi construido em 1927 e
possui 560 kmz, um volume maximo de 1,27 bilhdes de m’ e profundidade maxima de 18 m
(SOUZA; CARVALHO; TRUZZI, 1998). Ele recebe contribui¢cdo dos rios Grande, Pequeno,
Bororé, Taquacetuba entre outros. Esse reservatério de ambiente eutr6fico possui utilizacdo bem
diversificada, desde abastecimento de dgua, geracao de energia, controle de inundag¢des, irrigacao
e recreacdo (CARVALHO, 2003; CETESB, 1996, 2003). Segundo caracterizagao fisico-quimica,
esse ambiente pode apresentar pH 7,9, condutividade 178,70 pS cm'l, fosforo total 0,06 mg L'l,
nitrogénio total 1,20 mg L e clorofila-a 41,20 pg L! (SANT’ANNA et al., 2007). O estado
eutrofizado de suas dguas contribui para a formagao de floracdes de cianobactérias praticamente

durante o ano todo.

Em um local de capitacdo de dgua do Rio Piracicaba, Piracicaba, SP (S22°71°28,2°’;
047°65°05,4’) foi coletada amostra da superficie d’agua em 27/08/2008. Esse rio recebe grande
aporte de efluentes domésticos e industriais pontuais, bem como de efluentes agricolas e
apresenta-se bastante eutrofizado. Outro local amostrado em Piracicaba, SP, em 13/10/2008, foi o
Lago da Engenharia da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (S22°71°27,0”
047°63°12,6”), que € um ambiente com finalidade ornamental e apresenta 4gua com coloracao
esverdeada, tipica de floracdo de cianobactérias. A amostragem foi realizada na regido

encharcada na margem do lago (Figura 1D).

No Estado do Ceard, amostras de dgua foram coletadas em 07/11/2008, na Lagoa do
Povoado Nova Aurora em Canindé (S4°22° 039°19), localizada dentro da vegetacdo de caatinga
e no Rio Camardo (Estrada Fortaleza-Canindé, km 318). A época amostrada corresponde ao

periodo de seca da regido (Figuras 1E e 1G). As duas amostragens da margem do corpo d’4gua



50

foram compostas por material da regido de superficie e fundo. No Rio Camardo foi observada

grande quantidade de organismos bentonicos (Figura 1F).

Todas as amostragens foram realizadas utilizando frascos de vidro ou pléstico, os quais

foram mantidos a 8 °C, até o isolamento das células de Anabaena.

2.6.2 Isolamento e cultivo de Anabaena

O isolamento das linhagens de Anabaena foi feito pelo método de “pescaria” com pipetas
Pasteur em microscopio Optico (Carl Zeiss, Primo Star, Gottingen, Alemanha). A técnica
consistiu em pingar uma gota da amostra ambiental numa lamina, isolar um tricoma por
capilaridade, com auxilio de pipeta Pasteur com extremidade afilada (RIPPKA, 1988), e lavé-lo
sucessivamente em gotas de meio de cultura esterilizado. Depois de confirmada a presenca de
apenas um individuo, esse foi transferido para tubo de ensaio contendo 9 mL de meio de cultura
esterilizado. Devido a dificuldade no isolamento de cianobactérias como as do género Anabaena,
foram empregados diferentes meios de cultura (Tabela 7). Variagdes na concentracdo de NaNO;
e na adicdo de vitamina B12, bem como diferentes estratégias foram adotadas na tentativa de
otimizar a obtencdo de linhagens de Anabaena. A variagdo no teor de nitrogénio foi realizada
para o meio BG-11 (RIPPKA et al., 1979), sendo usadas as seguintes concentracdes de NaNOs:
17,65 mM (BGN - normal), 8,82 mM (BG50) e sem NaNO;3; (BGS). O meio AA (ALLEN;
ARNON, 1955) foi utilizado na concentracdo diluida de fosfato (AA/4). Para o controle de
organismos eucariotos foi adicionada ciclohexamida (100 mg L") aos meios e para auxiliar no
crescimento de Anabaena acrescentou-se vitamina B12 (0,015 uM) (CURRIER; HAURY;
WOLK, 1977). Duas estratégias foram utilizadas para o isolamento de Anabaena, sendo que as
linhagens das amostras dos Reservatérios Salto Grande e Billings foram isoladas por meio da
transferéncia direta dos tricomas da amostra ambiental para os meios de cultura, devido a alta
densidade desse género de cianobactéria. J4 para as amostras com baixa densidade de Anabaena
(Rio Piracicaba, Lago da ESALQ/USP (Engenharia), Lagoa do Povoado Nova Aurora e Rio
Camardo), uma aliquota da amostra ambiental foi inoculada em meio AA ou BGS e mantida
durante 20-30 dias em condi¢des controladas de cultivo (fotoperiodo 14 h claro: 10 h escuro,
irradiancia 40 umol féton m™~ s e temperatura 25 + 1 °C). Ap6s esse periodo, os tricomas de

interesse foram isolados como descrito anteriormente. Os cultivos foram verificados quanto a
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presenca de contaminantes periodicamente usando microscépio Optico e apds o estabelecimento

da condi¢do de monocultura as linhagens foram selecionadas para o estudo.

As linhagens isoladas foram mantidas em cdmara de crescimento nas condicdes descritas
acima. Além desses isolados, a linhagem Anabaena flos-aquae UTCC64 originaria do Lago
Ontario (Canadd) foi incluida no estudo. Os meios de cultivo para manutencdo das linhagens de

Anabaena foram AA/4 e BG50, com ou sem vitamina B12.

Tabela 7 — Meios de cultura modificados utilizados para isolamento e manutencao das linhagens

de Anabaena

Meio de cultura

BG-11 AA ASM-1
(Rippka et al., 1979) (Allen; Arnon, 1955) (Gorham et al., 1964)

Macronutriente (mM)

NaNO; 17,65 - 2,00
K,HPO, 0,23 0,76 -
KH,PO, - - 0,13
NazHPO4.7H20 - - 0, 10
MgS0,.7H,O 0,30 0,20 0,20
MgCl,.6H,O - - 0,20
CaCl,.2H,0 0,25 0,10 0,20
NaCl - 0,856-

Na,EDTA 0,003 0,05403 0,0702
N32C03 O, 19 - -
FeCl;.6H,O - - 0,004
Acido citrico

Citrato férrico amoniacal 0,021 - -
Micronutrientes (uM)

H;BO; 46,26 9,25 40,1
KOH - 26,01 -
FeS0O,.7H,0O - 13,83 -
MnCl,.4H,0O 9,15 1,82 7,0
ZnS0,4.7H,0 0,77 0,15 -
ZnCl, - - 2,46
Co(Cl,.6H,0O - 0,03 0,08
CO(NO3)2.6H20 O, 17 - -

z

CuCl, - - 0,01
CuS0,.5H,0 0,32 0,06 -
NH,VO; - 0,04 -
N32M004.2H20 1,61 0,25 -

pH 74 7.8 75
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2.6.3 Analise fenotipica dos isolados

Os isolados brasileiros de Anabaena pertencentes as diferentes morfoespécies foram
avaliados em microscépio 6ptico (Axioskop 40) equipado com o sistema digital de imagem
AxioVisionLE 4.6 (Carl Zeiss, Jena, Germany) de acordo com os seguintes caracteres

morfométricos:
¢ Diametro (diamES) e comprimento (comprES) da espira, quando presente;

e Diametro e comprimento da célula vegetativa (diamV, comprV), do heterdcito

(diamHT, comprHT) e do acineto (diamAC, comprAC), quando presente;

e Diametro do envelope mucilaginoso/bainha (diamBA) evidenciado por nanquim,

para todas as morfoespécies.

No minimo 30 células de cada cultura foram medidas. Os caracteres morfométricos
diacriticos foram analisados estatisticamente visando discriminar os morfotipos de Anabaena por
meio da andlise de componentes principais (‘“Principal Component Analysis” - PCA) com o
programa para windows CANOCO 4.5 (TER BRAAK; SMILAUER, 1998). A ordenacgdo dos
diagramas foi criada usando o programa CanoDraw (SMILAUER, 1992). O conjunto de dados
das varidveis morfométricas diacriticas foi plotado em diagrama (Box-plot) como média + desvio

padrdo e valores minimo e maximo usando o programa BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2007).

As identificagdes dos isolados foram realizadas seguindo o Sistema de Classificacdo de
Komarek e Anagnostidis (1989) para a ordem Nostocales e artigos mais recentes (CRONBERG;
KOMAREK, 2004; KOMAREK; ZAPOMELOVA, 2007, 2008; SANT'ANNA et al., 2007;
ZAPOMELOVA et al., 2007, 2008), baseadas nos caracteres morfolégicos diacriticos.

2.6.4 Analise genética

2.6.4.1 Extracao de DNA genomico

A extracdo do DNA gendmico total foi feita usando 3 mL de cultura, sendo as células
precipitadas (10.000 x g, 15 min, 20 °C) em centrifuga (Hettich, modelo Universal 320 R,
Tuttlingen, Alemanha). O sobrenadante foi descartado, o pélete liofilizado e o DNA extraido de

acordo com a metodologia descrita por Fiore et al. (2000). Aliquotas contendo 5 uL. do produto
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extraido, acrescidas de 2 uL de tampdo de carregamento (ficol 15%, azul de bromofenol 0,25%,
xilenocianol 0,25%), foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%, contendo brometo
de etideo (0,3 ug mL"! de gel), em tampao TBE 0,5X (TBE 1X: Tris-borato 45 mM, EDTA 1
mM, pH 8,0), & 90V, 40 min, para a verificagdo da qualidade do produto da extracdo. Como
padrdao de peso molecular foi utilizado o marcador Lambda DNA/EcoRI + HindIIl (Promega,
Madison, WI, EUA — Cat no. G1731). A documentagdo do gel foi feita por fotodocumentador
“Fluor-S™ Multilmager” (BioRad, Hercules, CA, EUA). O material foi armazenado a —20 °C.

2.6.4.2 Amplificacao por PCR dos genes RNAr 16S, rpoC1, rbcL e tufA
As amplificacdes dos genes RNAr 16S, rpoCl, rbcL e tufA foram realizadas utilizando os

oligonucleotideos iniciadores descritos na Tabela 8. As rea¢des de PCR, com volume final de 25
uL, continham: 10 ng de DNA, tampao para PCR 1X (20 mM Tris-HCL, 50 mM KCl, pH 8,4), 3
mM MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP, 0,2 mM de cada iniciador e 1,5 U de Taq polimerase
(Platinum® Tag DNA Polymerase, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e 4gua ultrapura (Milli-Q,
Millipore, Bedford, MA, EUA) esterilizada. As amplificacdes foram feitas em termociclador

“Gene Amp® PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).
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Tabela 8 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reacdes de PCR para amplificacdo dos

fragmentos de genes de interesse

Iniciador Sequéncia (5°-3’) Regiao alvo — Referéncia
tamanho (pb)
27F1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG RNAr 16S - Neilan et al.
1467 (1997)
1494Rc TACGGCTACCTTGTTACGAC
rpoCl-1 GAGCTCYAWNACCATCCAYTCNGG rpoClI - 660 Palenik e
Haselkorn
rpoCI-T GGTACCNAAYGGNSARRTNGTTGG (1992)
rbcLF GACTTCACCAAAGAYGACGAAAACAT  rbcL - 750 Fewer et al.
2007)
rbcLR GAACTCGAACTTRATYTCTTTCCA (
TF CACGTDGAYTGYCCNGGNCACGCTG tufA - 830 Fewer et al.
2007)
TR ATNCGRTCNCCDGGCATAACCATTTC (

As condicdes para amplificacdo do RNAr 16S foram: 95°C/3 min, 30 ciclos 94°C/10 s,
50°C/20 s, 72°C/1 min e extensdo final a 72°C/7 min (NEILAN et al., 1997). O gene rpoC1 foi
amplificado por: 95°C/10 min, 35 ciclos 92°C/1,5 min, 58°C/1 min, 72°C/2 min (WILSON et al.,
2000) e extensdo final a 72°C/10 min. Para os genes tufA e rbcl, as condi¢des de reacdo foram:
95°C/3 min, 30 ciclos 94°C/30 s, 56°C 30 s, 72°C/1 min e extensdo final a 72°C/10 min (FEWER
et al., 2007). A verificacdo do tamanho e quantificagdo dos “amplicons” foi feita em corrida
eletroforética como descrito acima (item 2.6.4.1), utilizando como padrdo de tamanho e massa
molecular os marcadores 100 bp DNA Ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e LOW DNA
Mass Ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).

2.6.4.3 Clonagem, transformacao e sequenciamento

Apds amplificacdo, os fragmentos dos genes RNAr 16S, rpoCl, rbcL e tufA foram
clonados utilizando o kit “pGEM®-T Easy Vector System I” (Promega), de acordo com
instrucdes do fabricante. Os vetores foram transformados em células quimiocompetentes de E.
coli DH5a por choque térmico (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989). O volume total da

ligacdo (10 pL) e a suspensdo de células quimiocompetentes (50 pl) foram misturadas e



55

mantidas no gelo por 30 min. Posteriormente, o microtubo foi transferido para o banho-maria a
42 °C por 60 s e novamente incubado no gelo por 2 min. Posteriormente, 250 pL. de meio SOC
(SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989) foi adicionado a mistura e incubado a 37 °C por
90 min, sob agitacdo constante de 200 rpm. As células transformadas foram plaqueadas em meio
de cultivo LB (20 g L'LB Broth, USB Corporation, Cleveland, OH, EUA), solidificado com
agar 1,5%, acrescido de ampicilina (USB Corporation) e X-Gal (Invitrogen), ambos nas
concentracdes finais de 100 pg mL™". As placas foram incubadas a 37 °C por 12 h. Os clones
transformados foram selecionados a partir de coldnias com coloracdo branca, as quais foram
crescidas em 5 mL de meio LB liquido com ampicilina (100 pg mL™") a 37 °C durante 12 horas,
sob agitacdo constante de 200 rpm. A presenca dos insertos nos clones transformados foi
confirmada por meio de PCR de colonia utilizando os iniciadores MI3F (5°-
GCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA-3’) e M13R (5’-GAGCGGATAACAATTTCACACAGG-
3’) do vetor. As reagdes de PCR continham: 1 pL. de suspensdo de células (clone), tampdo para
PCR 1X (20 mM Tris-HCL, 50 mM KCl, pH 8,4), 3 mM MgCl,, 0,2 mM de cada dANTP, 0,2 mM
de cada iniciador e 1,5 U de Taq polimerase (Platinum® Tag DNA Polymerase, Invitrogen) e
agua ultrapura (Milli-Q, Millipore) esterilizada para o volume final de 25 uL . As reagcdes foram
feitas em termociclador “Gene Amp® PCR System 9700 (Applied Biosystems), nas seguintes
condig¢des: 94 °C/5 min, 30 ciclos 95 °C/20 s, 50 °C/15 s e 60 °C/1 min.

Ap6s a confirmacgdo dos insertos por eletroforese em gel de agarose 1% (item 2.6.4.1), o
DNA plasmidial foi extraido pelo método de hidrdlise alcalina (BIRNBOIM; DOLY, 1979). Em
microtubo de 1,5 mL, 3,0 mL de cultura foram concentrados (10.000 x g por 30 s) e o
sobrenadante descartado. O precipitado foi ressuspendido em 100 pL de solu¢do I (2,5 mL Tris-
HCl 1 M, pH 8,0, 2,0 mL EDTA 0,5 M, 0,9 g glicose e 4gua ultrapura para volume final de 100
mL) gelada. Em seguida, 200 pL de solucao II (NaOH 0,2 N, SDS 1 %, na propor¢do 1:1) foram
adicionados ao microtubo e os volumes misturados por inversdo. Apds 5 minutos de incubacao
no gelo, 150 pL da solugdo IIT (60 mL Acetato de Potdssio 5 M; 11,5 mL Acido Acético Glacial e
dgua ultrapura para volume final de 100 mL) foram adicionados. Depois de homogeneizado
gentilmente por inversdo, o material foi incubado no gelo por mais 5 min. Posteriormente, o
material foi centrifugado a 12.000 x g por 20 min e o sobrenadante transferido para novo
microtubo, sendo tratado com RNAse (10 mg mL™) a 37 °C por 30 min. Decorrido esse periodo,

adicionou-se 1 mL de etanol 100% (gelado) e apds centrifugacdo (10.000 x g, 15 min), o
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precipitado foi lavado com 750 pL de etanol 75% (gelado) e novamente centrifugado (12.000 x g,
5 min). Depois de secado, o pélete foi ressuspendido em 30 pL de dgua ultrapura (Milli-Q,

Millipore) esterilizada. Os plasmideos extraidos foram armazenados a —20 °C.

Os insertos clonados foram sequenciados utilizando o kit “DYEnamic ET Terminator Cycle
Sequencing” (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, EUA). Foram utilizados 200 ng de DNA
plasmidial, 0,2 mM de cada iniciador, 1 pLL de “Sequencing Reagent Premix”, 2 puL. de tampao
“Save Money” 2,5 X (protocolo fornecido pelo fabricante) e dgua ultrapura (Milli-Q, Millipore)
esterilizada para volume final de 10 pL.. Como iniciadores externos foram utilizados o promotor
T7 (5 —= TAATACGACTCACTATAGGG - 3’) e 0 SP6 (5 - ATTTAGGTGACACTATAGAA
— 3’) do vetor. Para o RNAr 16S, foram utilizados 3 conjuntos de iniciadores internos, 341-357F,
357-341R, 685-704F, 704-685R, 1099-1114F e 1114-1099R (LANE, 1991). As condicdes da
PCR foram: 25 ciclos 95 °C/20 s, 50 °C/15 s e 60 °C/1 min. Apds a reacdo, as amostras foram
precipitadas de acordo com instrugdes do kit “DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing” e
submetidas ao sequenciamento no sequenciador capilar “ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer”
(Applied Biosystems). Os dados foram coletados e processados pelo programa “ABI PRISM®
DNA Sequencing — Analysis Software”, versao 3.7 (Applied Biosystems). As sequéncias geradas

estdo no Apéndice 1.

As sequéncias foram processadas (“‘contig”) e a qualidade aferida por meio do pacote de
programas Phred/Phrap/Consed (EWING; GREEN, 1998; EWING et al., 1998; GORDON;
ABAJIAN; GREEN, 1998) em ambiente operacional Linux. As sequéncias geradas estdo

apresentadas no Apéndice 1.

2.6.4.4 Analise filogenética

A fim de aumentar a amostragem dos tdxons, mais sequéncias relacionadas aos genes
estudados foram obtidas do GenBank do NCBI (“National Center for Biotechnology
Information™ - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Cada gene foi alinhado independentemente. O
alinhamento do RNAr 16S foi realizado usando o programa R-Coffee (www.tcofee.org)
(MORETTT et al., 2008). Alinhamentos multiplos foram feitos para os genes codificantes de

proteinas no programa T-Coffee do EBI (“European Bioinformatics Institute”) com valores de
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parametro padrdo (www.ebi.ac.uk/t-coffee) (NOTREDAME; HIGGINS; HERINGA, 2000).

Todos os alinhamentos foram inspecionados manualmente.

A analise filogenética das sequéncias de RNAr 16S foi realizada usando os métodos da
distancia (‘“Neighbor-Joining” - NJ) e méxima parcimonia (“maximum parsimony” — MP). Para
os genes concatenados (RNAr 16S, rpoCl, tufA e rbcL), ap6s montagem de um conjunto de
dados de 3.617 pb, foi utilizado também o método de méxima verossimilhanga (“Maximum
Likelihood” - ML). A topologia das arvores NJ foi estimada no MEGA 4.0 (TAMURA et al.,
2007), utilizando o modelo de Kimura 2-parametro de evolucdo de sequéncia e repeticdes de
1000 reamostragens para acessar a confiabilidade dos nés. A escolha do modelo utilizado na ML
foi conduzido em HyPhy (“Hypothesis Testing Using Phylogenies”) (KOSAKOVSKY POND;
FROST; MUSE, 2005). O GTR+G+I foi o melhor ajuste para os dados, com 1% de significancia.
A arvore ML foi estimada no PhyML 3.0 (GUINDON; GASCUEL, 2003). A significancia
topoldgica foi medida pelo teste de razdo de verossimilhanca aproximado (“approximate
likelihood ratio test” - alLRT) para os ramos (ANISIMOVA; GASCUEL, 2006) nas arvores ML.
Para andlise concatenada, a cada particdo do gene parametros evolutivos proprios foram usados.

O algoritmo MCMC também foi utilizado.

2.6.5 Eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE)

Na metodologia de DGGE, além das linhagens de Anabaena obtidas neste estudo, também
foram utilizadas linhagens de outras ordens do grupo de cianobactérias (Tabela 9) mantidas na
colecdo de cultura do laboratério de Ecologia Molecular de Cianobactérias (CENA/USP), ou

obtidas como material liofilizado.
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Tabela 9 - Linhagens de cianobactérias pertencentes as diferentes ordens e local de origem,

utilizadas nas andlises de eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE)

Ordem Morfoespécies/Linhagem Origem Meio de
cultura
Chroococcales  Microcystis wesenbergii Lago de Peixes, Ribeirdio ASM-1
spC774 Preto — SP
Microcystis novacekii Reservatoério Billings ASM-1
spc775 Riacho Grande — SP
Microcystis wesenbergii Pesqueiro 4, Mairipord - ASM-1
SpC8ss SP
Oscillatoriales  Phormidium sp. CENA76 Aquirio de Peixe BGN
Pseudanabaena galeata Reservatoério Billings - BGN
SPC722 SP
Pseudanabaena mucicola Reservatorio Billings - BGN
SPC782 SP
Nostocales Anabaena flos-aquae Lago Ontério, Canada AA/4
UTCC64
Cylindrospermum sp. Viarzea Manacapuru - AA/4
CENA33 AM
Nostoc commune UTEX584  University of Texas AA/4
(CENA74) Culture Collection, EUA
Stigonematales  Fischerella sp. CENA19 Viarzea Mari-Mari - AM AA/4
Mastigocladus sp. RAL Universidade de BGS

Dundee, Escocia

) Material cedido pela Dra. Célia Leite Sant’ Anna (Instituto de Botanica - SMA, Sao Paulo, SP).
@ Material cedido pelo Dr. Jodo Sarkis Yunes (Universidade Federal do Rio Grande, FURG, RS).

O gene que codifica para o RNAr 16S foi amplificado conforme descrito previamente (item
2.6.4.2). Em seguida, realizou-se uma “nested”-PCR utilizando o iniciador CYA359F que foi
acrescido de um grampo rico em GC na extremidade 5% (80 -

CGCCCGCCGCGCCCCGCGLCCGETCCCGLCCGLCCCCCGCCCGGGGGAATYTTCCGCAAT
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GGG - 3’) e os iniciadores CYA781R(a) (5 — GACTACTGGGGTATCTAATCCCATT -3") e
CYA781R(b) (5 — GACTACAGGGGTATCTAATCCCTTT - 3’) (NUBEL; GARCIA-
PICHEL; MUYZER, 1997), em proporcao equimolar. As condi¢des da PCR foram: 95°C/10 min,
20 ciclos de 92 °C/90 s, 68 ou 65 °C (com decréscimo de 0,5 °C por ciclo)/60 s, 72 °C/2 min,
seguidos de 5 ciclos de 92 °C/90 s, 58 ou 55 °C/60 s e 72 °C/2 min, com extensao final a 72 °C/
10 min. A verificagdo do tamanho dos produtos da PCR foi feita em corrida eletroforética como

descrito no item 2.6.4.1, utilizando padrao de tamanho 100 bp DNA Ladder (Invitrogen).

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese vertical em gel de poliacrilamida 6%
e gradiente desnaturante variando de 35-55% (100% de desnaturagcdo sendo 7M de uréia e 40%
de formamida deionizada). A eletroforese foi realizada a 100V, por 15h, 60 °C em um
equipamento INGENthorU® em tampao TAE 0,5X (Tris-acetato 0,04M, EDTA 0,001 M, pH
7,6). Todos os géis foram corados com nitrato de prata (BLUM; BEIER; GROSS, 1987) e
documentados em transluminador de luz branca (VariQuest 100, FOTODYNE Incorporated,
Hartland, WI, EUA) com méquina fotografica digital (CASIO, EX-Z57, Téquio, Japao).

Ap6s a andlise do gel de DGGE as bandas de interesse foram selecionadas e excisadas
utilizando 1aminas de bisturi. Essas bandas foram eluidas em dgua ultrapura (Milli-Q, Millipore)
esterilizada por 12h em estufa a 38°C e reamplificadas usando os iniciadores CYA359F sem o
grampo GC e 781Ra/b, nas condi¢gdes descritas acima. Os produtos reamplificados foram usados
na PCR de sequenciamento (item 2.6.4.3) com o iniciador CYA359F. As sequéncias resultantes
(Apéndice 2) foram comparadas com sequéncias depositadas no banco de dados do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez/), utilizando a ferramenta Basic Local Aligment Search
Tool (BLAST) (ALTSCHUL et al., 1990). Apés isso, arvores filogenéticas utilizando os métodos
NJ e MP foram realizadas (item 2.6.4.4).
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2.7 Resultados e Discussao

2.7.1 Obtencao das linhagens de Anabaena

As duas abordagens utilizadas para o isolamento de espécies de Anabaena propiciaram o
cultivo de 43 linhagens (Tabelas 10 e 11). Na andlise microscépica preliminar das amostras
ambientais, os tricomas foram designados, segundo a morfologia tipica das morfoespécies, como
A. circinalis Rabenhorst ex Bornet et Flahault e A. crassa (Lemmermann) Komérkova-Legnerova
et Cronberg, facilmente diferenciadas na natureza, e outros organismos identificados como

Anabaena/Nostoc sp.

O isolamento direto dos tricomas da amostra ambiental do Reservatério Salto Grande,
usando os meios de cultura ASM-1 e BGN, este dltimo também na variante com vitamina B12,
nao favoreceu o crescimento dos organismos, apesar do meio ASM-1 ser indicado para
isolamento de cianobactérias planctonicas (RIPPKA, 1988). Por outro lado, o meio BG-11 que
possibilita o crescimento de uma maior variedade de cianobactérias, incluindo as formas
terrestres (RIPPKA, 1988), proporcionou o crescimento de Anabaena apenas nas variacdes sem
nitrogénio (BGS) e com NaNO; na concentracio 8,82 mM (BG50). E provivel que a alta
concentracdo de nitrato no meio BG-11 (CASTENHOLZ, 1988; SHIMAMORI; ABE;
SASAHARA, 1953) tenha inibido o crescimento dos tricomas de Anabaena.

Observou-se que as linhagens de A. crassa, independente do meio utilizado, ndo tiveram o
seu desenvolvimento alterado em decorréncia da presenca de vitamina B12. De forma que, no
meio BG50, 60% dos tricomas isolados de A. crassa cresceram em meio sem vitamina € 50% em
meio com vitamina B12. Entretanto, o contrario aconteceu para o crescimento das linhagens de A.
circinalis, onde houve o favorecimento do crescimento nos meios BGS e BG50 acrescidos de
vitamina B12. Currier, Haury e Wolk (1977) verificaram que mutantes auxotroficos de A.
variabilis necessitavam de uma fonte inorganica de nitrogénio e adi¢do de vitamina B12 ao meio

de cultura para um melhor desenvolvimento das linhagens.

Tanto para A. circinalis como para A. crassa verificou-se que o meio BG50 proporcionou
crescimento mais rdpido dos tricomas isolados, decorrendo um periodo de cerca de 20 dias,
enquanto que no meio BGS a visualizacio macroscopica da cianobactéria ocorreu apods

aproximadamente 30 dias.
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Tabela 10 - Linhagens isoladas pela transferéncia direta dos tricomas da amostra ambiental para
os tubos de ensaio nos diferentes meios de cultura, % de crescimento dos isolados e
material mantido em cultivo

Meio de Origem Tubos com crescimento/  Tricoma isolado =~ Material em cultivo
cultura @ tricomas inoculados (%)  (identificacao
prévia)
ASM-1 Salto 0/9 (- A. circinalis -
Grande
06/09/2007
0/10 (-) A. crassa -
0/2 Anabaena sp. -
BGN 0/5 (-) A. circinalis -
0/5 (- A. crassa -
BGN + B12 0/5 (-) A. circinalis -
0/5 (- A. crassa -
BGS 0/5 (-) A. circinalis -
2/5 (10%) A. crassa A. crassa CENA194,
CENA195
BGS + B12 3/5 (60%) A. circinalis A. circinalis CENA189,
CENA190, CENA191
3/5 (60%) A. crassa A. crassa CENA196,
CENA197, CENA198
BG50 0/5 (-) A. circinalis -
3/5 (60%) A. crassa A. crassa CENA199,
CENA200, CENA201
BG50 + B12 2/4 (50%) A. circinalis A. circinalis CENA192,
CENA193
3/6 (50%) A. crassa A. crassa CENA202,
CENA203, CENA204?
AA/4 +B12 Billings 0/9 (-) A. circinalis -
26/05/2008
4/11 (36,4%) A. crassa A. crassa CENA205,
g)ENA206, CENA207
1/6 (16,7%) Anabaena spl A. cf. fallax CENA208
0/9 (-) Anabaena sp2 (An. -
planctonica ?7)
0/4 (-) Anabaena sp3 -

) Meio BG-11 com diferentes concentragdes de NaNO;z;: BGN (17,65 mM), BG50 (8,82 mM) e BGS — sem NaNO;. B12:
vitamina B12 0,015 pM.

@ Linhagem CENA 204 no foi utilizado em anélise posterior.

© Apenas trés linhagens foram mantidas na colecdo de culturas, sendo a quarta descartada.
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Tabela 11 - Linhagens isoladas pela transferéncia dos tricomas para os tubos de ensaio nos
diferentes meios de cultura somente apds crescimento do material (indculo da amostra
ambiental) em cultura por cerca de 20 dias, % de crescimento dos isolados e material

mantido em cultivo.

@

Meio de  Origem Tubos com Tricoma isolado Material em cultivo
cultura crescimento/ (identificacao
tricomas prévia)
inoculados (%)
BG50 + Rio Piracicaba  0/5 (-) A. circinalis -
B12 27/08/2008
Inéculo em
meio AA/4
4/4 (100%) Anabaena/Nostoc (?7) é)nabaena/Nostoc @)
BG50 + ESALQ 2/9 (22,2%) Anabaena sp. (A. A. planctonica
B12 13/10/2008 planctonica ?) CENA209, CENA210
Inéculo em
meio AA/4
AA/4 + Lagoa Povoado 5/6 (83,3%) Anabaena sp. A aphanizomenoides
B12 Nova Aurora CENA187, CENA188
07/11/2008 @
Inéculo em
meio AA/4
AA/4 + Rio Camardo 4/8 (50%) Anabaena sp. —sem  A. cf. oscillarioides (7)
B12 07/11/2008 aerétopos ©
In6culo em
meio AA/4
BGS + Rio Camarao 7/7 (100%) Anabaena sp. —sem  A. cf. oscillarioides (?)
B12 07/11/2008 aerétopos ©
Inéculo em
meio BGS

M Meio BG-11 com diferentes concentragdes de NaNOsz: BGN (17,65 mM), BG50 (8,82 mM) e BGS — sem NaNOs; B12:
vitamina B12 0,015 uM.
@ Para as amostras ESALQ e Rio Piracicaba (Sdo Paulo) foram utilizados apenas o meio AA/4. Para as amostras Lagoa
Povoado Nova Aurora e Rio Camarao (Ceard) foram utilizados os meios AA/4 e BGS. Nao ocorreu crescimento de tricomas
de Anabaena no inoculo do meio BGS.

® Linhagens sem identificacdo conclusiva.
@ Linhagens restantes mantidas no Banco, porém sem designa¢io CENA.
® Linhagens em processo de purificacdo pois estdo misturadas com cianobactéria cocéide.
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Ap06s a observacao de crescimento dos isolados em BGS e BG50 (Tabela 10), com ou sem
vitamina B12, realizou-se um primeiro repique em novo meio de cultura correspondente.
Contudo, mesmo apds 20 dias de crescimento, as linhagens do meio BGS ndo alcangaram um
desenvolvimento satisfatério, sendo constatado um processo de senescéncia das células. Assim,
todas as culturas foram novamente repicadas em meio BG50 + B12 e também em meio AA/4. O
meio de cultura AA/4 ndo foi utilizado no isolamento inicial das linhagens do Reservatério Salto
Grande na abordagem de transferéncia direta dos tricomas, mas constatou-se que ele propiciou

boas condicdes de crescimento e, entdo, foi adotado para manutencao de todas as linhagens.

O isolamento de linhagens de Anabaena da amostra do Reservatorio Billings (Tabela 10),
foi realizado no meio de cultura AA/4, indicado para cianobactérias heterocitadas (ALLEN;
ARNON, 1955), acrescido de vitamina B12. Como a adicdo de vitamina B12 favoreceu o
crescimento das linhagens de Salto Grande, logo, também foi testada no isolamento de Anabaena
do Reservatério Billings. Entretanto, o meio de cultura selecionado desfavoreceu o crescimento
de A. circinalis e constatou-se crescimento de apenas 36,4% de tricomas de A. crassa. Além
disso, outras morfoespécies (spl, sp2 e sp3 — Tabela 10) apresentaram pouco crescimento e
destas, somente a linhagem Anabaena spl (designada posteriormente como A. cf. fallax Komarek
et Komarkova-Legnerovda CENA208) foi mantida em cultivo. As demais linhagens Anabaena sp2
(possivel A. planctonica) e Anabaena sp3, apesar dos tricomas terem sido inoculados em
AA/4+B12, ndo foram recuperadas. Portanto, a partir das observacoes realizadas pode-se inferir
que A. circinalis tem um requerimento nutricional mais restrito crescendo apenas em meio BGS
e/ou BG50 com vitamina B12, enquanto que para a espécie A. crassa uma maior variedade de
meios de cultura pode ser utilizada em seu isolamento (BGS, BGS+B12, BG50, BG50+B12,
AA/44+B12).

A abordagem utilizada para o isolamento de linhagens de Anabaena das amostras
coletadas em ambos os reservatorios (Salto Grande e Billings), assim como os meios de cultura
testados, propiciaram principalmente o crescimento de A. crassa e A. circinalis. Essas amostras
de 4gua apresentavam grande concentracdo de Microcystis spp. € de Anabaena spp., sendo
constatada dominancia das morfoespécies de A. circinalis e A. crassa (dados nao mostrados).
Estudos anteriores, realizados no Reservatério Salto Grande, relatam a presengca das

morfoespécies A. circinalis, A. crassa, Anabaena cf. smithii e A. planctonica (AGUJARO, 2007,
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DEBERDT, 2002; TUCCI; DEBERDT; DEBERDT, 2004). Segundo o levantamento feito na
Praia dos Namorados do Reservatério Salto Grande, A. circinalis atingiu valor de 358 orgs mL™"' e
A. crassa 3455 orgs mL” em amostras coletadas em agosto de 2005 (AGUJARO, 2007). No
presente estudo, a amostra coletada na Praia dos Namorados, em setembro de 2007, foi retirada
de uma floracdo de cianobactérias composta por Anabaena, Aphanizomenon, Aphanocapsa,
Microcystis, Planktothrix, Pseudanabaena, Radiocystis e Sphaerocavum (LORENZI, 2008). No
Reservatério Billings, a presenca das morfoespécies A. circinalis e A. spiroides foram relatadas
anteriomente (SANT’ANNA et al., 2007), enquanto, neste estudo, as morfoespécies A. crassa e
A. cf. fallax foram isoladas desse reservatério. A dominancia de certas morfoespécies no
ambiente, no caso A. circinalis e A. crassa, pode estar relacionada as condi¢cdes ambientais como
composi¢ao nutricional, pH e temperatura (AGUJARO, 2007). Este dado vem a reforgar a idéia
que A. crassa tenha um requerimento nutricional menos restritivo que A. circinalis, e suficiente
para proporcionar maiores densidades na natureza que A. cf. fallax, presente em baixa densidade

na amostra do Reservatorio Billings.

A tentativa de cultivo de Anabaena do Rio Piracicaba e do Lago da ESALQ/USP (Tabela
11) foi feita por meio da inoculacdo de aliquotas das amostras coletadas em meio de cultura AA/4
(ALLEN; ARNON, 1955), o qual € indicado para cianobactérias heterocitadas. Embora tenha
sido observado crescimento celular nesse meio depois de aproximadamente 20 dias, tricomas de
A. circinalis observados nos tubos contendo amostras do Rio Piracicaba foram transferidos para o
meio BG50+B12, uma vez que este favoreceu o crescimento de A. circinalis e A. crassa do
Reservatério Salto Grande (Tabela 10). Porém, os cinco tricomas transferidos ndo se
desenvolveram nessas condicdes e, portanto, ndo se obteve isolados do Rio Piracicaba (Tabela
11). Contudo, essa metodologia de isolamento propiciou o cultivo de duas linhagens de A.
planctonica (CENA209, CENA210) da amostra proveniente do Lago da ESALQ/USP (Tabela
11).

As espécies A. aphanizomenoides e A. cf. oscillarioides foram isoladas das amostras
provenientes do nordeste do Brasil (Lagoa do Povoado Nova Aurora e do Rio Camarao, Canindé,
CE) (Tabela 11). Para a obteng¢do desses isolados, aliquotas das amostras coletadas foram
inoculadas em dois meios de cultura, AA/4 e BGS. Apds o crescimento, os tricomas foram

isolados no meio correspondente acrescido de vitamina B12. Verificou-se alta percentagem de
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crescimento do material isolado, sendo 83,3% para as linhagens de A. aphanizomenoides no meio
AA/4+B12, 50% e 100% para A. cf. oscillarioides nos meios AA/4+B12 e BGS+B12,
respectivamente. Cabe ressaltar que Anabaena sp. da Lagoa do Povoado de Nova Aurora,
posteriormente confirmada como A. aphanizomenoides, nao cresceu no meio BGS+B12. Isso
indica que cada espécie de Anabaena tem uma necessidade nutricional distinta, como verificado
anteriormente para A. circinalis. O meio de cultura AA/4, quando usado como fonte inicial para o
crescimento dos tricomas das amostras ambientais, propiciou o aumento de biomassa de
Anabaena em quatro amostras analisadas (Rio Piracicaba, Lago da ESALQ/USP (Engenharia),
Lagoa do Povoado e Rio Camardo) (Tabela 11). Essas espécies recuperadas do ambiente da
caatinga estdo sendo mantidas sob cultivo, sendo este o primeiro relato de isolamento de

cianobactérias desses locais amostrados no nordeste brasileiro.

Diante da experiéncia adquirida com o isolamento de Anabaena em diferentes ambientes,
sugere-se para trabalhos futuros que o meio BGN seja evitado, pois a alta concentragdo de
nitrogé€nio pode inibir o crescimento de A. circinalis e A. crassa. Além disso, apesar de indicado
para isolamento de cianobactérias heterocitadas, evitando a selecdo de mutantes que nao formam
heterécito (RIPPKA, 1988), o meio de cultura BGS proporcionou baixa taxa de crescimento.
Sugere-se, portanto, usar o meio BG50. Quanto a estratégia para o isolamento, indica-se a
inoculagdo de uma aliquota da amostra ambiental em meio de cultura para aumento de biomassa
(indicado para material com baixa densidade do organismo alvo). Nesse estudo, o meio AA/4 foi
utilizado com sucesso; no entanto algumas morfoespécies podem necessitar de vitamina B12

(RIPPKA et, al., 1979), por exemplo A. circinalis. Deve-se também evitar a0 maximo a mudanga

de meio de cultura nas etapas iniciais de isolamento.

2.7.2 Analise morfologica

As anélises morfoldgicas foram realizadas em 24 linhagens das 43 mantidas em cultivo.
As morfoespécies avaliadas foram Anabaena aphanizomeoides Forti, A. circinalis Rabenhorst ex
Bornet et Flahault, A. crassa (Lemmermann) Komérkova-Legnerova et Cronberg, A. cf. fallax
Komairek et Komdarkova-Legnerova e A. planctonica Brunnthaler. Além das descricdes das

linhagens analisadas, a caracterizagdo complementar do material encontra-se nas Tabelas 12-18 e



Tabela 12 - Caracterist icas morfométricas das células vegetativa, heterdcito, acineto e espira das linhagens de Anabaena (valores em Q
um, minimo-maximo)
morfoespécie vegetativa heterdécito acineto espira bainha
C D RCD C D RCD C D RCD C D RD/C D

A. CENA 188 2,6-60 453-62 05-1,1 50-132 42-85 09-17 86-143 §81-123 10-1,3 - - 0,5-1,6

aphanizomenoides

A. circinalis CENA189 49-78 60-86 07-10 59-93 67-93  07-1,1 13,8-251 7,1-141 12-30 113-81,3 41,0-150,7 1,5-69 2,3-40
CENA190 47-7,5 61-79 06-10 62-95 69-102 08-12 N N N 10,8-341 40,1-80,5 19-62 N
CENA192 46-82 64-85 07-11 7,1-107 82-115 08-10 N N N 12,7-379  531-921 21-52 1,1-62
CENA193 43-85 60-82 07-12 7,1-97 74-102 09-10 12,0-381 9,7-180 12-2,6 108-463 572-976 1,7-76 0,7-30

A. crassa CENA194 6,8-118 82-116 08-12 92-126 87-126 09-12 183-430 88-158 18-3,5 374-683 40,1-743 08-13 N
CENA195 6,0-112 7,8-107 06-11 83-125 83-125 09-12 160-374 86-187 16-3,1 341-765 37,1-720 05-18 129-208
CENA196 6,6-112 79-117 07-12 83-123 85-123 0,7-1,1 222-423 10,5-182 1,6-3,1 423-618 369-61,8 07-1,1 125-225
CENA197 58-108 7,0-104 07-12 9,1-135 94-120 09-1,1 228-402 85-184 1838 403-710 346-705 07-17 125-20,6
CENA198 5.8-11,1 87-116 05-10 9,7-13,6 100-148 08-1,1 192-412 10,6-189 1,5-3,0 49,1-101,9 450-799 06-13 133-225
CENA199 73-112 92-115 07-1,1 88-119 9,5-126 08-1,0 196-333 10,7-169 13-29 31,7-878 33,1-840 06-18 57-244
CENA200 7,3-108 89-11,7 07-11 95-124 93-128 09-1,1 227-415 115-21,6 13-29 485-900 41,7-678 06-14 9,2-187
CENA201 5,7-108 7,7-109 06-12 87-124 9,5-11,6 08-1,1 160-374 87-182 14-33 328-892 276-833 05-16 123-236
CENA202 54-11,6 89-114 06-11 9,0-122 88-11,7 09-1,1 182-41,1 88-154 16-32 366-861 366-764 06-13 226-16,1
CENA206 5,1-9,1 7,8-102 05-10 7,5-11,5 7,7-109 09-12 175-31,1 99-153 14-27 24,1-439 224-461 08-13 102-16,1

A. cf. fallax CENA208 3,1-63 20-42 09-22 46-75 3,7-57 1L1-1,8 - - 8,9-21,3 120-21,7  08-20 07-3,1

A. planctonica CENA209 44-7,1 64-83 05-10 74-94 7,1-99  09-1,1 134-212 92-153 12-22 - - 1,6-42
CENA210 3,0-7,0 50-85 05-09 50-92 68-95 06-1,0 123-245 9,7 -141 1,1-2,1 - - 1,9-7,5

Nota: C — comprimento; D — didmetro; R — razdo; N — ndo medido.



Tabela 13 - Caracteristicas morfométricas das células vegetativa, heterdcito, acineto e espiras de linhagens de Anabaena (valores em

um, média e desvio padrao)

vegetativa heterocito acineto espira bainha
C D RCD C D RCD C D RCD C D R D/C D

Aph CENA 188 3.8(0,8) 5,0(0,5) 0,8(0,2) 7.8(22) 6,5(1,3) 12(0,2) 11,2(1,2) 9,8(1,1) 1,1(0,1) - - - 1,0 (0,3)

aphanizomenoides

A. circinalis CENA189 6,1(0,7) 7,2(0,6) 09(0,1) 7,408 81(0,7 09(0,1) 17,73,2) 11,5(1,6) 1,6(0,4) 29,5(153) 78,7(24,6) 3,1(1,2) 29(04)
CENA190 6,0(0,8) 7,1(0,5 0.8(0,1) 7,708 83(0,79 09(0,1) N N N 17,7(4,9) 549(10,0)0 3,3(09 N
CENA192 6,5(0,8) 7,4(0,6) 09(0,1) 871,00 9.8(0,9 09(0,1) N N N 19,7 (4,8) 69,9 (10,8) 3,7(0,8) 3,3(1,1)
CENA193 6,7(09) 7,1(0,5 1,0(0,1) 8,0(0,6) 83(0,6) 1,0(0,0) 253(6,2) 13,6(2,1) 1,9(04) 24,7(8,6) 746(8,5 34(15 1,6(0)5)

A. crassa CENA194 8,6(1,2) 9,3(0,79 0,9(0,1) 10,6(0,9) 10,6(0,9) 1,0(0,1) 30,5(6,0) 12,0(1,8) 2,6(0,5) 47,785 51,08,6) 1,1(0,1) NO
CENA195 8,8(1,3) 94(0,7 09(,1) 10,6(1,1) 104(0,9) 1,0(0,1) 262(56) 11,6(2,1) 2,3(04) 52,6(12,8) 54,6(10,6) 1,1(0,2) 16,3 (2,3)
CENA196 9,1(1,0) 10,1(0,8) 0,9(0,1) 10,1(1,0) 10,6 (1,00 1,0(0,1) 29,7(4,9) 13,7(2,1) 2,2(0,5) 51,2(5,9) 482354 09(0,1) 16,724)
CENA197 8,1(1,3) 8,9(0,7) 09(0,1) 10,6(0,9) 104 (0,7) 1,0(0,1) 31,2(4,6) 12,8(2,5) 2,5(0,5) 52,383 52,1(9,6) 1,0(0,2) 16,5(2,3)
CENA198 8,6(1,2) 10,1(0,8) 0,8(0,1) 11,6(1,0) 11,6(1,0)0 1,0(0,1) 30,8 (4,7) 143(1,9) 22(04) 673(11,9 57,0(8,3) 09(0,2) 183(2,6)
CENA199 9,1(1,2) 10,3(0,5) 0,9(0,1) 10,5(0,8) 11,0(0,8) 0,9(0,0) 27,6(3,7) 142(1,5) 2,0(0,3) 51,5(14,6) 544 (10,6) 1,1(0,3) 1524.,)5)
CENA200 9,2(1,0) 104(0,8) 0,9(0,1) 10,8(0,8) 11,0(0,8) 1,0(0,0) 29,1 (4,1) 15425 19(0,3) 695(114) 503(7,6) 0,7(0,2) 14,8(1,9)
CENA201 8,0(1,4) 94(0,7 09(,1) 10,1(0,8) 10,6 (0,6) 1,0(0,1) 26,0(58) 12,5(2,3) 2,1(0,5) 53,4 (12,7) 49,5(12,6) 1,0(004) 17,1 24)
CENA202 8,5(1,5) 10,0(0,7) 0,8(0,1) 10,6(0,8) 10,6 (0,7) 1,0(0,0) 27,7(5,5) 11,7(1,7) 2,4(04) 604 (12,1) 53,6(9,6) 09(0,2) 19,5(1,7)
CENA206 7,1(1,2) 9,1(0,6) 0,8(0,1) 9,2(1,00 9,0(0,7) 1,0(0,1) 23,8(3,5 12,5(1,4) 19(0,3) 332(50) 31942 1,0(0,1) 132(1,6)

A.cf. fallax CENA208 4,4(1,0) 3,2(0,5) 1,4(04) 6,0(0,7) 4,6(0,5 13(0,2) - - - 13334 1702,3) 14(04) 1,7(0,5)

A. planctonica CENA209 5,5(0,7) 7,2(0,5 0.8(0,1) 8305 85(0,6) 1,0(0,1) 18,0(2,0) 11,9(1,8) 1,5(0,3) - - - 2,5 (0,6)
CENA210 5,0(1,1) 7,1(0,8) 0,7(0,1) 7,7(1,1) 8,309 09(,1) 17,13,2) 11,5(1,2) 1,5(0,2) - - - 3,8 (1,8)

Nota: C — comprimento; D — didmetro; dp — desvio padrdao; N — ndo medido.

L9
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Figuras 2-7. Foram incluidas também fotografias da linhagem A. flos-aquae UTCC64 utilizada

neste estudo (Figura 7).

Anabaena aphanizomenoides Forti
Sinonimia: Aphanizomenon sphaericum Kisselev
Figura 2, Tabelas 12-14, Linhagens: CENA187, CENA188

Tricoma reto com extremidade (4 — 6 células) levemente atenuada; célula vegetativa
subquadréatica/quadrética a um pouco mais longa que larga, com aerétopos, 2,6 — 6 um compr.,
4,3 — 6,2 um diam., razao compr./diam. 0,5 — 1,1; células apicais (4- 6) com didmetro variando de
3,1 — 3,5 um; heterdcito intercalar, esférico a oblongo alongado, 5 — 13,2 um compr., 4,2 — 8,5
um diam., razdo compr./diam. 0,9 — 1,7; acineto esférico a oval, ao lado do heterécito, 8,1 — 12,3
um compr., 8,6 — 14,3 um diam., razdo compr./diam. 1,0 — 1,3. Envelope mucilaginoso estreito,

variando de 0,5 — 1,6 um, com valor médio de 1 um.

Aphanizomenon aphanizomenoides (Forti) Horecka et Komérek 1979 tem como basionimo
Anabaena aphanizomenoides Forti 1912 e sinonimia Aphanizomenon sphaericum Kisselev 1955
(HINDAK, 2000, HORECKA; KOMAREK, 1979). Esse tdxon foi descrito inicialmente para um
lago na Turquia como integrante do género Anabaena e posteriormente reclassificado para
Aphanizomenon (HORECKA; KOMAREK, 1979), devido principalmente a distribuicdo dos
heterdcitos no tricoma (estrutura subsimétrica) e a célula apical afilada. Porém, em algumas
populacdes, a distribuicao simétrica dos heterdcitos no tricoma foi mais comum, caracterizando,
portanto uma estrutura metamérica (HINDAK; MOUSTAKA, 1988). Assim, a aceitagdo de
Anabaena aphanizomenoides Forti como integrante do género Aphanizomenon nao é consensual
(HINDAK, 2000). Da mesma forma, a linhagem CENA188 apresentou estrutura metamérica dos
tricomas, uma das caracteristicas que define o género Anabaena, sendo adotado, portanto, 0 nome
Anabaena aphanizomenoides para a linhagem CENA188.

Assim, diferentes populacdes de Anabaena aphanizomenoides Forti, incluindo a sua tltima
combinacdo Aph. aphanizomenoides (Forti) Horeckd et Komdrek, ndo apresentaram grande

varia¢ao em relacdo ao material tipo (Tabela 14). Apenas duas caracteristicas estiveram fora dos



69

Figura 2 - Anabaena aphanizomenoides Forti CENA188 (meio de cultura AA/4, 25+1°C; 40umol féton m'2s'1). A.
tricoma com heterdcitos (H) intercalares e acinetos (A) adjacentes ao heterdcito, notar extremidade do
tricoma levemente afilada (seta) (contraste-de-fase); B. fragmentacdo do tricoma na regido de dois
heterdcitos contiguos (seta); C, D. variacdo da célula apical (seta); E. heterécitos (H) e acinetos (A)
maduros



Tabela 14 — Principais

caracteristicas

morfométricas

de populacdes de Anabaena aphanizomenoides Forti e Aphanizomenon
aphanizomenoides (Forti) Horecka et Komérek

Morfoespécie Aph. aphanizomenoides (Forti) Horecka et Komarek A. aphanizomenoides Forti
Material/origem Eslovaquia (Lago Vietnd (Nhuy,  Republica Checa Linhagem 22C4.9,  Turquia (Anatdlia) - Linhagem CENA18S,
Stard Morava) Dapda e (Svet) ! Alemanha Material tipo Brasil (Canindé, CE)
Anluu)
Célula vegetativa
Forma cilindrico curta barril, barril, cilindrica esférica, cilindrica - barril, cilindrico curta
cilindrica curta
Diametro (um) 2-3 2-5 4,1-4,7 4,7 4-5 4,3-6,2
Comprimento (um) 2,5-6 3-10 4,5-6,5 5 4-15 2,6-6
Razdo compr./didm. - - 1-1,5 - - 0,5-1,1
Células apicais
Forma arredondada, longa, afilada levemente arredondada, - levemente afilada,
levemente estreita afilada, capitada  levemente estreita capitada
Diametro (um) - 2-3.,5 - 2,7 - 3,1-3,5
Comprimento (um) - 6-10 - 7 - -
Heterocito
Forma esférica, cilindrico  esférica, ovdide esférica esférica, cilindrico - esférica, oblongo
curta curta alongada
Didmetro (um) 2,5-7 3,5-5 5,1-6,8 6 5,5-7 4,2-8.5
Comprimento (um) 4,5-7 5-8 5,7-7 6,2 6-7,5 5,0-13,2
Razao compr./didm. - - 1,0-1,2 - - 0,9-1,7
Acineto
Forma esférica esférica, ovoide esférica esférica, ovoide esférica, ovadide
Diametro (um) 8-10 7,5-12,5 9,8-11,1 10,9 8-14 8,1-12,3
Comprimento (um) 8-10 - 9,2-10,9 11,4 8-14 8,6-14,3
Razdo compr./didm. - - 0,9-1,1 - 1,0-1,3
Envelope
mucilaginoso
Diametro (um) - - - - - 0,5-1,6
Referéncia Hindék (2000) Nguyen et al. E. Zapomélova Stiiken et al. (2009) Horeckd e Komarek  Presente estudo
(2007) (comunicagdo (1979)

pessoal)

0L
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valores descritos para o tipo, o diametro da célula vegetativa (2,0 — 3,0 um) para material da
Eslovaquia (Lago Stard Morava) e o didmetro do heterdcito (3,5 — 5,0 um) para material do
Vietna (Nhuy, Dapda e Anluu). Quanto ao material brasileiro, A. aphanizomenoides CENA188
diferiu ligeiramente do material tipo pelas dimensdes do heterdcito e por apresentar envelope
mucilaginoso estreito, variando de 0,5 — 1,6 um. A linhagem CENA188 apresentou variagdao
morfométrica para os heterdcitos (diam. 4,2 — 8,5 um e compr. 5,0 — 13,2 um) e, em comparagdao
com o material descrito para a Republica Tcheca (Aph. aphanizomenoides), estes apresentaram
forma geralmente esférica (razdo compr./diam. 1,0 — 1,2) enquanto que na linhagem CENA188,

de esférica a cilindrica (razdo compr./diam. 0,9 — 1,7) (Tabela 14).

Anabaena circinalis Rabenhorst ex Bornet et Flahault

Sinonimia: Anabaena hassallii Witrock ex Lemmermann

Figura 3, Tabelas 12, 13 e 15, Linhagens: CENA189, CENA190, CENA191, CENA192,
CENA193

Tricoma espiralado, 10,8 — 81,3 um compr., 40,1 — 150,7 um diam., razdo diam./compr. 1,5 —
7,6; célula vegetativa esférica a oblonga, com aeré6topos, 4,3 — 8,5 um compr., 6,0 — 8,6 um
diam., razdo compr./diam. 0,6 — 1,2; heterdcito intercalar, esférico, 5,9 — 10,7 um compr., 6,7 —
11,5 um didm., razao compr./diam. 0,7 — 1,2; acineto oblongo, cilindrico, 12,0 — 38,1 um compr.,
7,1 — 18,0 um diam., razdo compr./didm. 1,2 — 3,0. Envelope mucilaginoso estreito, variando de

0,7 — 6,2 pm, com valores médios de 1,6 — 2,9 um.

As linhagens brasileiras de Anabaena circinalis ndo diferiram na maioria das
caracteristicas morfométricas relatadas para o material tipo, exceto pela nao citacdo do envelope
mucilaginoso na descri¢do fornecida por Komdarek e Zapomélova (2007) (Tabela 15). Além
disso, o envelope mucilaginoso nas linhagens brasileiras variou de 0,7 — 6,2 um, enquanto que foi

relatado como estreito nas populagdes naturais do Rio Grande do Sul e Sdo Paulo.
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Figura 3 - Anabaena circinalis Rabenhorst ex Bornet et Flahault (25+1°C; 40umol féton m?s'). A. CENA193
(meio de cultura AA/4) - aspecto geral do tricoma espiralado; B. CENA193 (meio de cultura AA/4) -
detalhe do tricoma; C. CENA192 (meio de cultura AA/4) - tricoma espiralado com heterécitos (H); D.
CENA192 (meio de cultura AA/4) - detalhe dos heterdcitos intercalares (H) (contraste-de-fase); E.
CENAI191 (meio de cultura BGS + vitamina B12 0,015 puM) - detalhe dos heterécitos (H) com
espessamento mucilaginoso da parede (contraste-de-fase)



Tabela 15 —Principais caracteristicas morfométricas de populacdes de Anabaena circinalis Rabenhorst ex Bornet et Flahault

Morfoespécie Anabaena circinalis Rabenhorst ex Bornet et Flahault
Material/origem Amostra Repiiblica Tcheca Brasil (Rio Brasil Linhagem 04-28 Linhagens CENA189,
ambiental - (Lagoa de Pesca Grande do Sul) (Reservatorio (Hodé¢jovicky, 190, 192, 193 (Salto
Material tipo Hodé&jovicky) Billings, SP) Reptiblica Tcheca)  Grande, SP)
Espira
Diametro (um) 68-120 40-52 67-91,2 75-100 15-110 40,1-150,7
Comprimento (um) - 25-40 20,8-39 25-50 20-130 10,8-81,3
Razdo diam./compr. 1,4-3,2 1-1,8 1,9-3,2 - 0,2-2,8 1,5-7,6
Célula vegetativa
Forma esférica - esférica, barril esférica, barril - esférica, oblonga
Diametro (um) 7-11 10-11 7,2-12,4 8-13 7-13 6-8,6
Comprimento (um) - 6,4-8.,6 7-11,4 7,5-12 5,5-17 4,3-8,5
Razao compr./diam. - 0,6-0,8 - - 0,6-2,1 0,6-1,2
Heterdécito
Forma - - arredondada + esférica - esférica
Diametro (um) - 10,6-11,8 10,4-16 9-12 9-13 6,7-11,5
Comprimento (um) - 10,2-12 - - 8,5-12,6 5,9-10,7
Razdo compr./diam. - 0,9-1 - - 0,9-1,2 0,7-1,2
Acineto
Forma ovoide - cilindrica cilindrica - oblonga, cilindrica
Diametro (um) 9-21 12,8-15,2 15-22,5 14-23 13-18,5 7,1-18
Comprimento (um) 12,5-42 17-25 21,2-27.,4 18-25 18-29 12-38,1
Razao compr./diam. - 1,3-1,7 - - 1,4-2 1,2-3
Envelope
mucialginoso
Didmetro (um) - - presente ou estreito - 0,7-6,2
ausente
Referéncia Komarek e Zapomélovd etal. Werner (2002) Sant’Annaet al. Zapomélovd et al. Presente estudo
Zapom¢lova (2008) (2007) (2008)
(2007)

€L
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Anabaena crassa (Lemmermann) Komarkova-Legnerova et Cronberg

Sinonimia: Anabaena spiroides var. crassa Lemmermann

Figura 4, Tabelas 12, 13 e 16, Linhagens: CENA194, CENA195, CENA196, CENA197,
CENA198, CENA199, CENA200, CENA201, CENA202, CENA203, CENA204, CENA205,
CENA206, CENA207

Tricoma espiralado, 24,1 — 101,9 um compr., 22,4 — 84,0 um diam., razdo didm./compr. 0,5 —
1,8; célula vegetativa esférica a oblonga, com aerétopos, 5,1 — 11,8 um compr., 7,0 — 11,7 um
diam., razdo compr./diam. 0,5 — 1,2; heterdcito intercalar, esférico, 7,5 — 13,6 um compr., 7,7 —
14,8 uym diam., razdo compr./diam. 0,7 — 1,2; acineto cilindrico alongado, as vezes curvo, 16,0 —
43,0 um compr., 8,5 — 21,6 pm didm., razdo compr./didm. 1,3 — 3,8. Envelope mucilaginoso

amplo, variando de 5,7 a 24,4 um, com valores médios de 13,2 — 19,5 3 um.

As caracteristicas morfoldgicas das linhagens brasileiras de Anabaena crassa estdo de
acordo com aquelas descritas para o material tipo (KOMAREK; ZAPOMELOVA, 2007) (Tabela
16). Da mesma forma que em A. circinalis, o relato do envelope mucialginoso nao foi feito por
Komiérek e Zapomélova (2007), sendo este amplo nas linhagens de Billings e Salto Grande,

variando de 5,7 — 24,4 um.

A. cf. fallax Komarek et Komarkova-Legnerova
Figura 5, Tabelas 12, 13 e 17, Linhagem: CENA208

Tricoma espiralado irregular; célula vegetativa quadratica ou em forma de barril a mais longa que
larga, cilindrica, com aerétopos, 3,1 — 6,3 um compr., 2,0 — 4,2 pm diam., razdo compr./diam. 0,9
— 2,2; heterdcito intercalar, esférico, ovéide a cilindrico, 4,6 — 7,5 um compr., 3,7 — 5,7 um
diam., razdo compr./diam. 1,1 — 1,8; sem acineto; envelope mucilaginoso estreito, variando de 0,7

— 3,1 pm, com valor médio de 1,7 um.

Anabaena fallax foi descrita para reservatdrios eutrofizados da regido central do México
(KOMAREK; KOMARKOVA-LEGNEROVA, 2002; KOMAREK; ZAPOMELOVA, 2007).

Como relatado pelos autores, essa morfoespécie ndo possui acinetos, mas pode ser definida
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Figura 4 - Anabaena crassa (Lemmermann) Komarkova-Legnerova et Cronberg (meio de cultura AA/4,
25+1°C; 40umol féton m™ ™). A. CENA194 - aspecto geral do tricoma espiralado com heterécitos (H);
B. CENA194 - tricoma com acinetos (A) adjacentes ao heterécito (H) (contraste-de-fase); C. CENA194
- detalhe do acineto(A) e heterécito (H) (contraste-de-fase); D. CENA198 - tricomas espiralados com
heterdcitos (H), fluorescéncia do pigmento clorofila-a (epifluorescéncia); E. CENA197 - aspecto geral
do tricoma com heterdcitos (H) e acinetos (A); F, G. CENA197 — acinetos (A) em diferentes estigios de
desenvolvimento (contraste-de-fase)



Tabela 16 — Principais caracteristicas morfométricas de populacdes de Anabaena crassa (Lemmermann) Komarkova-Legnerova et

Cronberg
Morfoespécie Anabaena crassa (Lemmermann) Komarkova-Legnerova et Cronberg
Material/origem Amostra Republica Tcheca Brasil (Rio Brasil Linhagem 04-26 Linhagens
ambiental - (Reservatorio Grande do Sul)  (Reservatério (Jesenice, Reptiblica CENA194-202
Material tipo Jesenice) Jundiai, SP) Tcheca) (Salto Grande, SP),
206 (Billings, SP)
Espira
Diametro (um) 40-70 45-56 33-82 60-70 35-62 22,4-84
Comprimento (um)  30-55 38-45 28,2-74 30-52 20-57 24,1-101,9
Razdo didm./compr.  0,5-2 0,8-1,4 1,1-2 - 0,9-1,9 0,5-1,8
Célula vegetativa
Forma esférica, barril - barril, esférica, barril - esférica, oblonga
arredondada
Diametro (um) 8-15 11,2-12,2 9,2-15 9-12 8,5-13,5 7-11,7
Comprimento (um) - 8,2-10,6 9-12,2 9,5-12 6-12 5,1-11,8
Razao compr./didm. - 0,7-0,9 - - 0,7-1,2 0,5-1,2
Heterdcito
Forma - - arredondada + esférica - esférico
Diametro (um) - 11,2-12,2 12,9-15 12-14 8,5-13 7,7-14,8
Comprimento (um) - 10,6-12,5 10,4-14,3 - 7,5-13 7,5-13,6
Razdo compr./didm. - 0,9-1 - - 0,9-1,1 0,7-1,2
Acineto
Forma oval - eliptica eliptica - oval, cilindrico
Diametro (um) 13-25 16,5-18,5 14,1-16,5 14-17 12,5-18,5 8,5-21,6
Comprimento (um) 15-42 24-29 21,6-24,7 20-25 20-30 16-43
Razao compr./didm. - 1,5-1,6 - - 1,3-1,9 1,3-3,8
Envelope
mucialginoso
Diametro (um) - - presente amplo - 5,7-24,4
Referéncia Komarek e Zapom¢lova et al.  Werner (2002)  Sant’Annaetal. Zapomélova et al. Presente estudo
Zapom¢lova (2008) (2007) (2008)

(2007)

9L
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Figura 5 - Anabaena cf. fallax Komarek et Komarkova-Legnerova CENA208 (meio de cultura AA/4, 25+1°C;
40umol féton m™ s™). A. aspecto geral do tricoma espiralado; B. tricoma com aerétopos (contraste-de-
fase); C, D. tricoma com extremidade afilada e célula apical levemente capitada (seta) (C. contraste-de-
fase); E. fragmentag@o do tricoma tipica da espécie (seta); F. tricoma com heterécitos (H) intercalares
com distribuicdo metamérica (contraste-de-fase); G. diferentes morfologias dos heterdcitos (setas)
(contraste-de-fase)
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principalmente pelo tipo caracteristico de fragmentagdo do tricoma e pela morfologia dos
heterdcitos. Da mesma forma que no género Anabaenopsis, heterdcitos terminais podem ocorrer
em A. fallax, porém sua origem € diferente daquela apresentada em Anabaenopsis. Como
observado no material tipo (KOMAREK; KOMARKOVA-LEGNEROVA, 2002), A. cf. fallax
CENA208 apresentou em sua maioria heterdcitos biporados (Figura 5G), porém ocorreram
também heterdcitos com um poro apenas. Outra caracteristica importante foi a presenca de célula
apical cilindrica alongada, as vezes capitata na linhagem CENA208 (Figuras 5C e 5D),
caracteristica relatada também para o material tipo. A. cf. fallax CENA208 difere do material tipo
pelo didmetro da célula vegetativa, mais estreito em CENA208, variando de 2,0 — 4,2 um e para
o tipo, de 5,2 — 6,0 um e pelas dimensdes da espira (Tabela 17). A espira em CENA208 € mais
estreita (12,0 — 21,7 um) que no material tipo (48,0 — 76,0 n) (Tabela 17). Porém, andlise de mais
populacdes e em diferentes condicdes possibilitara verificar se A. cf. fallax CENA208 representa

uma variagdo de A. fallax ou uma outra morfoespécie.

Tabela 17 - Principais caracteristicas morfométricas de Anabaena fallax Komdérek et
Komarkové-Legnerovd e Linhagem CENA208

Morfoespécie Anabaena fallax Komarek et Komarkova-Legnerova

Material/origem Parque Chapultepec (Cidade  Linhagem CENA208
do México) — Material tipo (Reservatério Billings,

Riacho Grande — SP)

Espira

Diametro 48-76 12-21,7

Comprimento - 8,9-21,3

Razao diam./compr. - 0,8-2

Célula vegetativa

Forma barril, cilindrica barril, cilindrica

Diadmetro (um) 5,2-6 2-4,2

Comprimento (um) - 3,1-6,3

Razao compr./diam. - 0,9-2,2

Heterocito

Forma ovoide esférica. ovodide, cilindrica

Diametro (um) 6-7 3,7-5,7

Comprimento (um) 7,2-8,4 4,6-7,5

Razao compr./diam. - 1,1-1,8

Envelope

mucilaginoso

Diadmetro (um) - 0,7-3,1

Referéncia Komarek e Komarkova- Presente estudo

Legnerova (2002)
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Anabaena planctonica Brunnthaler

Figuras 6 e 7, Tabelas 12, 13 e 18, Linhagens: CENA209, CENA210

Tricoma reto; célula vegetativa em forma de barril, subquadrética a quadratica, com aerétopos, 3
— 7,1 um compr., 5 — 8,5 um didm., razdo compr./diam. 0,5 — 1; heterdcito intercalar, esférico a
levemente oblongo, 5 — 9,4 um compr., 6,8 — 9,9 um didm., razdo compr./diam. 0,6 — 1,1; acineto
distante do heterdcito 2 a 4 células, esférico a levemente oblongo, as vezes cilindrico alongado,
12,5 — 24,5 ym compr., 9,2 — 15,3 pym didm., razdo compr./diam. 1,1 — 2,2. Envelope

mucilaginoso variando de 1,6 — 7,5 um, com valores médios de 2,5/3,8 um.

As variagdes métricas de Anabaena planctonica CENA209/210 estdo dentro daquelas
descritas para A. planctonica Brunnthaler 1903 (KOMARKOVA-LEGNEROVA; ELORANTA,
1992), apesar do diametro da célula vegetativa (variagdo 5,0 — 8,5 um) estar proximo ao limite
minimo para o material tipo (variagdo 7,7 — 15 um) (Tabela 18). A. planctonica apresenta
semelhanga com A. viguieri Denis et Frémy, porém elas diferem principalmente pelas dimensdes
da célula vegetativa e do acineto, além da presenca do envelope mucilaginoso em A. planctonica
(WERNER, 2002). Assim, o acineto tem maior comprimento em A. planctonica (variagao 15,0 —
37,0 um para o material tipo e 12,3 — 24,5 pm para CENA209/210) e ndo ultrapassa 17,0 ym em
A.viguieri (Tabela 18). Outra caracteristica importante que diferencia as duas espécies € o
envelope mucilaginoso, citado como amplo para material do Lago das Gargas (TUCCI et al.,

2006) e variando de 1,6 — 7,5 pum para A. planctonica CENA209/210.

2.7.3 Analise de componentes principais (ACP)

Na anélise de ACP foram utilizadas 16 linhagens representativas das morfoespécies A.
aphanizomenoides, A. circinalis, A. crassa, A. cf. fallax e A. planctonica. O género Anabaena
composto por organismos espiralados pode ser diferenciado em grupos distintos (Figura 8), tanto
pelo eixo X (57,3% de explicabilidade) quanto pelo eixo Y (32,8% de explicabilidade). Pelo eixo
X, as varidveis comprimento da espira (comprES) e razdes comprimento/diametro do heterdcito
(RHT) e da célula vegetativa (RV) foram as varidveis mais significativas. Apesar do diametro da
bainha (diamBA) ter sido menos expressivo na ACP em relacdo as demais varidveis citadas, este

foi um caractere analisado separadamente, devido a sua importdncia no agrupamento
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Figura 6 - Anabaena planctonica Brunnthaler CENA210 (meio de cultura AA/4 + vitamina B12 0,015uM,
25%1°C; 40umol féton m?s?). A aspecto geral do tricoma com heterécitos (H) e acineto (A) (contraste-
de-fase); B. envelope mucilaginoso (seta) evidenciado por nanquim; C. tricomas com heterécitos (H) e
acinetos (A), notar distribuicdo metamérica dos heterdcitos;. D. tricoma com heterdcitos (H) e acineto

(A), notar acineto maduro (seta)
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Figura 7 - Anabaena planctonica Brunnthaler 1903 CENA209 (meio de cultura AA/4 + vitamina B12 0,015uM,
25+1°C; 40umol féton mZsh). A. aspecto geral do tricoma com heterécitos (H) e acineto (A); B.
envelope mucilaginoso (seta) evidenciado por nanquim; C. tricomas com heterécitos (H) e acineto (A)
maduro. Anabaena flos-aquae (Lyngbye) Brébisson ex Bornet et Flauhault UTCC64 (meio de
cultura AA/4, 25+1°C; 40umol féton m™.s™). D. aspecto geral dos tricomas com heterécitos (H) e sem
aerdtopos; E. detalhe do heterdcito (H) cilindrico; F. detalhe da fragmentac@o do tricoma nos heterdcitos
(H) contiguos
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Tabela 18 - Principais caracteristicas morfométricas de diferentes populacdes de Anabaena planctonica Brunnthaler e A. viguieri Denis et
Frémy
Morfoespécie A. viguieri Denis et Frémy A. planctonica Brunnthaler
Material/origem Amostra ambiental ~ Vietnd (Rio Brasil (Rio Grande =~ Amostra Lago das Reservatorio Linhagens CENA209,
— Material tipo Huong, Dapda, do Sul) ambiental — Gargas (Sao Taiacupeba CENAZ210, Brasil
Nhuy e Anluu) Material tipo Paulo, SP) (Suzano, SP) (Piracicaba, SP)
Célula vegetativa
Forma eliptica, barril barril, esférica barril, arredondada  barril curta barril barril barril
Didmetro (um) 6-7 5-9 5,8-6,4 7,7-15 8,8-10 10-14 5-8,5
Comprimento (um) 4-8,5 3,4-8,0 4-6,5 - - 4,5-7 3-7,1
Razdo compr./didm. - - - - - - 0,5-1
Heterocito
Forma esférica esférica arredondada arredondada, esférica + esférica arredondada, esférica,
esférica
Didmetro (um) 5,5-6 6-9 ca. 6,9 - 10,7-11,8 10-12 6,8-9,9
Comprimento (um) - - - - - - 5-9,4
Razdo compr./didm. - - - - - - 0,6-1,1
Acineto
Forma eliptica, ovéide eliptica eliptica, cilindrica ovoide, cilindrica  ovéide eliptica esférica/oblonga,
cilindrica
Didmetro (um) 12-13 9-12 12,6-16 9-21 8,8-11 12-18 9,2-15,3
Comprimento (um) até 17 7,5-19 16,2-19 15-37 13-14 18-26 12,3-24.5
Razdo compr./diam. - - - - - - 1,1-2,2
Envelope mucilaginoso
Didmetro (um) ausente - ausente presente amplo - 1,6-7,5
Referéncia Werner (2002) Nguyen et al. Werner (2002) Komarkova- Tucci et al. Sant’Anna et al.  Presente estudo
(2007) Legnerova e (2006) (2007)

Eloranta (1992)




83

o ! .
. |
- RES ‘
4 . diamES
|
MR
|
”e
. SPECIES ~ SAMPLES
— (O CENA194
[] cenates
A\ CENA196
diamAC
S 77777777777 R - o e > CENA197
& o C +  CENAtgs
P comprAC
l\\ v I cEnatgg
RHT I .
| D \CWT CENA200
: compr. I CENA201
| comprES
| @ cene2oe
! diamBA I cenA2os
|
: @ CENAlg9
o | CENA193
. |
- ! (OO GENA208
1.0 1.0

32,8%

Figura 8 - ACP das varidveis morfométricas de A. circinalis (CENA189 e CENA193), A. crassa (CENA194-202 e
CENA206) e A. cf. fallax CENA208

de A circinalis e A. crassa. Ja pelo eixo Y (32,8% de explicabilidade), o didmetro da espira
(diamES) e a razdo didmetro/comprimento da espira (RES) foram as mais representativas. Assim,
A. cf. fallax CENA208 pode ser diferenciada das outras formas espiraladas, A. circinalis e A.
crassa, pelas varidveis RHT e RV (Figuras 9 e 10). A média da razdo comprimento/diametro do
heterécito (RHT) foi 1,3 (min. 1,1 — max. 1,8) e esteve acima das outras médias, 0,9 — 1,0 (min.
0,7 — méax. 1,2) (Figura 9, Tabelas 12 e 13). Outra varidvel que diferenciou A. cf. fallax
CENA208 das formas espiraladas foi a RV, a qual apresentou um valor médio de 1,4 (min. 0,9 —
maéx. 2,2), enquanto valores médios de 0,8/0,9/1,0 (min. 0,6 — méax. 1,2) em A. circinalis e A.
crassa foram encontrados (Figura 10, Tabela 13, 14). Portanto, a forma dos heterdcitos e células
vegetativas, de levemente mais longa que larga a cilindrica, ¢ uma caracteristica importante para

diferenciagdo de A. cf. fallax.
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Figura 9 - Variag¢do da razdo comprimento/diametro do heterdcito (RHT) de representantes de A. crassa (CENA197-
202 e CENA206), A. circinalis (CENA189 e CENA193) e A. cf. fallax CENA208. Média mais desvio
padrdo (caixa) e minimo e mdximo (barra) — “Whisker Boxplot”
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Figura 10 - Varia¢do da razio comprimento/didmetro da célula vegetativa (RV) de representantes de A. crassa
(CENA197-202 e CENAZ206), A. circinalis (CENA189 e CENA193) e A. cf. fallax CENA208. Média
mais desvio padrdo (caixa) e minimo e maximo (barra) — “Whisker Boxplot”
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Como evidenciado pela ACP (Figura 8), as varidveis relacionadas a espira, comprimento
(comprES), diametro (diamES) e razdo diametro/comprimento (RES), foram importantes para
diferenciacdo das morfoespécies. Dentre essas varidveis, a RES foi a mais significativa, cujos
valores médios variaram de 0,7 — 1,1 (min. 0,5 — max. 1,8) para A. crassa, 3,4 — 3,7 (min. 1,5 —
7,6) para A. circinalis e foi de 1,4 (min. 0,8 — méx. 2,0) para A. cf. fallax (Figura 11, Tabelas 12 e
13). Assim, esta varidvel se mostra importante na diferenciagdo das morfoespécies avaliadas.
Para a varidvel didmetro das espiras (diamES), embora tenha ocorrido sobreposicao dos valores
minimo e maximo para A. circinalis (min. 40,1 — max. 150,7 um) e A. crassa (min. 22,4 — max.
84,0 um), estas puderam ser diferenciadas de A. cf. fallax que apresentou espira com 12,0 — 21,7
pm de diametro (Figura 12, Tabela 12). Desta forma ao se avaliar apenas A. circinalis e A. crassa
este caractere nao ajuda na diferenciacdo, porém € de expressiva importancia para a separacao de
A. cf. fallax das demais espiraladas estudadas. J4 os comprimentos das espiras (comprES)
apresentaram maior sobreposi¢do dos valores, sendo que variaram de 10,8 — 81,3 um para A.
circinalis, de 24,1 — 101,9 um para A. crassa e de 8,9 — 21,3 para A. cf. fallax, indicando que
quanto menor este valor, existe uma tendéncia para separacdo de A. cf. fallax das demais
estudadas, e no entanto nao tem muito valor na diferencia¢do entre A. circinalis e A. crassa.

(Figura 13, Tabelas 12 e 13).

Corroborando com os dados observados, a forma da espira, incluindo suas dimensdes de
comprimento (comprES), didmetro (diamES) e razdo didmetro/comprimento (RES), ¢
tradicionalmente utilizada para diferenciar as morfoespécies espiraladas de Amnabaena
(KOMAREK; ZAPOMELOVA, 2007, WERNER, 2002). Isso esta de acordo com resultados
obtidos para populagdes de A. circinalis e A. crassa do Brasil e Republica Tcheca (Tabelas 15 e
16). Por exemplo, a RES de A. crassa nunca atingiu o valor mdximo superior a 2,0 para o
material tipo, variando de 0,8 — 1,9 para populacdes de Jesenice (Republica Tcheca) e de 0,5 —
2,0 para amostras do Rio Grande do Sul e Sao Paulo (Tabela 16). No entanto, A. circinalis
isoladas no Brasil apresentaram valores de RES mais altos, atingindo o valor de 3,2 nas linhagens
do Rio Grande do Sul e 7,6 nas linhagens de Sao Paulo (Tabela 15). Outra varidvel importante na
identificacdo das formas espiraladas foi o didmetro da espira (diamES) que ajudou na
diferenciacdo de A. cf. fallax de A. circinalis/A. crassa. Porém, ele ndo serviria para diferenciar o

material tipo de A. fallax de A. circinalis/A. crassa devido a sobreposi¢cao dos valores, 48 — 76

pm (Tabela 17). A diferenciacdo entre A. circinalis e A. crassa nao foi possivel baseada
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Figura 11- Varia¢do da razdo didmetro/comprimento da espira (RES) de representantes de A. crassa (CENA197-202
e CENA200), A. circinalis (CENA189 e CENA190) e A. cf. fallax CENA208. Média mais desvio padrdo
(caixa) e minimo e maximo (barra) — “Whisker Boxplot”
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Figura 12 - Variag¢@o do diametro da espira (diamES) de representantes de A. crassa (CENA197-202 e CENA2006),
A. circinalis (CENA189 e CENA190) e A. cf. fallax CENA208. Média mais desvio padrdo (caixa) e
minimo e maximo (barra) — “Whisker Boxplot”
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Figura 13 - Variacdo do comprimento da espira (comprES) de representantes de A. crassa (CENA197-202 e
CENA200), A. circinalis (CENA189 e CENA190) e A. cf. fallax CENA208. Média mais desvio padrdo
(caixa) e minimo e maximo (barra) — “Whisker Boxplot”

nos diametros da célula vegetativa e da espira para populagdes da Republica Tcheca
(ZAPOMELOVA et al., 2007), sendo essas caracteristicas susceptiveis as condi¢des ambientais
como temperatura e concentracio de fésforo (ZAPOMELOVA et al., 2008). Apesar do didmetro
da espira em A. circinalis e A. crassa se sobreporem (Figura 12, Tabelas 12 e 13), este caractere
ainda se mostra como um fator a ser levado em considera¢do nas andlises para a diferenciacdo
destas morfoespécies como indicado pela ACP. Entretanto, o diametro da célula vegetativa indica
que as morfoespécies podem ser diferenciadas por esta varidvel (Figura 14), cujos valores médios
foram 7,1 — 7,4 um (min. 6,0 — méx. 8,6 um) para A. circinalis e 8,9 — 10,4 um (min. 7,0 — max.

11,7 pm) para A. crassa (Tabelas 12 e 13).

A andlise de ACP das morfoespécies de Anabaena com tricomas retos mostrou que A.
aphanizomenoides CENA188 e A. planctonica (CENA209, CENA210) podem ser separadas
principalmente pelo comprimento do acineto (comprAC) e, em menor grau, pela razdo
comprimento/didmetro do heterécito (RHT) pelo eixo X (69,0% de explicabilidade) (Figuras 15-
17). A varidvel comprAC apresentou valor médio 11,2 um (min. 8,6 — max. 14,3 um) para a
linhagem CENA188, enquanto que os valores médios para as linhagens CENA209 e CENA210

foram 18,0/17,1 pum, respectivamente, e variacdo min. 12,3 — max. 24,5 um (Figura 16, Tabelas
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12 e 13). Quanto a razdo comprimento/didmetro do heterdcito (RHT), apesar da diferenciacdo dos
valores médios, A. aphanizomenoides 1,2 e A. planctonica 0,9/1,0, ocorreu maior sobreposicao
dos valores minimo e méaximo. A linhagem CENA188 apresentou os valores minimo e maximo

de 0,9 e 1,7, e para A. planctonica eles variaram de 0,6 — 1,1 (Figura 17, Tabelas 12 e 13).
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Figura 14 - Varia¢do do didmetro da célula vegetativa (diamV) de representantes de A. crassa (CENA196-202 e
CENA206) e A. circinalis (CENA189 e CENA193). Média mais desvio padrdo (caixa) e minimo e
maximo (barra) — “Whisker Boxplot”
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Figura 15 - ACP das varidveis morfométricas de A. aphanizomenoides CENA188 e A. planctonica (CENA209 e
CENA210)
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Figura 16 - Variacdo do comprimento do acineto (comprAC) de A. aphanizomenoides CENA188 e A. planctonica
(CENA209 e CENA210). Média mais desvio padrido (caixa) e minimo e médximo (barra) — “Whisker
Boxplot”
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Figura 17 - Variag@o da razdo de comprimento/didmetro do heterécito (RHT) de A. aphanizomenoides CENA188 e
A. planctonica (CENA209 e CENA210). Média mais desvio padrio (caixa) e minimo e maximo (barra)
— “Whisker Boxplot”

Os acinetos tém sido relatados como estdveis tanto na natureza quanto na cultura e
possuem, portanto, grande valor como caracteristica para diferenciar as morfoespécies de
Anabaena (KOMAREK; ZAPOMELOVA, 2007, 2008, ZAPOMELOVA et al., 2007, 2008). Por
exemplo, A. compacta ¢ uma morfoespécie bem definida pelas caracteristicas diametro da célula
vegetativa e forma do acineto (ZAPOMELOVA et al., 2007). O mesmo pode ser verificado para

diferenciar as morfoespécies A. aphanizomenoides e A. planctonica.

Devido a grande variacdo da espira dentro do grupo Anabaena (subg. Dolichospermum)
(ZAPOMELOVA et al., 2008), decidiu-se realizar nova analise das varidveis morfométricas,
porém excluindo aquelas relacionadas a espira do tricoma. Da mesma forma que na andlise
considerando as varidveis comprES, diamES e RES em Anabaena espiralada (Figura 8), as
variavéis RHT e RV para A. cf. fallax CENA208 mostrou ser importante para sua diferenciacido
em relacdo a todas as morfoespécies analisadas (Figura 18). Além disso, pelo eixo X (80,5% de
explicabilidade), o diametro da bainha (diamBA) caracterizou trés grupos, A. crassa, A.

aphanizomenoides/A. circinalis/A. planctonica e A. cf. fallax. Assim, os didmetros médios da
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bainha para A. crassa foram 13,2 — 19,5 um (min. 5,7 — méx. 24,4 um), para A.
aphanizomenoides/A. circinalis/A. planctonica 1,0 — 3,8 pm (min. 0,5 — méx. 7,5 um) e para A.
cf. fallax, 1,7 pym (min. 0,7 — méx. 3,1 um) (Figura 19, Tabelas 12 e 13). O envelope
mucilaginoso (bainha) amplo observado nas linhagens A. crassa isoladas neste estudo, também
foi descrito como amplo para a mesma morfoespécie isolada do Reservatério Jundiai (Sao Paulo)
e relatado como presente em A. crassa do Rio Grande do Sul (Tabela 16). Apesar de trabalhos
recentes ndo considerarem essa caracteristica na andlise morfoldgica (KOMAREK;
ZAPOMELOVA, 2007; ZAPOMELOVA et al., 2008), ela pode ser um parametro importante

para diferenciar as morfoespécies.
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Figura 18 - ACP das varidveis morfométricas (exceto aquelas relacionadas a espira — comprES, diamES, RES) de A.
aphanizomenoides CENAI18S8, A. circinalis (CENA189 e CENA193), A. crassa (CENA194-202 e
CENA206), A. cf. fallax CENA208 e A. planctonica (CENA209 e CENA210)
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Figura 19 — Variacdo do didmetro da bainha (diamBA) de representantes de A. crassa (CENA200-202 e CENA206),
A. circinalis (CENA189 e CENA193), A. cf. fallax CENA208, A. aphanizomenoides CENA188 e A.
planctonica (CENA209 e CENA210). Média mais desvio padrio (caixa) e minimo e méaximo (barra) —
“Whisker Boxplot”

2.7.4 Analise filogenética

As andlises comparativas (BLAST) das sequéncias do gene de RNAr 16S (1410 —
1436 pb) de 14 linhagens de Anabaena geradas neste estudo, com outras sequéncias depositadas
no GenBank mostraram valores de identidade variando de 97,2% - 100% (Tabela 19). Na
bacteriologia tem sido considerado que similaridade acima de 97% entre sequéncias do gene de
RNAr 16S indica que as linhagens pertencem a uma mesma espécie (VANDAMME et al., 1996).
Embora as similaridades entre as sequéncias de RNAr 16S das linhagens de Anabaena deste
estudo e as mais proximas relacionadas do GenBank estejam acima de 97%, as nomenclaturas
ndo foram correspondentes. Komdrek e Anagnostidis (1989) relatam que mais de 50% das
linhagens existentes nas colecdes de culturas de cianobactérias ndo correspondem as

caracteristicas do tdxon nas quais elas foram incluidas.
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Tabela 19 — Identidades das sequéncias do RNAr 16S das linhagens de Anabaena estudadas e comparadas
com outras seqiiénmcias de cianobactérias do GenBank (NCBI)

Morfoespécie Tamanho do I1(%) C (%) Organismo mais préximo no GenBank
fragemnto de (no. de acesso)
RNAr 16S (pb)
A. crassa CENA196, 1410 -1411 98,6 100 A. planctonica 1tu36s8 (AJ630433)
CENA199, CENA205,
CENA207
98,6 100 A. mucosa 1tu35s5 (AJ630425)
98,6 100 Anabaena cf. scheremetievi PMC9701
(AJ293117)
A. crassa CENA206 1415 98,7 100 A. planctonica 1tu36s8 (AJ630433)
98,7 100 Anabaena cf. Scheremetievi PMC9701
(AJ293117)
98,7 99 A.mucosa 1tu35s5 (AJ630425)
A. crassa CENA202 1436 97,3 86 Anabaena cf. Scheremetievi PMC9701
(AJ293117)
97,2 86 A. planctonica 1tu36s8 (AJ630433)
97,2 86 A. mucosa 1tu35s5 (AJ630425)
A. circinalis CENA190, 1410 98,5 100 Aph. flos-aquae 1tu37s13 (AJ630442)
CENA191, CENA193
98,3 100 A. spiroides 1tu39s17 (AJ630440)
98,4 100 A. sigmoidea 0tu36s7 (AJ630434)
A. planctonica CENA209 1411 99,9 100 A. mucosa 1tu35s5 (AJ630425)
99,8 100 Anabaena cf. Scheremetievi PMC9701
(AJ293117)
99,6 100 A. planctonica 1tu36s8 (AJ630433)
A. planctonica CENA210 1424 99,8 100 A. planctonica 1tu36s8 (AJ630433)
99,8 100 A. mucosa 1tu35s5 (AJ630425)
99,7 100 Anabaena cf. Scheremetievi PMC9701
(AJ293117)
Anabaena cf. fallax 1411 98,0 100 Aph. issatschenkoi Otu37s7 (AJ630446)
CENA208
97,9 100 Anabaena sp. A277 (AJ133160)
97,9 100 A. planctonica PH71 (AJ293108)
A. flos-aquae UTCC64 1413 100 100 A. variabilis ATCC29413 (NC_007413)
100 100 A. variabilis TAM M-204 (AB074502)
A. aphanizomenoides 1411 98,7 98 A. reniformis 07-01 (FM161349)
CENA188
99,1 95 Aph. aphanizomenoides 04-43
(FM161350)
98,3 98 A. reniformis 06-01 (FM161348)

Nota: I — identidade; C — cobertura.
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Figura 20 - Andlise filogenética de sequéncias do gene de RNAr 16S (1410 pb) usando o método da distincia
(“Neighbor Joining” — NIJ). As sequéncias geradas neste estudo estdo em negrito. Os valores de
reamostragem acima de 50% na andlise NJ estdo apresentados em cada né
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Figura 21 - Andlise filogenética de sequéncias do gene de RNAr 16S (1410 pb) usando o método mdxima
parcimonia (MP). As sequéncias geradas neste estudo estdo em negrito. Os valores de reamostragem
acima de 50% na andlise MP estdo apresentados em cada né
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Nas drvores filogenéticas de sequéncias do gene de RNAr 16S os isolados brasileiros de
Anabaena formaram cinco grupos distintos (Figuras 20 e 21). O grupo I é representado pelas
linhagens de Anabaena crassa CENA196/199/202/205/206/207 e suportado por altos valores de
reamostragem (91% para NJ e 92% para MP). Porém, essas linhagens ndo se agruparam com as
outras da mesma morfoespécie, ou seja, Anabaena cf. crassa 1tu27s7 da Finlandia e A. crassa
215 da Dinamarca. As linhagens A. planctonica CENA209/210 agruparam-se com diferentes
morfoespécies como A. mucosa e Anabaena cf. scheremetievi (grupo II, Figuras 20 e 21), porém
com baixos valores de reamostragem (65% para NJ e <50% para MP). As linhagens A. circinalis
CENA190/191/193 formaram um agrupamento unico (grupo III, Figuras 20 e 21) com altos
valores de reamostragem (95% para NJ e 87% para MP). Da mesma forma que A. crassa, as
linhagens brasileiras ndo se agruparam com outras linhagens de A. circinalis, ficando A.
circinalis AWTO02, NIES41 e 123 dispersas nas duas arvores. A linhagem de A. cf. fallax
posicionou-se em um ramo interno separado, dentro de um ramo maior formado por tdxons
distintos, ou seja, duas espécies diferentes de Anabaena (Anabaena sp. A277 e A. planctonica
PH71) e um género diferente (Aphanizomenon issatschenkoi 0tu37s7). A espécie A.
aphanizomenoides CENA188 agrupou-se com linhagens de Aph. aphanizomenoides e de A.
reniformis (grupo IV, Figuras 20 e 21). De acordo com nova proposicdo de género (Eliska
Zapomelova, comunicagdo pessoal), esse agrupamento € caracterizado por organismos com
heterdcitos esféricos ao lado do acineto. Recentemente, essa caracteristica também foi citada
como importante para alguns integrantes de AnabaenalAphanizomenon (STUKEN et al., 2009).
Segundo esses autores, heterdcitos esféricos ao lado do acineto é caracteristica comum a Aph.
aphanizomenoides, A. kisseleviana e A. oumiana. Portanto, como verificado para A.
aphanizomenoides (Aph. aphanizomeoides) e A. reniformis, provavelmente A. oumiana seja
integrante desse novo género. O grupo V foi representado pelas linhagens A. flos-aquae
UTCC64, A. variabilis IAM M-204/ATCC29413 e Nostoc sp. PCC7120. Importante citar que

esse grupo € proximo daquele composto pelas linhagens Nostoc sp. 152 e 10-102-1.

As topologias das arvores filogenéticas (NJ e MP) das sequéncias do gene de RNAr 16S
mostraram que os representantes selecionados das ordens Nostocales (Anabaena, Aphanizomenon
e Nostoc) e Stigonematales (Hapalosiphon) separaram-se dos organismos pertencentes as ordens
Chroococcales (Microcystis e Synechococcus) e Oscillatoriales (Planktothrix) (Figuras 20 e 21),

conforme esperado. Quanto as tradicionais ordens Nostocales e Stigonematales, diferenciadas
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morfologicamente pelo tipo de ramificacdo do tricoma (divisdo celular), ambas as andlises
mostraram que esta divisdo € artificial, pois Hapalosiphon hibernicus agrupou-se com
AnabaenalAphanizomenon/Nostoc (Figuras 20 e 21). Essa divisdo nao suportada pelas andlises
filogenéticas (WILMOTTE; HERDMAN, 2001) auxiliou também na proposicdo do atual Sistema
de Classificacgao feita por Hoffmann, Komérek e Kastovsky (2005). Nesse sistema, as tradicionais
ordens Nostocales e Stigonematales passaram a integrar uma tnica ordem (Nostocales) dentro da

subclasse Nostocophycidae.

A andlise filogenética dos genes concatenados RNAr 16S, rpoCl, rbcL e tufA (Figuras 22
- 24) mantiveram a mesma classificacdo para as ordens Nostocales e Stigonematales. Porém,
houve uma melhor congruéncia das morfoespécies com os genes analisados. As espécies A.
aphanizomenoides, A. circinalis e A. planctonica formaram agrupamentos distintos, independente
do método de andlise utilizado (NJ, MP e ML). Assim, essas morfoespécies representam
claramente individuos distintos. Quanto as morfoespécies Anabaena cf. fallax e A. crassa, elas se
agruparam nas andlises de NJ e MP com valores de reamostragem 66% e 74%, respectivamente
(Figuras 22 e 23). Porém, na andlise de ML, A. crassa CENA202 agrupou-se com as outras
linhagens da mesma espécie e A. cf. fallax CENA208 posicionou-se em um ramo separado. A
linhagem A. aphanizomenoides CENA188 também ficou em um ramo separado e, assim como A.
cf. fallax CENA208, mostrou-se distinta de A. circinalis/A. crassa. Novamente, A. flos-aquae

UTCC64 agrupou-se com Nostoc sp. PCC7120 e A. variabilis ATCC29413.

Como verificado por Rajaniemi et al. (2005), anélises das sequéncias do gene de RNAr
16S mostraram que existe um agrupamento com morfoespécies retas e espiraladas de Anabaena,
como por exemplo, A. circinalis, A. crassa, A. mucosa, A. planctonica, A. smithii e A. sigmoidea,
indicando que esta caracteristica ndao € valida para separar morfoespécies. Resultados similares
foram obtidos para A. circinalis e A. crassa que se agruparam em clado Unico com A.
planctonica, A. mucosa, A. cf. scheremetievi, A. cf. crassa, Aph. flos-aquae, A. spiroides e A.
sigmoidea (Figuras 20 e 21) nas andlises das sequéncias de RNAr 16S. Por outro lado, a andlise
dos genes concatenados resultou na diferenciacdo de A. circinalis e A. crassa (Figuras 22 - 24).
Além disso, o diametro da célula vegetativa (diamV) e a razdo diametro/comprimento da espira
(RES) foram as varidveis morfoldgicas que diferenciaram essas morfoespécies. Apesar de fatores

ambientais, como temperatura e nutrientes (ZAPOMELOVA et al., 2008), poderem influenciar a
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morfologia da espira e, muitas vezes a separacdo de tipos espiralados e retos ndo ser suportada
por andlises filogenéticas, a ocorréncia de tricomas espiralados na natureza permanece sem
resposta (ZAPOMELOVA et al., 2008). Portanto, até que outra caracteristica morfolgica
apresente melhor congruéncia com os dados filogenéticos, é aconselhdvel manter essas duas
morfoespécies (A. circinalis e A. crassa) separadas baseado na espira do tricoma.

Atualmente, o acineto tem sido citado como caracteristica estdvel e importante para a
identificacio das morfoespécies de Anabaena (RAJANIEMI et al.,, 2005; KOMEREK:
ZAPOMELOVA, 2007, 2008). De acordo com os resultados obtidos, o comprimento do acineto
(comprAC) mostrou ser importante para diferenciar A. planctonica de A. aphanizomenoides, este
ultimo caracterizado pelos acinetos esféricos. A estabilidade da forma e posi¢do do acineto, como
em A. aphanizomenoides, é caracteristica importante para proposicao de um novo género (Eliska
Zapomé&lova, comunicagdo pessoal).

Como mencionado anteriormente na andlise filogenética das sequéncias do gene de RNAr
16S, A. cf. fallax posicionou-se em um ramo separado, cujo agrupamento mais préximo foi o
formado por Anabaena sp. A277, A. planctonica PH71 e Aph. issatschenkoi Otu37s7 (Figuras 20
e 21). Resultados similares foram obtidos por Rajaniemi et al. (2005) cujas linhagens Aph.
issatschenkoi Otu37s7 e Ananabena sp. A277 agruparam-se em ramo Unico juntamente com
outras linhagens de Aph. issatschenkoi. Esse agrupamento heterogéneo composto por organismos
planctonico (Aph. issatschenkoi) e bentonico (Anabaena sp. A277) € caracterizado por formas
distintas morfologicamente (RAJANIEMI et al., 2005). No entanto, a célula apical afilada de
Aph. issatschenkoi torna este grupo distinto e separado dos organismo tipicos de
Anabaena/Aphanizomenon planctonicos. Anabaena fallax é descrita por ndo possuir acinetos
(KOMAREK; KOMARKOVA-LEGNEROVA, 2002), como verificado para a linhagem
CENA208. Apesar dessa linhagem nao possuir a célula apical afilada como a de Aph.
issatschenkoi, ela apresenta célula apical levemente atenuada e capitada (Figuras 5C e 5D), ainda
caracteristica de Aphanizomenon (HINDAK, 2000). Por outro lado, a estrutura metamérica do
tricoma (Figuras 5C, 5F e 5G) e a forma espiralada s@o caracteristicas tipicas de Anabaena
(HINDAK, 2000). Assim, a linhagem CENA208 representa um organismo com caracteristicas
morfolégica tipicas de Aphanizomenon e Anabaena. As andlises dos genes concatenados
mostraram que A. cf. fallax CENA208 estd em um ramo separado (Figura 24) ou agrupada com

A. crassa CENA202 (Figuras 22 e 23). A sequéncia do gene de RNAr 16S da linhagem
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CENA202 apresentou a menor percentagem de cobertura (86%) dentre todas as sequéncias
estudadas, cujas coberturas variaram de 95% a 100% na andlise BLAST. Porém, na andlise de
ML (Figura 24), Anabaena cf. fallax CENA208 separou-se das linhagens de A. circinalis e A.
crassa em um ramo unico. Provavelmente, Anabaena cf. fallax seja representante de um novo
género de acordo com as andlises filogenéticas. Morfologicamente, as ACPs mostraram que as
varidveis RV e RHT sd@o importantes para diferenciar essa morfoespécie, além da varidvel espira
(comprES, diamES e RES) diferencia-la de A. crassa e A. circinalis (item 2.7.3). Contudo, deve-
se confirmar a validade desse novo gé€nero por estudos morfoldgicos e moleculares de mais

isolados e também de material da natureza.
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Figura 22 - Anidlise filogenética de sequéncias concatenadas dos genes constitutivos RNAr 16S, rpoCl, tufA and
rbcL (3617 pb) usando o método da distancia (“Neighbor Joining” - NJ). As sequéncias geradas neste
estudo estdo em negrito. Os valores de reamostragem acima de 50% na andlise NJ estdo apresentados em
cada n6
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Figura 23 - Andlise filogenética de sequéncias concatenadas dos genes constitutivos RNAr 16S, rpoCl, tufA and
rbcL (3617 pb) usando o método méaxima parcimonia (MP). As sequéncias geradas neste estudo estdo em
negrito. Os valores de reamostragem acima de 50% na andlise MP estdo apresentados em cada né
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Figura 24 -Anilise filogenética de sequéncias concatenadas dos genes constitutivos RNAr 16S, rpoCl, tufA and rbcL
(3617 pb) usando o método maxima verossimilhanca (“Maximum likelihood ” - ML). As sequéncias
geradas neste estudo estdo em negrito. Os valores de reamostragem acima de 50% na andlise ML estdo

apresentados em cada né
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2.7.5 Eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE)
Os fragmentos do RNAr 16S das morfoespécies de Anabaena, (Figura 25, linhas 1-12),

mostraram diferentes padrdoes de migracdo no DGGE, apresentando desde uma tnica banda
intensa para A. circinalis CENA193 (linha 3) até mais de uma banda, como visualizado para as
linhagens A. aphanizomenoides CENA187/188 (linhas 1 e 2, respectivamente), A. crassa
CENA195/200/203/206/207 (linhas 4 — 8, respectivamente), A. cf. fallax CENA208 (linha 9), A.
flos-aquae UTCC64 (linha 10) e A. planctonica CENA209/211 (linhas 11 e 12 respectivamente)
(Tabela 20).
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Figura 25 — Eletroforese em Gel com Gradiente desnaturante de fragmentos do RNAr 16S (iniciadores
CYA359FGC, CYA781a/b) das linhagens isoladas e material da natureza (Salto Garnde e Billings).
O gel foi normalizado utilizando o programa Bionumerics



102

Ap0s a excisdo, reamplificacdo e seqiienciamento das bandas do DGGE, pode-se perceber
que, em sua maioria, os organismos resultantes do alinhamento, e com maior similaridade, foram
do género Anabaena. No entanto, o fragmento do RNAr 16S de A. aphanizomenoides CENA188
(banda 1, linha 2 - Figura 25), apés o alinhamento, mostrou maior similaridade com
Aphanizomenon aphanizomenoides ANA235C, ANA217A e ANA237D (Tabela 20). Como
discutido anteriormente, esses dois tixons sdo sinOnimos € representam, portanto, a mesma
morfoespécie. A andlise BLAST da sequéncia do RNAr 16S da linhagem CENA188 (1411 pb)
também apresentou similaridade com Aph. aphanizomenoides (Tabela 19), indicando que a
regido sequenciada (iniciadores CYA359FGC e CYA781Ra/b) possui informagdo semelhante
para as duas metodologias avaliadas. Da mesma forma, Aph. issatschenkoi mostrou a maior
similaridade obtida para a linhagem A. cf. fallax CENA20S, ap6s anélise BLAST, considerando
as bandas 8 e 9 excisadas do gel de DGGE, e a sequéncia do RNAr 16S (1411 pb) da mesma
linhagem (Tabela 19).

Dentre as morfoespécies de Anabaena, o padrao de separacdo dos fragmentos pdde
diferenciar duas morfoespécies, A. cicinalis (banda 2) e A. flos-aquae (banda 10). Porém, a regido
amplificada do RNAr 16S e submetida ao DGGE, ndo pode discriminar as outras linhagens de
Anabaena, principalmente pela ocorréncia de mais de uma banda por linhagem ou de bandas na
mesma regido do gel, por exemplo bandas 1, 3, 5 e 11 (Figura 25). A ocorréncia de multiplas
bandas pode ser explicada pela existéncia de mais de uma cépia do RNAr 16S e/ou pela
formacdo de “heteroduplex” (CROSBIE; POCKL; WEISSE, 2003, NIKOLAUSZ et al., 2005).
Em se tratando de culturas puras, a presenca de mais de uma banda de RNAr 16S nos géis de
DGGE pode significar que os organismos possuem mais de uma cépia deste gene em seus
genomas. Em cianobactérias, duas copias do gene que codifica para o RNAr 16S foram
observadas em quatro diferentes gé€neros (N. muscorum, Synechocystis PCC6803 e PCC7002,
Synechococcus PCC6301 e P. marinus SS120) (CHEN; WIDGER, 1993; KANEKO et al.,
1996a, b; STREHL et al., 1999). Recentemente, constatou-se a presenca de até cinco cOpias desse
gene no genoma de cianobactérias heterocitadas (ITEMAN et al., 2002; RAJANIEMI et al.,
2005), que podem superestimar o grupo de organismos em andlises por DGGE (ACINAS et al.,
2004). Assim, a amplificacdo da regido 359-781 do RNAr 16S ndo resultou em uma dnica banda

para a maioria das morfoespécies de Anabaena avaliadas neste estudo. Contudo, as andlises
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BLAST para essas linhagens revelaram que a regido analisada apresenta informacdo genética

semelhante aquela do RNAr 16S total (~ 1500 pb), mostrando-se um bom marcador molecular.



Tabela 20 - Similaridades (%) das sequéncias de RNAr 16S com outras sequéncias do GenBank de bandas excisadas

de gel de poliacrilamida, ap6s DGGE (continua)
Linhagem/amostra Banda Organismo resultante do Tamanho do % C/ % 1
alinhamento por Blast fragmento (pb)
A. aphanizomenoides CENA188 1 Aph. aphanizomenoides ANA235C 424 92/97
Aph. aphanizomenoides ANA217A 92/97
Aph. aphanizomenoides ANA237D 92/97
A. circinalis CENA193 2 A. sigmoidea Otu38s4 341 99 /98
A. sigmoidea 0tu36s7 99 /98
A. circinalis EH-4 99 /97
A. crassa CENA195 3 A. smithii TAC450 396 92/94
A. smithii TAC432 92/94
A. smithii TAC431 92/94
4 Anabaena sp. ndo cultivada clone 405 92 /85
Okaro10
A. circinalis ACMB13 92/85
A. flos-aquae EH-1 92 /85
A. ucrainica TAC449 92/85
A. crassa CENA200 5 A. smithii TAC450 384 99/97
A. smithii TAC432 99 /97
A. smithii TAC431 99 /97
6 A. smithii TAC450 350 96 /98
A. smithii TAC432 96 /98
A. smithii TAC431 96 /98

Y01



Tabela 20 - Similaridades (%) das sequéncias de RNAr 16S com outras sequéncias do GenBank de bandas excisadas

de gel de poliacrilamida, ap6s DGGE (continuagdo)
Linhagem/amostra Banda Organismo resultante do Tamanho do % C/ % 1
alinhamento por Blast fragmento (pb)

A. crassa CENA206 7 A. smithii TAC450 395 96 /95
A. smithii TAC432 96 /95
A. smithii TAC431 96 /95

A. cf. fallax CENA208 8 Aph. issatschenkoi 2312 382 99 /98
Aph. issatschenkoi 2386 99 /98
Aph. issatschenkoi 2389 99 /98

9 Aph. issatschenkoi LMECYA190 400 95/89

Aph. issatschenkoi LMECYA163 95789
Anabaena sp. LMECYA178 95789

A. flos-aquae UTCC64 10 A. variabilis ATCC29413 404 93/89
Bactéria nao cultivada clones SILK9 93/89
e SILK50
Anabaena sp. CH1 93/89
A. variabilis KCTC AG10059 93/89

A. planctonica CEBA211 11 A. smithii TAC450 418 93/97
A. smithii TAC432 93/97
A. smithii TAC431 93/97

Microcystis wesenbergii 12 M. aeruginosa NIES-101 400 81/86

SPC774
M. aeruginosa NIES-298 81/86
Cianobactéria nao cultivada clone 81/86
NK2 CYA!5

GOlI



Tabela 20 - Similaridades (%) das sequéncias de RNAr 16S com outras sequéncias do GenBank de bandas excisadas

de gel de poliacrilamida, ap6s DGGE

(conclusio)
Linhagem/amostra Banda Organismo resultante do Tamanho do % C/ % 1
alinhamento por Blast fragmento (pb)
Nostoc commune UTEX584 13 N. punctiforme PCC73102 401 92/79
(CENA74)
A. variabilis ATCC29413 71779
Nostoc sp. PCCT7120 71779
Phormidium sp. CENA76 14 P. tergestinum CCALA155 425 90/ 84
P. autumnale UTEX1580 90/ 84
Oscillatoria tenuis 83 /84
Salto Grande 1 (natureza) 15 M. aeruginosa NIES-298 398 91/83
Cianobactéria nao cultivada clones
NK2 CYAI1S, THh73 e TH g25
Billings 1 (natureza) 16 Synechococcus sp. 0BB26S03 383 96 /93
Synechococcus sp. 0BB22S0 96 /92
Cianobactéria ndo cultivada clone 971792
THI1-80
17 M. aeruginosa PCC7806 403 91/95
M. aeruginosa NIES-101 91/95
M. aeruginosa NIES-298 91/95

Nota: C — cobertura; I - identidade

901
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A fim de comparar o perfil eletroforético de linhagens do género Anabaena com o de
cianobactérias de outros géneros, bandas unicas e mais intensas foram observadas para
Cylindrospermum sp. CENA33 (linha 13), Fischerella sp. CENA19 (linha 14), Microcystis
novacekii SPC775 (linha 15), M. panniformis SPC702 (16), M. viridis SPC660 (linha 17), M.
weseebergii SPC855 (linha 19) e Phormidium sp. CENA76 (linha 21). J4 as linhagens M.
wesenbergii SPC774 (linha 18), Nostoc commune UTEXS584/CENA74 (linha 20),
Pseudanabaena galeata SPC772 (linha 22) e P. mucicola SPC782 (linha 23) apresentaram uma
banda intensa e outras de menor intensidade (Figura 25). Dentre as bandas seqiienciadas (12, 13 e
14), houve correspondéncia entre as sequéncias das linhagens avaliadas (Microcystis wesenbergii
SPC774, Nostoc commune UTEX584/CENA74 e Phormidium sp. CENA76) com organismos dos
mesmos géneros, com base na andlise BLAST. (Tabela 20). As sequéncias com maior
similaridade resultantes dessa comparacdo foram M. aeruginosa NIES-298, N. punctiforme
PCC73102 e P. tergestinum CCALA155 (Tabela 20), mostrando assim, o grande potencial de
identificacao em nivel de género da regido 359-781 do RNAr 16S.

As bandas sequenciadas das amostras da natureza revelaram a presenca de gendtipos
relacionados a Microcystis aeruginosa (banda 15) na amostra de Salto Grande e a Synechococcus
sp. € M. aeruginosa na amostra do Reservatério Billings (bandas 16 e 17). Isso estd de acordo
com a especificidade dos iniciadores CYA359F e CYA781a/b (NUBEL; GARCIA-PICHEL,
MUYZER, 1997) para cianobactérias, desenhados principalmente para detec¢io em amostra da
natureza (BOUTTE et al., 2006). Além disso, as duas bandas da natureza (15 e 17) referentes a
Microcystis aeruginosa apresentaram-se na mesma posicdo das bandas das linhagens M. viridis e

M. wesenbergii, confirmando o potencial desta regido para identificacdo de géneros.

As arvores filogenéticas construidas usando fragmentos seqiienciados das bandas
extraidas do DGGE (Figura 26) mostraram certa congruéncia com arvores obtidas por meio das
sequéncias completas (~ 1500 pb) do RNAr 16S (Figuras 20-22). Independente da origem do
fragmento, considerando diferentes copias do RNAr 16S ou produto de heteroduplex, a regido
analisada possui informacdo genética similar aquela utilizada para a constru¢do das arvores
filogenéticas do RNAr 16S completo. Essa verificacdo confirma a possibilidade de uso da regido
359-781 do RNAr 16S como marcador molecular para cianobactérias em estudos de ecologia. A

arvore obtida por meio do sequenciamento dos fragmentos do RNAr 16S, usando os iniciadores
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banda 5 Anabaena crassa CENA200
51/0| banda 11 Anabaena planctonica CENA211
—— banda 4 Anabaena crassa CENA195

95/8627/ 64 banda 6 Anabaena crassa CENA200

— banda 7 Anabaena crassa CENA206
51/0| - banda 3 Anabaena crassa CENA195
— banda 2 Anabaena circinalis CENA193
98/94 banda 13 Nostoc commune CENA74
banda 10 Anabaena flos-aquae UTCC64
71/60 44/0 — banda 1 Anabaena aphanizomenoides CENA188

63/51 banda 8 Anabaena cf. fallax CENA208

85/78E banda 9 Anabaena cf. fallax CENA208
banda 14 Phormidium sp. CENA76
banda 16 Synechococcus sp. (Billings 1)

hs/ed — banda 12 Microcystis wesenbergii SPC774

99/99 I— banda 15 Microcystis aeruginosa (Salto Grande 1)
87/85. banda 17 Microcystis aeruginosa (Billings 1)

Gloeobacter violaceus PCC 7421

Figura 26 — Arvore filogenética do fragmento do gene do RNAr 16S (421 pb) referente as bandas do DGGE. Esta
representada a drvore por andlise neighbor-joining — NJ (Kimura 2-parimetro). Os valores de bootstrap
referem-se as andlises por NJ e maximum parsimony (MP). As bandas da natureza foram identificadas
com os nomes dos organismos mais proximos (Tabela 20) apds andlise por BLAST (NCBI)

CYA359F e CYA781Ra,b (NUBEL; GARCIA-PICHEL, MUYZER, 1997), mostram a formacao
de um agrupamento Unico para os géneros Anabaena e Nostoc, representantes da ordem
Nostocales, com altos valores de reamostragem (98% - NJ e 94% - MP) (Figura 26). Da mesma
forma, as Figuras 22- 24 mostram a formacdo de um agrupamento tnico para Synechococcus e

Microcystis, como comumente verificado para integrantes das ordens Chroococcales.

A regido 359-781 do RNAr 16S de cianobactérias mostrou potencial para diferenciacio
em nivel de gé€neros, ou até mesmo de espécies, quando submetida a andlise por DGGE. Isso foi
confirmado pelas andlises BLAST e filogenética das bandas excisadas do DGGE. H4, portanto,
grande suporte aos trabalhos ecoldgicos baseados nessa metodologia e ao desenvolvimento de

outras técnicas utilizando essa regido. Porém, problemas como numero de cOpias do gene
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estudado, assim como padronizacdo da técnica (gradiente de desnaturagdo, tempo de corrida,
quantidade de amostra aplicada no gel, formacdo de heteroduplex) devem ser levados em
consideragdo. Como sugestdo para cianobactérias, outras regides além do RNAr 16S poderiam
ser testadas como os genes rpoCl, rbcLX e gyrB para a obten¢do de marcadores moleculares

especificos (GILL, 2006).
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3 CONCLUSOES

O isolamento das linhagens de Anabaena contribuiu para uma melhor andlise das
caracteristicas morfoldgicas e moleculares, além de fornecer informagdes referentes a fisiologia
desses organismos com base nas suas exigéncias nutricionais (meios de cultura). As estratégias
de isolamento de linhagens de Anabaena, pescaria e transferéncia direta dos tricomas para meio
de cultivo e inoculacdo de aliquota da amostra ambiental para posterior isolamento, permitiram o
cultivo desse género de cianobactéria. As morfoespécies apresentaram demanda nutricional
distinta, crescendo em diferentes meios de cultura (AA/4, BGN, BG50 e BGS) e na presenca de
vitamina B12. Com isso, o presente estudo define estratégias que auxiliardo as pesquisas futuras
de isolamento de linhagens de Anabaena, o que € importante, principalmente na toxicologia de
Anabaena presentes nas floracoes.

As caracteristicas morfolégicas analisadas possibilitaram a diferenciacdo das
morfoespécies A. aphanizomenoides, A. circinalis, A. crassa, A. cf. fallax e A. planctonica, sendo
as dimensdes da espira (RES), célula vegetativa (RV), heterécito (RHT), acineto (comprAC) e
bainha (diamBA) diacriticos para diferenciacdo das linhagens brasileiras. No presente, até que
novas caracteristicas sejam analisadas e discriminadas como diacriticas, os caracteres
tradicionalmente utilizados na identificagdo de Anabaena devem permanecer vélidos.

As andlises filogenéticas do gene de RNAr 16S, rpoCl, rbcL e tufA confirmaram a
estabilidade das morfoespécies, corroborando, portanto, com a separagdo das linhagens pelos
caracteres morfolégicos. Estudos futuros devem solucionar o problema da linhagem A. cf. fallax
CENA208 que estd em um ramo separado, porém proximo de Aph. issatschenkoi. Atualmente, o
gene de RNAr 16S ¢é utilizado para diferenciar os géneros de cianobactérias e isso ajudard num
melhor posicionamento da linhagem CENA208 dentro de Anabaena/Aphanizomenon.

A técnica de PCR-DGGE para a regido 359-781 do RNAr 16S possibilitou a formacao de
banda unica para A. circinalis no PCR-DGGE. Porém, mais de uma banda foi verificada para
outras linhagens de Anabaena, reforcando a idéia de diversas cépias do RNAr 16S no genoma.
Além disso, problemas da técnica como formacdo de heteroduplex devem ser levados em
consideracdo nas andlises de amostras ambientais. A técnica de PCR-DGGE utilizando os
iniciadores CYA359F e CYA781Ra/b mostrou-se confidvel, pois os fragmentos obtidos possuem

informacao semelhante aquela do gene do RNAr 16S com ~1410 pb.
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APENDICE 1

Sequéncias geradas (RNAr 16S, rpoCl, rbcL e tufA) das linhagens de Anabaena.

SEQUENCIAS RNAr 16S

>Anabaena aphanizomenoides CENA188 16S rRNA sequence 1411 bp

GATGAACGCTGG
CGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGACTCTTCGGAGTTAGCGGCG
GACGGGTGAGTAACGCGTGAGAATTTGGCTTCAGGTCGGGGACAACAGTT
GGAAACGACTGCTAATACCGGATGTGCCGAAAGGTGAAAGATTTATCGCC
TGAAGATAAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGTGTAAGGGACTACC
AAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGAC
TGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGC
AATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTT
GGGTCGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGAAAGTGACGGTACTTGAGG
AATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATG
CAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGGGTCTGTAGGTGGTACTGA
AAGTCTGCTGTTAAAGAGCAAGGCTCAACCCTIGTAAGAGCAGTGGAAACT
ACAGAACTAGAGTGCGGTAGGGGCAAAAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGATATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGTTTTGCTAGAC
CGCAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATA
CCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCG
ACCCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTAC
GCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTG
ACATCCTGCGAATCTCGGTGAAAGCTGAGAGTGCCTTCGGGAGCGCAGAG
ACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTITTTTAGTTGCCAGCATTAAGATGGG
CACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGAGGATGACGT
CAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTA
CGGACAAAGGGCGGCTACACAGCGATGTGATGCAAATCTCAGAAACCGTA
GCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGC
TAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTTICCCGGGCCTTGTA
CACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGTCACGCCCGAAGTCATTACCC
CAACCGTTTGGAGGGGGATGCCTAAGGTAGGACTGGTGACTGGGGTGAA

>Anabaena crassa CENA207 16S rRNA sequence 1411 bp
GATGAACGCTGGCG

GTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGTCTTAGGACATAGTGGCGGA
CGGGTGAGTAACGCGTAAGAATCTACCTTCAGGTCGGGGACAACCACTGG
AAACGGTGGCTAATACCGGATGTGCCGAGGGGTGAAAGGCTTGCTGCCTG
AAGAAGAGCTTGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTAGTGTAAGAGACTACCAA
GGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTG
AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAA
TGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGG
GTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAAGAAATGACGGTACCTGAGGAAT
AAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAA
GCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGGGTCCGCAGGTGGCATTGAAAG
TCTGCTGTTAAAGAGTCTAGCTCAACTAGATAAGAGCAGTGGAAACTACA
AAGCTAGAGTTTGGTCGGGGCAGAAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAAT

131



132

GCGTAGATATCAGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGTTICTGCTAGGCCGA
GACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCC
CAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTAGCTCGTATCGACC
CGAGCTGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCA
GGCAACTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA
GTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACA
TGTCACGAATCCTGTAGAAATATAGGAGTGCCTTAGGGAGCGTGAACACA
GGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC
CCGCAACGAGCGCAACCCTCGTITTTTAGTTGCCAGCATTAAGATGGGCAC
TCTAGAGAGACTGCCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA
AGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACG
GACAAAGGGCAGCGACACAGCGATGTGATGCGAATCTCGTAAACCGTAGC
TCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTA
GTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACA
CACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGTCACGCCCGAAGTCGTTACCCCA
ACCGCAAGGGGGGGGATGCCTAAGGTAGGACTGATGACTGGGGTGAA

>Anabaena cf. fallax CENA208 16S rRNA sequence 1411 bp
GATGAACGCTGG
CGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGTTTTAGGACATAGTGGCG
GACGGGTGAGTAACGCGTAAGAATCTGCCTTCAGGTCGGGGACAACCACT
GGAAACGGTGGCTAATACCGGATGTGCCGAGAGGTGAAAGGCTTGCTGCC
TGAAGAAGAGCTTGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAGGGCTTACC
AAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGAC
TGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGC
AATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTICTT
GGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAAGAAAATGACGGTACCTGAGG
AATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATG
CAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGGGTCCGCAGGTGGTAGTGA
AAGTCTGCTGTTAAAGAGTCACGCTCAACGTGATGAGAGCAGTGGAAACT
ACACAACTAGAGTACGGTTGGGGCAGAAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGATATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGTTCTGCTAGAC
CTGTACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATA
CCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGTGTGGCTTGTATCG
ACCCGAGCCGTACCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTAC
GCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTG
ACATGTCACGAATTTCATTGAAAGATGGAAGTGCCTTAGGGAGCGTGAAC
ACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTATTTAGTTGCCAGCATAAAGATGGG
CACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGT
CAAGTCAGCATGCCCCTTACGCCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTC
CGGACAAAGGGCAGCTACACAGCGATGTGATGCAAATCTCATAAACCGGG
GCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGC
TAGTAATTGCGGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTA
CACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGTCACGCCCGAAGTCATTACCC
CAACCTTTTGGGGGGGGATGCCTAAGGTAGGACTGATGACTGGGGTGAA

>Anabaena crassa CENA196 16S rRNA sequence 1410 bp
GATGAACGCTGGCG

GTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGTCTTAGGACATAGTGGCGGA
CGGGTGAGTAACGCGTAAGAATCTACCTTCAGGTCGGGGACAACCACTGG
AAACGGTGGCTAATACCGGATGTGCCGAGAGGTGAAAGGCTTGCTGCCTG
AAGAAGAGCTTGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTAGTGTAAGAGACTACCAA
GCCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTG
AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAA
TGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGG



GTTGTAAACCTCTTTITCTCAGGGAAGAAGAAATGACGGTACCTGAGGAAT
AAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAA
GCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGGGTCCGCAGGTGGCATTGAAAG
TCTGCTGTTAAAGAGTCTAGCTCAACTAGATAAGAGCAGTGGAAACTACA
AAGCTAGAGTTTGGTCGGGGCAGAAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGATATCAGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGTITCTGCTAGGCCGA
GACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCC
CAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTAGCTCGTATCGACC
CGAGCTGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCA
GGCAACTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA
GTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTCGACA
TGTCACGAATCCTGTAGAAATATAGGAGTGCCTTAGGGAGCGTGAACACA
GGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC
CCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGATGGGCAC
TCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA
GTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGG
ACAAAGGGCAGCGACACAGCGATGTGATGCGAATCTCGTAAACCGTAGCT
CAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTAG
TAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACAC
ACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGTCACGCCCGAAGTCGTTACCCCAA
CCGCAAGGGGGGGGATGCCTAAGGTAGGACTGATGACTGGGGTGAA

>Anabaena crassa CENA205 16S rRNA sequence 1410 bp
GATGAACGCTGG
CGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGTCTTAGGACATAGTGGCG
GACGGGTGAGTAACGCGTAAGAATCTACCTTCAGGTCGGGGACAACCACT
GGAAACGGTGGCTAATACCGGATGTGCCGAGAGGTGAAAGGCTTGCTGCC
TGAAGAAGAGCTTGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTAGTGTAAGAGACTACC
AAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGAC
TGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGC
AATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTT
GGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAAGAAATGACGGTACCTGAGGA
ATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGC
AAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGGGTCCGCAGGTGGCATTGAA
AGTCTGCTGTTAAAGAGTCTAGCTCAACTAGATAAGAGCAGTGGAAACTA
CAAAGCTAGAGTTTGGTCGGGGCAGAAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGATATCAGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGTTCTGCTAGGCC
GAGACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATAC
CCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTAGCTCGTATCGA
CCCGAGCTGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACG
CAGGCAACTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTG
GAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGA
CATGTCACGAATCCTGTAGAAATATAGGAGTGCCTTAGGGAGCGTGAACA
CAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAG
TCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGATGGGC
ACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTC
AAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTAC
GGACAAAGGGCAGCGACACAGCGATGTGATGCGAATCTCGTAAACCGTAG
CTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCT
AGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGTCACGCCCGAAGTCGTTACCCC
AACCGCAAGGGGGGGGATGCCTAAGGTAGGACTGATGACTGGGGTGAA

>Anabaena flos—aquae UTCC64 16S rRNA sequence 1413
GATGAACGCTGGCG

GTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAATCTTCGGATTTAGTGGCGGA
CGGGTGAGTAACGCGTGAGAATCTAGCTCTAGGTCGGGGACAACCACTGG

bp

133
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AAACGGTGGCTAATACCGGATGTGCCGAAAGGTGAAAGATTTATTGCCTA
GAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGTGGTAAGAGCGCACCAA
GGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTG
AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAA
TGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGG
GTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAATAAGAAAGTGAAGGTACCTGAGGAA
TAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCA
AGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCACTGTAA
GTCTGCTGTTAAAGAGCAAGGCTCAACCTTGTAAAGGCAGTGGAAACTAC
AGAGCTAGAGTACGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAA
TGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCG
TAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACC
CCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGAC
CCGAGCCGTGCCGGAGCCAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGC
ACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGG
AGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGAC
ATGTCGCGAATCTTCTTGAAAGGGAAGAGTGCCTTAGGGAGCGCGAACAC
AGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT
CCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTITTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCA
CTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA
AGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACG
GACAGAGGGCAGCAAGCTAGCGATAGCAAGCAAATCCCGTAAACCGTAGC
TCAGTTCAGATCGCAGGCTGCAACTCGCCTGCGTGAAGGAGGAATCGCTA
GTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACA
CACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGCAACGCCCGAAGTCATTACTCCA
ACCATTCGTGGGGGAGGATGCCTAAGGCAGTGCTGGTGACTGGGGTGAA

>Anabaena crassa CENA206 16S rRNA sequence 1415 bp
GATGAACGCTGGCG

GTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGTCTTAGGACATAGTGGCGGA
CGGGTGAGTAACGCGTAAGAATCTACCTTCAGGTCGGGGACAACCACTGG
AAACGGTGGCTAATACCGGATGTGCCGAGAGGTGAAAGGCTTGCTGCCTG
AAGAAGAGCTTGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTAGTGTAAGAGACTACCAA
GGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTG
AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAA
TGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGG
GTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAAGAAATGACGGTACCTGAGGAAT
AAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAA
GCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGGGTCCGCAGGTGGCATTGAAAG
TCTGCTGTTAAAGAGTCTAGCTCAACTAGATAAGAGCAGTGGAAACTACA
AAGCTAGAGTTTGGTCGGGGCAGAAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGATATCAGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGTTCTGCTAGGCCGA
GACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCC
CAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTAGCTCGTATCGACC
CGAGCTGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCA
GGCAACTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA
GTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACA
TGTCACGAATCCTGTAGAAATATAGGAGTGCCTTAGGGAGCGTGAACACA
GGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC
CCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGATGGGCAC
TCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA
GTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGG
ACAAAGGGCAGCGACACAGCGATGTGATGCGAATCTCGTAAACCGTAGCT
CAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTAG
TAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACAC
ACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGTCACGCCCGAAGTCGTTACCCCAA
CCGCAAGGGGGGGGATGCCTAAGGTAGGACTGATGACTGGGGTGAAGTCG



T

>Anabaena crassa CENA202 16S rRNA sequence 1436 bp
GATGAACGCTAGCG
GCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGGGGTAGTTACTTTCGGGTAATGAGA
CCGGCGCACGGGTGCGTAACGCGTATGCAATCTACCTTTTACAGGGGAAT
AGCCCAGAGAAATTTGGATTAATGCCCCATAGTATTATTGAATGGCATCA
TTTAATAATTAAAGTTCCAACGGTAAAAGATGAGCATGCGTCCCATTAGT
TAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGACTATGATGGGTAGGGGTCCTGA
GAGGGAGATCCCCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGG
AGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAAT
ACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGA
AGAAGAAATGACGGTACCTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGT
AAAGGGTCCGCAGGTGGCATTGAAAGTCTGCTGTTAAAGAGTCTAGCTCA
ACTAGATAAGAGCAGTGGAAACTACAAAGCTAGAGTTTGGTCGGGGCAGA
AGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCAGGAAGAACACCA
GTGGCGAAGGCGTTCTGCTAGGCCGAGACTGACACTGAGGGACGAAAGCT
AGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATG
GATACTAGGCGTAGCTCGTATCGACCCGAGCTGTGCCGGGGCTAACGCGT
TAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCAGGCAACTGTGAAACTCAAAGGAAT
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAAC
GCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGTCACGAATCCTGTAGAAATATA
GGAGTGCCTTAGGGGGCGTGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCT
CGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTT
TTAGTTGCCAGCATTAAGATGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAA
CCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGG
GCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAAAGGGCAGCGACACAGCGATG
TGATGCGAATCTCGTAAACCGTAGCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACT
CGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAG
TGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTT
GGTCACGCCCGAAGTCGTTACCCCAACCGCAAGGGGGGGGATGCCTAAGG
TAGGACTGATGGCTGGGGTGAA

>Anabaena circinalis CENA190 16S rRNA sequence 1410 bp

GATGAACGCTGGCG

GTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGTCTTAGGACATAGTGGCGGA
CGGGTGAGTAACGCGTAAGAATCTACCTTCAGGTCGGGGACAACCACTGG
AAACGGTGGCTAATACCGGATGTGCCGAGGGGTGAAAGGCTTGCTGCCTG
AAGAAGAGCTTGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTAGTGTAAGAGACTACCAA
GGCAACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTG
AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAA
TGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAAGAAGGCTCTTGG
GTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAAGAAATGACGGTACCTGAGGAAT
AAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAA
GCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGGGTCCGCAGGTGGCATTGAAAG
TCTGCTGTTAAAGAGTTTGGCTCAACCAAATAAGAGCAGTGGAAACTACA
AAGCTAGAGTTTGGTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGATATCAGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGCTCTGCTAGGCCGA
GACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCC
CAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTAGCTCGTATCGACC
CGAGCTGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCA
GGCAACTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA
GTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACA
TGTCACGAATCCTGTGGAAACATAGGAGTGCCTTCGGGAGCGTGAACACA
GGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC
CCGCAACGAGCGCAACCCTCGTITTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCAC
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TCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA
GTCAGCATGCCCCTTACGICTTIGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGG
ACAAAGGGCAGCGACACAGCGATGTGATGCGAATCTCATAAACCGTAGCT
CAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGGGGAATCGCCAG
TAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACAC
ACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGTCACGCCCGAAGTCGTTACCCCAA
CCTTTTGGAGGGGGATGCCTAAGGTAGGACTGATGACTGGGGTGAA

>Anabaena circinalis CENA191 16S rRNA sequence 1410 bp
GATGAACGCTGGCGGTATGCTT
AACACATGCAAGTCGAACGATGTCTTAGGACATAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAA
GAATCTACCTTCAGGTCGGGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATGTGCCGA
GAGGTGAAAGGCTTGCTGCCTGAAGAAGAGCTTGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTAGTGTA
AGAGACTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGAC
TGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAA
AGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAAGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCT
CAGGGAAGAAGAAATGACGGTATCTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGC
CGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGGGTCCGCAGG
TGGCATTGAAAGTCTGCTGTTAAAGAGTTTGGCTCAACCAAATAAGAGCAGTGGAAACTA
CAAAGCTAGAGTTTGGTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAT
ATCAGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGCTCTGCTAGGCCGAGACTGACACTGAGGGACG
AAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATA
CTAGGCGTAGCTCGTATCGACCCGAGCTGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCT
GGGGAGTACGCAGGCAACTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTG
GAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGTCACGA
ATCCTGTGGAAACATAGGAGTGCCTTCGGGAGCGTGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCG
TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCTTTTAG
TTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGG
AGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTAC
GGACAAAGGGCAGCGACACAGCGATGTGATGCGAATCTCATAAACCGTAGCTCAGTTCAG
ATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATA
CTGCAGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGTC
ACGCCCGAAGTCGTTACCCCAACCTTTTGGAGGGGGATGCCTAAGGTAGGACTGATGACT
GGGGTGAA

>Anabaena circinalis CENA193 16S rRNA sequence 1410 bp
GATGAACGCTGGCGGTATGCTT
AACACATGCAAGTCGAACGATGTCTTAGGACATAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAA
GAATCTACCTTCAGGTCGGGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATGTGCCGA
GAGGTGAAAGGCTTGCTGCCTGAAGAAGAGCTTGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTAGTGTA
AGAGACTACCAAGGCAACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGAC
TGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAA
AGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAAGAAGGCCCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTICT
CAGGGAAGAAGAAATGACGGTACCTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGC
CGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGGGTCCGCAGG
TGGCATTGAAAGTCTGCTGTTAAAGAGTTTGGCTCAACCAAATAAGAGCAGTGGAAACTA
CAAAGCTAGAGTTTGGTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAT
ATCAGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGCTCTGCTAGGCCGAGACTGACACTGAGGGACG
AAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGCCCTAGCCGTAAACGATGGATA
CTAGGCGTAGCTCGTATCGACCCGAGCTGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCT
GGGGAGTACGCAGGCAACTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTG
GAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGTCACGA
ATCCTGTGGAAACATAGGAGTGCCTTCGGGAGCGTGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCG
TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAG
TTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGG
GGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTAC
GGACAAAGGGCAGCGACACAGCGATGTGATGCGAATCTCATAAACCGTAGCTCAGTTCAG



ATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATA
CTGCAGTGAATTCGTITCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGTC
ACGCCCGAAGTCGTTACCCCAACCTTTTGGAGGGGGATGCCTAAGGTAGGACTGATGACT
GGGGTGAA

>Anabaena crassa CENA199 165 rRNA sequence 1410 bp
GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAA
CACATGCAAGTCGAACGATGTCTTAGGACATAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAAGA
ATCTACCTTCAGGTCGGGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATGTGCCGAGA
GGTGAAAGGCTTGCTGCCTGAAGAAGAGCTTGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTAGTGTAAG
AGACTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTG
AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAG
CCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCA
GGGAAGAAGAAATGACGGTACCTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGGGTCCGCAGGTG
GCATTGAAAGTCTGCTGTTAAAGAGTCTAGCTCAACTAGATAAGAGCAGTGGAAACTACA
AAGCTAGAGTTTGGTCGGGGCAGAAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATAT
CAGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGTTCTGCTAGGCCGAGACTGACACTGAGGGACGAA
AGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACT
AGGCGTAGCTCGTATCGACCCGAGCTGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGG
GGAGTACGCAGGCAACTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA
GTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGTCACGAAT
CCTGTAGAAATATAGGAGTGCCTTAGGGAGCGTGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTC
AGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTT
GCCAGCATTAAGATGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGG
ATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGG
ACAAAGGGCAGCGACACAGCGATGTGATGCGAATCTCGTAAACCGTAGCTCAGTTCAGAT
CGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACT
GCAGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGTCAC
GCCCGAAGTCGTTACCCCAACCGCAAGGGGGGGGATGCCTAAGGTAGGACTGATGACTGG
GGTGAA

>Anabaena planctonica CENA209 16S rRNA sequence 1411 bp
GATGAACGCTGG
CGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTCTITTTAGGAGACAGTGGCG
GACGGGTGAGTAACGCGTAAGAATCTACCCTCAGGTCGGGGACAACCACT
GGAAACGGTGGCTAATACCGGATGTGCCGAGAGGTGAAAGGCTTGCGGCC
TGGGGAAGAGCTTGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTAGTGTAAGAGGCTACC
AAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGAC
TGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGC
AATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTT
GGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAAAAAAATGACGGTACCTGAGG
AATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATG
CAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGGGTCCGCAGGTGGCATTGA
AAGTCTGCTGTTAAAGAGTCTAGCTCAACTAGATAAAAGCAGTGGAAACT
ACAAAGCTAGAGTTTGGTCGGGGCAGAAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGATATCAGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGTTCTGCTAGGC
CGAGACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATA
CCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTAGCTCGTATCG
ACCCGAGCTGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTAC
GCAGGCAACTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTG
ACATGTCACGAATCCTGTGGAAACATAGGAGTGCCTTCGGGAGCGTGAAC
ACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGG
CACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGT
CAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTA
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CGGACAAAGGGCAGCTACACAGCGATGTGATGCGAATCTCATAAACCGTA
GCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGC
TAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTA
CACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGTCACGCCCGAAGTCGTTACCC
CAACCGCAAGGGGGGGGATGCCTAAGGTAGGACTGATGACTGGGGTGAA

>Anabaena planctonica CENA210 16S rRNA sequence 1424 bp
GATGAACGCTGG
CGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTCTTTTAGGAGACAGTGGCG
GACGGGTGAGTAACGCGTAAGAATCTACCCTCAGGTCGGGGACAACCACT
GGAAACGGTGGCTAATACCGGATGTGCCGAGAGGTGAAAGGCTTGCTGCC
TGGGGAAGAGCTTGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTAGTGTAAGAGACTACC
AAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGAC
TGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGC
AATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTT
GGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAAAAAAATGACGGTACCTGAGG
AATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATG
CAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGGGTCCGCAGGTGGCATTGA
AAGTCTGCTGTTAAAGAGTCTAGCTCAACTAGATAAGAGCAGTGGAAACT
ACAAAGCTAGAGTTTGGTCGGGGCAGAAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGATATCAGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGTTCTGCTAGGC
CGAGACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATA
CCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTAGCTCGTATCG
ACCCGAGCTGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTAC
GCAGGCAACTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTG
ACATGTCACGAATCCTGTGGAAACATAGGAGTGCCTTCGGGAGCGTGAAC
ACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGG
CACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGT
CAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTA
CGGACAAAGGGCAGCTACACAGCGATGTGATGCGAATCTCATAAACCGTA
GCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGC
TAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTA
CACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGTCACGCCCGAAGTCGTTACCC
CAACCGCAAGGGGGGGGATGCCTAAGGTAGGACTGATGACTGGGGTAATC
ACTAGTGAATTC

SEQUENCIAS rpoCl

>Anabaena aphanizomenoides CENA188 rpoCl sequence 610 bp
TGAGGTAACAAAACCAGAAACTATTAATTACCGGACTCTGAAGCCGGAAA
TGGATGGTTTGTTTTGTGAACGAATTTTTGGACCAGCAAAAGACTGGGAA
TGTCATTGTGGTAAATATAAACGAGTGCGTCACAGAGGAATTGTTTGTGA
ACGCTGTGGCGTGGAGGTAACAGAATCACGGGTGCGACGGCACAGAATGG
GTTTTATTAAACTAGCCGCCCCCGTTGCCCATGTGTGGTATCTCAAAGGT
ATTCCTAGTTATATCGCCATTTTACTGGATATGCCATTGCGGGATGTAGA
GCAAATTGTTTATTTCAATTCTTATGTGGTGTTAGCTCCTGGTAATGCAG
ATACTCTCACCTACAAACAATTGTTGACCGAAGATCAGTGGCTGGAAATT
GAAGATGCAATTTATAGCGAAGATTCCCAACTAGTAGGGGTAGAAGTAGG
TATTGGAGCAGAAGCACTGCTGCGATTGTTGGCTGATATTAACTTAGAAC
AGGAAGCAGAAAATCTGCGAGAAGAAATTAATAACGCTAAGGGGCAAAAG
CGGGCGAAATTAATTAAACGATTGCGGGTAATTGATAATTCTATTGCCAC
TGGTTCTAAA



>Anabaena crassa CENA207 rpoCl sequence 610 bp

TGAAGT
AACAAAACCAGAAACTATTAATTACCGGACTCTGAAGCCGGAAATGGATGGTTTGTTICTG
TGAGCGGATTTTTGGACCGGCTAAGGACTGGGAGTGTCACTGTGGTAAATATAAGCGTGT
TCGGCATAGAGGTATAGTTTGCGAGCGCTGTGGTGTGGAAGTAACGGAGTCTCGTGTCCG
TCGTCACAGGATGGGCTTTATTAAATTAGCTGCTCCGGTGGCTCATGTTTGGTATCTCAA
GGGTATTCCTAGTTATATTGCTATTCTCTTGGATATGCCGCTGCGGGATGTGGAGCAAAT
TGTTTATTTCAATTCTTACTGTGTATTACGACCGGGTAATGCGGATACTTTAACTTATAA
ACAACTGCTGAGTGAGGATCAATGGCTAGAGATTGAGGATGCTATCTATAGTGAGGATTC
TCAGTTGGAGGGTGTGGAAGTGGGTATTGGTGCGGAGGCACTATTACGGCTTTTGGCGGA
TATTAATTTGGAGCAGGAAGCGGAGGCTTTACGGGAGGAAATTGCTAATGCGAAGGGACA
AAAGCGGGCGAAGTTGATTAAACGTTTGCGGGTGATTGATAATTTCATTGCTACTGGTTC
TAAG

>Anabaena crassa CENA196 rpoCl sequence 610 bp
TGAAGTAACAAAACCAGAAACT
ATTAATTACCGGACTCTGAAGCCGGAAATGGATGGTTTGTTCTGTGAGCG
GATTTTTGGACCGGCTAAGGACTGGGAGTGTCACTGTGGTAAATATAAGC
GTGTTCGGCATAGAGGTATAGTTTGCGAGCGCTGTGGTGTGGAAGTAACG
GAGTCTCGTGTCCGTCGTCACAGGATGGGCTTTATTAAATTAGCTGCTCC
GGTGGCTCATGTTTGGTATCTCAAGGGTATTCCTAGTTATATTGCTATTC
TCTTGGATATGCCGCTGCGGGATGTGGAGCAAATTGTTTATTTCAATTCT
TACTGTGTATTACGACCGGGTAATGCGGATACTTTAACTTATAAACAACT
GCTGAGTGAGGATCAATGGTTAGAGATTGAGGATGCTATCTATAGTGAGG
ATTCTCAGTTGGAGGGTGTGGAAGTGGGTATTGGTGCGGAGGCACTATTA
CGGCTTTTGGCGGATATTAATTTGGAGCAGGAAGCGGAGGCTTTACGGGA
GGAAATTGCTAATGCGAAGGGACAAAAGCGGGCGAAGTTGATTAAACGTT
TGCGGGTGATTGATAATTTCATTGCTACTGGTTCTAAG

>Anabaena crassa CENA199 rpoCl sequence 610 bp
TGAAGTAACAAAACCAGAAACT
ATTAATTACCGGACTCTGAAGCCGGAAATGGATGGTTTGTTCTGTGAGCG
GATTTTTGGACCGGCTAAGGACTGGGAGTGTCACTGTGGTAAATATAAGC
GTGTTCGGCATAGAGGTATAGTTTGCGAGCGCTGTGGTGTGGAAGTAACG
GAGTCTCGTGTCCGTCGTCACAGGATGGGCTTTATTAAATTAGCTGCTCC
GGTGGCTCATGTTTGGTATCTCAAGGGTATTCCTAGTTATATTGCTATTC
TCTTGGATATGCCGCTGCGGGATGTGGAGCAAATTGTTTATTTCAATTCT
TACTGTGTATTACGACCGGGTAATGCGGATACTTTAACTTATAAACAACT
GCTGAGTGAGGATCAATGGCTAGAGATTGAGGATGCTATCTATAGTGAGG
ATTCTCAGTTGGAGGGTGTGGAAGTGGGTATTGGTGCGGAGGCACTATTA
CGGCTTTTGGCGGATATTAATTTGGAGCAGGAAGCGGAGGCTTTACGGGA
GGAAATTGCTAATGCGAAGGGACAAAAGCGGGCGAAGTTGATTAAACGTT
TGCGGGTGATTGATAATTTCATTGCTACTGGTTCTAAG

> Anabaena circinalis CENA193 rpoCl sequence 604 bp
TAACAAAACCAGAAACAATTAATTACCGGACTCTCAAGCCAGAAATGGAC
GGTTTGTTCTGTGAGCGGATTTTTGGACCGGCCAAGGACTGGGAGTGTCA
CTGTGGTAAATATAAGCGTGTTCGCCATAGAGGTATAGTTTGCGAGCGCT
GTGGTGTGGAAGTAACGGAGTCTCGTGTCCGTCGTCACAGGATGGGCTTT
ATTAAGTTAGCTGCTCCGGTGGCTCATGTTTGGTATCTCAAGGGGATTCC
TAGTATATTGCTATTCTCTTGGATATGCCGCTGCGAGATGTGGAGCAGAT
TGTTTATTTCAATTCTTACTGTGTGTTACGACCGGGTAATGCGGATACTT
TGACTTATAAACAATTGCTGAGTGAGGACCAATGGCTAGAAATTGAGGAT
GCTATCTATAGTGAAGATTCTCAGTTAGAGGGTGTGGAAGTGGGTATTGG
TGCGGAGGCACTGTTACGGCTTTTGGCGGATATTAATTTGGAGCAGGAGG
CGGAATCTCTACGGGAGGAAATTATTGGCGCTAAGGGACAAAAGCGGGCG
AAGTTGATTAAACGTTTGCGGGTGATTGATAATTTCATTGCTACTGGTTC
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TAAG

>Anabaena flos—aquae UTCC64 rpoCl sequence 535 bp
TGAAGTCACCAAACCAGAAACGATTAATTACCGGACTCTCAA
GCCAGAAATGGATGGCTTIGTTTTGTGAGCGCATCTTTGGCCCCGCGAAAG
ATTGGGAATGCCATTGCGGTAAGTATAAGAGAGTCCGCCATAGAGGCATT
GTCTGTGAGCGTTGTGGCGTGGAAGTTACCGAGTCACGGGTACGCCGTCA
CCGTACGGGGTACATCAAACTTGCCGCCCCTGTTGCCCACGTTTGGTATC
TCAAAGGGATTCCTAGCTATATTTCTATTCTGCTAGATATGCCTTTGCGG
GATGTGGAGCAGATTGTCTATTTCAACTCTTATGTTGTTCTCAGTCCCGG
TAATGCTGAAACCCTAACCTACAAGCAGCTACTGAGTGAAGACCAGTGGT
TAGAAATTGAAGACCAAATCTATAGTGAAGATTCTCAGTTGCAAGGTGTA
GAAGTAGGTATCGGTGCTGAAGCACTGTTGCGCTTGCTGGCTGATATTAA
TTTAGAGCAAGAAGCAGAAAGCCTCCGGGAAGAAATTGGTAGT

>Anabaena crassa CENA202 rpoCl sequence 610 bp
TGAGGTTACAAAGCCAGAAACTATAAATTACCGTACTTTAAAACC
GGAGATGGATGGCTTGTCCTGCGAGCGCATCTTTGGTCCGGCTAAAGATTGGGAATGCCA
TTGTGGTAAGTATAAGAGAGTTCGTCACAGAGGAATTGTGTGTGAGCGCTGTGGCGTAGA
AGTGACTGAATCACGAGTGCGCCGCCATCGCATGGGTTACATTAAACTCGCCGCACCTGT
CGCTCACGTTTGGTACCTCAAAGGCATTCCCAGCTATATCTCCATCCTGCTAGATATGCC
CTTACGGGATGTGGAGCAAATCGTTTATTTCAATTCCTATGTTGTTCTTAGTCCCGGCAA
TGCTGAAACTTTAACTTACAAACAGTTACTGAGTGAAGACCAGTGGCTGGAAATCGAAGA
CCAAATTTGTAGCGAGGATTCTACACTTCAAGGGGTAGAGGTTGGTATTGGTGCAGAAGC
CTTGTTGCGATTACTCGCCGATATCCACTTAGAAGAAGAAGCTGAATCCTTGCGGGAAGA
AATTGGTACCGCCAAAGGTCAAAAGCGGGCAAAGCTCATTAAACGGCTACGGGTGATTGA
CAACTTCATCGCCACTGGTTCTAAG

>Anabaena circinalis CENA190 rpoCl sequence 610 bp
TGAAGTAACAAAACCAGAAACAATTAAT
TACCGGACTCTCAAGCCAGAAATGGACGGTTTGTTCTGTGAGCGGATTTTTGGACCGGCC
AAGGACTGGGAGTGTCACTGTGGTAAATATAAGCGTGTTCGCCATAGAGGTGTAGTTTGC
GAGCGCTGTGGTGTGGAAGTAACGGAGTCTCGTGTCCGTCGTCACAGGATGGGCTTTATT
AAGTTAGCTGCTCCGGTGGCTCATGTTTGGTATCTCAAGGGGATTCCTAGTTATATTGCT
ATTCTCTTGGATATGCCGCTGCGAGATGTGGAGCAGATTGTTTATTTCAATTCTTACTGT
GTGTTACGACCGGGTAATGCGGATACTTTGACTTATAAACAATTGCTGAGTGAGGACCAA
TGGCTAGAAATTGAGGATGCTATCTATAGTGAAGATTCTCAGTTAGAGGGTGTGGAAGTG
GGTATTGGTGCGGAGGCACTGTTACGGCTTTTGGCGGATATTAATTTGGAGCAGGAGGCG
GAATCTCTACGGGAGGAAATTATTGGCGCTAAGGGACAAGAGCGGGCGAAGTTGATTAAA
CGTTTGCGGGTGATTGATAATTTCATTGCTACTGGTTCTAAG

>Anabaena circinalis CENA191 rpoCl sequence 610 bp
TGAAGTAACAAAACCAGAAA
CAATTAATTACCGGACTCTCAAGCCAGAAATGGACGGTTTGTTCTGTGAGCGGATTTTTG
GACCGGCCAAGGACTGGGAGTGTCACTGTGGTAAATATAAGCGTGTTCGCCATAGAGGTA
TAGTTTGCGAGCGCTGTGGTGTGGAAGTAACGGAGTCTCGTGTCCGTCGTCACAGGATGG
GCTTTATTAAGTTAGCTGCTCCGGTGGCTCATGTTTGGTATCTCAAGGGGATTCCTAGTT
ATATTGCTATTCTCTTGGATATGCCGCTGCGAGATGTGGAGCAGATTGTTTATTTCAATT
CTTACTGTGTGTTACGACCGGGTAATGCGGATACTTTGACTTATAAACAATTGCTGAGTG
AGGACCAATGGCTAGAAATTGAGGATGCTATCTATAGTGAAGATTCTCAGTTAGAGGGTG
TGGAGGTGGGTATTGGTGCGGAGGCACTGTTACGGCTTTTGGCGGATATTAATTTGGAGC
AGGAGGCGGAATCTCTACGGGAGGAAATTATTGGCGCTAAGGGACAAAAGCGGGCGAAGT
TGATTAAACGTTTGCGGGTGATTGATAATTTCATTGCTACTGGTTCTAAG

>Anabaena crassa CENA205 rpoCl sequence 610 bp
TGAAGTAACAAAACCAGAAAC
TATTAATTACCGGACTCTGAAGCCGGAAATGGATGGTTTGTTCTGTGAGCGGATTTTTGG



ACCGGCTAAGGACTGGGAGTGTCACTGTGGTAAATATAAGCGTGTTCGGCATAGAGGTAT
AGTTTGCGAGCGCTGTGGTGTGGAAGTAACGGAGTCTCGTGTCCGTCGTCACAGGATGGG
CTTTATTAAATTAGCTGCTCCGGTGGCTCATGTTTGGTATCTCAAGGGTATTCCTAGTTA
TATTGCTATTCTCTTGGATATGCCGCTGCGGGATGTGGAGCAAATTGTTTATTTCAATTC
TTACTGTGTATTACGACCGGGTAATGCGGATACTTTAACTTATAAACAACTGCTGAGTGA
GGATCAATGGCTAGAGATTGAGGATGCTATCTATAGTGAGGATTCTCAGTTGGAGGGTGT
GGAAGTGGGTATTGGTGCGGAGGCACTATTACGGCTTTTGGCGGATATTAATTTGGAGCA
GGAAGCGGAGGCTTTACGGGAGGAAATTGCTAATGCGAAGGGACAAAAGCGGGCGAAGTT
GATTAAACGTTTGCGGGTGATTGATAATTTCATTGCTACTGGTTCTAAG

>Anabaena crassa CENA206 rpoCl sequence 610 bp
TGAAGTAACAAAACCAGAAACTATTAATTACCGGACTCTG
AAGCCGGAAATGGATGGTTTGTTCTGTGAGCGGATTTTTGGACCGGCTAAGGACTGGGAG
TGTCACTGTGGTAAATATAAGCGTGTTCGGCATAGAGGTATAGTTTGCGAGCGCTGTGGT
GTGGAAGTAACGGAGTCTCGTGTCCGTCGTCACAGGATGGGCTTTATTAAATTAGCTGCT
CCGGTGGCTCATGTTTGGTATCTCAAGGGTATTCCTAGTTATATTGCTATTCTCTTGGAT
ATGCCGCTGCGGGATGTGGAGCAAATTGTTTATTTCAATTCTTACTGTGTATTACGACCG
GGTAATGCGGATACTTTAACTTATAAACAACTGCTGAGTGAGGATCAATGGCTAGAGATT
GAGGATGCTATCTATAGTGAGGATTCTCAGTTGGAGGGTGTGGAAGTGGGTATTGGTGCG
GAGGCACTATTACGGCTTTTGGCGGATATTAATTTGGAGCAGGAAGCGGAGGCTTTACGG
GAGGAAATTGCTAATGCGAAGGGACAAAAGCGGGCGAAGTTGATTAAACGTTTGCGGGTG
ATTGATAATTTCATTGCTACTGGTTCTAAG

>Anabaena cf. fallax CENA208 rpoCl sequence 610 bp
TGAAGTTACAAAGCCAGAAA
CTATAAATTACCGTACTTTAAAACCGGAGATGGATGGCTTGTTCTGCGAGCGCATCTTTG
GTCCGGCTAAAGATTGGGAATGCCATTGTGGTAAGTATAAGAGAGTTCGTCACAGAGGAA
TTGTGTGTGAGCGCTGTGGCGTAGAAGTGACTGAATCACGAGTGCGCCGCCATCGCATGG
GTTACATTAAACTCGCCGCACCTGTCGCTCACGTTTGGTACCTCAAAGGCATTCCCAGCT
ATATCTCCATCCTGCTAGATATGCCCTTACGGGATGTGGAGCAAATCGTTTATTTCAATT
CCTATGTTGTTCTTAGTCCCGGCAATGCTGAAACTTCAACTTACAAGCAGTTACTGAGTG
AAGACCAGTGGCTGGAAATCGAAGACCAAATTTATAGCGAGGGTTCTACACTTCGAGGGG
TAGAGGTTGGTATTGGTGCAGAAGCCTTGTTGCGATTACTCGCCGATATCCACTTAGAAG
AAGAAGCTGAATCCTTGCGGGAAGAAATTGGTACCGCCAAAGGTCAAAAGCGGGCAAAGC
TCATTAAACGGCTACGGGTGATTGACAACTTCATCGCCACTGGTTCTAAG

>Anabaena planctonica CENA209 rpoCl sequence 610 bp
TGAAGTGA
CGAAACCGGAAACTATTAATTACCGGACTCTGAAGCCGGAAATGGATGGT
TTGTTTTGTGAGCGTATTTTTGGACCTGCTAAAGACTGGGAGTGTCATTG
TGGTAAATATAAGCGTGTCCGCCATAGAGGTATAGTCTGCGAGCGCTGTG
GTGTAGAAGTTACCGAATCCCGTGTTCGTCGTCACAGGATGGGCTTTATT
AAGTTGGCTGCTCCTGTGGCTCATGTTTGGTATCTCAAGGGGATTCCTAG
TTATATTGCTATTCTCTTGGATATGCCTTTACGAGATGTGGAGCAAATTG
TCTATTTTAATTCTTACTGCGTGTTGCGTCCGGGTAATGCGGATACTTTG
ACTTATAAGCAACTCTTGAGTGAGGATCAATGGCTGGAGATTGAGGATGC
TATTTATAGTGAAGATTCTCAATTGGAAGGTGTGGAAGTGGGTATTGGTG
CAGAAGCACTATTACGGCTTTTGGCGGATATTAATTTGGAGCAGGAGGCG
GAGTCTCTACGGGAGGAAATTGCTAACGCGAAGGGACAAAAGCGGGCGAA
GTTAATTAAACGTTTGCGGGTAATTGATAATTTTATCGCTACTGGTTCTA
AG

>Anabaena planctonica CENA210 rpoCl sequence 610 bp
TGAAGTGA

CGAAACCGGAAACTATTAATTACCGGACTCTGAAGCCGGAAATGGATGGT
TTGTTTTGTGAGCGTATTTTTGGACCTGCTAAAGACTGGGAGTGTCATTG
TGGTAAATATAAGCGTGTCCGCCATAGAGGTATAGTCTGCGAGCGCTGTG
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GTGTAGAAGTTACCGAATCCCGTGTTCGTCGTCACAGGATGGGCTTTATT
AAGTTGGCTGCTCCTGTGGCTCATGTTTGGTATCTCAAGGGGATTCCTAG
TTATATTGCTATTCTCTTGGATATGCCTTTACGAGATGTGGAGCAAATTG
TTTATTTTAATTCTTACTGCGTIGTTGCGTCCGGGTAATGCGGATACTTTG
ACTTATAAGCAACTCTTGAGTGAGGATCAATGGCTGGAGATTGAGGATGC
TATTTATAGTGAAGATTCTCAATTGGAAGGTGTGGAAGTGGGTGTTGGTG
CAGAAGCACTATTACGGCTITTTIGGCGGATATTAATTTGGAGCAGGAGGCG
GAGTCTCTACGGGAGGAAATTGCTAACGCGAAGGGACAAAAGCGGGCGAA
GTTAATTAAACGTTTGCGGGTAATTGATAATTTTATCGCTACTGGTTCTA
AG

SEQUENCIAS rbcL

> Anabaena aphanizomenoides CENA188 rbclL sequence 766 bp
CAACTCTG
CTCCTTTCCAACGTTGGAGAGACCGTTTICTTGTTTGTAGCAGAAGCGATC
GAAAAAGCACAAGCAGAAACCGGCGAAATCAAAGGTCACTACTTAAACGT
AACCGCGCCTACCTGCGAAGAAATGCTCAAGCGTGCTGAGTTCGCTAAAG
AACTCGAAATGCCCATCATCATGCACGACTACTTGACCGCAGGTTTCACC
GCTAACACCACCTTGGCTCGTTGGTGTCGTGATAACGGTCTGTTGTTGCA
CATCCACCGCGCGATGCACGCTGTAATTGACCGTCAAAAGAACCGCGGTA
TCCACTTCCGTGTATTAGCTAAAACCCTGCGGATGTCCGGTGGTGACCAC
ATCCACACTGGTACTGTTGTGGGTAAATTGGAAGGTGAACGCGGCATCAC
AATGGGCTTCGTTGACTTGCTACGTGAAAACTATGTTGAGCAAGACAAGT
CTCGTGGTATCTACTTTACCCAAGATTGGGCTTCTATGCCTGGTGTAATG
GCAGTTGCTTCCGGTGGTATCCACGTATGGCATATGCCCGCATTGGTTGA
AATCTTCGGTGATGACTCTGTATTACAATTTGGTGGTGGTACACTTGGTC
ACCCCTGGGGTAACGCTCCTGGTGCAACCGCTAACCGCGTAGCATTAGAA
GCTTGTATCCAAGCCCGTAACGAAGGACGCAACTTGGCTCGTGAAGGTAA
CGACATTATCCGCGAAGCTGCTAAGTGGTCTCCTGAACTAGCTGTTGCTT
GCGAACTG

>Anabaena crassa CENA207 rbcL sequence 722 bp
TAGCTGAAGCTATCAACAAAGCCCAAGCGGAAACCGGCGAAATCAAAGGT
CACTACCTCAACGTTACCGCCCCCACCTGCGAAGAAATGTTGAAACGGGC
TGAGTACGCTAAAGAACTCAAACAGCCCATCATCATGCACGACTACCTGA
CCGCAGGTTTCACCGCTAACACCACATTGGCTCGTTGGTGTCGTGATAAC
GGTATTCTGTTGCACATTCACCGTGCTATGCACGCTGTAATTGACCGTCA
GAAAAACCACGGTATCCACTTCCGCGTATTAGCTAAAGCTCTCCGCTTGT
CTGGTGGTGATCACATCCACACTGGTACAGTTGTTGGTAAATTAGAAGGT
GAACGCGGTATCACCATGGGCTTCGTTGACCTATTACGTGAAAACTACGT
TGAGCAAGACAAGTCTCGCGGTATTTACTTTACCCAAGACTGGGCTTCTT
TACCTGGTGTAATGGCCGTTGCTTCCGGTGGTATCCACGTATGGCATATG
CCCGCGTTGGTTGAGATCTTCGGTGATGACTCCGTATTACAATTCGGTGG
TGGTACTCTTGGACACCCATGGGGTAACGCTCCTGGCGCTACAGCTAACC
GCGTAGCTCTAGAAGCTTGTATCCAAGCTCGTAACGAAGGACGTAACATG
GCTCGTGAAGGTAACGATATTATCCGCGAAGCTGCTAAGTGGTCTCCTGA
GTTGGCTGTTGCTTGCGAACTA

>Anabaena cf. fallax CENA208 rbcL sequence 756 bp

CCTTTCCAAAGATGGCGCGATCGCTTCTTGTTCGTAGCTGAAGCTATTAA
TAAAGCACAAGCAGAAACCGGCGAAATCAAAGGTCACTACCTCAACGTTA
CCGCCCCCACCTGCGAAGAAATGTTGAAACGGGCTGAGTACGCTAAAGAA
CTCAAACAGCCCATCATCATGCATGACTACCTAACCGCAGGTTTCACCGC
TAACACCACATTGGCTCGTTGGTGTCGTGATAACGGTATTCTGTTGCACA
TTCACCGGGCTATGCACGCTGTAATTGACCGTCAGAAAAACCACGGTATC
CACTTCCGCGTATTAGCTAAAGCTCTCCGCTTGTCTGGTGGTGATCACAT



CCACACCGGTACAGTITGTITGGTAAGTTGGAAGGTGAACGCGGTATCACTA
TGGGCTTCGTTGACCTATTACGTGAAAACTACGTTGAGCAAGACAAGTCT
CGTGGTATTTACTTCACCCAAGACTGGGCTTCTTITACCTGGTGTAATGGC
CGTTGCTTCCGGTGGTATCCACGTATGGCATATGCCCGCGTTGGTGGAGA
TCTTCGGTGATGACTCCGTATTACAATTCGGTGGTGGTACTCTTGGACAC
CCTTGGGGTAACGCTCCTGGTGCTACAGCTAACCGCGTAGCTTTAGAAGC
TTGTATCCAAGCTCGTAACGAAGGACGTAACATGGCTCGTGAAGGTAACG
ATATTATCCGCGAAGCTGCTAAGTGGTCTCCTGAGTTGGCTGTTGCTTGC
GAACTG

>Anabaena crassa CENA196 rbcL sequence 732 bp
TTCTTGTTCGTAGCTGAAGCTATCAACAAAGCCCAAGCGGAAACCGGCGA
AATCAAAGGTCACTACCTCAACGTTACCGCCCCCACCTGCGAAGAAATGT
TGAAACGGGCTGAGTACGCTAAAGAACTCAAACAGCCCATCATCATGCAC
GACTACCTGACCGCAGGTTTCACCGCTAACACCACATTGGCTCGTTGGTG
TCGTGATAACGGTATTCTGTTGCACATTCACCGTGCTATGCACGCTGTAA
TTGACCGTCAGAAAAACCACGGTATCCACTTCCGCGTATTAGCTAAAGCT
CTCCGCTTGTCTGGTGGTGATCACATCCACACTGGTACAGTTGTTGGTAA
ATTAGAAGGTGAACGCGGTATCACCATGGGCTTCGTTGACCTATTACGTG
AAAACTACGTTGAGCAAGACAAGTCTCGCGGTATTTACTTTACCCAAGAC
TGGGCTTCTTTACCTGGTGTAATGGCCGTTGCTTCCGGTGGTATCCACGT
ATGGCATATGCCCGCGTTGGTTGAGATCTTCGGTGATGACTCCGTATTAC
AATTCGGTGGTGGTACTCTTGGACACCCATGGGGTAACGCTCCTGGCGCT
ACAGCTAACCGCGTAGCTCTAGAAGCTTGTATCCAAGCTCGTAACGAAGG
ACGTAACATGGCTCGTGAAGGTAACGATATTATCCGCGAAGCTGCTAAGT
GGTCTCCTGAGTTGGCTGTTGCTTGCGAACTA

>Anabaena circinalis CENA190 rbcL sequence 758 bp

CACCATTCCAAAGATGGCGCGATCGCTTTTTGTTCGTAGCTGAAGCTATC
AACAAAGCCCAAGCAGAAACCGGCGAAATCAAAGGTCACTACCTCAACGT
TACCGCCCCCACCTGCGAAGAAATGTTGAAACGGGCTGAGTACGCTAAAG
AACTCAAAATGCCCATTATCATGCACGACTACCTAACCGCAGGTTTCACC
GCTAACACCACATTGGCTCGTTGGTGTCGTGATAACGGTATTCTGTTGCA
CATTCACCGTGCTATGCACGCTGTAATTGACCGTCAGAAAAACCACGGTA
TCCACTTCCGCGTATTGGCTAAAGCTCTCCGCTTGTCTGGTGGTGATCAC
ATCCACACCGGTACAGTAGTTGGTAAATTAGAAGGTGAACGCGGTATCAC
CATGGGCTTCGTTGACCTGTTACGTGAAAACTACGTTGAGCAAGACAAGT
CTCGCGGTATTTACTTTACCCAAGACTGGGCTTCTTTACCGGGTGTAATG
GCCGTTGCTTCCGGTGGTATCCACGTATGGCATATGCCCGCGTTGGTTGA
GATCTTCGGTGATGACTCCGTATTACAATTCGGTGGTGGTACTCTTGGAC
ACCCATGGGGTAACGCTCCTGGCGCTACAGCTAACCGCGTAGCTCTAGAA
GCTTGTATCCAAGCTCGTAACGAAGGACGTAACATGGCTCGTGAAGGTAA
CGATATTATCCGCGAAGCTGCTAAGTGGTCTCCTGAGTTGGCTGTTGCTT
GCGAACTG

>Anabaena circinalis CENA191 rbcL sequence 758 bp

CACCATTCCAAAGATGGCGCGATCGCTTTTTGTTCGTAGCTGAAGCTATC
AACAAAGCCCAAGCAGAAACCGGCGAAATCAAAGGTCACTACCTCAACGT
TACCGCCCCCACCTGCGAAGAAATGTTGAAACGGGCTGAGTACGCTAAAG
AACTCAAAATGCCCATTATCATGCACGACTACCTAACCGCAGGTTTCACC
GCTAACACCACATTGGCTCGTTGGTGTCGTGATAACGGTATTCTGTTGCA
CATTCACCGTGCTATGCACGCTGTAATTGACCGTCAGAAAAACCACGGTA
TCCACTTCCGCGTATTGGCTAAAGCTCTCCGCTTGTCTGGTGGTGATCAC
ATCCACACCGGTACAGTAGCTGGTAAATTAGAAGGTGAACGCGGTATCAC
CATGGGCTTCGTTGACCTGTTACGTGAAAACTACGTTGAGCAAGACAAGT
CTCGCGGTATTTACTTTACCCAAGACTGGGCTTCTTTACCGGGTGTAATG
GCCGTTGCTTCCGGTGGTATCCACGTATGGCATATGCCCGCGTTGGTTGA
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GATCTTCGGTGATGACTCCGTATTACAATTCGGTGGTGGTACTCTTGGAC
ACCCATGGGGTAACGCTCCTGGCGCTACAGCTAACCGCGTAGCTCTAGAA
GCTTGTATCCAAGCTCGTAACGAAGGACGTAACATGGCTCGTGAAGGTAA
CGATATTATCCGCGAAGCTGCTAAGTGGTCTCCTGAGTTGGCTGTTGCTT
GCGAACTG

>Anabaena crassa CENA199 rbcl sequence 723 bp
GTAGCTGAAGCTATCAACAAAGCCCAAGCGGAAACCGGCGAAATCAAAGG
TCACTACCTCAACGTTACCGCCCCCACCTGCGAAGAAATGTTGAAACGGG
CTGAGTACGCTAAAGAACTCAAACAGCCCATCATCATGCACGACTACCTG
ACCGCAGGTTTCACCGCTAACACCACATTGGCTCGTTGGTGTCGTGATAA
CGGTATTCTGTTGCACATTCACCGTGCTATGCACGCTGTAATTGACCGTC
AGAAAAACCACGGTATCCACTTCCGCGTATTAGCTAAAGCTCTCCGCTTG
TCTGGTGGTGATCACATCCACACTGGTACAGTTGTTGGTAAATTAGAAGG
TGAACGCGGTATCACCATGGGCTTCGTTGACCTATTACGTGAAAACTACG
TTGAGCAAGACAAGTCTCGCGGTATTTACTTTACCCAAGACTGGGCTTCT
TTACCTGGTGTAATGGCCGTTGCTTCCGGTGGTATCCACGTATGGCATAT
GCCCGCGTTGGTTGAGATCTTCGGTGATGACTCCGTATTACAATTCGGTG
GTGGTACTCTTGGACACCCATGGGGTAACCCTCCTGGCGCTACAGCTAAC
CGCGTAGCTCTAGAAGCTTGTATCCAAGCTCGTAACGAAGGACGTAACAT
GGCTCGTGAAGGTAACGATATTATCCGCGAAGCTGCTAAGTGGTCTCCTG
AGTTGGCTGTTGCTTGCGAACTA

>Anabaena crassa CENA202 rbcL sequence 721 bp
AGCTGAAGCTATCAACAAAGCCCAAGCGGAAACCGGCGAAATCAAAGGTC
ACTACCTCAACGTTACCGCCCCCACCTGCGAAGAAATGTTGAAACGGGCT
GAGTACGCTAAAGAACTCAAACAGCCCATCATCATGCACGACTACCTGAC
CGCAGGTTTCACCGCTAACACCACATTGGCTCGTTGGTGTCGTGATAACG
GTATTCTGTTGCACATTCACCGTGCTATGCACGCTGTAATTGACCGTCAG
AAAAACCACGGTATCCACTTCCGCGTATTAGCTAAAGCTCTCCGCTTGTC
TGGTGGTGATCACATCCACACTGGTACAGTTGTTGGTAAATTAGAAGGTG
AACGCGGTATCACCATGGGCTTCGTTGACCTATTACGTGAAAACTACGTT
GAGCAAGACAAGTCTCGCGGTATTTACTTTACCCAAGACTGGGCTTICTTT
ACCTGGTGTAATGGCCGTTGCTTCCGGTGGTATCCACGTATGGCATATGC
CCGCGTTGGTTGAGATCTTCGGTGATGACTCCGTATTACAATTCGGTGGT
GGTACTCTTGGACACCCATGGGGTAACGCTCCTGGCGCTACAGCTAACCG
CGTAGCTCTAGAAGCTTGTATCCAAGCTCGTAACGAAGGACGTAACATGG
CTCGTGAAGGTAACGATATTATCCGCGAAGCTGCTAAGTGGTCTCCTGAG
TTGGCTGTTGCTTGCGAACTA

>Anabaena circinalis CENA193 rbclL sequence 727 bp

GTTCGTAGCTGAAGCTATCAACAAAGCCCAAGCAGAAACCGGCGAAATCA
AAGGTCACTACCTCAACGTTACCGCCCCCACCTGCGAAGAAATGTTGAAA
CGGGCTGAGTACGCCAAAGAACTCAAAATGCCCATTATCATGCACGACTA
CCTAACCGCAGGTTTCACCGCTAACACCACATTGGCTCGTTIGGTGTCGTG
ATAACGGTATTCTGTTGCACATTCACCGTGCTATGCACGCTGTAATTGAC
CGTCAGAAAAACCACGGTATCCACTTCCGCGTATTGGCTAAAGCTCTCCG
CTTGTCTGGTGGTGATCACATCCACACCGGTACAGTAGTTGGTAAATTAG
AAGGTGAACGCGGTATCACCATGGGCTTCGTTGACCTGTTACGTGAAAAC
TACGTTGAGCAAGACAAGTCTCGCGGTATTTACTTTACCCAAGACTGGGC
TTCTTTACCGGGTGTAATGGCCGTTGCTTCCGGTGGTATCCACGTATGGC
ATATGCCCGCGTTGGTTGAGATCTTCGGTGATGACTCCGTATTACAATTC
GGTGGTGGTACTCTTGGACACCCATGGGGTAACGCTCCTGGCGCTACAGC
TAACCGCGTAGCTCTAGAAGCTTGTATCCAAGCTCGTAACGAAGGACGTA
ACATGGCTCGTGAAGGTAACGATATTAACCGCGAAGCTGCTAAGTGGTCT
CCTGAGTTGGCTGTTGCTTGCGAACTG



>Anabaena crassa CENA205 rbclL sequence 724 bp
CGTAGCTGAAGCTATCAACAAAGCCCAAGCGGAAACCGGCGAAATCAAAG
GTCACTACCTCAACGTTACCGCCCCCACCTGCGAAGAAATGTTGAAACGG
GCTGAGTACGCTAAAGAACTCAAACAGCCCATCATCATGCACGACTACCT
GACCGCAGGTTTCACCGCTAACACCACATTGGCTCGTTGGTGTCGTGATA
ACGGTATTCTGTTGCACATTCACCGTGCTATGCACGCTGTAATTGACCGT
CAGAAAAACCACGGTATCCACTTCCGCGTATTAGCTAAAGCTCTCCGCTT
GTCTGGTGGTGATCACATCCACACTGGTGCAGTTGTTGGTAAATTAGAAG
GTGAACGCGGTATCACCATGGGCTTCGTTGACCTATTACGTGAAAACTAC
GTTGAGCAAGACAAGTCTCGCGGTATTTACTTTACCCAAGACTGGGCTTC
TTTACCTGGTGTAATGGCCGTTGCTTCCGGTGGTATCCACGTATGGCATA
TGCCCGCGTTGGTTGAGATCTCCGGTGATGACTCCGTATTACAATTCGGT
GGTGGTACTCTTGGACACCCATGGGGTAACGCTCCTGGCGCTACAGCTAA
CCGCGTAGCTCTAGAAGCTTGTATCCAAGCTCGTAACGAGGGACGTAACA
TGGCTCGTGAAGGTAACGATATTATCCGCGAAGCTGCTAAGTGGTCTCCT
GAGTTGGCTGTTGCTTGCGAACTA

>Anabaena crassa CENA206 rbcL sequence 758 bp
CACCATTCCAAAGATGGCGCGATCGCTTCTTGTTCGTAGCTGAAGCTATC
AACAAAGCCCAAGCGGAAATCGGCGAAATCAAAGGTCACTACCTCAACGT
TACCGCCCCCACCTGCGAAGAAATGTTGAAACGGGCTGAGTACGCTAAAG
AACTCAAACAGCCCATCATCATGCACGACTACCTGACCGCAGGTTTCACC
GCTAACACCACATTGGCTCGTTGGTGTCGTGATAACGGTATTCTGTTGCA
CATTCACCGTGCTATGCACGCTGTAATTGACCGTCAGAAAAACCACGGTA
TCCACTTCCGCGTATTAGCTAAAGCTCTCCGCTTGTCTGGTGGTGATCAC
ATCCACACTGGTACAGTTGTTGGTAAATTAGAAGGTGAACGCGGTATCAC
CATGGGCTTCGTTGACCTATTACGTGAAAACTACGTTGAGCAAGACAAGT
CTCGCGGTATTTACTTTACCCAAGACTGGGCTTCTTTACCTGGTGTAATG
GCCGTTGCTTCCGGTGGTATCCACGTATGGCATATGCCCGCGTTGGTTGA
GATCTTCGGTGATGACTCCGTATTACAATTCGGTGGTGGTACTCTTGGAC
ACCCATGGGGTAACGCTCCTGGCGCTACAGCTAACCGCGTAGCTCTAGAA
GCTTGTATCCAAGCTCGTAACGAAGGACGTAACATGGCTCGTGAAGGTAA
CGATATTATCCGCGAAGCTGCTAAGTGGTCTCCTGAGTTGGCTGTTGCTT
GCGAACTA

>Anabaena flos-aquae UTCC64 rbcl sequence 757 bp
ACCATTCCAAAGATGGCGCGATCGCTTCCTGTTTGTGTCTGATGCTATCA
GCAAAGCACAAGCAGAAACAGGCGAAATCAAAGGTCACTACCTCAACGTG
ACAGCTCCTACCTGTGAAGAAATGTTGAAGCGGGCTGAGTACGCTAAAGA
GCTCAATCAGCCCATCATCATGCACGACTACCTAACAGCAGGTTTCACCG
CTAACACCACCTTGGCTICGTTGGTGTCGTGACAACGGCGTTCTACTGCAC
ATCCACCGCGCGATGCACGCAGTAATCGACCGTCAAAAGAACCACGGTAT
CCACTTCCGTGTATTAGCTAAAGCCCTACGTCTATCTGGTGGTGACCACA
TCCACACCGGTACCGTAGTAGGTAAATTGGAAGGTGAACGCGGTATCACA
ATGGGCTTCGTTGACCTATTGCGTGAAAACTACGTTGAACAAGACAAGTC
TCGCGGTATCTACTTTACCCAAGACTGGGCTTCTTTACCTGGTGTAATGG
CAGTTGCTTCCGGTGGTATCCACGTATGGCATATGCCCGCGTTGGTAGAA
ATCTTCGGTGATGACTCCGTACTGCAATTTGGTGGTGGTACACTCGGACA
CCCCTGGGGTAACGCTCCTGGTGCAACCGCTAACCGTGTAGCTTTGGAAG
CTTGCGTCCAAGCGCGTAACGAAGGTCGTAACTTGGCTCGTGAAGGTAAC
GACGTTATCCGTGAAGCTGCTAAGTGGTCTCCTGAATTGGCTGTCGCTTG
CGAACTG

>Anabaena planctonica CENA209 rbclL sequence 766 bp
CAACTCAG

CACCATTCCAAAGATGGCGCGATCGTTTCTTGTTCGTAGCTGAAGCTATC
AACAAAGCCCAAGCAGAAACCGGCGAAATTAAAGGTCACTACCTCAACGT
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TACCGCTCCTACCTGCGAAGAAATGTTGAAACGGGCTGAGTACGCTAAAG
AACTCAAAATGCCCATCATCATGCACGACTACCTAACCGCAGGTTTCACC
GCTAACACCACATTGGCTCGTTGGTGTCGTGATAACGGTATTTTATTGCA
CATTCACCGTGCTATGCACGCTGTAATTGACCGTCAAAAAAATCACGGTA
TCCACTTCCGCGTATTAGCTAAAGCCCTCCGCTTGTCCGGTGGTGATCAC
ATCCACACTGGTACAGTTGTTGGTAAGTTAGAAGGTGAACGCGGTATTAC
CATGGGCTTCGTTGACTTATTACGTGAAAACTACGTTGAGCAAGACAAGT
CTCGCGGTATTTACTTTACCCAAGATTGGGCGTCTCTACCTGGTGTAATG
GCCGTTGCTTCTGGTGGTATCCACGTATGGCATATGCCCGCGTTGGTTGA
GATCTTCGGTGATGACTCCGTATTACAATTCGGTGGTGGTACACTCGGAC
ATCCTTGGGGTAACGCTCCTGGTGCTACAGCTAACCGCGTAGCTCTAGAA
GCAGTTGTTCAAGCTCGTAACGAAGGCCGTAACTTAGCTCGTGAAGGTAA
CGATATTATCCGCGAAGCTGCTAAGTGGTCTCCTGAGTTGGCTGTTGCTT
GCGAACTG

>Anabaena planctonica CENA210 rbcL sequence 689 bp
CCGGCGAAATTAAAGGTCACTACCTCAACGTTACCGCTCCTACCTGCGAA
GAAATGTTGAAACGGGCTGAGTACGCTAAAGAACTCAAAATGCCCATCAT
CATGCACGACTACCTAACCGCAGGTTTCACCGCTAACACCACATTGGCTC
GTTGGTGTCGTGATAACGGTATTTTATTGCACATTCACCGTGCTATGCAC
GCTGTAATTGACCGTCAAAAAAATCACGGTATCCACTTCCGCGTATTAGC
TAAAGCCCTCCGCTTGTCCGGTGGTGATCACATCCACACTGGTACAGTTG
TTGGTAAGTTAGAAGGTGAACGCGGTATTACCATGGGCTTCGTTGACTTA
TTACGTGAAAACTACGTTGAGCAAGACAAGTCTCGCGGTATTTACTTTAC
CCAAGATTGGGCGTCTCTACCTGGTGTAATGGCCGTTGCTTCTGGTGGTA
TCCACGTATGGCATATGCCCGCGTTGGTTGAGATCTTCGGTGATGACTCC
GTATTACAATTCGGTGGTGGTACACTCGGACATCCTTGGGGTAACGCTCC
TGGTGCTACAGCTAACCGCGTAGCTCTAAAAGCAGTTGTTCAAGCTCGTA
ACGAAGGCCGTAACTTAGCTCGTGAAGGTAACGATATTATCCGCGAAGCT
GCTAAGTGGTCTCCTGAGTTGGCTGTTGCTTGCGAACTG

SEQUENCIAS tufA

> Anabaena aphanizomenoides CENA188 tufA sequence 830 bp
ACTATGTGAAAAACATGAT
CACAGGTGCGGCACAAATGGACGGTGGTATCCTTGTAGTGGCTGCTACTGATGGTCCTAT
GCCCCAAACTCGTGAACACATCCTGTTGGCAAAACAAGTAGGTGTTCCCAGCTTGGTTGT
CTTCTTGAACAAAGAAGATTTGATGGATGACCCAGAACTTCTGGAATTAGTAGAACTGGA
ACTGCGGGAACTACTTACTAGCTATGATTTCCCCGGTGATGACATCCCCATTATCAAAGG
TTCTGGTCTACAAGCTTTGGAAGCAATGACTAAGAATCCTAAACTCCAAAAAGGAGAAAA
TCCCTGGGTAGATAAAATCTACGAATTGATGGATGCTGTAGATTCCTACATCCCCACTCC
TGAGCGTGATGTTGATAAACCCTTCTTGATGGCAGTAGAAGACGTATTCACCATCACAGG
TCGTGGTACAGTGGCTACTGGCCGGATTGAACGTGGTAAAGTTAAGGTTGGCGATACAGT
TGAGCTAATTGGACTCAAAGATACCCGGAGTACGGCTGTAACCGGTATCGAGATGTTCAA
GAAGAGTCTCGAAGAAGGTATGGCTGGAGATAGCGCTGGTGTATTGCTACGTGGTCTCAA
AAAAGAAGATATTGAACGCGGTATGGTAATCGCTAAACCTGGTTCAATTACACCTCACAC
TCAATTTGAAGGTGAAGTTTACGTATTGACTGAGAAAGAAGGTGGTCGGAAAACACCATT
TTTCGCAGGTTATCGTCCTCAGTTCTATGTACGGACAACTGATGTAACTGGTACTATTCA
AAGCTACACATCTGATGATGGTAGCGCTGTA

>Anabaena crassa CENA207 tufA sequence 830 bp
ACTATGT
GAAGAACATGATCACAGGCGCGGCGCAAATGGATGGAGGCATTCTTGTAG
TTGCGGCTACGGATGGTCCTATGCCCCAAACCCGTGAACACATTCTICTTG
GCAAAACAGGTGGGTGTTCCTAGTCTGGTCGTCTTCTTGAACAAAGAAGA
TTTGATGGATGACCCAGAATTGCTGGAATTGGTAGAACTAGAACTACGAG
AACTGCTTTCCAGCTACGATTTTCCTGGTGATGACATCCCCATTATCAAA



GGATCAGGTCTCCAAGCTCTCCAAGCAATGACCGCAAATCCCAAAACTCA
GCGCGGCGAAAATGAGTGGGTAGACAAAATCTACGAATTAATGGACGCTG
TAGATTCTTATATCCCCACCCCAGAGCGAGCTATAGATAAGCCATTCTTG
ATGGCTGTAGAAGACGTATTCTCGATCACAGGTCGTGGTACAGTTGCCAC
TGGTCGGATTGAACGGGGCGTGGTCAAAGTCGGTGATAACGTAGAGTTGG
TAGGTATTAAAGATACTCGCTCTACTACCGTTACTGGGATCGAAATGTTC
AAGAAGAGTCTTGATGAAGGTCAAGCAGGAGATAATGCGGGTGTACTCCT
GCGCGGTATCCAAAAAGCTGATATTGAACGGGGAATGGTAATCGCTAAAC
CAAAATCAATTACCCCTCATACTCAGTTTGAAGGTGAAGTTTACGTTTTA
ACTGAAAAAGAAGGTGGACGGAAAACTCCATTTTTICTCTGGCTACCGTCC
TCAGTTCTATGTGCGGACAACTGATGTAGCTGGTACAATCACAGCGTTTA
CCGCTGATAATGGTGATGCCGCA

>Anabaena planctonica CENA209 tufA sequence 830 bp
ACTATGT
GAAGAACATGATCACTGGTGCGGCGCAAATGGATGGAGGCATCCTCGTAG
TTGCAGCTACGGATGGTCCTATGCCTCAAACCCGTGAACACATCCTTTTA
GCAAAACAAGTCGGTGTTCCTAGTCTTGTCGTCTTCTTGAACAAACAAGA
TATGATGGACGATGAAGAATTGATGGAATTGGTAGAACTAGAACTGCGGG
AACTGCTCACCAGCTATGATTTTGATGGTGACAATATCCCCATTATCAAA
GGTTCAGGTCTCAAGGCTCTGGAAAAAATGACCGCTAATCCCAAAACTCA
ACGGGGTGAAGATCCTTGGGTAGACAAAATCTACGAACTCATGGACGCTG
TAGATTCTTACATTCCCACTCCTGAGCGGGCTATAGACAAACCATTICTTG
ATGGCTGTGGAAGATGTGTTCACCATTACAGGTCGTGGGACTGTGGCTAC
TGGACGGATCGAACGCGGTAAAGTTAAGGTTGGCGATACTGTTGAGCTAA
TTGGCATCAGAGATACCCGCAGTACAGCCGTGACTGGGATCGAAATGTTT
AAGAAGAGTCTTGAAGAAGGTCTGGCTGGCGACAACGCTGGTGTGCTACT
GCGCAGTATAAAAAAAGAAGACATTGAGCGCGGTATGGTAATTGCTAAAC
CGGGTTCAATTACACCTCATACTCAGTTTGAAGGGGAAGTTTACGTTTTA
ACTGAGAAAGAAGGTGGTCGAAAAACACCATTTTTCGCAGGTTATCGTCC
TCAGTTTTATGTGCGGACAACTGATGTAACAGGTACAATCAAAGCCTTTA
CCTCTGATGACGGTGCAGATGTG

>Anabaena crassa CENA196 tufA sequence 830 bp
ACTATGTGA
AGAACATGATCACAGGCGCGGCGCAAATGGATGGAGGCATTCTTGTAGTT
GCGGCTACGGATGGTCCTATGCCCCAAACCCGTGAACACATTCTCTTGGC
AAAACAGGTGGGTGTTCCTAGTCTGGTCGTCTTCTTGAACAAAGAAGATT
TGATGGATGACCCAGAATTGCTGGAATTGGTAGAACTAGAACTACGAGAA
CTGCTTTCCAGCTACGATTTTCCTGGTGATGACATCCCCATTATCAAAGG
ATCAGGTCTCCAAGCTCTCCAAGCAATGACCGCAAATCCCAAAACTCAGC
GCGGCGAAAATGAGTGGGTAGACAAAATCTACGAATTAATGGACGCTGTA
GATTCTTATATCCCCACCCCAGAGCGAGCTATAGATAAGCCATTCTTGAT
GGCTGTAGAAGACGTATTCTCGATCACAGGTCGTGGTACAGTTGCCACTG
GTCGGATTGAACGGGGCGTGGTCAAAGTCGGTGATAACGTAGAGTTGGTA
GGTATTAAAGATACCCGCGCTACTACCGTTACTGGGATCGAAATGTTCAA
GAAGAGTCTTGATGAAGGTCAAGCAGGAGATAATGCGGGTGTACTCCTGC
GAGGTATCCAAAAAGCTGATATTGAACGGGGAATGGTAATCGCTAAACCA
AAATCAATTACCCCTCATACTCAGTTTGAAGGTGAAGTTTACGTTTTAAC
TGAAAAAGAAGGTGGACGGAAAACTCCATTTTTCTCTGGCTACCGTCCTC
AGTTCTATGTGCGGACAACTGATGTAACTGGTACAATCACAGCGTTTACC
GCTGATAATGGTGATGCCGCA

>Anabaena planctonica CENA210 tufA sequence 830 bp
ACTATGTGA

AGAACATGATCACTGGTGCGGCGCAAATGGATGGAGGCATCCTICGTAGTT
GCAGCTACGGATGGTTCTATGCCTCAAACCCGTGAACACATCCTTTTAGC
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AAAACAAGTCGGTIGTTICCTAGICTTIGTCGTCTTCTTGAACAAACAAGATA
TGATGGACGATGAAGAATTGATGGAATTGGTAGAACTAGAACTGCGGGAA
CTGCTCACCAGCTATGATTTTGATGGTGACAATATCCCCATTATCAAAGG
TTCAGGTCTCAAGGCTCTGGAAAAAATGACCGCTAATCCCAAAACTCAAC
GGGGTGAAGATCCTTGGGTAGACAAAATCTACGAACTCATGGACGCTGTA
GATTCTTACATTCCCACTCCTGAGCGGGCTATAGACAAACCATTCTTGAT
GGCTGTGGAAGATGTGTTCACCATTACAGGTCGTGGGACTGTGGCTACTG
GACGGATCGAACGCGGTAAAGTTAAGGTTGGCGATACTGTTGAGCTAATT
GGCATCAGAGATACCCGCAGTACAGCCGTGACTGGGATCGAAATGTTTAA
GAAGAGTCTTGAAGAAGGTCTGGCTGGCGACAACGCTGGTGTGCTACTGC
GCAGTATAAAAAAAGAAGACATTGAGCGCGGTATGGTAATTGCTAAACCG
GGTTCAATTACACCTCATACTCAGTTTGAAGGGGAAGTITTACGTTTTAAC
TGAGAAAGAAGGTGGTCGAAAAACACCATTTTTCGCAGGTTATCGTCCTC
AGTTTTATGTGCGGACAACTGATGTAACAGGTACAATCAAAGCCTTTACC
TCTGATGACGGTGCAGATGTG

>Anabaena circinalis CENA191 tufA sequence 830 bp
ACTATGT
GAAGAACATGATCACAGGTGCGGCGCAAATGGATGGAGGTATCTTGGTAG
TTGCGGCTACGGATGGTCCTATGCCCCAAACCCGTGAACACATTCTICTTG
GCAAAACAGGTGGGTGTTCCTAGTCTGGTTGTCTTCTTGAACAAACAAGA
TATGATGGACGATGAAGAGTTGCTGGAATTGGTAGAACTAGAACTACGAG
AACTGCTTTCCAGCTATGATTTCCCCGGTGATGATATTCCTATCATCAAA
GGTTCCGGTCTGAAAGCTCTCGAAGCAATGACTGCTAATCCCAAAACTCA
GCGCGGCGAAAATGAGTGGGTAGACAAAATCTACGAATTAATGGACGCTG
TAGATTCTTATATCCCCACCCCTGAGCGGGCTATAGACAAACCATTCTTG
ATGGCTGTAGAAGATGTGTTCACCATCACAGGTCGTGGGACTGTGGCTAC
TGGACGGATCGAACGCGGTAAGGTTAAGGCTAACGATAACGTTGAGTTGA
TTGGGATCAGAGAAACCCGTAGTACCACTGTTACCGGGATCGAGAGGTTC
AAGAAGAGTCTTGATGAAGGTATGGCTGGTGATAACGCTGGTGTACTACT
ACGCGGTATGAAAAAAGAAGACATTGAGCGCGGCATGGTAATCGCTAAAC
CAGGCTCAATTACACCTCACACTCAGTTTCAAGGTGAAGTGTACGTTTTA
ACTGAGAAAGAAGGTGGTCGGAAAACACCATTTTTCGCTGGTTATCGTCC
TCAGTTCTATGTGCGGACAACTGATGTAACTGGTACAATCAAGGCCTTTA
CTTCTGATGAAGGTGCAAATGTG

>Anabaena crassa CENA202 tufA sequence 830 bp
ACTATGT
GAAGAACATGATCACAGGCGCGGCGCAAATGGATGGAGGCATTCTTGTAG
TTGCGGCTACGGATGGTCCTATGCCCCAAACCCGTGAACACATTCTICTTG
GCAAAACAGGTGGGTGTTCCTAGTCTGGTCGTCTTCTTGAACAAAGAAGA
TTTGATGGATGACCCAGAATTGCTGGAATTGGTAGAACTAGAACTACGAG
AACTGCTTTCCAGCTACGATTTTCCTGGTGATGACATCCCCATTATCAAA
GGATCAGGTCTCCAAGCTCTCCAAGCAATGACCGCAAATCCCAAAACTCA
GCGCGGCGAAAATGAGTGGGTAGACAAAATCTACGAATTAATGGACGCTG
TAGATTCTTATATCCCCACCCCAGAGCGAGCTATAGATAAGCCATTCTTG
ATGGCTGTAGAAGACGTATTCTCGATCACAGGTCGTGGTACAGTTGCCAC
TGGTCGGATTGAACGGGGCGTGGTCAAAGTCGGTGATAACGTAGAGTTGG
TAGGTATTAAAGATACCCGCGCTACTACCGTTACTGGGATCGAAATGTTC
AAGAAGAGTCTTGATGAAGGTCAAGCAGGAGATAATGCGGGTGTACTCCT
GCGAGGTATCCAAAAAGCTGATATTGAACGGGGAATGGTAATCGCTAAAC
CAAAATCAATTACCCCTCATACTCAGTTTGAAGGTGAAGTTTACGTTTTA
ACTGAAAAAGAAGGTGGACGGAAAACTCCATTTTTCTCTGGCTACCGTCC
TCAGTTCTATGTGCGGACAACTGATGTAACTGGTACAATCACAGCGTTTA
CCGCTGATAATGGTGATGCCGCA



>Anabaena circinalis CENA193 tufA sequence 830 bp
ACTATGT
GAAGAACATGATCACAGGTGCGGCGCAAATGGATGGAGGTATCTTGGTAG
TTGCGGCTACGGGTGGTCCTATGCCCCAAACCCGTGAACACATTCICTTG
GCAAAACAGGTGGGTGTTCCTAGTCTGGTTGTCTTCTTGAACAAACAAGA
TATGATGGACGATGAAGAGTTGCTGGAATTGGTAGAACTAGAACTACGAG
AACTGCTTTCCAGCTATGATTTCCCCGGTGATGATATTCCTATCATCAAA
GGTTCCGGTCTGAAAGCTCTCGAAGCAATGACTGCTAATCCCAAAACTCA
GCGCGGCGAAAATGAGTGGGTAGACAAAATCTACGAATTAATGGACGCTG
TAGATTCTTATATCCCCACCCCTGAGCGGGCTATAGACAAACCATTICTTG
ATGGCTGTAGAAGATGTGATCACCATCACAGGTCGTGGGACTGTGGCTAC
TGGACGGATCGAACGCGGTAAGGTTAAGGTTAACGATAACGTTGAGTTGA
TTGGGATCAGAGAAACCCGTAGTACCACTGTTACCGGGATCGAGATGTTC
AAGAAGAGTCTTGATGAAGGTATGGCTGGTGATAACGCTGGTGTACTACT
ACGCGGTATGAAAAAAGAAGACATTGAGCGCGGCATGGTAATCGCTAAAC
CAGGCTCAATTACACCTCACACTCAGTTTCAAGGTGAAGTGTACGTTTTA
ACTGAGAAAGAAGGTGGTCGGAAAACACCATTTTTCGCTGGTTATCGTCC
TCAGTTCTATGTGCGGACAACTGATGTAACTGGTACAATCAAGGCCTTTA
CTTCTGATGAAGGTGCAAATGTG

>Anabaena crassa CENA205 tufA sequence 830 bp
ACTATGT
GAAGAACATGATCACAGGCGCGGCGCAAATGGATGGAGGCATTCTTGTAG
TTGCGGCTACGGATGGTCCTATGCCCCAAACCCGTGAACACATTCICTTG
GCGAAACAGGTGGGTGTTCCTAGTCTGGTCGTCTTCTTGAACAAAGAAGA
TTTGATGGATGACCCAGAATTGCTGGAATTGGTAGAACTAGAACTACGAG
AACTGCTTTCCAGCTACGATTTTCCTGGTGATGACATCCCCATTATCAAA
GGATCAGGTCTCCAAGCTCTCCAAGCAATGACCGCAAATCCCAAAACTCA
GCGCGGCGAAAATGAGTGGGTAGACAAAATCTACGAATTAATGGACGCTG
TAGATTCTTATATCCCCACCCCAGAGCGAGCTATAGATAAGCCATTICTTG
ATGGCTGTAGAAGACGTATTCTCGATCACAGGTCGTGGTACAGTTGCCAC
TGGTCGGATTGAACGGGGCGTGGTCAAAGTCGGTGATAACGTAGAGTTGG
TAGGTATTAAAGATACTCGCTCTACTACCGTTACTGGGATCGAAATGTTC
AAGAAGAGTCTTGATGAAGGTCAAGCAGGAGATAATGCGGGTGTACTCCT
GCGCGGTATCCAAAAAGCTGATATTGAACGGGGAATGGTAATCGCTAAAC
CAAAATCAATTACCCCTCATACTCAGTTTGAAGGTGAAGTTTACGTTTTA
ACTGAAAAAGAAGGTGGACGGAAAACTCCATTTTTCTCTGGCTACCGTCC
TCAGTTCTATGTGCGGACAACTGATGTAACTGGTACAATCACAGCGTTTA
CCGCTGATAATGGTGATGCCGCA

>Anabaena cf. fallax CENA208 tufA sequence 830 bp
ACTATGT
GAAGAATATGATCACTGGTGCGGCACAAATGGACGGAGGTATCTTGGTAG
TTGCGGCTACGGATGGTCCTATGCCCCAAACCCGTGAACACATCCICTTG
GCAAAACAAGTAGGTGTTCCTAGCTTGGTTGTCTTCTTGAACAAACAAGA
CATGATGGATGATGAAGAGTTGATGGAATTGGTAGAACTAGAATTGCGGG
AACTATTGACCAGCTACGATTTCGATGGTGACAATATTCCCATTATCAAA
GGTTCAGGTCTGAAAGCTCTAGAAGCAATGACCGCTAATCCTAAAACTCA
GCGTGGTGAAAATGAGTGGGTAGACAAAATCTATGAGTTGATGGATGCTG
TAGATACTTATATCCCTACTCCTGAGCGGGCTATAGACAAACCATTICTTG
ATGGCGGTAGAAGATGTGTTCACCATCACAGGTCGTGGGACTGTGGCTAC
TGGACGGATCGAACGCGGTAAGGTTAAGGTTAACGATAACGTTGAGTTGA
TTGGGATCAGGGAAACCCGTAGTACCACTGTTACCGGGATCGAGATGTTC
AAGAAGAGTCTTGATGAAGGTATGGCTGGTGATAACGCTGGTGTACTACT
ACGCGGTATGAAAAAAGAAGACATTGAGCGCGGCATGGTAATCGCTAAAC
CAGGCTCAATTACACCTCACACTCAGTTTGAAGGTGAAGTTTACGTTTTA
ACTGAGAAAGAAGGTGGTCGGAAAACACCATTTTTCGCTGGTTATCGTCC
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TCAGTTCTATGTGCGGACAACTGATGTAACTGGTACAATCAAAGCCTTTA
CTICTGATGAAGGTGCAAATGTG

>Anabaena flos—aquae UTCC64 tufA sequence 830 bp
ACTATGT
GAAGAATATGATCACAGGTGCGGCTCAGATGGATGGAGCAATTCTCGTAG
TTGCTGCTACCGACGGCCCTATGCCTCAAACCCGTGAACACATCCTACTA
GCAAAACAGGTAGGCGTTCCTAAGCTAGTAGTCTTCTTAAATAAAGAAGA
TATGATGGAAGACGCTGAACTACTAGAACTAGTAGAACTGGAATTAAGAG
AACTGTTGACCGAATACGAATTCGATGGTGATGATATTCCCATCGTTAGA
GGTTCAGGTTTGCAAGCTCTCGACGTTATGACCAAGAATCCTAAGACCCA
ACGTGGAGAAAATCCTTGGGTAGATAAAATCTACGAATTGATGGATGCTG
TAGATTCTTATATTCCTGATCCAGAGCGGGATATAGATAAACCATTCCTG
ATGGCGGTAGAAGACGTGTTCTCTATTACCGGTCGTGGTACAGTTGCTAC
CGGTCGGATTGAGCGTGGTAAGGTGAAAGTTGGTGATGTTGTAGAACTAG
TAGGTATTAGAGATACACGCAACACAACTGTTACCGGGATCGAGATGTTC
AAGAAGAGTCTCGATGAAGGTATGGCTGGAGACAACGCCGGTGTACTGTT
ACGTGGTATTCAAAAAACTGATATTGAACGGGGTATGGTTTTAGCCAAGC
CTGGTTCCATCACTCCTCACACCCAATTTGAAGGCGAAGTTTACGTTCTC
ACCGAAAAAGAAGGTGGTCGTAAAACTCCTTTCTTCGCTGGCTACCGTCC
TCAATTCTATGTGCGGACAACTGATGTAACTGGTACAATTAAAGCCTTTA
CTTCCGATGAAGGTGAAGCAGTA

>Anabaena circinalis CENA190 tufA sequence 830 bp
ACTATGT
GAAGAACATGATCACAGGTGCGGCGCAAATGGATGGAGGTATCTTGGTAG
TTGCGGCTACGGATGGTCCTATGCCCCAAACCCGTGAACACATTCTICTTG
GCAAAACAGGTGGGTGTTCCTAGTCTGGTTGTCTTCTTGAACAAACAAGA
TATGATGGACGATGAAGAGTTGCTGGAATTGGTAGAACTAGAACTACGAG
AACTGCTTTCCAGCTATGATTTCCCCGGTGATGATATTCCTATCATCAAA
GGTTCCGGTCTGAAAGCTCTCGAAGCAATGACTGCTAATCCCAAAACTCA
GCGCGGCGAAAATGAGTGGGTAGACAAAATCTACGAATTAGTGGACGCTG
TAGATTCTTATATCCCCACCCCTGAGCGGGCTATAGACAAACCATTICTTG
ATGGCTGTAGAAGATGTGTTCACCATCACAGGTCGTGGGACTGTGGCTAC
TGGACGGATCGAACGCGGTAAGGTTAAGGTTAACGATAACGTTGAGTTGA
TTGGGATCAGAGAAACCCGTAGTACCACTGTTACCGGGATCGAGATGTTC
AAGAAGAGTCTTGATGAAGGTATGGCTGGTGATAACGCTGGTGTACTACT
ACGCGGTATGAAAAAAGAAGACATTGAGCGCGGCATGGTAATCGCTAAAC
CAGGCTCAATTACACCTCACACTCAGTTTCAAGGTGAAGTGTACGTTTTA
ACTGAGAAAGAAGGTGGTCGGAAAACACCATTTTTCGCTGGTTATCGTCC
TCAGTTCTATGTGCGGACAACTGATGTAACTGGTACAATCAAGGCCTTTA
CTTCTGATGAAGGTGCAAATGTG

>Anabaena crassa CENA199 tufA sequence 830 bp

ACTATGTGAAGAACATGATCACAGGCGCGGCGCAAATGGATGGAGGCATTCTTGTAGTTG
CGGCTACGGATGGTCCTATGCCCCAAACCCGTGAACACATTCTCTTGGCAAAACAGGCGG
GTGTTCCTAGTCTGGTCGTCTTCTTGAACAAAGAAGATTTGATGGATGACCCAGAATTGC
TGGAATTGGTAGAACTAGAACTACGAGAACTGCTTTCCAGCTACGATTTTCCTGGTGATG
ACATCCCCATTATCAAAGGATCAGGTCTCCAAGCTCTCCAAGCAATGACCGCAAATCCCA
AAACTCAGCGCGGCGAAAATGAGTGGGTAGACAAAATCTACGAATTAATGGACGCTGTAG
ATTCTTATATCCCCACCCCAGAGCGAGCTATAGATAAGCCATTCTTGATGGCTGTAGAAG
ACGTATTCTCGATCACAGGTCGTGGTACAGTTGCCACTGGTCGGATTGAACGGGGCGTGG
TCAAAGTCGGTGATAACGTAGAGTTGGTAGGTATTAAAGATACCCGCGCTACTACCGTTA
CTGGGATCGAAATGTTCAAGAAGAGTCTTGATGAAGGTCAAGCAGGAGATAATGCGGGTG
TACTCCTGCGAGGTATCCAAAAAGCTGATATTGAACGGGGAATGGTAATCGCTAAACCAA
AATCAATTACCCCTCATACTCAGTTTGAAGGTGAAGTTTACGTTTTAACTGAAAAAGAAG
GTGGACGGAAAACTCCATTTTTCTCTGGCTACCGTCCTCAGTTCTATGTGCGGACAACTG



151

ATGTAACTGGTACAATCACAGCGTTTACCGCTGATAATGGTGATGCCGCA

>Anabaena crassa CENA206 tufA sequence 830 bp
ACTATGTGAAGAACATGATCACAGGCGCGGCGCAAATGGATGGAGGCATTCTTGTAGTTG
CGGCTACGGATGGTCCTATGCCCCAAACCCGTGAACACATTCTCTTGGCAAAACAGGTGG
GTGTTCCTAGTCTGGTCGTCTTCTTGAACAAAGAAGATTTGATGGATGACCCAGAATTGC
TGGAATTGGTAGAACTAGAACTACGAGAACTGCTTTCCAGCTACGATTTTCCTGGTGATG
ACATCCCCATTATCAAAGGATCAGGTCTCCAAGCTCTCCAAGCAATGACCGCAAATCCCA
AAACTCAGCGCGGCGAAAATGAGTGGGTAGACAAAATCTACGAATTAATGGACGCTGTAG
ATTCTTATATCCCCACCCCAGAGCGAGCTATAGATAAGCCATTCTTGATGGCTGTAGAAG
ACGTATTCTCGATCACAGGTCGTGGTACAGTTGCCACTGGTCGGATTGAACGGGGCGTGG
TCAAAGTCGGTGATAACGTAGAGTTGGTAGGTATTAAAGATACTCGCTCTACTACCGTTA
CTGGGATCGAAATGTTCAAGAAGAGTCTTGATGAAGGTCAAGCAGGAGATAATGCGGGTG
TACTCCTGCGCGGTATCCAAAAAGCTGATATTGAACGGGGAATGGTAATCGCTAAACCAA
AATCAATTACCCCTCATACTCAGTTTGAAGGTGAAGTTTACGTTTTAACTGAAAAAGAAG
GTGGACGGAAAACTCCATTTTTCTCTGGCTACCGTCCTCAGTTCTATGTGCGGACAACTG
ATGTAACTGGTACAATCACAGCGTTTACCGCTGATAATGGTGATGCCGCA

APENDICE 2

Sequéncias das bandas excisadas do DGGE
>Banda 1 Anabaena aphanizomenoides CENA188 424 pb

CAATNAGNACTACCCNTAGGTAGCTCAACCCGCGNTGAGCGGAGGAATGGCTCTTGGGGGGTCGTAAACCTCTTTTCT
CAAGGAAGAAGAAAGTGACNGTACTTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGA
TGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGGGTCTGTAGGTGGTACTGAAAGTCTGCTGTTAAAGAGCAAGGCTC
AACCTTGTAAGAGCAGTGGAAACTACAGAACTAGAGTGCGGTAGGGGCAAAAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATG
CGTAGATATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGTTITTGCTANACCGCAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGG
AGCGAATGGGATTAGATACCCCAGNTAGTCAACC

>Banda 2 Anabaena circinalis CENA193 341 pb

AAGAAGAAATNGACGGTTACCTTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGC
AAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGGGTCCGCAGGTGGCATTGAAAGTCTGCTGTTAAAGAGTTTGGCTCAAC
CAAATAAGAGCAGTGGAAACTACAAAGCTAGAGTTTGGTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGT
AGATATCAGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGCTCTGCTAGGCCGAGACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGC
GAATGGGATTAGATACCCCAGNTAGTCAC

>Banda 3 Anabaena crassa CENA195 396 pb

CGANGGANTNGCTCTTGCGGTTNGTAAACCTTCTTTTICTTCAGTGTAAGAANAAATGACGCGTACCTGATNGAATAAG
CATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAATGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGGG
TCCGCAGGTGGCATTGAAAGTCTGCTGTTAAAGAGTCTAGCTCAACTACATCAGAGCAGTGGAAACTACAAAGCTAGA
GTTTGGTCGGGGCAGAAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCAGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCG
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TTCTGCTANGCCGACACTGACACTGAGNGGACGAANGCTANGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCTNGTANTCATTG
GGCCTT

>Banda 4 Anabaena crassa CENA195 405 pb

TCCTGGGTCGTNAACCTCTITTICTTCAGGGAAGAAGAAATGACGCGTTANCTGCTCGAATAAGCATCGGNTAACTTCC
GTGCCAGGCAGCCGNTGTAATACNGGAGGATGCAAGCGTTATCCCGGAATGATTGGGCGTAACACGGGTCCGTCAGGT
GGNATTGAAATGTCTGNCTGTTAAAGAGTCTATCTCAACTAGNATAANAGCAGTGGAAACTACAAAGCTANAGTTTGG
TCGGGGCANANGGAATTCCTGGTGTACCGGTGAANTTGCGTANATATCACGAANAACACCNCTGNTCGAAGGCGCNTC
TGCCACCGCCGANACTTGACACTGANGGACGAAANCTACGGNACCGAATGGGATTANACTACCCCAGCTNCCTCACCT
NCTCTGGCCNGTTCT

>Banda 5 Anabaena crassa CENA200 384 pb

GAGNGAGGAATGGCTCTTGNGGTTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGGAAGAAGAAATGACGGTACCTGANGAATAAGCA
TCGGCTAACTCCGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGGGTC
CGCAGGTGGCATTGAAAGTCTGCTGTTAAAGAGTCTAGCTCAACTAGATAAGAGCAGTGGAAACTACAAAGCTAGAGT
TTGGTCGGGGCAGAAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCAGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGTT
CTGCTAGGCCGAGACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGNTAGTCA

>Banda 6 Anabaena crassa CENA200 350 pb

AGNGGNAAGAAGAAATTGACGGTTACCTNGTAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGG
AGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGGGTCCGCAGGTGGCATTGAAAGTCTGCTGTTAAAGAGTCTA
GCTCAACTAGATAAGAGCAGTGGAAACTACAAAGCTAGAGTTTGGTCGGGGCAGAAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGATATCAGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGTTCTGCTAGGCCGAGACTGACACTGAGGGACGAAAGCTA
GGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCAACTC

>Banda 7 Anabaena crassa CENA206 395 pb

GATTTGCTCTTGNGTGTTTGTAAACCTNCTTTTTTCTTCAGGGGAAGAACGAAATGACGGTACCTGGATTGAATAAGC
ATCGGCTAACTCCGCTGCCAGCAGCCGCGGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGGG
TCCGCAGGTGGCATTGAAAGTCTGCTGTTAAAGAGTCTAGCTCAACTATATAAGAGCAGTGGAAACTACAAAGCTAGA
GTTTGGTCGGGGCANAAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCAGGAAGAACACCAGGTGGCGAAGGC
GTTCTGCTAGGCCGANACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCATTNT
TTTGG

>Banda 8 Anabaena cf. fallax CENA208 382 pb

GAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGGAAGAAGAAAATGACGGTACCTGAGGAATAAGCATC
GGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGGGTCCGC
AGGTGGTAGTGAAAGTCTGCTGTTAAAGAGTCACGCTCAACGTGATGAGAGCAGTGGAAACTACACAACTAGAGTACG
GTAGGGGCAGAAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGTTICTG
CTAGACCTGTACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTTAGTCAC
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>Banda 9 Anabaena cf. fallax CENA208 400 pb

GCTCTTGCGGTTTGTAAAGCCTCTCTTCTCTCNTAGGTAATAACNAAAATGACCGGTTACCTGAAGCGAATAANNCAT
CGTGCTAATCTCCGTGCCAGCATGCCGNGGTTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGGG
TCCTGCAGGTGGTAGTGAAAGTCTGCTGTTAAANAGTCACGCTCAACGTGATNAGAGCAGTGGAAACTACNCNANTAN
AGTACGGTAGGGGCAGAAGGAATCCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTANATATCAGGAANAACACCGGTGGCGAAAGC
NTCTCTGNCTANACCTGTACTGACACTGANGGACGAAANCTAGGGGAGCGAATGGGATTANATACCCCANNNACTCAG
CNNTTCCCCG

>Banda 10 Anabaena flos—-aquae UTCC64 404 pb

ATNGCTCTTGCGGGTTGTNAACCTGCTTTTNCTCAGGGAGATAAGCAAAGGTGANCGTNCCTGAGGAATAAGCATCGG
NTAAGNTCCGTGCCATGCANCCGNGGTTAATACGTGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAACGCGTC
CGCAGGTGGCACTGTAAGTCTGCTGGTTAAAGAGCAAGGCTCANCCTTGGTAAAGGCNGTGGAAACTACANAGCTATA
GTACGTTCGGGGCANAGGGAATTCCTGGCTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGANTAACACCGGTGGCGAAAGC
GCTCTGNCTATGCCGTNACTGANACTGANGGACGAAANCTAGGGGAGCCAATGGGATTACATACCCCAGCTNGTCANC
NGCCNCNCTCTATT

>Banda 11 Anabaena planctonica CENA211 418 pb

CAATNACCTNNCCTTNGNAGCTNAACCCGCGNTGAGNGGAGGAATNGCTCTTGNGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGG
GAAGAAAAAAATGACCGTACCTGNGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCA
AGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGGGTCCGCAGGTGGCATTGAAAGTCTGCTGTTAAAGAGTCTAGCTCAACT
AGATAAGAGCAGTGGAAACTACAAAGCTAGAGTTTGGTCGGGGCAGAAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GATATCAGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGTTCTGCTAGGCCGAGACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCG
AATGGGATTAGATACCCCAGNTAGTCAC

>Banda 12 Microcystis wesenbergii SPC774 400 pb

NGAATTGTCTTTTGTGATTCGTAAATCCTCNNCCTCTCAATGGCAAGAACNCTNCTTGNCGNTACTNTGATGAATCAG
ACCTCGGTCTAANCTCCGTTGTCCAACANCCGCGGTAATACGGGGTGAGGCAANANTTATCCGGAATTATTGNGCGTA
AACGCGTCCGCANGTGGTCACCCNANTCTGTCGTCNAATCAGGTTGCTTAACNACCTANNGGCGGTGNAAACTGGCAT
ACTACANAGCAGTAGGGGTAGCANGAATCCCCANTGTATCGGTGAAATGCGTAGAGATTGGGAAGAACATCNGTGGCN
AAAGCGTGCTACTTGGGTCTGTATCTGACNCTCACGGCACCAAANCTACGGGAGCGAAAGGGNTTATATACCCCTNNT
ACTCACTGNC

>Banda 13 Nostoc commune CENA74 401 pb

CCGAATTGCTTTNNNGNNCCTGNAAACCTCTNNTGTCAGNGGAATAACCACNATTGACNGTGTNCCTGNTGAATANCC
ATCGGCGAACCCCGCNTCCNACNCANCCCGCGGTAATACGGAGGATGCNAGCCGTGTCTCCGGAATGATCGGGCNCTA
ANGCGTCCGCAGGTGGNNATGTTACTCNGCCGTTAAATAGTCTAGCTCAAGTAGATNNGACCAGTGGAANCTNNATAG
CTAGAGTATGTNTNTNGGGNANAGGGANTNCCTGGTGTAGNGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAATAACACNATTGGC
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CNAANCGCGCTCTGCTAGGTCCGTAACTGACACTGAGGGATTANAGCCNACGGGAGCCNAATGGGATTNAGATACGCC
CANGNNCTNAC

>Banda 14 Phormidium sp. CENA76 425 pb

NGAGTGAATTGNTCTCTGCGGTTTGTAAACCCICTCTTTCTCCAAGCGAATGAACGANATGACGNCTACTIGTTTTGA
ATCAGCATCNTGTCTNNCTCCGCTNCCACGCAGCCGCGGCTAATACGGAGCGATCGCAATGCGTCTNTCCGCGAATGA
CTTCGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCAGTTCAAGTCTGCCGTTAAANACTCCACCTTAACTGGAGGAANGCGGTGG
AAACTGAACAGCTACAGTGCGGTAGGGGTAGANGGAATTCCCGGTGTANCGGTGANATGCCGTANANATCGGGAAGAA
CATCAGCTGGNCGANAGCGCTCTGCTGGGACCGNCAACCTGACNCTCANGGCACCAACAGCTAGGGGGGAGCCAATTG
GNACTTAGATNACCCCCGCCANTTACGGCNGNGCT

>Banda 15 Amostra ambiental Salto Grande 1 398 pb

GTCTTNGGGATTTGTNAACCTICTCTTTTGTTCANGGAAGAAGTTTCTGACTCGTACNTGTTTCGAATCANNCTNNGC
CTANCTCCGTGCCANCCAGCCGCGGCTAATACNGGGTGANTGCAAGACGTTATCCGGAATTATTNGCGGCGTAACAGC
GTCCGGAGGTGGTCAGNCANGTICTGCCGGTCAAATCAGGTNGCTTACCGACCTAAAGGCGGTGGAAACTGNTCANACT
ATANAGCATTAGGGGTAGNANGAATTCCCAGTITGTAGCGGGGAAATGCGTAGAGATTGNGAAGAACATCGGTGGCTAA
NGCGTGTCTACTGGNCTGNATCTGACNCNCAGGGACTAAAGTCTATGGNAGCNAAAGGGATTACATANCCCTGNTNGT
TAGNCCNG

>Banda 16 Amostra ambiental Billings 1 383 pb

CTCTNCGGGCTGTAAACCTCTTTTTCTCCACGGAANNAANATCTGACCNTACTTNNGGAATAAANCCACGGNCTAATT
CCGTGTCCAGCAGCCGCGGCTAATACTNGAGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGCG
GTCTTGCTAAGTCTGTCNTNAAAGCGTGGAGCTTACCTCCATTTCAGCGATGGAAACTGCNAGACTAGAGTGTGGTAG
GGGCAGAGGGAATTCCCGGCTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCGGGAAGAACACCAGGTGGCGAAGGCGCTCTGCT
GGGCCATAACTGACGCTCATGGACGAAAGCCAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCACGGCG

>Banda 17 Amostra ambiental Billings 1 403 pb

CTTTGGATTGTAAACCTCTTTTTNTCAAGGAAGAAGTTCTGACCGTACTTGAGGAATCAGCCTCGGCTAATCTCCGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGGGGGAGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGTCAGCCA
ACGTCTGCCGTCAAATCAGGTTGCTTAACGACCTAAAGGCGGTGGAAACTGGCAGACTANAGAGCAGTANGGGTAGCA
NGAATTCCCAGTGTANCGGTGAAATGCGTANANATTGGGAACGAACATCGGTGGCGAAAGCGTGCTACTGGGCTGTAT
CTGACACTCANGGCACGAAAGCTAGGGGANCGAAAGGGATTATATACCCCTGTAGNCACGTCGTNTNNTGNGGTNCNN
NNNCNCCCNTTTT
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