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INTRODUCAO GERAL



1. Caracterizacao das Cianobactérias

As cianobactérias (Cyanobacteria, também chamadas de Cyanophyceae,
Cyanophyta, Cyanoprokaryota, Cyanochloronta, Cyanophycophyta, algas azuis ou algas
verde-azuladas) figuram entre os primeiros organismos existentes sobre a Terra (Schopf
2000). Pertencem ao dominio Bacteria e representam os mais antigos organismos
oxifotoautotroficos, tendo desempenhado papel determinante na evolucdo da atmosfera
oxidante de nosso planeta (Hayes 1983, Dismukes et al. 2001), bem como na constitui¢ao
de deposicdes calcareas na forma de estromatodlitos. Sua existéncia inequivoca a 2700
M.a.a. foi comprovada através da datacdo de fosseis moleculares de biolipideos (Brocks et
al.1999) e pela analise de seqiiéncias génicas (Hedges et al. 2001). Embora os microfosseis
australianos com idade de 3475 M.a. tenham sido reinterpretados como artefatos
secundarios de carbono amorfo originados pela devitrificagdo sucessiva de quartzo
carbonaceo (Brasier et al. 2004), a origem biogénica de outros microfosseis e de varios
estromatolitos igualmente antigos parece ter sido confirmada, apontando para a origem do
grupo hé cerca de 3500 M.a. (Schopf 2006).

De grande plasticidade ecologica, as cianobactérias crescem em quase todos os
ambientes aquaticos e terrestres e possuem distribuicdo ubiqua no planeta, sendo talvez os
organismos fotossintéticos com maior amplitude de habitats (Badger et al. 2006). Sao
capazes de medrar em ambientes extremos como fontes termais, desertos quentes e
gelados, e toleram temperaturas de até 73°C, pH até 4,0 (Ward & Castenholz 2000) ¢
salinidade de 200 ppm ou mais (Oren 2000). Possuem mecanismos de protecdo a elevada
incidéncia de radiagdo solar nociva (UVB e¢ UVC), ao mesmo tempo em que estdo
adaptadas a baixas intensidades luminosas. Seu modo de vida pode ser planctonico,

bentonico, epi, peri ou endofitico, epi, peri ou endolitico, epi ou endozdico, subaéreo ou



edafico. Todavia, os habitats preferenciais sdo limnicos ou marinhos, em condigoes neutro-
alcalinas (pH de 7 a 9) e temperaturas entre 15 e 30° C (Mur et al. 1999). Constituem ainda
numerosas simbioses com algas, plantas superiores, fungos, protistas e animais (Osborne &
Bergman 2002). A presenca de clorofila e conseqiiente capacidade fotossintética de algas e
plantas sdo atribuidas a um evento endossimbidtico entre uma cianobactéria e um protista,
tendo a posterior “domesticacdo” da cianobactéria dado origem a organela (Cavallier-
Smith 1982, Bhattacharya 2004).

O sucesso ecologico das cianobactérias decorre de sua longa histdria evolutiva e de
suas caracteristicas fisioldgicas e estruturais. Entre estas, destaca-se a eficiente cinética de
captagdo de carbono e nutrientes, a capacidade de fixacdo do nitrogénio atmosférico ¢ a
presenga de aerdtopos em muitas espécies planctonicas. A fixagdo do nitrogénio ¢
realizada em condi¢des anodxicas, seja em células especializadas (heterocitos) dotadas de
paredes espessadas e fotossistema II (produtor de oxigénio) suprimido, seja através da
separagdo temporal entre respiragdo e fixacdo de nitrogénio. A auséncia de oxigénio ¢é
requisito para a atividade da nitrogenase, enzima que reduz o dinitrogénio atmosférico a
amonia. Os aerdtopos, vesiculas gasosas delimitadas por membrana protéica reunidas no
interior da célula, conferem a inumeras cianobactérias de vida aquatica mobilidade vertical
na coluna d’agua. Permitem, assim, a exploracao de recursos nutricionais depositados nas
camadas mais profundas dos corpos d’adgua e favorecem a permanéncia nos estratos com
condi¢des ideais de irradiancia, evitando dano celular por fotooxidacao (Walsby 1994).

Como procariontes autotréficos oxigénicos, as cianobactérias possuem 0s
fotossistemas I e II. O doador de protons usual é a dgua, que pode ser substituida pelo
sulfeto de hidrogénio em condigdes anaerdbias (Cohen et al. 1975, Cohen et al. 1986).
Alguns representantes sdo heterotrofos facultativos em condi¢des de auséncia de luz (Stal

& Moezelaar 1997).



O sistema fotossintético ¢ constituido pela clorofila a, c-ficoeritrina, aloficocianina
e c-ficocianina, localizadas em ficobilissomos hemidiscoéides ou hemisféricos sobre
tilacoides. Estes constituem prolongamentos da membrana plasmatica, ndo sdo envoltos
por membranas proprias € estdo geralmente distribuidos na periferia celular. Além das
ficobilinas, ainda ocorrem como pigmentos acessorios as xantofilas e carotenos. As
procloréfitas caracterizam-se pela auséncia de ficobilinas e pela produgdo de clorofila b
adicionalmente a clorofila a. Na tultima década, a produgdo de clorofila d foi descrita em
uma espécie de cianobactéria (Acaryochloris marina) em associagdo com ascidias
(Miyashita et al. 1997) e epifita sobre Rhodophyta (Murakami 2004), bem como em uma
linhagem nao identificada de vida livre (Miller et al. 2004).

Em funcdo da constituicao de sua parede celular, as cianobactérias sdo consideradas
bactérias gram negativas. Seu envoltorio, porém, ¢ consideravelmente mais espesso que o
das demais bactérias assim classificadas. Exibe grande variagdo de acordo com a espécie e
pode atingir at¢é 700 nm de espessura (Hoiczyk et al. 2000). Sua estrutura ¢ complexa e
compde-se de uma bicamada lipidica externa com carotendides (protetores de estresse
oxidativo), do saculo de mureina constituido de peptidoglicanas, do espago periplasmico e
da membrana plasmatica (Dignum et al. 2005). Externamente a parede celular, muitos
representantes do grupo secretam polissacarideos que formam desde uma mucilagem
parcialmente hidrossoluvel fracamente associada as células (Drews & Weckesser 1982) até
uma bainha de estrutura fibrilar (por vezes cristalina) fortemente unida as mesmas
(Hoiczyk, 1998). Sua funcdo ¢ associada a protecdo contra dessecamento, agentes
antibacterianos (antibidticos, fagos, anticorpos, surfactantes etc) e predagdo por
protozoarios. Além disso, os exopolissacarideos ainda exercem atividade aderente em
substratos so6lidos, floculam particulas de argila em 4aguas turvas, aumentando a

diponibilidade luminosa, captam elementos essenciais como ferro e calcio e imobilizam



metais deletérios aos organismos (De Phillipis & Vicenzini 1998). Ao menos alguns
géneros de cianobactérias possuem a capacidade de produzir celulose. A fungdo desta
relaciona-se com a prote¢do contra o dessecamento, ligacdo com o organismo simbionte
nas relagdes simbioticas ¢ motilidade dos hormogonios (Nobles et al. 2001). Em virtude da
composi¢do e organizacao estrutural diferenciada da parede celular, alguns autores
posicionam as cianobactérias entre as bactérias gram positivas ou ainda em um terceiro
grupo filogeneticamente diverso (Stewart et al. 2006).

O material de reserva ¢ o amido das cianoficeas (molécula semelhante ao glicogénio)
e a cianoficina (copolimero de acido aspartico e arginina). O primeiro deposita-se em
granulos entre os tilacdides. A cianoficina armazena nitrogénio e forma inclusdes na
célula. Nos heterocitos, deposita-se nos nodulos polares (Sherman et al. 2000). Além
dessas moléculas de reserva, as células podem apresentar granulos de volutina (polifosfato)
para armazenamento do fosforo e carboxisomos para armazenamento da RuBisCo
(Ribulose 1-5-bisfosfato carboxilase oxigenase), a enzima primaria para a fixagdo
fotossintética do didéxido de carbono. Os granulos de polifosfato contém, ainda, potassio,
calcio e magnésio e podem acumular metais (Kronkamp 1987).

A diversidade morfoldgica do grupo é grande e o habito abrange formas unicelulares,
coloniais, filamentosas ou pseudoparenquimatosas, de dimensdes micro a macroscopicas.
Nas colonias, o arranjo das células ou filamentos pode ser irregular, radial ou em planos
ordenados. O diametro celular varia de 0,5 um em Prochlorococcus, o menor organismo
fotossintético conhecido (Dufresne et al. 2003), a mais de 100 um (Adams & Duggan
1999). Embora jamais formem estruturas propulsoras como flagelos, algumas espécies
possuem a capacidade de movimento deslizante proporcionada pela extrusao de mucilagem
ou pela atividade de estruturas especiais (pili do tipo 4 ou estruturas locomotoras

semelhantes a cilios) (Magar & Pedley 2005).



A reprodugdo ¢ exclusivamente assexuada e ocorre por simples divisao celular, pela
producdo de baedcitos ou exocitos (antigamente denominados de endosporos e exosporos,
respectivamente), pela fragmentacdo do tricoma ou pela formagdo de hormocistos ou
hormogodnios (fragmentos de tricoma moveis).

O material genético estd contido no centroplasma em um ou varios Cromossomos
circulares e em cada célula podem ocorrer de uma a multiplas copias do genoma (Iteman et
al. 2002, Hu et al. 2007). Plasmideos sdo relatados para varias espécies (Goyal 1992), bem
como a existéncia de fendomenos de transferéncia genética horizontal (conjugacao,
transformagao e transducdo) (Barker et.al.2000a, Beiko et al. 2005, Zeidner et al. 2005).

Alguns grupos possuem células de resisténcia com parede espessada e grande
acumulo de nutrientes em seu interior, denominadas de acinetos. A producdo de acinetos
parece ser induzida principalmente por amplas flutuagdes de temperatura (Moore et al.

2005).

2. Importancia

2.1. Importancia Ecoldgica

As cianobactérias possuem grande importancia ecologica, uma vez que S3ao co-
responsaveis pela produgdo primdria e pela fertilidade dos corpos aquaticos e dos solos
(Rai 1990). Sobretudo nas aguas pobres em nutrientes de grande parte dos oceanos e de
alguns grandes lagos, as picocianobactérias contribuem com por¢do expressiva da
assimilagdo fotossintética do carbono (Whitton & Potts 2000). Sdo componentes da rede
trofica, sendo ativamente consumidas e metabolizadas por consumidores primarios
(Iturriaga & Mitchel 1986). Nos oceanos, representam ainda parcela significativa dos

organismos diazotréficos e desempenham importante papel na sintese de nitrogénio



organico (Capone 1999).

Em ambientes terrestres, as cianobactérias sdao, muitas vezes, pioneiras na
colonizagdo de rochas e solos indspitos. Exercem fungdo chave na manutengdo da
integridade do solo de regides aridas e semi-aridas, bem como na fertilidade de terrenos
agricolas (Whitton & Potts 2000).

A ampla variedade de relagdes simbidticas estabelecidas inclui a associagdo a
diatomaceas, esponjas, ascidias e dinoflagelados em ambientes marinhos (Carpenter 2002),
bem como a associa¢do a ascomicetos para a formagao de liquens, a briofitas, pteridofitas,

cicadaceas e angiospermas em ambientes terrestres (Meeks 1988).

2.2. Importancia Economica

Em decorréncia da producao de vasta gama de metabdlitos secundarios bioativos, as
cianobactérias possuem enorme potencial de aplicacdo na area médica. Apresentam-se
promissoras no desenvolvimento de drogas anti-tumorais, assim como para o tratamento da
asma, artrite, diabete, malaria, herpes e outras moléstias prevalentes na populagdo humana
(Skulberg 2000, Rao et al. 2007). Podem igualmente ser utilizadas como herbicidas,
antifungicos e como fertilizantes agricolas. No cultivo de arroz, a biofertilizagdo com
cianobactérias eleva consideravelmente a producdo do cereal, pois contribui com
substancias promotoras do crescimento, aumenta a disponibilidade de fosforo, diminui o
dano causado pelo sulfeto aos brotos da planta e previne o crescimento de invasoras (Jha &
Prasad 2006).

A importancia econdmica das cianobactérias relaciona-se ainda com o seu potencial
de biorremediacdo (Gardea-Torresdey et al. 1998), de tratamento de efluentes (Talbot et al.
1990) e alto valor nutricional. Seu uso como fonte alimentar humana remonta aos astecas e

foi documentada pelos cronistas de Cortez a época da conquista espanhola do México



(Farrar 1966). Varias populagdes nativas - africanas, asidticas e sul-americanas - incluem
cianobactérias, sobretudo dos géneros Nostoc e Spirulina, em seu cardapio (Johnston
1970). Modernamente, Spirulina e Aphanizomenon sio cultivados em larga escala para a
producdo de complementos alimentares de alto teor protéico e vitaminico (Belay et al.

1993).

2.3. Importancia Sanitaria

Nas ultimas décadas, os problemas decorrentes da eutrofizacdo dos corpos aquaticos
tétm se acentuado, com conseqiiéncias sanitarias desastrosas. As cianobactérias
desempenham papel decisivo neste contexto, uma vez que, em ambientes eutrofizados e
hipertrofizados, sobretudo de dgua doce, representam os organismos dominantes, formando
floragdes freqiientes (Paerl 1996). Colocam em risco a qualidade da agua destinada ao
consumo humano, através da liberagdo de compostos de propriedades organolépticas que
conferem gosto ¢ odor as adguas de abastecimento. Além disso, produzem metabolitos de
efeito nocivo sobre outros procariotos e/ou eucariotos, incluindo lipopolissacarideos,
alcaloides, policetonas e oligopeptideos toxicos (Namikoshi & Rinehart 1997). Ha
numerosos relatos de morte de animais selvagens e de criagdo pelo consumo de agua
contendo cianobactérias e varios episoddios de comprometimento da sautde humana, alguns
deles com vitimas fatais (Codd et al. 2005). Seu desenvolvimento em massa diminui,

ainda, a qualidade cénica de aguas recreacionais (Cronberg & Annadotter 2000).

3. Classificacao das Cianobactérias
A classificagdo dos organismos atualmente conhecidos como cianobactérias iniciou-
se em 1753 com o sistema binomial de Lineu. Hoje é amplamente aceito que o Byssus

filamentis plumosis natantibus descrito pelo naturalista sueco em seu Species Plantarum



corresponde a espécie Aphanizomenon flos-aquae (Willén & Willén 1999). Ainda no final
do século XVIII e ao longo de todo o século XIX, inimeros representantes do grupo foram
descritos e agrupados sob varias denominagdes. Em 1833, Wallroth reuniu as
cianobactérias sob a designagao de Myxophyceae. Em 1843, Kiitzing atribuiu ao grupo o
nome de Gloeosipheae, alterado por Rabenhorst para Phycochromophyceae em 1865
(Kirchner 1898). Em 1874, Sachs cunhou o termo Cyanophyceae, prevalente até hoje entre
muitos botanicos. Cohn, em 1879, reconhecendo a semelhanga com as bactérias,
denominou a classe de Schyzophyceae (Drews 2000).

Na segunda metade do século XIX, as cianobactérias — tratadas como plantas pela
maioria dos autores - passaram a ter sua nomenclatura regida pelo Cédigo Internacional de
Nomenclatura Botanica. Bornet & Flahault (1886-1888) e Gomont (1892) elaboraram as
primeiras monografias taxonomicas amplas das formas filamentosas heterocitadas e nao-
heterocitadas, respectivamente, demarcando o inicio da nomenclatura valida para o grupo.
O primeiro sistema abrangendo todas as formas filamentosas e cocodides conhecidas até
entdo foi elaborado por Kirchner em 1898. A classificagdo tradicional realizada no esteio
desses autores baseia-se primordialmente em observacdes morfologicas de material
oriundo da natureza. Em 1932, Geitler revisou e ampliou o sistema de Kirchner,
classificando cerca de 1300 espécies em 145 géneros pertencentes a vinte familias de trés
ordens. Ao longo de todo o século XX, revisdes ou sistemas semelhantes foram propostos
por, entre outros, Frémy (1929, 1930), Elenkin (1936, 1938, 1949), Huber-Pestalozzi
(1938), Fritsch (1945), Hollerbach et al. (1953), Desikachary (1959, 1973), Starmach
(1966), Golubic (1967), Kondrateva (1968) e Bourrelly (1970) (Anagnostidis & Komarek
1985). Todos estes autores se apdiam sobre caracteristicas fenotipicas ¢ obedecem as
regras taxondmicas estabelecidas pelo Cédigo Internacional de Nomenclatura Botanica.

Entre 1956 ¢ 1981, Drouet e Daily reduziram drasticamente o nimero de taxons para



62 espécies distribuidas em inicialmente 24 (Anagnostidis & Komarek 1985) e, por fim,
somente 9 géneros (Litvaitis 2002). Em seu sistema, os autores aplicaram o conceito de
ecofenes (ou ecdtipos) sobre os cerca de 32000 espécimes analisados, considerando a
variacdo morfoldégica como mera expressdo diferenciada de um mesmo gendtipo em
resposta as condi¢des ambientais. O sistema de Drouet, porém, nunca obteve aceitacdo
ampla e caiu em desuso por desconsiderar a ampla variabilidade morfoldgica ¢ genética
existente entre as cianobactérias.

A classificacdo botanica do grupo foi revisada por Komarek e Anagnostidis
(Anagnostidis & Komarek 1985, Komarek & Anagnostidis 1989, 1990, 1999, 2005).
Baseando-se sobretudo em caracteristicas morfologicas do talo, modo de divisao celular e
produgdo de células diferenciadas, os autores dividiram o grupo em quatro ordens:
Chroococcales, Nostocales, Oscillatoriales e Stigonematales (tabela 1), contendo cerca de
2800 espécies.

Embora a semelhanga morfologica e estrutural com as bactérias tenha sido observada
ainda no século XIX, ndo foi antes de 1970 que as cianobactérias foram, do ponto de vista
nomenclatural, efetivamente tratadas como procariontes. A partir de 1971, Stanier e
colaboradores, baseando-se em estudos ultraestruturais, bioquimicos e moleculares,
classificaram alguns representantes como bactérias (Stanier et al. 1971). Em 1978, a
nomenclatura do grupo passou a ser regida também pelo Coédigo Internacional de
Nomenclatura Bacterioldgica (Oren 2004). Com base em culturas puras axénicas, Rippka
et al. (1979) elaboraram um sistema de classificacio posteriormente adotado e
modificado pelo Bergey’'s Manual of Systematic Bacteriology (Staley & Holt 1989,

Boone & Castenholz 2001), constituido de cinco subsec¢des (tabela 1).



Tabela 1. Sistemas de Classificacdo Botanico e Bacterioldgico das Cianobactérias

Classificacdao Botanica
(Anagnostidis & Komarek 1990, Komarek &
Anagnostidis 1989, 1999, 2005)

Classificacdo Bacterioldgica
(Boone & Castenholz 2001)

ORDEM CHROOCOCCALES
Organismos unicelulares, coloniais ou
pseudofilamentosos. Reproducdo por divisdo

celular, fissdo bindria ou fissdo multipla. 11
familias.

SUBSECAO I

Organismos unicelulares ou coloniais.
Reprodugcdo por fissdo  binaria
simétrica ou assimétrica em 1,2 ou 3
planos ou por “budding”.

SUBSECAO II

Organismos unicelulares ou coloniais.
Reprodugcdo também por fissdo
multipla interna, com produgdo de
células-filhas menores que a célula-
mae (baedcitos).

ORDEM OSCILLATORIALES

Organismos filamentosos homocitados. 6 familias.

SUBSECAO 111

Organismos filamentosos unisseriados
que sofrem fissdo binaria em um plano
perpendicular ao eixo longitudinal.
Somente células vegetativas (em
alguns casos, necridios). Alguns
membros com ramificacdes falsas.
Presenca de heterotrofos facultativos.

ORDEM NOSTOCALES

Organismos filamentosos heterocitados, producdo
facultativa de  acinetos, divisdo  celular
exclusivamente perpendicular ao eixo longitudinal
do tricoma, ramificagdo ausente ou falsa. 6
familias.

SUBSECAO IV

Organismos filamentosos unisseriados
que sofrem fissdo binaria em um plano
perpendicular ao eixo longitudinal (as
vezes, ocorréncia de ramificacdo
falsa). Presenca de heterocitos e,
frequentemente, acinetos. As vezes,
hormogonios.

ORDEM STIGONEMATALES

Organismos filamentosos, uni ou multisseriados,
com ramificagdo verdadeira e producdo facultativa
de heterocitos. 8 familias.

SUBSECAO V

Organismos filamentosos
multisseriados com divisdo celular
transversal, obliqua ou longitudinal —
ramificacbes falsas e verdadeiras.
Heterocitos, acinetos.

Nos ultimos anos, em conseqiiéncia do aciimulo de informag¢des moleculares, os

sistemas de classificacdo tradicionais tém sido modificados, acompanhando a tendéncia da
sistemdtica bacteriana em reunir as caracteristicas morfologicas, ecoldgicas, bioquimicas,
ultraestruturais e genéticas em sistemas de classificacdo polifasicos. Resultado recente dos
esfor¢os de conciliacdo das abordagens botanica e bacterioldgica € o sistema elaborado em
2005 por Hoffmann et al., baseado em semelhanga genética (principalmente do 16S

RNAr), caracteristicas morfologicas e arranjo dos tilacoides. O sistema introduz



modificagdes sobretudo nos niveis hierdrquicos mais elevados, reagrupando as ordens e

familias em quatro subclasses (tabela 2).

Tabela 2. Sistema de classificagdo de Hoffmann et al. (2005)

Classificacao Polifasica

(Hoffmann, Komarek & Kastovsky 2005)

SUBCLASSE GLOEOBACTEROPHY CIDAE nom. prov.— Cocoides sem tilacoides
Ordem GLOEOBACTERALES — 1 familia.

SUBCLASSE SYNECHOCOCCOPHYCIDAE nom. prov. - Tilacéides paralelos a superficie celular.
Ordem SYNECHOCOCCALES - Organismos unicelulares ou coloniais. 4 familias.
Ordem PSEUDANABAENALES - Organismos filamentosos estreitos. 2 familias.

SUBCLASSE OSCILLATORIOPHYCIDADE nom.prov. — Tilacéides radiais.
Ordem CHROOCOCCALES - Organismos unicelulares ou coloniais. 11 familias.
Ordem OSCILLATORIALES - Organismos filamentosos grandes. 5 familias.

SUBCLASSE NOSTOCOPHYCIDAE nom. prov. - Filamentosas heterocitadas, arranjo irregular dos tilacoides.
Ordem NOSTOCALES — 10 familias.

4. Filogenia de Cianobactérias

A reconstrucdo das relagdes de parentesco entre as cianobactérias e destas com outros
procariontes sofreu enorme avanco com a introdugdo das técnicas de biologia molecular.
Diferentes marcadores moleculares sdo uteis para o estabelecimento de filogenias: acidos
graxos, quinonas, carotendides, proteinas, acidos nucléicos, entre outros (Willmotte 1994).
Inumeros genes tém sido seqiienciados, destacando-se o rrs, codificador para a subunidade
menor (16S) do RNA ribossomico. Willmotte (1994) resume as propriedades que tornam
este gene proficuo para os estudos evolutivos: universalidade, constancia funcional,
combinagdo de regides conservadas com regides variaveis e numero apropriado de
unidades informativas (cerca de 1500 nucleotideos). Além disso, as seqiiéncias sao
facilmente alinhdveis, sendo que, para as cianobactérias, ja hd mais de 6000 depositadas
em bancos de dados publicos (Wacklin 2006).

De acordo com a andlise das seqiiéncias do RNAr 168, as cianobactérias formam um

agrupamento monofilético de eubactérias (Woese 1987). As ordens tradicionais



heterocitadas (Nostocales e Stigonematales) constituem um clado monofilético
(Giovannoni et al. 1988) que mistura representantes de ambas (Gugger & Hoffmann 2004),
enquanto as demais ordens botanicas sdo polifiléticas (Litvaitis 2002). A polifilia das
formas filamentosas homocitadas aponta para varios eventos independentes de surgimento
da morfologia filamentosa ao longo da historia evolutiva do grupo (Tomitani et al. 2006).

Todavia, ainda ndo € possivel estabelecer relagdes filogenéticas definitivas, sobretudo
nos niveis hierarquicos mais baixos, uma vez que os resultados dos estudos sdo dinamicos,
alterando-se de acordo com o gene seqiienciado (Castenholz 2001).

Atualmente, existem 16 genomas de cianobactérias inteiramente seqiienciados e mais
de 20 em andamento, fornecendo material para futuros reagrupamentos dos integrantes do

grupo (Liang et al. 2006).

5. Classifica¢do e caracterizacio dos géneros Cylindrospermopsis, Aphanizomenon e
Raphidiopsis

Os géneros Cylindrospermopsis, Aphanizomenon e Raphidiopsis sdo classificados
na ordem Nostocales, familia Nostocaceae (Komarek & Anagnostidis 1989). A familia
agrupa organismos unisseriados, isopolares, sem ramificacdo (a divisdo celular ocorre
exclusivamente no plano perpendicular ao eixo longitudinal do tricoma) ¢ sem zonas
meristematicas, cuja reproducdo se da pela fragmentagdo do tricoma ou pela producdo de
hormogodnios e/ou hormocistos. A producdo de células especializadas (heterocitos e
acinetos) pode estar ausente nos tdxons derivados (Komarek & Anagnostidis 1989). A

tabela 3 lista as caracteristicas diacriticas dos trés géneros.



Tabela 3. Caracteristicas diacriticas dos géneros Aphanizomenon, Cylindrospermopsis ¢

Raphidiopsis (Komarek & Anagnostidis, 1989)

Origem e Tipo de Caracteristicas
. Estrutura L . L.
Género . posicao dos desenvolvimento diacriticas
do tricoma . . L.
heterocitos do acineto adicionais
. mucilagem
. paraheteromtlco .
Aphanizomenon difluente;
ou
Morren ex Bornet et subsimétrica intercalar . tricomas
paraheterocitico- .
Flahault 1888 ) solitarios ou
distante o
coloniais
Cylindrospermopsis
Seenayya & Subba subsimétrica terminal paraheterocitico  tricomas solitarios
Raju 1972
Raphidiopsis Fritsch o . _ s
) subsimétrica ausente solitario tricomas solitarios
& Rich 1929

Aphanizomenon Morren ex Bornet et Flahault 1888 ocorre em aguas doces e
salobras de todo o mundo (Barker et al. 2000b), com 17 espécies conhecidas (Komarek &
Hauer 2004). A espécie-tipo, Aphanizomenon flos-aquae, descrita inicialmente como
Byssus flos-aquae por Lineu em 1753, foi validamente publicada por Bornet e Flahault em
1888. Para tal, os autores basearam-se no nome genérico criado por Morren em 1838 e na
combinacdo Aphanizomenon flos-aquae criada por Ralfs em 1850 para o tipo (Komarek
1958).

Foi relatada para o género a producdo de saxitoxinas, anatoxinas e
cilindrospermopsinas (Sivonen & Jones 1999, Codd et al. 2005, Falconer 2005).

No Brasil, o género ocorre com as seguintes espécies: Aphanizomenon manguinii
(Komarek et al. 2001), A. volzii (Jardim & Viana 2003), A. gracile e A. tropicalis
(Sant’Anna et al. 2007). A espécie A. issatschenkoi citada por Costa et al. (2006) ¢

atualmente classificada como Cuspidothrix issatschenkoi (Rajaniemi et al. 2005).

Cylindrospermopsis (Woloszynska) Seenayya & Subba Raju 1972 é um género



primariamente pantropical com irradiagdo recente a latitudes temperadas (Padisak 1996,
Briand 2004). Sua espécie tipo, Cylindrospermopsis raciborskii, foi descrita em 1912 a
partir de material coletado por Woloszynska em Java, Indonésia, e classificado
inicialmente como Anabaena raciborskii, se¢do Anabaenopsis (Komarkova 1998). Em
1923, Miller criou o género Anabaenopsis, caracterizado pelos heterocitos
secundariamente terminais formados a partir da divisdo desigual de duas células
intercalares contiguas e posterior quebra do tricoma. No mesmo ano, Elenkin transferiu
Anabaena raciborskii para o novo género, apesar do modo especial de desenvolvimento do
heterocito pela divisao desigual de célula apical e pela posi¢cdo primariamente terminal da
célula fixadora de nitrogénio (Jeeji-Bai et al. 1980, Komarek & Komarkova 2003).
Seenayya & Subba Raju (1972) consideraram esta caracteristica distintiva de um novo
género, Cylindrospermopsis, na época monoespecifico. Desde entdo, nove novas espécies
foram descritas (Komarek & Hauer 2004), algumas delas de importancia sanitaria
crescente, em fun¢do da formacdo de floragdes, de sua expansdo crescente por todo o
mundo (Padisak 1997, Wiedner 2007) e da capacidade de produgdo de alcaldides neuro e
citotoxicos (saxitoxinas e cilindrospermopsinas) (Sivonen & Jones 1999, Codd et al. 2005,
Falconer 2005). No Brasil, a espécie C. raciborskii possui ampla distribuigdo, sendo
encontrada em corpos d’agua de todo o pais. Além desta espécie, ainda é registrada no pais
a ocorréncia de C. phillipinensis, C. catemaco (Huszar et al.2004) e C. acuminato crispa
(Couté & Bouvy 2004).

Raphidiopsis Fritsch & Rich 1929, embora considerado um género raro, possui
ampla distribuicao geografica no mundo, tendo sido documentado sobretudo na China e no
Brasil (Falconer 2005). Foram descritas, até o presente momento, seis espécies, sendo duas
produtoras de neurotoxinas (saxitoxinas, anatoxinas) (Namikoshi et al. 2003, 2004,

Watanabe et al. 2003, Mohamed 2007, Yunes et al. 2007) e uma de citotoxinas



(cilindrospermopsina e deoxicilindrospermopsina) (Li et al. 2001). Em nosso pais,

ocorrem as espécies R. brookii, R. curvata e R. mediterranea.
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OBJETIVOS



1. Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo geral definir as relacdes morfoldgicas e
filogenéticas existentes entre cianobactérias heterocitadas potencialmente toxicas dos
géneros Aphanizomenon Morren ex Bornet & Flahault, Cylindrospermopsis
(Woloszynska) Seenayya & Subba Raju e Raphidiopsis Fritsch & Rich (Nostocaceae,

Nostocales).

2. Objetivos especificos

Os objetivos especificos do trabalho sao:

1. Descrever e comparar dez linhagens brasileiras de Aphanizomenon,
Cylindrospermopsis e Raphidiopsis segundo critérios morfologicos e
morfométricos;

2. Determinar as relagdes filogenéticas das dez linhagens com base em seqiiencias
do gene rrs (codificador da subunidade menor (16S) do RNA ribossdmico
(RNAr));

3. Verificar a producao de neuro ou citotoxinas pelas dez linhagens estudadas.



CAPITULO 1

Estudos morfologicos de linhagens brasileiras de cianobactérias
potencialmente toxicas dos géneros Aphanizomenon, Cylindrospermopsis e

Raphidiopsis (Nostocales)



ABSTRACT - (Morphological evaluation of Brazilian strains of potentially toxic
Cyanobacteria from the genera Aphanizomenon, Cylindrospermopsis e Raphidiopsis
(Nostocales))

The potentially toxic cyanobacterial genera Cylindrospermopsis (Woloszynska) Seenayya
& Subba Raju 1972, Aphanizomenon Morren ex Bornet et Flahault 1888 and Raphidiopsis
Fritsch et Rich 1929 (Nostocales) show great phenotypic plasticity and are quite frequently
confounded in samples taken from nature. In studies conducted with cultured strains, their
morphology is often very poorly described. The objective of the present study was to
describe ten Brazilian strains of the three genera, in order to compare them under
morphological and morphometric criteria. All the strains presented great morphological
variation. Among the analised variables, only the length/diameter ratio of the terminal cell
was able to set apart the genus Aphanizomenon from the Cylindrospermopsis/Raphidiopsis
complex. All further analised variables showed discontinuities at subspecific level and
were inadequate in circumscribe the genera. In two of the studied strains of
Aphanizomenon, the diacritic features were not stable under reduced nitrogen availability,

pointing to their dependence from environmental conditions.

KEY WORDS: Culture, morphometrics, phenotypic plasticity



RESUMO - (Estudos morfologicos de linhagens brasileiras de cianobactérias
potencialmente toxicas dos géneros Aphanizomenon, Cylindrospermopsis e
Raphidiopsis (Nostocales))

As cianobactérias heterocitadas dos géneros potencialmente toxicos Cylindrospermopsis
(Woloszynska) Seenayya & Subba Raju 1972, Aphanizomenon Morren ex Bornet et
Flahault 1888 ¢ Raphidiopsis Fritsch et Rich 1929 (Nostocales) possuem ampla
plasticidade fenotipica, sendo frequentemente confundidas em material da natureza. Em
estudos com material cultivado, sdo pobremente descritas do ponto de vista morfoldgico.
O objetivo do presente trabalho foi descrever dez linhagens brasileiras pertencentes aos
trés géneros, a fim de compara-las segundo critérios morfolégicos e morfométricos. Todas
as linhagens apresentaram ampla variacdo morfologica. Das varidveis analisadas, somente
a razdo comprimento/didmetro da célula apical mostrou-se adequada para separar o género
Aphanizomenon do complexo Cylindrospermopsis/Raphidiopsis. Todas as demais
varidveis analisadas mostraram-se inadequadas para a delimitacdo dos géneros por
apresentaram descontinuidade em nivel subespecifico. Em duas das linhagens de
Aphanizomenon estudadas, as caracteristicas diacriticas do género ndo se mantiveram
estaveis quando da reducdo da disponibilidade de nitrogénio no meio de cultura, apontando

para sua dependéncia de fatores ambientais.

PALAVRAS-CHAVE: Cultura, morfometria, plasticidade fenotipica



1. Introduciao

A elaboragdo de um sistema de classificacdo polifasico para as cianobactérias
depende da reunido de informagdes morfoldgicas, ecofisiologicas, biogeograficas,
bioquimicas, ultraestruturais ¢ moleculares (Komarek 2006 a,b). Nesse contexto, a
caracterizacdo morfoldgica dos taxons constitui o ponto de partida para a constru¢do de um
sistema coerente, tanto do ponto de vista botanico, como do ponto de vista bacteriologico
(Komarek 1994, Li et al. 2000a, Komarek 2006b). De uma perspectiva pratica, apesar do
enorme avango das técnicas moleculares, a morfologia ainda fornece informagdes bastante
uteis para a avaliagdo da variabilidade e diversidade das cianobactérias, inico grupo
procarionte que permite uma taxonomia baseada em caracteres morfoldgicos (Kovacik &
Holeckova 1984, Gautier et al. 2007). De modo geral, muitos dos agrupamentos resultantes
da analise de seqiiéncias génicas, sobretudo do RNAr 16S, revelaram-se congruentes com
os géneros estabelecidos pelos métodos tradicionais (Komarek & Kastovsky 2003,
Komarek 2006 a,b). Entretanto, os géneros cléssicos freqiientemente apresentam grande
heterogeneidade morfolégica, o que dificulta a correta classificagdo das espécies
(Bazzichelii & Abdelahad 1994, Komarek 2000, Rajaniemi et al. 2005a). As
cianobactérias possuem ampla plasticidade fenotipica induzida por variabilidade ambiental
(Anand 1988, Litvaitis 2002) e nem sempre as caracteristicas diacriticas estdo presentes
nas populagdes naturais ou mantidas em cultura (Li et al. 1997). Assim, muitas vezes os
estudos filogenéticos e toxicologicos sdo realizados em espécies ou linhagens pobremente
descritas e incorretamente identificadas (Willmotte & Herdman 2001, Li et al. 2000b, Li et
al. 2003, Komarek 2006 b, Palinska et al. 2006). Komarek & Anagnostidis (1989) estimam
em mais de 50% a propor¢do de linhagens mantidas em cultura com identificagdo
incorreta. Por fim, a taxonomia polifisica ainda se apoia sobre o estudo de poucas

linhagens e varios taxons tém posi¢ao sistematica incerta (Rajaniemi et al. 2005a). Deste



modo, a ampliagdo do conhecimento morfologico sobre os representantes do grupo ¢é
fundamental.

Nos ultimos anos, as espécies pertencentes aos géneros Cylindrospermopsis
(Woloszynska) Seenayya & Subba Raju 1972, Aphanizomenon Morren ex Bornet et
Flahault 1888 ¢ Raphidiopsis Fritsch et Rich 1929 (Nostocales) tém sido objeto de intensa
investigagdo ecofisiologica (Toth & Padisak 1986, Présing et al. 1996, Padisak 1997,
Istvanovics et al. 2000, Saker & Griffith 2000, Shafik et al. 2001, Briand et al. 2002, 2004,
Moore et al. 2003, 2005, Spréber et al. 2003, Tucci & Sant’ Anna 2003, Burford et al.
2006, Wiedner et al. 2007), toxicologica (Hawkins 1985, 1997, Ohtani 1992, Lagos et al.
1999, Norris et al. 1999, Saker & Eaglesham 1999, Saker & Griffiths 2000, Saker et al.
2004, Pomati et al 2000, 2003, 2004a,b, Falconer & Humpage 2001, 2006, Li et al.
2001a,b, Saker & Neilan 2001, Kiss et al. 2002, Metcalf et al. 2002, Shen et al. 2002,
Namikoshi et al. 2003, 2004, Saker et al. 2003, Bernard et al. 2003, Chen et al. 2003,
Fastner et al. 2003, 2007, Castro et al. 2004, Nogueira et al. 2004, Dyble et al. 2006,
Preussel et al., 2006, Stewart et al. 2006, White et al. 2006) e molecular (Schembri et al.
2001, Wilson et al. 2000, Gugger et al. 2002, 2005, Dyble et al. 2002, Neilan et al. 2002,
2003, Chonudomkul et al. 2004, Rajaniemi et al. 2005 a,b, Valerio et al. 2005, Jungblut &
Neilan 2006, Kellmann et al. 2006), em virtude de sua crescente dominancia em corpos
d’agua eutrofizados, seu potencial toxico e, no caso de Cylindrospermopsis raciborskii,
rapida expansdo geografica em todo o mundo.

Com relagdo a morfologia de representantes dos trés géneros, grande parte das
descrig¢des estd contida em trabalhos de cunho floristico e se baseia na analise de somente
poucos exemplares. Alguns estudos especificos fornecem descrigdes mais detalhadas,

apresentadas nas tabelas 1, 2 e 3.



Tabela 1: Caracteristicas morfologicas de Cylindrospermopsis (Woloszynska) Seenayya & Subba Raju 1972.

Tricomas Morfologia das Células Heterocitos Acinetos Reproducio Referéncia
, . o e
células vegetativas terminais

Livre-flutuantes, solitarios; retos, curvos Cilindricas, forma de barril, Conicas ou mais Exclusivamente terminais, ovais, Elipticos ou cilindricos, em Fragmentagdo do Komarek &
ou espiralados, em varias espécies geralmente bem mais longas que ou menos ovoides ou conicos, as vezes espécimes espiralados em geral tricoma e ou acinetos. Komarkova
estreitado em direcdo as extremidades; largas, verde-azulado  palido, pontiagudas. levemente curvos ou em forma de levemente recurvados. (2003)
sem bainha. Isopolares (heteropolares nos amareladas ou verde-oliva, gota, com um poro.
tricomas com apenas um heterocito), facultativamente com aer6topos.
subsimétricos, com ou sem constri¢des.
Tricomas estreitos (<4 um) retos ou Cilindricas, com agrupamentos Terminais, em uma ou ambas as  Solitarios, em pares ou cadeias Castenholz
fracamente retorcidos. Sem hormogonios aleatorios de vesiculas de gas. extremidades dos tricomas.  curtas adjacentes aos ou pouco (2001)
ou zonas estruturalmente diversas dos Conicos a espadiformes. distantes dos heterocitos.
filamentos maduros.
Planctonicos solitarios; retos, levemente  Cilindricas, com leve ou nenhuma Extremidades Conicos ou ovoides longos, sempre  Cilindricos ou ovalados Baker & Fabbro

curvos ou espiralados, subsimétricos; com
vesiculas  gasosas; sem  envelope
mucilaginoso.

constrigdo nos septos.

atenuadas quando
ndo ha heterocitos.

terminais em uma ou ambas as
extremidades do tricoma.

oblongos, solitarios ou em pares,
intercalares, paraheterociticos.

(1999)

Isopolares, solitarios, retos ou espiralados, Terminais, desenvolvimento em  Solitarios, em pares ou em séries Komarkova
livre- flutuantes, cilindricos ou levemente geral sucessivo. curtas. Estrutura subsimétrica (1998)
estreitados em ambas as extremidades. semelhante a Aphanizomenon ,
Semelhante ao género Aphanizomenon, do cujos heterocitos, no entanto, sao
qual, contudo, difere pelo modo do B B intercalares.
desenvolvimento do heterocito.
Retos  ou  espiralados, estreitando  Cilindricas com leve ou nenhuma Sempre terminais.  Intercalares. Seenayya et
levemente em direc¢@o as extremidades. constri¢ao nos septos. B Desenvolvimento apds quebra do Subba Raju
tricoma. (1972)

Filamentos solitarios, retos ou espiralados,  Cilindricas, isodiamétricas ou mais  Estreitadas, Heterocitos ovodides ou conicos, Ovais a cilindricos com apices Komarek
livre-flutuantes, levemente estreitados e  curtas ou mais longas que largas, cOnicas ou com um poro, terminais. arredondados, de 1 a 3 (1992)
ambas as extremidades, sem bainha. verde-azulado palido ou pontiagudas. levemente distantes dos

amareladas, com aerotopos. heterocitos.
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Tabela 2: Caracteristicas morfologicas de Aphanizomenon Morren ex Bornet et Flahault 1888.

Tricomas Morfol?gla das células Células terminais  Heterocitos Acinetos Referéncia
vegetativas
Livre-flutuantes, solitarios, em algumas  Cilindricas ou em forma de Longas, cilindricas e 1 a 3, Em geral ovais a Komarek
espécies reunidos em fasciculos de barril, mais ou menos hialinas, obtusas ou distantes, cilindricos com pdlos (1992)
tricomas paralelos formando colonias isodiamétricas ou levemente arredondadas na intercalares, arredondados,
micro ou macroscopicas (at¢é 2 cm). mais largas que longas ou longas extremidade ou subsimétricos ~ raramente esféricos.
Tricomas retos, levemente retorcidos que largas, em geral com Intensamente em relagdo ao Desenvolvimento
ou  helicoidais, cilindricos  ou aerotopos, algumas espécies alongadas, estreitadas, tricomas, em paraheterocitico.
estreitados em diregdo aos 4pices, obrigatoriamente sem aerdtopos.  vacuolizadas a forma de barril Solitarios ouem 2 a 3
isopolares, sempre subsimétricos, com inteiramente  hialinas, ou cilindricos proximos aos
ou sem constrigdes, sem bainha, varias pontiagudas ou com heterocitos ou pouco
espécies com mucilagem fina e cOnicas, levemente extremidades distantes a eles, em
difluente, incolor. alongadas e as vezes arredondadas posi¢do  assimétrica
com pequenos  ou obtusas. no tricoma.
vacuolos.
Tabela 3: Caracteristicas morfoldgicas de Raphidiopsis Fritsch et Rich 1929.
Tricomas Morfologia das células vegetativas Celu!as ) Heterocitos  Acinetos Reprodugiio  Referéncia
terminais
Livre-flutuantes, Em forma de barril, as vezes levemente Conico- Ausentes. No meio do Komarek
solitarios, sem bainha ou alongadas nas extremidades do tricoma, arredondadas ou tricoma, isolados (1992)
envelope mucilaginoso, com ou sem aerotopos. acuminadas. ou em série. _
retos, curvos ou
espiralados,  isopolares,
uniseriados, em  geral
levemente atenuados em
direcilo a ambas as
extremidades, constritos
ou ndo.




Os trabalhos mais extensivamente dedicados a analise morfologica e morfométrica
de Cylindrospermopsis, Aphanizomenon e Raphidiopsis sao os de Singh (1962), Horecka &
Komarek (1979), Komarek (1984), Hindak (2000), Komarek & Kling (1991), Komarkova
(1998), Komarkova-Legnerova & Tavera (1996), Saker et al. (1999), Saker & Neilan (2001),
Komarkova et al. (1999), Komarek & Komarkova (2003), Shafik (2003), Shafik et al.
(2003), Moore et al. 2004 para Cylindrospermopsis; Horecka & Komarek (1979), Kovacik &
Holeckova (1984), Komarek & Kovacik (1989), Watanabe (1991), Bazzichelli & Abdelahad
(1994), Kling et al. (1994), Li et al.(2000b), Li et al. (2003), Hindak et al. (2000), Rajaniemi
et. al. (2005a,b) para Aphanizomenon, ¢ Rao (1957), Hill (1970), Hill et al. (1972), Cronberg
(1973) e Hindak et al. (1987) para Raphidiopsis. As tabelas 4, 5 ¢ 6 resumem os principais
resultados destes trabalhos. Sua analise permite algumas conclusdes:

1. Cylindrospermopsis raciborskii (tabela 5), espécie-tipo do género, possui grande
plasticidade fenotipica, o que dificulta sua correta identificagdo (Padisak 1997,
Komarkova et al. 1999, Hawkins 2001; Komarek & Komarkova 2003, Moore et al.
2004). E uma espécie freqiientemente identificada de modo equivocado, tendo sido
classificada no passado como Anabaenopsis, Aphanizomenon, Cylindrospermum e
Raphidiopsis (Komarkova 1998), inclusive no Brasil (Branco & Senna 1991).

2. Aphanizomenon (tabela 4) também apresenta amplo espectro de variabilidade
morfologica, assemelhando-se a Anabaena em um extremo morfologico (Komarek &
Kovacik 1989, Hindak 2000, Gkelis et al. 2005) e a Cylindrospermopsis no outro
(Komarkova 1998). Além disso, Aphanizomenon flos-aquae tropical ¢, muito
provavelmente, Cylindrospermopsis raciborskii (Cronberg 1978) ou Raphidiopsis sp.
(Komarkova 1998). Em nivel infra-genérico, populagdes ou linhagens isoladas de

Aphanizomenon sp. ou Aphanizomenon issatschenkoi (esta ultima reclassificada como



Cuspidothrix issatschenkoi por Rajaniemi et al. 2005a) foram erronecamente
classificadas como A. flos-aquae (Li et al. 2000b, Li et al. 2003, Pereira et al. 2004).
Wood (2007) relata a confusdo com a identificagdo incorreta da espécie
potencialmente toxica A. issatschenkoi (Cuspidothrix issatschenkoi), inicialmente
identificada como Raphidiopsis mediterranea na Nova Zelandia.

Raphidiopsis (tabela 6) difere de Cylindrospermopsis basicamente pela auséncia de
heterocitos, esta auséncia, todavia, ndo foi definitivamente comprovada por
experimentos (Komarkova 1998). A morfologia do género permanece pouco conhecida
e o mesmo ¢ interpretado como representando um estagio no ciclo de vida de
Cylindrospermopsis (Komarek & Komarkova 2003, Padisak, comunicacdo pessoal), o
que seria corroborado pela freqiiente ocorréncia simultanea de ambos (Hill 1970). Sua

real posigdo taxondmica ainda é obscura (Li et al. 2004).



Tabela 4: Principais estudos morfologicos e morfométricos do género Aphanizomenon.

Referéncia

Objetivos

Resultados

Horecka & Komarek (1979)

Estudo da posigdo taxondmica de trés espécies de
Nostocales da Republica Tcheca

Transferéncia de Anabaena aphanizomenoides para Aphanizomenon;
Descri¢do de Aphanizomenon tropicalis Horecka & Komarek sp. nov.;
Verificagdo da semelhanga entre Aphanizomenon e Raphidiopsis.

Kovacik & Holeckova (1984)

Avaliagdo biométrica de populagdes de Aphanizomenon
da Republica Tcheca

Apresentacdo das medidas das populagdes estudadas.

Komarek & Kovacik (1989)

Estudo da diversidade morfologica de populagdes de
Aphanizomenon da Republica Tcheca.

Estabelecimento de 4 grupos morfologicos, descricdo de nova espécie
(Aphanizomenon flexuosum Komarek & Kovacik sp. nov.);
Semelhanca de Anabaena bergii com Aphanizomenon.

Watanabe (1991)

Estudos morfoldgicos de espécies de Aphanizomenon do
Japao.

Descri¢do de nova espécie (Aphanizomenon paraflexuosum Watanabe sp.
nov.)

Hindak (2000)

Estudo da diversidade morfologica de 4 espécies de
Anabaena e Aphanizomenon e discussdo das
caracteristicas diagnosticas dos dois géneros.

Posigdo taxondmica incerta de espécies de Aphanizomenon e Anabaena,
em virtude de sua grande semelhanca morfologica.

Bazzichelli & Abdelahad (1994)

Caracterizagdo morfométrica de duas populagdes de
Aphanizomenon de lagos italianos.

Dificuldade de classificar as populagdes;
Proposicdo do conceito de “espécie estatistica” para populagdes
levemente desviantes de uma espécie descrita.

Kling et al. (1994)

Estudos morfologicos e morfométricos de populagdo de
Nostocaceae do Canada.

Descri¢do de nova espécie (Aphanizomenon schindleri sp. nov. Kling,
Findlay & Komarek).

Li et al.(2000b)

Estudos morfologicos e seqiienciamento do gene do
RNAr 16S em linhagem neurotoxica de Aphanizomenon
isolada nos Estados Unidos.

Reclassificagio da linhagem de Aphanizomenon flos-aquae para
Aphanizomenon sp.

Lietal. (2003)

Estudos morfologicos e seqiienciamento do gene do
RNAr 16S em linhagem neurotoxica de Aphanizomenon
isolada em Portugal.

Reclassificagio da linhagem de Aphanizomenon flos-aquae para
Aphanizomenon issatschenkoi.

Gkelis et al. (2005)

Estudo de populagdes de A. ovalisporum em dois lagos
gregos.

Caracterizacdo morfométrica das populacdes estudadas.

Rajaniemi et al. (2005a,b)

Estudos morfologicos e moleculares de 4 géneros de
Nostocales, inclusive Aphanizomenon.

Agrupamento de Aphanizomenon com representantes planctonicos de
Anabaena ;

Criagdo de novo género Cuspidothrix com base em critérios
citomorfoldgicos e reclassificagdo de 4 espécies de Aphanizomenon.

Willame et al. (2006)

Estudos morfoldgicos e moleculares de cianobactérias
planctonicas da Bélgica e Luxemburgo, incluindo vérias
espécies de Aphanizomenon.

Agrupamento de Aphanizomenon e Anabaena por critérios moleculares,
distingdo morfologica de diferentes espécies de Aphanizomenon em
funcdo de dimensdes celulares e morfologia da célula apical.

0



Tabela 5: Principais estudos morfologicos e morfométricos do género Cylindrospermopsis.

Referéncia

Objetivos

Resultados

Singh (1962)

Descricdo  da  variabilidade  morfologica  de
Anabaenopsis raciborskii.

Ocorréncia sazonal e semelhanca morfoldgica
de algumas variantes com Raphidiopsis indica
e com espécies de Cylindrospermum.

Horecka & Komarek (1979)

Classificacdo de populagdo tcheca de C. raciborskii
com base em estudos morfoldgicos.

Komarek (1984) Comparagdo de Cylindrospermopsis retos (C.
raciborskii) e curvos (C. phillipinensis) amostrados em
Cuba.
Hindak (1988) Estudos morfolégicos de populacdes de
Cylindrospermopsis ¢ Anabaenopsis da Eslovaquia.
Komarek & Kling (1991) Estudos morfologicos de populagdes africanas de Descri¢do de 2 espécies novas

Cylindrospermopsis.

Komarkova-Legnerova & Taver (1996)

Morfologia de C. phillipinensis.

Komarkova (1998)

Revisdo critica do género.

Apresentagdo das caracteristicas diagnodsticas de
sete espécies.

Komarkova et al. (1999)

Estudos morfologicos de C. raciborskii na Lagoa do
Peri, Santa Catarina, Brasil.

Distingdo de quatro tipos morfologicos e detecgo
de formas andémalas.

Saker & Neilan (2001)

Morfologia de isolados australianos de C. raciborski.

Saker et al. (1999)

Descri¢do de 2 morfotipos (reto e curvo) de C.
raciborskii coletados na Australia.

Estabilidade morfologica dos dois morfotipos
apesar da semelhanga genética (16S rRNA) 99,8%
entre eles.

Komarek & Komarkova (2003)

Revisdo da diversidade fenotipica do género.

Resumo das caracteristicas morfologicas do
género.

Shafik et al. (2003)

Caracteristicas morfologicas de Cylindrospermopsis
em cultura.

Moore et al. (2004)

Modificagdes morfologicas ocorridas em C.raciborskii
durante a germinagdo de acinetos.

Hong et al. 2006

Estudo de populagdes de C. raciborskii de dois lagos
norte-americanos.

Caracterizagdo morfométrica das populacdes
estudadas.

4



Tabela 6: Principais estudos morfologicos e morfométricos do género Raphidiopsis.

Referéncia Objetivos Resultados
Rao (1957) Estudo morfolégico de populagdo de Raphidiopsis da Chave de identificagdo para as trés espécies
India. conhecidas.
Hill (1970) Estudo do género no lago Minnesotta. Descrigao de nova espécie.

Hill et al. (1972)

Variagdo morfolégica de Raphidiopsis no lago
Minnesotta.

Descrig@o de nova variedade.

Cronberg (1973)

Estudo morfologico e morfométrico de Raphidiopsis em
lago da Suécia.

Hindak et al. (1987)

Estudo da variagao morfoldgica em R. curvata.




2. Objetivos

Diante do acima exposto e considerando a importancia da adequada caracterizagao
morfoldgica dos tdxons de cianobactérias, o presente estudo tem como objetivo descrever e
comparar as caracteristicas morfoldgicas e morfométricas de dez linhagens brasileiras de
Nostocales pertencentes a trés géneros potencialmente toxicos: Cylindrospermopsis
(Woloszynska) Seenayya & Subba Raju, Aphanizomenon Morren ex Bornet & Flahault e
Raphidiopsis Fritsch & Rich. Duas dessas linhagens foram previamente estudadas por varios
autores, sobretudo quanto a aspectos toxicologicos e moleculares (Lagos et al. 1999, Wilson et
al. 2000, Dyble et al. 2002, Neilan et al. 2003, Pomati et al. 2003, 2004a,b, Castro et al. 2004,
Jungblut & Neilan 2006, Kellmann et al. 2006), contudo sua identificagdo e nomenclatura nao

sao uniformes nas diferentes publicagdes (Tabela 7).

3. Material e Métodos
A tabela 7 apresenta as dez linhagens estudadas. Nove pertencem a Colecao de Culturas
de Algas e Cianobactérias do Instituto de Botanica da Secretaria de Estado de Meio Ambiente
de Sdo Paulo e uma provem da Colegdo de Culturas do Departamento de Ciéncias Morfo-

Biologicas da Fundacao Universidade Federal do Rio Grande (FURG), Rio Grande do Sul.
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Tabela 7. Linhagens de Aphanizomenon, Cylindrospermopsis e Raphidiopsis estudadas.

. . . . , Ano
Taxon putativo Linhagem Origem Geografica de isolamento
. L M ba, Macei6, AL
Aphanizomenon sp. SPC 649 ag(zgo 4(?’1??5038’ V?;;elo
Aphanizomenon sp. SPC 704 Maceio, AL
. . Lago Bolonha, Belém, PA 1999
Aphanizomenon cf. gracile SPC 640 (1927 48°30°W)
. . Reservatorio Agua Preta, Belém, PA 1999
Aphanizomenon gracile SPC 668 (1927°S 48°30°W)
. . . Lago das Gargas, Sdo Paulo, SP 2000
Cylindrospermopsis / Raphidiopsis SPC 811 (23°39°S 46°37°W)
. . e Lago das Gargas, Sao Paulo, SP 2001
Cylindrospermopsis / Raphidiopsis SPC 820 (23°39°S 46°37°W)
. . . . a Represa Billings, Sao Paulo, SP 1996
Cylindrospermopsis raciborskii SPC 339 (23°48°S 46°34°W)
. . . .. Represa do Broa, Sdo Carlos, SP 2004
Cylindrospermopsis raciborskii SPC 969 (22°12’S 47°52°W)
o B . Represa Billings, Séo Paulo, SP 1996
Raphidiopsis brookii SPC 338 (23°48°S 46°34°W)
Raphidiopsis brookii. FURG CY 001 Lago dos Biguds, Rio Grande, RS 2004

(32°04' S 52°10' W)
? denominada de Braz2 por Dyble et al. 2002 e Neilan et al. 2003; brazil 2 por Wilson et al. 2000; e como T3 por Lagos et al. 1999, Pomati et al. 2004,
Jungblut & Neilan 2006 e Kellmann et al. 2006.

® (lassificada como Cylindrospermopsis raciborskii por Lagos et al. 1999 e Castro et al. 2004 e denominada de T2 pelos primeiros autores e de C10 por
Castro et al. 2004.




As linhagens, uniespecificas e ndo-axénicas, foram cultivadas em triplicata em camara de
cultura, nas seguintes condigdes, doravante referidas como normais:
e Meio ASMI liquido (tabela 8),
e Temperatura de 23,0 + 2°C,
e Irradiancia de 40 + 5 pmol fotons m™ s fornecida por 1ampadas fluorescentes,
e Fotoperiodo de 14 hs.

Para sua manutengdo, as culturas foram repicadas em meio de cultura fresco a cada 5
semanas, em camara de fluxo laminar, sendo inspecionadas sob microscopio oOtico a cada 5
dias para verificar sua integridade e auséncia de contamina¢do por organismos eucariontes e
por outras cianobactérias.

As amostras para as analises morfologicas e morfométricas foram colhidas entre a terceira
e quinta semana da inoculagdo em meio fresco.

A fim de induzir a producao de heterocitos, as linhagens foram crescidas, em triplicata, em
meio ASM1 com reducdo da concentracao de nitrogénio a 75%, 50% e 25%, respectivamente
(tabela 8), fotoperiodo de 10 hs. e com as demais condigdes mantidas.

Por fim, com o intuito de estimular a produgdo de acinetos e verificar sua posi¢ao relativa
aos heterocitos, as linhagens foram crescidas, em triplicata, sob condigdes de temperatura
reduzida (15,0 + 1°C), segundo Shafik et al. 2003, em meio ASM1 e ASM1 modificado
segundo a tabela 8, fotoperiodo de 10hs e irradidncia mantida como acima.

Foram realizadas observacdes morfologicas sob microscopio binocular Zeiss Axioskop-2
(Carl Zeiss, Jena, Alemanha) com contraste de fases e camara digital Sony Cybershot
acoplada. As seguintes caracteristicas morfologicas foram observadas e registradas

fotograficamente:



1. Morfologia geral do tricoma,

2. Estrutura do tricoma (posicao das células especializadas),

3. Morfologia das células apicais,

4. Morfologia das células vegetativas.

A presenca de bainha mucilaginosa foi testada através de adi¢do de nanquim ao material
estudado.

Tabela 8: Meio de cultura ASM1 (Gorham et al.1964) e ASM1 modificado.

Concentragado do Fonte N Fonte N Fonte N
Solucio estoque A meio normal a75% a 50% a25%
(ASM1) (g L") (ASM1 (ASM1 (ASM1
modificado) modificado) | modificado)
(gL (gL (gL

Na NO; 1,70.10" 1275100 0,85.107 0,425.10""

MgCl,.6H,0 4,10.10~ 4,10.10~ 4,10.10~ 4,10.10™

MgS0,.7H,0 4,90.107 4,90.107 4,90.107 4,90.107

CaCl,.2H,0 2,90.107 2,90.107 2,90.107 2,90.107
Solu¢io estoque B

K,HPO, 1,70.107 1,70.107 1,70.10° 1,70.107

Na,HPO,4 12H,0 3,60.107 3,60.107 3,60.107 3,60.10
Solucio estoque C

H3BO3 2,48.107 2,48.107 2,48.107 2,48.107

MnCl,.4H,0 1,39.10° 1,39.10° 1,39.10° 1,39.10°

FeCls.6H,0 1,08.10° 1,08.10° 1,08.10° 1,08.10°

ZnCl, 3,35.10" 3,35.10™ 3,35.10" 3,35.10"

CoCl,.6H,0 1,90.10° 1,90.10° 1,90.10° 1,90.107

CuCl, 1,40.10°° 1,40.10°° 1,40.10°° 1,40.10°°
Solucio estoque D

EDTA.Na, 7,40.10° 7,40.10° 7,40.10° 7,40.107

Além disso, foram realizadas medidas de comprimento e diametro nas 30 primeiras células
da porgao apical de 15 tricomas, em no minimo 20 heterocitos e 10 acinetos € em no minimo
10 células vegetativas intercalares de 20 tricomas (modificado de Komarek & Kovacik 1989).

As medidas foram realizadas em fotografias digitais com o programa Zeiss Axiovision 3.1



(Carl Zeiss, Jena, Alemanha).

As caracteristicas métricas foram descritas estatisticamente através do calculo de média
aritmética e desvio-padrao como medidas de, respectivamente, tendéncia central e grau de
dispersao absoluta dos dados. A normalidade dos dados foi verificada através do teste de
Komolgorov-Smirnov (Zar 1984). As diferencas entre as linhagens foram testadas pelo teste
de Kruskal-Wallis (ANOVA nao paramétrica de um fator), seguido do teste de comparagado
multipla de Dunn. Todos os célculos foram efetuados pelo programa SIGMASTAT 3.1.

A fim de comparar as linhagens considerando todas as caracteristicas métricas e
morfoldgicas acima listadas simultaneamente, foi realizada uma Andlise de Componentes
Principais (ACP). O programa computacional utilizado foi 0 PC-ORD versdo 3.1. (McCune &
Mefford 1997), com matriz de covaridncia. Foram consideradas significativas as variaveis
com r>0,6 com o primeiro eixo de ordenagdo dos dados.

A identificacdo das linhagens baseou-se nos trabalhos de Komarek & Kovécik (1989) para

Aphanizomenon, Komarkova (1998) para Cylindrospermopsis e Hill (1970) para Raphidiopsis.

4. Resultados
4.1. Descri¢ao Morfologica
A tabela 9 resume as caracteristicas morfologicas, em todas as condigdes de cultivo, das

linhagens estudadas.



Tabela 9: Caracteristicas morfologicas das linhagens estudadas.

. . Forma dos  Estrutura do - Anpices , .. Forma dos  Posicao dos Forma dos Posicao dos Células
Taxon Linhagem . . Constrigdes p Células apicais . K . . .
tricomas tricoma Acinetos Acinetos Heterocitos Heterocitos vegetativas
. . Longos ou Conicas com apice
Cyllndros_p(_ermquIS / SPC 811 curtos/retos ou Subsimétrica + Atenueidos ou arredf)ndado ou Cilindricos ou Sl}baplcal ou Niio observados _ C111ndr,1cas com
Raphidiopsis curvos ndo acuminado, com oblongos intercalar aerotopos
aerdtopos ou hialinas
Longos ou Conicas ou
lindr rmopsi o . ilindri . ilindri
Cy Rd %S%e qu s/ SPC 820 cznrovsé;e;(l)ls, Subsimétrica _ Atemrllzios ou acuminadas, com CIBE?SLCZSSOU Subapical Nao observados - Clllarfc(igltzasocsom
aphidiopsis urvos aerotopos ou hialinas s P
sigmoides
Cilindricas ou conicas Elinticos
Longos ou com apice céniios 01’1
Cylmdrc_)sperrrjppms SPC 339 curtos/retos Subsimétrica Atenu'ildos ou arrgdondado ou Cilindricos ou Subapical cilindricos com Terminal Ci 1ndrlca§, com ou
raciborskii (raramente - nao acuminado, com ou oblongos extremidades sem aerotopos
curvos) sem aerotopos ou
hialinas arredondadas
VN Conicos ou
Cylindrospermopsis Longos ou o Atenuados ou Cilindricas ou e . cilindricos com Terminal ou Cilindricas, com ou
X .. SPC 969 Subsimétrica ~ acuminadas, com ou Cilindricos Subapical . . ;
raciborskii curtos/retos - nao Sem 26r6tonos extremidades intercalar sem aerotopos
P arredondadas
Cilindricas com apice
Longos ou Atenuados ou arredondado ou Subapical ou Cilindricas, com ou
Raphidiopsis brookii FURGCY001  curtos/retos ou Subsimétrica + - cOnicas com apice Cilindricos ibap Nao observados - y
nao . intercalar sem aerotopos
curvos acuminado, com ou
sem aerotopos
Cilindricas com apice
arredondado ou . . . .
S . S . e i . - lindricas,
Raphidiopsis brookii SPC 338 Longos ou Subsimétrica - Atenuados ou - 51: a5 com apice Cilindricos ou Subapical Nao observados - Cilindricas, com ou
curtos/retos nao oblongos

acuminado, com ou
sem aerotopos

sem aerotopos

continua



Tabela 9: Caracteristicas morfoldgicas das linhagens estudadas (continuagéo).

. . orma dos strutura do .~ ‘. p .. orma dos osicao dos orma dos osicao dos élulas
F d Estrut d F d P d F d P d Célul
Téaxon Linhagem . . Constricdes Apices Células apicais . K . . .
tricomas tricoma Acinetos Acinetos Heterocitos Heterocitos vegetativas
Conicas, cilindricas Cilindricas,
Atenuados com apice Cilindricos, Intercalar Cilindricos, oblongas, esféricas,
i . ongos/retos etamérica + ~ arredondado ou ovalados ou oblongos ou ntercalar uadraticas ou em
Aphanizomenon s SPC 649 Longos/ret Met: + ot 1o dondad lad blong Intercal quadrat
esféricas, com esféricos esféricos forma de barril, com
aerotopos aerotopos
Conicas, cilindricas Cilindricas
. Metamérica ou Atenuados com dpice Ob!qngos a Intercalar ou quadraticas ou’ em
anizomenon sp. ongos/retos o ~ arredondado ou ongos ntercalar esféricos ou . .
Aph p SPC 704 Longos/rets + dondad Oblong I 1 fi
subsimétrica ou nao L. . terminal forma de barril, com
esféricas, com conicos .
X aerotopos
aerotopos
Longas e acuminadas, Esféricos ou em Cilindricas,

: oni ilindricas forma de barril oblongas, esféricas
Aphanizomenon cf. . comeas ou el o g £33, g
P . SPC 640 Longos ou Metamérica + Atenualdos com apice Cilindricos Intercalar com ou sem Intercalar quadraticas ou em
gracile curtos/retos ou ndo . .

arredondado, com ou copinhos nas forma de barril, com

sem aerotopos extremidades ou sem aerotopos

. Cilindricas com apice Esgc;;cgs g;firln Cilindricas,
Aphanizomenon - Nao arredondado ou Cilindricos ou ’ quadraticas ou em
. SPC 668 Longos/retos Metamérica + - Intercalar com ou sem Intercalar .
gracile atenuados esféricas, com oblongos . forma de barril, com
X copinhos nas ,
aerotopos . aerotopos
extremidades

6%



Aphanizomenon Morren ex Bornet & Flahault

Linhagem SPC 649 (Prancha 1)

Tricomas livre flutuantes, retos, cilindricos, ndo ou levemente atenuados nas extremidades,
constritos ou sem constrigdes nos septos, longos, alguns tricomas com fina mucilagem
difluente. Células apicais conicas, cilindricas ou esféricas, com aerotopos ou hialinas, 4,8 a 7,7
pum de comprimento e 3,6 a 7,0 um de diametro. Células intercalares cilindricas, oblongas,
esféricas, quadraticas ou em forma de barril, com aerdtopos, 2,2 a 8,7 um de comprimento e
3,8 a 5, 8 um de didmetro. Heterocitos cilindricos, oblongos ou esféricos, 3,5 a 10,5 um de
comprimento ¢ 4,1 a 8,0 um de diametro, intercalares, em nimero de um a nove, com
distribuicdo metamérica ao longo do tricoma. Acinetos cilindricos, ovalados ou esféricos, 10,1

a 15,1 um de comprimento e 1,1 a 1,5 um de diametro, intercalares, solitarios ou em pares.

Linhagem SPC 704 (Prancha 2)

Tricomas livre flutuantes, retos, cilindricos, ndo ou levemente atenuados nas extremidades,
constritos nos septos, longos, alguns tricomas com fina mucilagem difluente. Células apicais
conicas, cilindricas com épice arredondado ou esféricas, com aerotopos, 6,2 a 10,0 um de
comprimento e 2,7 a 4,1 um de didmetro. Células intercalares cilindricas quadraticas ou em
forma de barril, com aerétopos, 3,2 a 13,2 um de comprimento e 2,6 a 4,4 um de didmetro.
Heterocitos oblongos a esféricos ou conicos, 4,6 a 9,8 um de comprimento ¢ 2,2 a 5,7 um de
diametro, intercalares, solitdrios ou em pares, com distribui¢do metamérica ao longo do

tricoma. Terminais e cOnicos em tricomas submetidos a caréncia de nitrogénio. Acinetos



oblongos, 6,2 a 15,1 um de comprimento e 2,7 a 3,6 um de didmetro, intercalares, solitarios.

Aphanizomenon cf. gracile

Linhagem SPC 640 (Prancha 3)

Tricomas livre flutuantes, retos, cilindricos, atenuados ou ndo nas extremidades, constritos
ou sem constricdes nos septos, longos ou curtos, alguns tricomas com fina mucilagem
difluente. Células apicais longas e acuminadas, conicas ou cilindricas com éapice arredondado,
com ou sem aerotopos, 6,7 a 16,1 um de comprimento e 2,4 a 5,5 um de didmetro. Células
intercalares cilindricas, oblongas, esféricas, quadraticas ou em forma de barril, com ou sem
aerotopos, 3,7 a 13,3 um de comprimento e 2,3 a 4,8 um de didmetro. Heterocitos esféricos ou
em forma de barril, com ou sem copinhos nas extremidades, 4,4 a 8,5 um de comprimento e
3,3 a 7,2 um de diametro, intercalares, solitarios ou em pares, com distribuicdo metamérica ao
longo do tricoma,. Acinetos cilindricos, 4,4 a 8,5 um de comprimento ¢ 3,4 a 7,2 um de

diametro, intercalares, solitarios.

Aphanizomenon gracile Lemmermann

Linhagem SPC 668 (Prancha 4)

Tricomas livre flutuantes, retos, cilindricos, ndo atenuados, constritos nos septos, longos,
alguns tricomas com fina mucilagem difluente. C¢lulas apicais cilindricas com apice
arredondado ou esféricas, com aerdtopos, 4,1 a 7,6 um de comprimento e 3,4 a 4,5 um de

diametro. Células intercalares cilindricas, quadraticas ou em forma de barril, com aerétopos,



2,8 a 10,7 um de comprimento e 2,7 a 5,6 um de diametro. Heterocitos esféricos ou em forma
de barril, com ou sem copinhos nas extremidades 3,4 a 9,8 um de comprimento ¢ 2,8 a 6,4 um
de diametro, intercalares, solitarios, com distribuicdo metamérica ao longo do tricoma.
Acinetos cilindricos ou oblongos, 5,8 a 10,2 um de comprimento e 2,9 a 5,9 um de diametro,

intercalares ou terminais, em niimero de um a trés.

Cylindrospermopsis ou Raphidiopsis

Linhagem SPC 811 (Prancha 5)

Tricomas livre flutuantes, retos, cilindricos, atenuados ou ndo, ndo ou levemente constritos
nos septos, longos ou curtos, alguns tricomas com fina mucilagem difluente. Células apicais
conicas com apice arredondado ou acuminado, com aer6topos ou hialinas, 6,7 a 30,2 um de
comprimento ¢ 2,5 a 3,7 um de diametro. C¢lulas intercalares cilindricas, com aerétopos, 5,6 a
17,2 um de comprimento e 3,5 a 4,1 um de didmetro. Heterocitos ndo observados. Acinetos
cilindricos ou oblongos, 6,5 a 24,6 um de comprimento ¢ 3,1 a 9,7 um de diametro, em

numero de um a trés, subapicais ou intercalares em tricomas muito longos.

Linhagem SPC 820 (Prancha 6)

Tricomas livre flutuantes, cilindricos retos, curvos ou sigmdides, atenuados ou ndo, sem
constricdes nos septos, longos ou curtos, alguns tricomas com fina mucilagem difluente.
Células apicais conicas ou acuminadas, com aerdtopos ou hialinas, 17,9 a 31,3 um de
comprimento e 1,3 a 3,9 um de diametro. Células intercalares cilindricas, com aerotopos, 4,8 a

13,4 um de comprimento ¢ 2,9 a 3,9 um de didmetro. Heterocitos ndo observados. Acinetos



cilindricos ou oblongos, 9,0 a 15,0 um de comprimento ¢ 2,1 a 3,5 um de didmetro, solitarios,

subapicais.

Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska) Seenayya & Subba Raju

Linhagem SPC 339 (Prancha 7)

Tricomas livre flutuantes, cilindricos, retos, raramente curvos, atenuados ou ndo, sem
constrigdes nos septos, longos ou curtos, alguns tricomas com fina mucilagem difluente.
Células apicais cilindricas ou conicas com apice arredondado ou acuminado, com ou sem
aerdotopos ou hialinas, 5,3 a 20,0 um de comprimento ¢ 1,8 a 6,0 um de diametro. Células
intercalares cilindricas, com ou sem aer6topos, 5,3 a 20,6 um de comprimento e 2,5 a 4,3 pm
de diametro. Heterocitos elipticos, conicos ou cilindricos com extremidades arredondadas,
com um ou dois poros, 1,4 a 12,4 um de comprimento e 1,1 a 4,7 um de diametro, terminais.
Acinetos cilindricos ou oblongos, 5,4 a 21,4 um de comprimento e 3,4 a 4,9 um de diametro,

em numero de um a trés, subapicais.

Linhagem SPC 969 (Prancha 8)

Tricomas livre flutuantes, cilindricos, retos, atenuados ou ndo, sem constri¢gdes nos septos,
longos ou curtos, alguns tricomas com fina mucilagem difluente. Células apicais cilindricas ou
acuminadas, com ou sem aerdtopos, 11,8 a 21,3 um de comprimento e¢ 1,3 a 2,7 um de
diametro. Células intercalares cilindricas, com ou sem aerotopos, 3,2 a 15,8 um de
comprimento ¢ 2,3 a 4,0 um de diametro. Heterocitos conicos ou cilindricos com

extremidades arredondadas, com um ou dois poros, terminais, raramente intercalares. Acinetos



cilindricos, 10,7 a 15,2 um de comprimento e 1,7 a 2,3 um de didmetro, solitarios, subapicais.

Raphidiopsis brookii P. J. Hill

Linhagem FURG CY001 (Prancha 9)

Tricomas livre flutuantes, cilindricos, retos ou curvos, levemente constritos ou sem
constricdes nos septos, longos ou curtos, alguns tricomas com fina mucilagem difluente.
Células apicais cilindricas com apice arredondado ou conicas com apice acuminado, 7,6 a 23,4
pm de comprimento e 2,4 a 4,8 um de didmetro. Células intercalares cilindricas, com ou sem
aerotopos, 3,5 a 19,9 um de comprimento ¢ 2,3 a 4,8 um de diametro. Heterocitos nao
observados. Acinetos cilindricos, 11,0 a 15,3 um de comprimento e 1,9 a 3,4 um de diametro,

em numero de um a trés, subapicais ou intercalares.

Linhagem SPC 338 (Prancha 10)

Tricomas livre flutuantes, retos, cilindricos, sem constricdo nos septos, longos ou curtos,
alguns tricomas com fina mucilagem difluente. Células apicais cilindricas com dapice
arredondado ou conicas com apice acuminado, 5,4 a 34,5 um de comprimento e 1,8 a 2,5 um
de didmetro. Células intercalares cilindricas, 4,9 a 14,8 um de comprimento e 1,8 a 3,3 um de
diametro. Heterocitos ndo observados. Acinetos cilindricos ou oblongos, 9,4 a 22,8 um de

comprimento ¢ 2,6 a 4,3 um de didmetro, solitarios ou em pares, subapicais.



D BPC 649 CAphanizomencn spl). 1. Aspecto geral da cultuea. 2., 3., 2939, Heterocitos. 4.-15.
Variacdo da porclo termitial e das células vegetativas (14, e 15, em teio com dispordbilidade de

1628, Variagfo das células apicais (28 em theio com dispondbilidade de

nitrogénio reduzida).
42, Tricoma com

nittogénio reduzida). 20.-39. Variacio dos heterocitos. 40., 41, Acinetos.
distribuigdo metamérica de heterocitos em meio com dispondbilidade de nitrogénio reduzida.

Escalas: 10 pm.
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Prancha 2 : 3PC 704 ( Aphanizomency sp). 1. Tricoma com heterocitos. 2. Aspecto geral de um tricoma. 3.-14.
Vatiacio das células vegetativas. 15-28. Variacio das células apicais. 29.34. Variaclo dos
heterocitos. 35.-37. Acinetos. 38. Aspecto geral da cultura. 39., 40. Acinetos em meio de cultura
com dispondbilidade de nitroginio reduzida. 41., 42, Heterocitos terminais em meio de cultura
com dispondbilidade de nitroginio reduzida. Escalas: 10 p.
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Prancha 3 : 3PC 640 (Aphanizomencon of. gracile). 1.-4.e 3234, Aspecto geral dos tricomas. 5.-15. Variagio
da poredo terminal dos tricomas e das células vegetativas, 16.-23, Variaclo das células apicais. 24,
Fragmento de copinhio apical de heterocito na porgdo terminal do tricoma. 25,26, Heterocitos com
copinhos apicaiz. 27.-31. Variagio dos heterocitos. Escalas: 10 pm.
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Prancha 4

SPC AEE (Apbarizomenon gracile). 1.-11. Aspecto geral das células
vegetativas. 12.17. Porcio terminal e célula apical dos tricomas. 18.

Arcinetos. 19.-25. Heterocitos. 26.-27. Aspecto geral dos tricommas.
Escalas: 10
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Prancha 5: SPC 811 (Cyvlindrospermopsis/ Raphidicpsis). 1.-4.,18.-23. Aspecto geral dos
tricomas. 4.-10. Aspecto geral das células vegetativas. 11.-15. Acinetos.  16.,

17. Células apicaiz. Escalas: 10 [um.
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Prancha 6: ZPC 820 (Cylindrospermopsis! Raphidiopsis): 1., 7., 8.,12.,14.15. Aspecte geral
dos tricomas. 2.-6.,11. Porclo terminal dos tricomas com células apicais. 9.
Tricoma como protoacinete. 10, 13, Tricomas com acineto. Escalas: 10 pum.
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Prancha 7 . 5PC 339 (Cyiindrospermopsic raciborsiai). 1.-4., 8., 19.-21. Aspecto geral
dos tricomas. 5., 16.-18. Acinetos. 9.-11. Heterocitos terminais. 12.-15.

Variagdo da célula apical Escalas: 10 pm
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Prancha 8 : SPC%69 (Cvlindrospermapsis raciborsidi). 1., 2., 5.-7. Aspecto geral dos
tricomas. 3. Celulas vegetativas. 4. Tricomas com e sem aerdtopos. 8., 9.,
20.Tricomas com protoacinetos. 10, Célula apical 11.-16., 19. Porcio terminal
dos tricomas com heterocito apical. 17., 18, Heterocitos intercalares. Escalas: 10

LLm.
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Prancha 9 : FURGCY001 {Raphidiapsis brockdi). 1., 7. Aspecto geral dos tricomas. 2., 3.
Tricomas com célula apical arredondada 4.-7. Tricomas com célula apical
acuminada 8.-12. Proteacinetos. Escalasz: 10 pum.
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Prancha 10: 5PC 338 (Raphidicpsiz breakii). 1., 2., 6.8.,11. Aspecto geral dos tricomas. 3.-
5.,7.9,10.,13. Tricomas cotm acinetos. 14.-23. Vartagio da porcdo apical dos

tricomas. Escalas: 10 fLm.

70



4.2. Descricao métrica
A tabela 10 apresenta os resultados das medidas de células vegetativas, heterocitos e

acinetos.



Tabela 10: Caracteristicas métricas das linhagens estudadas: média+ desvio padrdo (minimo-maximo), em micrometros. NO= ndo observado

Células Acinetos Heterocitos
Taxon putativo Linhagem vegetativas
Comp. Diam. Razio N Comp. Diam. Razio. N  Comp. Diam.  Razio N

. 5334112 4,624045  0,95+0,24 14,8242,10  11,65+1,70  1,28+0,16 7524139 537+083  1,39+0.24
Aphanizomenon sp. SPCO49  575869)  (3.82-5.80)  (0.53-1.97) 20 (11,00-17.38) (1021-15.08) 1.08-1,55) 0 (3.531046) (4.14-803)  (0.62;223) 3O

, 6,524149  3,194049  1,53+0,39 10324448 3,124046  1,94+1,57 6,84+1,17  358+1,01  2,02+0,53
Aphanizomenon sp. SPCT04  (3)1871324)  (256-444)  (0.71-2.56) >0 (621-15,10) (268-3,59) (0493.60) 0 (4358084) (217-5.71)  (1.24-344) 29
Aphanizomenon cf. SPC a0 OSOLSO  33SH0SL LSTHO65 .. 10664385 5190208 236102 |0 S8TH092 453067 1320012 4
gracile (374-1335)  (2.28-481)  (0,83-6,25) (577-15,15) (2.93-924)  (1,21-3,59) (437-849)  (3347,17)  (0,99-1,83)

: : 5154122 3914066 1224036 784 4185 5,07+1,12  1,62-0,53 6,56+124  456+079  1,46+0.25
Aphanizomenon gracile  SPC668 %c707) 271557 (0.54-234) 214 (5.82-1021) (2.89586)  (1,07:236) 10 (3.44984)  (2.83636)  (0.63-237) 71
Cylindrospermopsis/ spCgy]  296:2.75 4,09:0.64 1961048 0 11064385  4.65£1,32 248087 NO
Raphidiopsis (5.61-17,18)  (3.46-4,09)  (1,06-4,28) (6,4724,60) (3,16:9,69)  (1,00-524) - - -
Cylindrospermopsis/ SpC gy 802171 3,4140,28 236+0.53 o 12631160 2,9+0,38 4451089 . NO
Raphidiopsis (4,78-13;39)  (2.95-3,86)  (1,09-10,61) (9,00-1507)  (2,1-348)  (2,59-6,37) - - -
Cylindrospermopsis SpC 330 12058296 3375048 3644100 | o 11041307 4243046 2650092 oo 1052+147 2908103 35THLO3 50
raciborskii (53420,62)  (247-429)  (1,24-7,80) (53821,44) (3.45497)  (141-621) (8,74-13,63)  (L11-4,73)  (1,23-5,22)
Cylindrospermopsis SPC oy 56523 3,1040,37  3,16+1,12 13,59+1,98  2,11+0,19 6,52+1,36 0 6704100 3024067 2301060 ¢
raciborskii (324-158)  (2353.97)  (1,30-8,29) 513 (10,70-15,15) (1,74-229)  (4,67-8,46) (4,85-836)  (1,72-5,15)  (1,19-447)

L N 83842,62  338+0,50  2,49+0,85 13,58+1,62  2,66-047  5,2040,87;

Raphidiopsis brookii. FURGEYOOL  (3555719.9)  (234-483)  (1,00-838) 200 (11,02-1530) (195-338)  (3.90637) 10 - - - NO

L N 92041,85  2,59+030  2,93+0,81 144343,66 3224042 4,52+1,17
Raphidiopsis brookii SPC338  (o7:148)  (1853.26) (1.57-5.80) 251 (94622.83) (2.61-429) (249727 2O - - - NO
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A figura 1 apresenta a tendéncia de distribuicdo, em porcentagem, das células
vegetativas nas diferentes classes de tamanho. No caso do comprimento celular, houve o
agrupamento das linhagens SPC640, SPC668 e SPC649, todas pertencentes ao género
Aphanizomenon. A linhagem SPC704, também do género Aphanizomenon, encontra-se em
posigdo intermediaria. As linhagens SPC969 (Cylindrospermopsis), SPC338 ¢ FURGCY001
(ambas Raphidiopsis), SPC 811 e SPC 820 (ambas Cylindrospermopsis ou Raphidiopsis)
constituem outro agrupamento. Por fim, a linhagem SPC339 apresenta uma distribuicdo mais
homogénea das células nas classes de tamanho, deslocada para os comprimentos maiores.

Com relagdo ao diametro celular, sdo igualmente observados agrupamentos com
distribuicdo semelhante de células pelas classes de tamanho, mas tais agrupamentos nao
retnem linhagens do mesmo género. Assim, um primeiro grupo reine as linhagens SPC338
(Raphidiopsis) e SPC969 (Cylindrospermopsis); um segundo as linhagens SPC668, SPC704
(ambas Aphanizomenon), SPC339 (Cylindrospermopsis), SPC820 (Cylindrospermopsis ou
Raphidiopsis) ¢ FURGCYO001 (Raphidiopsis), ¢ um terceiro, deslocado para os tamanhos
celulares maiores, as linhagens SPC640, SPC649 (ambas Aphanizomenon) e SPC811
(Cylindrospermopsis ou Raphidiopsis).

A razdo comprimento/didmetro apresenta os seguintes agrupamentos: SPC649,
SPC668, SPC640, SPC704 (todas pertencentes ao género Aphanizomenon) e SPC811
(Cylindrospermopsis ou Raphidiopsis); SPC338, FURGCYO001 (ambas Raphidiopsis),
SPC820 (Cylindrospermopsis ou Raphidiopsis) e SPC969 (Cylindrospermopsis) e, por fim, a
linhagem SPC339 deslocada para os valores maiores de razdo celular. Assim sendo,
novamente linhagens de diferentes géneros estdo reunidas em agrupamentos de distribuigdo

semelhante das células por classe de razao celular.
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Figura 1: Linhas de tendéncia da distribuicdo da porcentagem de células vegetativas
intercalares por classe de tamanho. A: Comprimento, B: Diametro, C: Razao
Comprimento/Diametro (N>200). SPC649, SPC704, SPC640 e¢ SPC668:
Aphanizomenon; SPC811 e SPC820: Cylindrospermopsis ou Raphidiopsis;
SPC339 e SPC969: Cylindrospermopsis; SPC338 e FURGCYO001:
Raphidiopsis.
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Figuras 2 a 7: Distribuicao da porcentagem de células vegetativas intercalares por classes de comprimento celular (N>200).
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Figuras 8 a 11: Distribuicdo da porcentagem de células vegetativas intercalares por classes de comprimento celular

(N>200).




SPC 969 - Cylindrospermopsis raciborskii

SPC 811 - Cylindrospermopsis/Raphidiopsis
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Figuras 12 a 17: Distribuicao da porcentagem de células vegetativas intercalares por classes de diametro celular (N>200).
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Figuras 18 a 21: Distribui¢cdo da porcentagem de células vegetativas intercalares por classes de diametro celular (N>200).
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comprimento/diametro celular (N>200).

22 a 26: Distribuicdo da porcentagem de células vegetativas intercalares por classes de razao
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Figuras 29 a 31: Distribui¢do da porcentagem de células vegetativas intercalares por classes de razdo
comprimento/diametro celular (N>200).



A figura 32 apresenta os limites de variacdo das dimensdes das células vegetativas
intercalares, podendo-se observar os limites de sobreposicdo das varidveis entre as

diferentes linhagens.
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Figura 32: Variacdo das dimensodes das células vegetativas intercalares (retangulo:
desvio padrdo; linha: limites minimo e maximo; N>200). SPC649,
SPC704, SPC640 ¢ SPC668: Aphanizomenon; SPC811 e SPCS820:
Cylindrospermopsis ou  Raphidiopsis; SPC339 e  SPC969:
Cylindrospermopsis; SPC338 ¢ FURGCYO001: Raphidiopsis.



Na figura 33, estdo plotados simultaneamente, em um grafico comparativo, os limites
de variagdo de comprimento e didmetro das células vegetativas intercalares, novamente
indicando a amplitude de variacdo e a sobreposi¢do das medidas. A figura 34 apresenta,
comparativamente, os limites de variacdo de comprimento ¢ didmetro das 30 primeiras
células da regido apical de, no minimo, 15 tricomas.

15 4
14 -
13 - SPC 339
12 +

SPC 811

10 SPC 338 7

| SPC 820
8 - !
SPC 640 |

6 - SPC 704
5 SPC 668

Comprimento celular (pum)
\l

1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 5,5
Diametro celular (pm)

Figura 33: Comprimento e didmetro das células vegetativas intercalares
(limites inferiores: média-desvio padrao; limites superiores:
média + desvio padrdao; N>200). SPC649, SPC704, SPC640 e
SPC668: Aphanizomenon; SPC811 e SPC820:
Cylindrospermopsis ou Raphidiopsis; SPC339 e SPC969:
Cylindrospermopsis; SPC338 ¢ FURGCYO001: Raphidiopsis.
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Figura 34: Comprimento e diametro das 30 primeiras células da porcao
apical do tricoma (limites inferiores: média - desvio padrdo;
limites superiores: média + desvio padrao padrao; N>15).
SPC649, SPC704, SPC640 e SPC668: Aphanizomenon; SPC811 ¢
SPC820: Cylindrospermopsis ou Raphidiopsis; SPC339 e
SPC969:  Cylindrospermopsis; SPC338 ¢ FURGCYO00I:
Raphidiopsis.

As figuras 35 a 44 apresentam, graficamente, a variagdo de comprimento das 30
primeiras células da porcao apical de 15 tricomas, com os valores médios. As figuras 45 a
54 apresentam a variagdo de diametro das 30 primeiras células da porgdo apical de 15
tricomas, com os valores médios. A figura 55 ilustra o comprimento médio das 30 células
primeiras células da porcdo apical de 15 tricomas. Observa-se a presenga de zona
meristematica na linhagem SPC338 (Raphidiopsis), ausente nas demais linhagens, ¢ a
célula apical alongada comparativamente as demais células nas linhagens do grupo
Cylindrospermopsis-Raphidiopsis (SPC338, SPC811, SPC820, SPC969 ¢ FURGCYO001), a
excecao da linhagem SPC339 (Cylindrospermopsis). Na figura 56, esta ilustrado o didmetro

médio das 30 primeiras células da porcao apical de 15 tricomas. As linhagens SPC820

(Cylindrospermopsis ou Raphidiopsis) e a linhagem SPC969 (Cylindrospermopsis)



apresentam leve estreitamento na regido apical. As linhagens SPC338 (Raphidiopsis),
SPC339 (Cylindrospermopsis) e SPC811 (Cylindrospermopsis ou Raphidiopsis)
apresentam a célula apical estreitada.

As figuras 57, 58 e 59 apresentam os limites de variagdo das dimensdes das células

apicais, heterocitos e acinetos, respectivamente.
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Figuras 35 a 42: Variacdo do comprimento das células da por¢do apical do tricoma (pm)
(minimo- médio- maximo, N>15).
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Figuras 43 a 44: Variacdo do comprimento das células

(minimo- médio- maximo, N>15).
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Figuras 45 a 52: Variacdo do diametro das células da por¢do apical do tricoma (um) (minimo- médio-

maximo, N>15).
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Figuras 53 e 54: Variacdao do diametro das células da por¢ao apical do tricoma (um) (minimo-
médio- maximo, N>15).
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Figura 55: Comprimento médio das 30 primeiras células da por¢do apical do tricoma (N>15).
SPC649, SPC704, SPC640 ¢ SPC668: Aphanizomenon (Aph); SPC811 e SPC820:
Cylindrospermopsis ou Raphidiopsis (C-R); SPC339 ¢ SPC969: Cylindrospermopsis
(Cyl); SPC338 e FURGCYO001: Raphidiopsis (Raph).
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Figura 56: Diametro médio das 30 primeiras células da por¢do apical do tricoma (N>15), SPC649,
SPC704, SPC640 e SPC668: Aphanizomenon; SPC811 e SPC820: Cylindrospermopsis ot
Raphidiopsis; SPC339 ¢ SPC969: Cylindrospermopsis; SPC338 ¢ FURGCY001: 3%
Raphidiopsis.
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Figura 57: Variagdo das dimensdes da primeira célula apical (retangulo: desvio padrdo;

linha: limites minimo e maximo; N>15). SPC649, SPC704, SPC640 ¢ SPC668:
Aphanizomenon (Aph); SPC811 e SPC820: Cylindrospermopsis ou
Raphidiopsis (C-R); SPC339 ¢ SPC969: Cylindrospermopsis (Cyl); SPC338 e
FURGCY001: Raphidiopsis(Raph).
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Figura 58: Variacdo das dimensdes dos heterocitos (retangulo: desvio padrdo; linha:
limites minimo e maximo; N>20). SPC649, SPC668, SPC640 e SPC704:

Aphanizomenon (Aph); SPC969 e SPC339: Cylindrospermopsis (Cyl).
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Figura 59: Variacdo das dimensdes dos acinetos (retdngulo: desvio padrdo; linha: limites

minimo e maximo; N>10). ). SPC649, SPC668, SPC640 ¢ SPC704:
Aphanizomenon (Aph); SPC811 e SPC820: Cylindrospermopsis ou
Raphidiopsis (C-R); SPC969 ¢ SPC339: Cylindrospermopsis (Cyl); SPC338 e
FURGCY001: Raphidiopsis (Raph).




4.3. Testes de comparacio multipla

As tabelas 11 a 18 apresentam os resultados dos testes de comparagdo multipla. As
variaveis métricas apresentaram-se significativamente diferentes (p<0,01) entre as
linhagens em quase todos os casos, com uma excecdo: a razdo comprimento/diametro da
célula apical ndo resultou em diferengas significativas entre as linhagens do grupo

Cylindropsermopsis-Raphidiopsis.

Aph |[Aph |Aph |Aph |C-R |C-R |Cyl Cyl |Raph |Raph

SPC | SPC | SPC | SPC | SPC | SPC | SPC | SPC | FURG | SPC

Linhagem
649 | 704 | 640 | 668 | 811 | 820 | 339 | 969 |[CY001 | 338

Aph SPC 649

Aph SPC 704

Aph SPC 640

Aph SPC 668

C-R SPC 811

C-R SPC 820

Cyl SPC 339

Cyl SPC 969

A R R R

Raph | FURGCY001

e I e e e

Raph | SPC 338

Tabela 11. Teste de Dunn para as células vegetativas intercalares (comprimento na por¢ao
superior direita, diametro na por¢do inferior esquerda do grafico,
amarelo=diferencas ndo significativas entre as linhagens, branco=diferencas
significativas, p<0,01, N>200). ). SPC649, SPC704, SPC640 e SPC668:
Aphanizomenon (Aph); SPC811 e SPC820: Cylindrospermopsis ou
Raphidiopsis (C-R); SPC339 e SPC969: Cylindrospermopsis (Cyl); SPC338 e
FURGCY001: Raphidiopsis (Raph).



Aph | Aph | Aph | Aph |[C-R| C-R | Cyl | Cyl | Raph | Raph
SPC | SPC | SPC | SPC [SPC| SPC | SPC |SPC | FURG | SPC
Linhagem | 649 | 704 | 640 | 668 | 811 | 820 | 339 | 969 |CY001| 338

Aph SPC 649
Aph SPC 704
Aph SPC 640
Aph SPC 668
C-R SPC 811
C-R SPC 820
Cyl SPC 339
Cyl SPC 969
Raph |FURGCY001

Raph | SpC 338
Tabela 12. Teste de Dunn para as células vegetativas intercalares (razdo
comprimento:didmetro, amarelo=diferencas ndo significativas entre as
linhagens, branco=diferencas significativas, p<0,01, N>200). SPC649, SPC704,
SPC640 e SPC668: Aphanizomenon (Aph); SPC811 e SPC820:
Cylindrospermopsis ou Raphidiopsis (C-R); SPC339 e SPC969:
Cylindrospermopsis (Cyl); SPC338 e FURGCY001: Raphidiopsis (Raph).

[+




Cyl Aph Aph Aph Aph
Linhagem | SPC 969 | SPC 649 | SPC 668 |SPC 704 |SPC 640
SPC 969 + + +

SPC 649 +
SPC 668 +
SPC 704 +
SPC 640 +

Tabela 13. Teste de Dunn para os heterocitos (comprimento na porgao

superior direita, didmetro na por¢do inferior esquerda do grafico,
amarelo=diferencas nao significativas entre as linhagens,
branco=diferengas significativas, p<0,01, N>20). SPC649,
SPC704, SPC640 ¢ SPC668: Aphanizomenon (Aph); SPC969:
Cylindrospermopsis (Cyl).

Cyl Aph Aph Aph Aph
SPC 969 | SPC 649 | SPC 668 |SPC 704 |SPC 640
Cyl | SPC 969 + + + +
Aph | SPC 649 + + +
Aph | SPC 668 +
Aph | SPC 704 +
Aph | SPC 640
Tabela 14. Teste de Dunn para os heterocitos (razdo

comprimento:diametro, amarelo=diferencas ndo significativas
entre as linhagens, branco=diferengas significativas, p<0,01,
N>20). SPC649, SPC704, SPC640 e¢ SPC668: Aphanizomenon
(Aph); SPC969: Cylindrospermopsis (Cyl).



Aph |Aph|Aph | Aph |C-R| C-R | Cyl | Cyl | Raph |Raph
SPC |SPC|SPC|SPC [SPC | SPC |SPC | SPC | FURG | SPC
Linhagem 649 | 704 | 640 | 668 | 811 | 820 | 339 | 969 |CY001| 338
Aph SPC 649 + + + + +
Aph | SPC 704 + +
Aph | SPC 640 + +
Aph | SPC 668 + +
C-R | SPCS8i11 + +
C-R | SPC 820 + +
Cyl | SPC 339 + +
Cyl | SPC 969 + +
Raph | FURGCY001| + +
+

Raph| SpC 338

_+_

Tabela 15. Teste de Dunn para os acinetos (comprimento na porgao superior direita,
diametro na por¢do inferior esquerda do grafico, amarelo=diferencas nao
significativas entre as linhagens, branco=diferencas significativas, p<0,01,
N>10). SPC649, SPC704, SPC640 ¢ SPC668: Aphanizomenon (Aph); SPC811
e SPC820: Cylindrospermopsis ou Raphidiopsis (C-R); SPC339 ¢ SPC969:
Cylindrospermopsis (Cyl); SPC338 e FURGCYO001: Raphidiopsis (Raph).



Aph |Aph|Aph | Aph |C-R| C-R | Cyl | Cyl | Raph |Raph
SPC |SPC|SPC|SPC |SPC| SPC |SPC| SPC | FURG | SPC
Linhagem 649 | 704 | 640 | 668 | 811 | 820 | 339 | 969 | CY001 | 338

Aph |  SPC 649

Aph | SPC 704

Aph |  SPC 640

Aph |  SPC 668

C-R | SpC 811

C-R | SPC 820

Cyl SPC 339

Cyl | SPC 969

A s

Raph | FURGCY001

Raph| SpC 338

Tabela 16. Teste de Dunn para os heterocitos (razdo comprimento:didmetro,
amarelo=diferencas ndo significativas entre as linhagens,
branco=diferengas significativas, p<0,01, N>10). SPC649, SPC704,
SPC640 e SPC668: Aphanizomenon (Aph); SPC811 e¢ SPC820:
Cylindrospermopsis ou Raphidiopsis (C-R); SPC339 ¢ SPC969:
Cylindrospermopsis  (Cyl); SPC338 e FURGCYO001: Raphidiopsis
(Raph).



Aph |Aph| Aph |Aph |C-R|C-R | Cyl | Cyl | Raph |Raph
SPC |SPC| SPC |SPC |SPC [SPC |SPC |SPC | FURG | SPC
Linhagem | 649 | 704 | 640 | 668 | 811 | 820 | 339 | 969 |CY001 | 338
Aph |  SPC 649
Aph |  SPC 704
Aph | SPC 640
Aph | SPC 668
C-R | spcsi1
C-R | SPC 820
Cyl SPC 339
Cyl | SPC 969
Raph | FURGCY001

Raph SPC 338 + + + + + +

Tabela 17. Teste de Dunn para as células apicais (comprimento na por¢ao superior
direita, didmetro na porcdo inferior esquerda do grafico,
amarelo=diferengas nao  significativas entre as linhagens,
branco=diferencas significativas, p<0,01, N>15). SPC649, SPC704,
SPC640 e SPC668: Aphanizomenon (Aph); SPC811 e SPC820:
Cylindrospermopsis ou Raphidiopsis (C-R); SPC339 e SPC969:
Cylindrospermopsis (Cyl); SPC338 e FURGCYO001: Raphidiopsis
(Raph).
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Aph |Aph| Aph | Aph | C-R|C-R| Cyl | Cyl | Raph |Raph
SPC |SPC| SPC |SPC |SPC |SPC |SPC| SPC | FURG | SPC
Linhagem 649 | 704 | 640 | 668 | 811 | 820 | 339 | 969 | CY001| 338

Aph | SPC 649
Aph | SPC 704
Aph | SPC 640
Aph | SPC 668
C-R | spcsii
C-R | SPC 820
Cyl | SPC339
Cyl | SPC 969
Raph | FURGCY001

Raph| SpC 338
Tabela 18. Teste de Dunn para as células apicais (razdo comprimento:didmetro,
amarelo=diferencas  ndo  significativas entre as  linhagens,
branco=diferengas significativas, p<0,01, N>15). SPC649, SPC704,
SPC640 e SPC668: Aphanizomenon (Aph); SPC811 e SPCS820:
Cylindrospermopsis ou Raphidiopsis (C-R); SPC339 e SPC969:
Cylindrospermopsis (Cyl); SPC338 e FURGCYO001: Raphidiopsis
(Raph).

4.4. Analise de Componentes Principais

Na analise de componentes principais (figura 60), 79,82% da variabilidade dos
dados estd relacionada ao primeiro eixo de ordenacdo (tabela 19). As linhagens
posicionadas do lado negativo do eixo (SPC649, SPC640, SPC668 e SPC704), todas
pertencentes ao género Aphanizomenon, estdo associadas a maiores valores médios do
diametro da célula apical (SPC640, SPC668 e SPC704) e do diametro do acineto (SPC649).
As linhagens agrupadas do lado positivo do eixo (SPC969, SPC811, SPC338, SPC820),
todas pertencentes ao complexo Cylindrospermopsis-Raphidiopsis, estdo associadas a
maiores valores médios do comprimento da célula apical e da razdo comprimento/didmetro
da mesma (SPC338=Raphidiopsis e SPC820=Cylindrospermopsis ou Raphidiopsis), bem
como a maiores valores médios da razdo comprimento/diametro das células vegetativas e
do acineto (SPC811= Cylindrospermopsis ou Raphidiopsis e



SPC969=Cylindrospermopsis).
Com relagdo as linhagens SPC339 (Cylindrospermopsis) e FURGCYO001
(Raphidiopsis), as variaveis analisadas nao foram suficientes para posiciona-las em nenhum

dos dois grupos acima mencionados.

Tabela 19: Coecficientes de correlagdo de Pearson entre as variaveis
morfoldgicas e métricas das linhagens e o primeiro eixo de ordenagdo (em
negrito, as varidveis consideradas).

Componente Principal

Variavel Abreviacao Eixo 1
Comprimento  das  células CVC 0,585
vegetativas

Diametro das células CVD -0,495
vegetativas

Razdao comprimento/didametro CVR 0,619
das células vegetativas

Comprimento do acineto ACC 0,453
Diametro do acineto ACD -0,564
Razao comprimento/didmetro ACR 0,715
do acineto

Morfologia apical Apices -0,096
Morfologia da célula apical CelAp -0,521
Posig¢do do acineto PosAc -0,007
Comprimento da célula apical  CélApC 0,992
Didmetro da célula apical CélApD -0,683
Razdo comprimento/diametro CélApR 0,971

da célula apical

Total de explicabilidade: 79,82%
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Figura 60: Ordenagdo biplot, pela ACP, das linhagens estudadas e suas caracteristicas
métricas e morfologicas. ). SPC649, SPC704, SPC640 e SPC668: Aphanizomenon; SPC811
e SPC820: Cylindrospermopsis ou Raphidiopsis; SPC339 e SPC969: Cylindrospermopsis;
SPC338 e FURGCYO001: Raphidiopsis. CVC: comprimento das células vegetativas; CVD:
diametro das células vegetativas; CVR: razdo comprimento/didmetro das células
vegetativas; ACC: comprimentodos acinetos; ACD: didmetro dos acinetos; ACR: razao
comprimento/didmetro dos acinetos; CElApC: comprimento da célula apical; CElApD:
diametro da célula apical; CElApR: razdo comprimento/diametro da célula apical; célAp:

morfologia da célula apical.



5. Discussao

Segundo Hoffmann (1988), as caracteristicas citomorfologicas quantitativas nao sao
adequadas para a distingdo de géneros de cianobactérias, pois, estando sujeitas a um
continuo de variabilidade, ndo permitem a delimitagdo de entidades discretas. Assim sendo,
a classificacdao genérica deveria privilegiar caracteristicas qualitativas estaveis. Em nivel de
espécie, o autor considera as caracteristicas quantitativas apropriadas somente no caso de
apresentarem uma descontinuidade inequivoca.

No presente estudo, todas as linhagens apresentaram grande plasticidade morfologica e
morfométrica, ndo sendo possivel, muitas vezes, atribuir tricomas isolados a um
determinado género. Porém, quando da avaliagdo estatistica de cada cepa como populagao,
quase todas as varidveis morfométricas estudadas apresentaram diferencas significativas
entre linhagens. Tais diferencas, porém, ndo permitem a reunido de cepas pertencentes ao
mesmo género por critérios morfométricos, a excessdo da razdo comprimento/didmetro da
célula apical, que possibilitou o agrupamento de todas as linhagens pertencentes ao
complexo Cylindrospermopsis/Raphidiopsis. Assim sendo, este constitui carater Util na
distingdo dos géneros Aphanizomenon de um lado ¢ Cylindrospermopsis/Raphidiopsis do
outro. Com relacdo a circunscricao de espécies, as caracteristicas morfométricas nao foram
uteis na delimitacdo das mesmas, uma vez que apresentaram descontinuidade em nivel
subespecifico.

Entre as caracteristicas qualitativas, a morfologia da célula apical e a morfologia da
porg¢ao terminal do tricoma sao consideradas caracteristicas estaveis em populagdes naturais
(Komarek & Kovacik 1989, Rajaniemi et al. 2005) e empregadas como diacriticas na

separagdo dos géneros Aphanizomenon e Anabaena. Komarek e Kovacik (1989) discutem,



contudo, que as espécies de Aphanizomenon com célula apical ndo alongada e ndo hialina e
por¢do terminal do tricoma estreitada (Aphanizomenon manguinii, A. ovalisporum, A.
gracile) podem ser confundidas com espécies de Anabaena de morfologia semelhante
(Anabaena bergii, A. minderii). Neste caso, os autores recomendam a utilizagdo de outros
critérios para diferenciar os géneros, em especial a estrutura metamérica do tricoma
caracteristica de Anabaena em contraposi¢do a estrutura subsimétrica de Aphanizomenon.
No caso das linhagens de Aphanizomenon estudadas, a linhagem SPC649 (Prancha 1)
apresentou, em condi¢des normais de cultivo (meio ASM1), caracteristicas morfologicas de
Aphanizomenon gracile, em especial a célula apical ndo vacuolizada e levemente capitada
(Prancha 1, Figura 13). Todavia, essa caracteristica ndo foi constante, pois a linhagem
apresentou, igualmente, tricomas com células apicais cOnicas e mais ou menos hialinas
(Prancha 1, Figuras 16 a 22). Assim sendo, e pelo fato de apresentar mais de trés
heterocitos em cadeia (Prancha 1, Figura 2), a cepa ndo se enquadra claramente em
nenhuma das espécies listadas por Komarek & Kovacik (1989), descritas como possuindo
heterocitos em numero de um a trés em posi¢ao irregular no tricoma. Em condigdes de
cultura com meio alterado (reducdo da fonte de nitrogénio), a linhagem SPC649 apresentou
caracteristicas tipicas de Anabaena: estrutura metamérica do tricoma (Prancha 1, Figura 42)
e células vegetativas e apicais esféricas (Prancha 1, Figuras 14, 15 e 28). Portanto, os
caracteres usualmente usados na distingdo dos géneros ndo sdo robustos e estaveis,
dependendo, em alguns casos, das condi¢des ambientais.

A linhagem SPC704, também classificada como Aphanizomenon, apresentou
igualmente alteragdes morfoldgicas profundas quando da modificagdo do meio de cultura.
Em condi¢des normais, seus heterocitos se desenvolveram intercalarmente no tricoma

(Prancha 2, Figuras 29 a 37). Em condi¢des de reducdo da fonte de nitrogé€nio, a cepa



desenvolveu os heterocitos tipicamente terminais, conicos € com um poro, do género
Cylindrospermopsis (Prancha 2, Figuras 41 ¢ 42). Deste modo, o tipo de desenvolvimento
do heterocito tampouco parece ser um carater diacritico estavel.

Por fim, nenhuma das quatro linhagens de Aphanizomenon estudadas apresentou
estreitamento terminal do tricoma.

Com relagdo as linhagens do complexo Cylindrospermopsis/Raphidiopsis, a
identificacdo de duas linhagens (SPC339 e SPC969, Pranchas 7 e 8, respectivamente)
dependeu do desenvolvimento de heterocitos terminais conicos com um poro, caracteristica
diacritica de Cylindrospermopsis raciborskii. Na auséncia dos mesmos, nenhuma outra
caracteristica foi capaz de distinguir entre os géneros Cylindrospermopsis e Raphidiopsis,
fato ja observado anteriormente por inimeros autores em populagdes naturais. Assim, as
linhagens SPC811 e SPC820 (Pranchas 5 e 6), anteriormente identificadas como
Cylindrospermopsis (identifica¢do constante no banco de dados da Colegdo de Culturas de
Cianobactérias do Instituto de Botanica), ndo se diferenciaram morfologicamente das
linhagens identificadas como Raphidiopsis (FURGCYO001 e SPC338, Pranchas 9 e 10,
respectivamente), nem das linhagens SPC339 e SPC969 (Cylindrospermopsis raciborskii).
Como ndo produziram heterocitos, sua atribuicdo a um ou outro género permanece em
aberto.

Em condig¢des de disponibilidade reduzida de nitrogénio, a linhagem SPC 969 produziu,
além dos heterocitos terminais caracteristicos do género, heterocitos intercalares (Prancha
8, Figuras 17 e 18). Deste modo, a caracteristica diacritica do género ndo se mantém em
determinadas condi¢des de cultivo, observagdo ja realizada anteriormente por Shafik
(2003).

Com relacdo a Raphidiopsis, Komarek (1989) menciona a producdo de acinetos



solitarios pelo género. Contudo, varios autores ja haviam referido a formagao de dois ou
mais acinetos em cadeia, observacao confirmada no presente trabalho (Prancha 10, Figura
15).

Para finalizar, a linhagem SPC338 (Prancha 10), identificada (porém nao ilustrada) em
estudos toxicoldgicos como C. raciborskii (Lagos et al. 1999), ou como “cultura mista de
espécies de Cylindrospermopsis raciborskii” (Castro et al 2004.), ndo desenvolveu
heterocitos sob as condi¢des reduzidas de disponibilidade de nitrogénio. Segundo critérios

morfologicos trata-se, portanto, de linhagem pertencente ao género Raphidiopsis.



6. Conclusoes

As conclusdes do presente trabalho podem ser resumidas da seguinte maneira:

1. Embora a literatura ndo considere as caracteristicas citomorfologicas quantitativas
adequadas para a distingdo de géneros de cianobactérias, no caso da circunscrigao
dos géneros Aphanizomenon ¢ Cylindrospermopsis/Raphidiopsis, a razdo
comprimento/didmetro da célula apical permitiu, na auséncia de heterocitos,
diferenciar os dois grupos.

2. As caracteristicas diacriticas qualitativas usadas na distingdo dos géneros
Aphanizomenon e Anabaena ndo sdo estaveis, pois linhagens de Aphanizomenon
desenvolvem caracteristicas tipicas de Anabaena dependendo das condigdes do
meio ambiente.

3. Nenhum outro marcador morfologico além dos heterocitos foi capaz de diferenciar os
géneros Cylindrospermopsis e Raphidiopsis, corroborando as observagdes de varios
autores em populacdes naturais.

4. A caracteristica diacritica do género Cylindrospermopsis, heterocitos exclusivamente

apicais, nao se mantém em condi¢des de cultura.
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CAPITULO 2

Relacdes filogenéticas de linhagens brasileiras de cianobactérias
potencialmente téxicas dos géneros Cylindrospermopsis, Aphanizomenon e

Raphidiopsis (Nostocales)



ABSTRACT - (Phylogenetic relations of Brazilian strains of potentially toxic
Cyanobacteria from the genera Aphanizomenon, Cylindrospermopsis e Raphidiopsis
(Nostocales))

Although the potentially toxic cyanobacterial genera Cylindrospermopsis (Woloszynska)
Seenayya & Subba Raju 1972, Aphanizomenon Morren ex Bornet et Flahault 1888 and
Raphidiopsis Fritsch et Rich 1929 (Nostocales) are very similar from the morphological
point of view, their phylogenetic relations are still poorly understood. Therefore, the
present study aimed to establish, based on 16S rRNA sequences, the phylogenetic
relationship between ten Brazilian strains belonging to the three genera. The studied
Cylindrospermopsis and Raphidiopsis strains grouped together in a monophyletic clade
with public Cylindrospermopsis sequences. Two of the studied Aphanizomenon strains
grouped with public Aphanizomenon and Anabaena strains, whereas other two
Aphanizomenon strains located, in the neighbor joining and maximum parsimony trees, in
an intermediary clade between the Cylindrospermopsis/Raphidiopsis group and the
Aphanizomenon/Anabaena group. The two analysed Raphidiopsis sequences showed over
98% identity with all studied Cylindrospermopsis sequences, pointing to the weakness of

the genus.

KEY WORDS: 16S rRNA, Neighbor Joining, Maximum Parsimony



RESUMO - (Relacoes filogenéticas de linhagens brasileiras de cianobactérias
potencialmente toéxicas dos géneros Cylindrospermopsis, Aphanizomenon e
Raphidiopsis (Nostocales))

As relagoes filogenéticas existentes entre cianobactérias potencialmente toxicas dos
géneros  Cylindrospermopsis (Woloszynska) Seenayya & Subba Raju 1972,
Aphanizomenon Morren ex Bornet et Flahault 1888 e Raphidiopsis Fritsch et Rich 1929
(Nostocales) sdo pouco conhecidas, a despeito de sua semelhanca morfologica. O presente
estudo teve como objetivo estabelecer as relagdes filogenéticas existentes entre dez
linhagens brasileiras pertencentes aos trés géneros, com base em seqiiéncias do gene RNAr
16S. As linhagens pertencentes aos géneros Cylindrospermopsis e Raphidiopsis
constituiram, nas arvores de neighbor joining e maxima parciménia, clado monofilético
entre si ¢ com seqiiéncias de Cylindrospermopsis disponiveis no GenBank, ao passo que
duas linhagens de Aphanizomenon se agruparam com seqiiéncias de Aphanizomenon e
Anabaena disponiveis no GenBank e duas constituiram clado de posi¢do intermediaria
entre o grupo Cylindrospermopsis/Raphidiopsis e o grupo Aphanizomenon/Anabaena. A
identidade das duas seqiiéncias de RNAr 16S de Raphidiopsis estudadas foi superior a 98%
com todas as seqiiéncias de Cylindrospermopsis analisadas, apontando para a fragilidade do

género.

PALAVRAS-CHAVE: NeighborJoining, Maxima Parcimonia, RNAr 16S



1. Introducgao

Os organismos procariontes sdo classificados segundo critérios morfologicos,
bioquimicos, ecoldgicos e genéticos. O sistema de classificacdo polifasico de Archaea e
Bacteria recomenda o uso do gene rrs, codificador da subunidade menor (16S) do RNA
ribossomico (RNAr), para o estabelecimento das relagdes de parentesco existentes entre
esses microrganismos (Ludwig & Klenk 2001, Rossello-Mora 2005). As seguintes
caracteristicas tornam o gene apropriado para a reconstrugdo filogenética: universalidade,
constancia funcional, combinacdo de regidoes conservadas com regides variaveis € nimero
adequado de unidades informativas (cerca de 1500 nucleotideos) (Ludwig & Klenk 2001,
Wilmotte 1994). Além disso, embora o RNAr 16S esteja sujeito a transferéncia horizontal
(Mylvaganam & Dennis 1992, Wang & Zhang 2000) e variacdo intragendmica (Acinas et
al. 2004), aparentemente ¢ recalcitrante a transferéncia lateral na natureza. Assim sendo, o
impacto desta sobre as filogenias baseadas no gene ¢ diminuto (Coenye et al. 2005).
Identidades superiores a 97,5% entre diferentes seqiiéncias apresentam boa correlagdo com
o valor de 70% ou mais de reassociagio DNA-DNA e T,,<5°C, critério genético definidor
de espécie bacteriologica segundo Wayne et al. (1987) (Stackebrandt & Goebel 1994).
Recentemente, sua adequacdo para estudos filogenéticos em nivel supra-especifico foi
confirmada através de comparacao com a identidade média de nucleotideos e aminoacidos
de genomas e proteomas inteiramente seqiienciados (Konstantinidis & Tiedje 2005a,b). Em
nivel especifico e infra-especifico, entretanto, o gene ¢ demasiadamente conservado (Fox et
al. 1992, Ward et al. 1992) e marcadores mais variaveis, sobretudo o espago intergénico
transcrito das subunidades do RNA ribossomico 16S-23S (ITS1), muitas vezes tém se
mostrado mais apropriados (Gugger et al. 2005).

Para os géneros Aphanizomenon Morren ex Bornet & Flahault, Cylindrospermopsis



(Woloszynska) Seenayya & Subba Raju e Raphidiopsis Fritsch & Rich (Nostocaceae,
Nostocales), 114 seqiiéncias de rrs ja se encontram depositadas em bancos de dados
publicos. Destas, 82 constituem seqiiéncias mais completas (entre 1285 e 1500 pares de
bases).

Das 61 seqiiéncias de RNAr 16S do género Cylindrospermopsis depositadas no
GenBank do National Center for Biotechnology Information (NCBI), quatro sdo de
linhagens brasileiras. Destas, somente duas possuem mais de 1300 pares de bases. Para
Raphidiopsis, ha apenas quatro seqiiéncias disponiveis no GenBank, duas das quais nao
foram publicadas e duas parciais de linhagens brasileiras, com menos de 400 pares de
bases. O género Aphanizomenon possui 49 seqiiéncias de RNAr 16S depositadas, sendo 29
com mais de 1300 pares de bases e nenhuma de linhagens procedentes do continente sul-
americano.

Os trabalhos dedicados a inferéncia filogenética e a resolucdo de problemas
sistematicos baseados nestas seqiiéncias estdo resumidos na tabela 1. Sua avaliagdo aponta
para:

1. A heterogeneidade genética do género Aphanizomenon;

2. A semelhanca genética, tanto entre seqiiéncias mais conservadas (16S RNAr), como
entre seqiiéncias mais variaveis (ITS1 e rbcLX), de representantes dos géneros
Aphanizomenon e Anabaena oriundos de regides temperadas, a despeito das
diferengas morfologicas existentes;

3. A auséncia de estudos moleculares comparativos de espécies tropicais de
Aphanizomenon, embora o género tenha incluido, no passado, representantes tropicais
de Cylindrospermopsis incorretamente identificados por critérios morfologicos

(Komarkova 1998);



4. A escassez de estudos sobre a relagdo filogenética de Cylindrospermopsis com outros
géneros, tendo os esforgos de pesquisa baseados no RNAr 16S do género se
concentrado exclusivamente no estudo da variacdo infraespecifica de uma tunica
espécie, Cylindrospermopsis raciborskii, na tentativa de esclarecer sua origem
geografica e rota de expansao pelo mundo;

5. A escassez de informagdes sobre a identidade genética de representantes do género
Raphidiopsis, apesar de sua grande semelhanga morfologica, na auséncia de

heterocitos, com o género Cylindrospermopsis.



Tabela 1. Trabalhos baseados em seqiiéncias de RNAr 16S de Aphanizomenon, Cylindrospermopsis e Raphidiopsis .

Autores e Data

Objetivos

Resultados

Saker et al. 1999

Barker et al. 2000

Lyraetal. 2001

Gugger et al. 2002

Iteman et al. 2002

Morfologia, producdo de toxinas e seqiienciamento do
RNAr 16S de Ilinhagem reta e espiralada de
Cylindrospermopsis raciborskii isoladas na Australia.

Estudo da diversidade genética de colonias de
Aphanizomenon do Mar Baltico ¢ da América do Norte
(espago  intergénico  juntamente com  regides
flanqueadoras dos genes CpCB e CpCA, integrantes do
operon ficocianina). Uma seqiiéncia parcial de RNAr
16Scomparada in silico com seqiiéncias depositadas no
GenBank.

Estudo da diversidade genética de linhagens de
Aphanizomenon, Anabaena, Planktothrix e Microcystis
(RLFP e seqilienciamento do 16S rRNA).

Seqiienciamento do RNAr 16S, ITS1 e rbcLX (do operon
da D-ribulose 1,5-bisfosfato carboxilase-oxigenase) de
26 linhagens de Anabaena e 14 de Aphanizomenon.

Posi¢do filogenética de 11 taxons de cianobactérias
heterocitadas, incluindo Aphanizomenon e
Cylindrospermospsis (RNAr 16S, ITS1).

Confirmac¢do da estabilidade das diferengas morfologicas e fisiologicas
(producdo de toxinas), porém identidade genética de 99,08% dos dois
morfotipos.

Baixa variabilidade da seqiiéncia parcial de RNAr 16S impedindo inferéncia
filogenética robusta.

Agrupamento de Aphanizomenon nio-téxica e Anabaena toxica (95,7 a 100%
de identidade) morfologicamente distintas: variabilidade morfoldgica nao
reflete variabilidade genética.

Proposi¢ao do agrupamento, em um unico género, de Aphanizomenon com as
linhagens planctonicas de Anabaena. Importancia da revisdo dos géneros.

Formas planctonicas agrupam-se em clado com 5 subgrupos, nos quais
Aphanizomenon e Anabaena distribuidos em diversos ramos, nem sempre em
coeréncia com a classificacdio  morfolégica. A  linhagem de
Cylindrospermopsis constitui clado proprio.
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Tabela 1. Trabalhos baseados em seqiiéncias de RNAr 16S de Aphanizomenon, Cylindrospermopsis e Raphidiopsis (continuacao).

Autores e Data

Objetivos

Resultados

Neilan et al. 2003

Komarek & Kastovsky
2003

Gugger et al. 2005

Pereira et al. 2004

Rajaniemi et al. 2005

Variagao genética de 26 linhagens de C. raciborskii
oriundas de varios paises da Europa, Estados Unidos,
Brasil e Australia (seqlienciamento do RNAr 16S e
fingerprinting de sequéncias repetitivas).

Avaliagdo do sistema de classificagdo de cianobactérias
tradicional com a arvore filogenética construida in silico
a partir de seqiiéncias de RNAr 16Sdepositadas no
GenBank.

Estudo da diversidade genética de duas linhagens
brasileiras de Raphidiopsis brookii e 7 linhagens de
Cylindrospermopsis raciborskii oriundas da América,
Europa, Asia e Oceania, com base no ITS1 e seqiiéncias
parciais de RNAr 168S, rpoC1 (gene codificador da RNA
polimerase) e nifH (gene codificador da nitrogenase).

Morfologia, producdo de toxinas e seqiienciamento do
RNAr 16S de linhagem portuguesa de Aphanizomenon.

Avaliagdo morfologica e analise filogenética (RNAr 168,
rpoB and rbcLX) em Aphanizomenon, Anabaena,
Nostoc e Trichormus.

Seqiiéncias de RNAr 16S apresentaram identidade superior a 99,1% e
ndo permitiram segregacdo das linhagens. Andlise das seqiiéncias
repetitivas agrupou as linhagens do continente americano. As linhagens
europé€ias e australianas constituiram agrupamento distinto.

A topologia da arvore filogenética mostrou-se coerente com a
classificagdo baseada em marcadores morfologicos apenas para as
ordens heterocitadas. A linhagem de Cylindrospermopsis incluida no
estudo agrupou-se em clado irmao ao clado que reuniu Aphanizomenon,
Nostoc e Anabaena. Monofilia das duas linhagens de Aphanizomenon
avaliadas.

O RNAr 16Sde Raphidiopsis apresentou identidade de 100% com as
sete linhagens de Cylindrospermopsis seqiienciadas e¢ 25 depositadas no
GenBank. Resultados de rpoCl e ITS1 confirmaram maior identidade
entre Cylindrospermopsis e¢ Raphidiopsis oriundos do continente
americano do que entre Cylindrospermopsis de continentes diferentes.

Identificacdo, por critérios morfolégicos e genéticos, da linhagem como
A. gracile (identidade > 98,1% com linhagens da espécie depositadas no
GenBank).

Agrupamento de Anabaena (planctonicas e bentOnicas) €
Aphanizomenon em um clado com ambos os géneros intermisturados e
similaridade do RNAr 16S> 94,8%. As 3 linhagens de
Cylindrospermopsis incluidas no estudo (1 brasileira, 1 norte-americana
e 1 australiana) agruparam-se em clado separado.

0l
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Tabela 1. Trabalhos baseados em seqiiéncias de 16S rRNA de Aphanizomenon, Cylindrospermopsis e Raphidiopsis (continuagao).

Autores e Data

Objetivos

Resultados

Rajaniemi et al. 2005

Zwart et al. 2005

Willame et al. 2006

Reavaliacdo do valor taxondmico de caracteristicas
fenotipicas de Aphanizomenon e Anabaena, através
de comparacdo com resultados moleculares.

Estudo da diversidade de cianobactérias pelagicas
de lago holandés por seqiienciamento de RNAr
16Sem amostras ambientais e em isolados, filogenia
das linhagens obtidas com outras depositadas no
GenBank.

Estudo morfologico e genético (seqiienciamento do
16S RNAr) de 95 linhagens de cianobactérias
isoladas de corpos d'agua da Bélgica e de
Luxemburgo, incluindo 14 linhagens de
Aphanizomenon e, para constru¢do das arvores
filogenéticas, uma de Cylindrospermopsis

Defini¢ao de novo género, Cuspidothrix issatschenkoi, de acordo
com critérios citomorfologicos € moleculares.

Agrupamento de Anabaena e Aphanizomenon em clado-irmao a

Cylindrospermopsis.

Polifilia de Anabaena e Aphanizomenon e discrepancia entre
caracteristicas genotipicas e fenotipicas.

IZI



2. Objetivos

Diante do acima exposto e considerando a escassez de informagdes sobre a relagao
sistematica entre os géneros Cylindrospermopsis e Raphidiopsis, bem como de filogenias
que incluam linhagens brasileiras dos géneros Aphanizomenon, Cylindrospermopsis e
Raphidiopsis, o presente trabalho tem como objetivo seqiienciar o gene codificador da
subunidade menor do RNA ribossomico (RNAr 16S) de dez linhagens brasileiras
pertencentes aos trés géneros, a fim de estabelecer as relagdes filogenéticas existentes entre
as mesmas, bem como entre linhagens brasileiras e espécies conhecidas depositadas no

GenBank do NCBI. As seqiiéncias obtidas serdo depositadas neste banco de dados.

3. Material e Métodos

A tabela 2 apresenta as dez linhagens estudadas. Nove pertencem a Colecdo de
Culturas de Algas e Cianobactérias do Instituto de Botanica da Secretaria de Estado de
Meio Ambiente de Sdo Paulo e uma ¢ originaria da Cole¢dao de Culturas do Departamento
de Ciéncias Morfo-Biologicas da Fundacdo Universidade Federal do Rio Grande (FURG),

Rio Grande do Sul.



Tabela 2. Linhagens de Aphanizomenon, Cylindrospermopsis e Raphidiopsis estudadas.

. . Ano
Taxon putativo® Linhagem Origem Geografica

de isolamento

Lagoa Manguaba, Maceio, AL

Aphanizomenon sp. SPC 649 (9°40°S 35°48 W)
Aphanizomenon sp. SPC 704 Macei6, AL
. . Lago Bolonha, Belém, PA
Aphanizomenon cf. gracile SPC 640 (1927°S 48°30°W) 1999
. . Reservatorio Agua Preta, Belém, PA
Aphanizomenon gracile SPC 668 (1927°S 48°30°W) 1999
. . e Lago das Gargas, Sdo Paulo, SP
Cylindrospermopsis / Raphidiopsis SPC 811 (23°39°S 46°37°W) 2000
. . . Lago das Gargas, Sdo Paulo, SP
Cylindrospermopsis / Raphidiopsis SPC 820 (23°39°S 46°37°W) 2001
. . . . b Represa Billings, Sdo Paulo, SP
Cylindrospermopsis raciborskii SPC 339 (23°48°S 46°34°W) 1996
. . . .. Represa do Broa, Sao Carlos, SP
Cylindrospermopsis raciborskii SPC 969 (22°12°S 47°52°W) 2004
o B Represa Billings, Sao Paulo, SP
Raphidiopsis brookii SPC 338° (23°48’S 46°34°W) 1996
Raphidiopsis brookii. FURG CY 001 Lago dos Biguds, Rio Grande, RS 2004

(32°%4'S 52°10' W)
* Identificagdes segundo capitulo 1 da presente tese.” denominada de Braz2 por Dyble et al. 2002 e Neilan et al. 2003; Brazil 2 por Wilson et al. 2000; e como T3

por Lagos et al. 1999, Pomati et al. 2004, Jungblut & Neilan 2006 e Kellmann et al. 2006. classificada como Cylindrospermopsis raciborskii por Lagos et al.
1999 e Castro et al. 2004 e denominada de T2 pelos primeiros autores e de C10 por Castro et al. 2004.

el



3.1. Condig¢oes de cultura

Para extragdo do DNA, as linhagens foram cultivadas no Laboratorio de Algas e
Cianobactérias “Marilza Cordeiro Marino” da Secao de Ficologia do Instituto de Botanica de
Sao Paulo. As culturas uniespecificas ndo-axénicas foram cultivadas em meio ASM1 (Gorham
et al. 1964), temperatura de 23,0 + 2°C, irradiancia de 40 + 5 pmol fotons m? s fornecida por

lampadas fluorescentes e fotoperiodo de 14 hs.

3.2. Extracao do DNA, amplificacdo do 16S RNAr, clonagem e seqiienciamento
O processamento das amostras e o seqlienciamento do RNAr 16S foram realizados pela
equipe do Laboratorio de Biologia Celular ¢ Molecular do Centro de Energia Nuclear na

Agricultura/USP-Campus Piracicaba e estdo descritos a seguir.

3.2.1. Extracao do DNA

O DNA total foi extraido de uma suspensdo de 3 mL de células, colhida quatro semanas
apo6s inoculagdo das linhagens em meio fresco. A suspensdo de células foi concentrada por
centrifugacdo a 13000 rpm durante cinco minutos. O “pelete” obtido foi lavado com agua
deionizada estéril, novamente centrifugado e submetido a extracdo segundo método descrito
por Fiore et al. (2000). Para cada amostra, uma aliquota de SuL. do DNA extraido foi testada
para sua integridade por corrida eletroforética juntamente com padrao de DNA de tamanho
conhecido (Lambda DNA/EcoRI + Hind Ill, PROMEGA). Para tanto, as amostras ¢ o padrao
foram acrescidos de tampao de carregamento com 15% de ficol, 0,25% de azul de bromofenol
e 0,25% de xilenocianol e carregados em gel de agarose 1,2% com brometo de etidio (0,3 pg

mL" de gel). Foi utilizado tampdo de corrida 0,5 X TBE (I X TBE: Tris-borato 45 mM,



EDTA 1 mM, pH 8,0). O gel resultante foi documentado no programa Multi Analyst do
Fluor-Stm Multilmager (BioRad, Hercules, CA, EUA).

O DNA extraido foi armazendo a -20°C até seu processamento subseqiiente.

3.2.2. Amplificacio do RNAr 16S

O gene RNAr 16S foi amplificado do DNA gendmico por reacdo de PCR automatizada
(equipamento Gene Amp PCR System 2400, Applied Biosystems) em 30 ciclos desnaturagado-
anelamento-extensdo de 94°C (dez segundos), 50°C (20 segundos ) e 72°C (um minuto),
antecedidos por rea¢do de desnaturagdo inicial a 95°C por trés minutos e finalizados por
reacdo de extensdo das cadeias de nucleotideos a 72°C por sete minutos. Foram empregados os
oligonucleotideos iniciadores (primers) 27F1 (5’-AGAGTTTGATC CTGGCTCAG-3’) e
1494Rc (5’-TACGGCTACCTTGTTACGAC-3") (Neilan et al.1997), confeccionados pela
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). O volume de reacdo foi de 25 pL, contendo 10 ng do DNA
genomico, 0,2 uM de cada iniciador, 200 uM dNTP, 3,0 mM MgCl,, 1X buffer de PCR e 1,5
U Platinum Tag DNA polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Apo6s a reacdo de PCR,

os amplicons foram testados por meio de corrida eletroforética como descrito anteriormente.

3.2.3.Clonagem e Seqiienciamento

Os produtos da PCR foram clonados utilizando-se o kit de clonagem “pGEM®-T Easy
Vector Systems” (PROMEGA), segundo instru¢des do fabricante. Células competentes de E.
coli DHSa foram transformadas por eletroporagdo e, apds plaqueamento ¢ cultivo, os
plasmideos recombinantes foram extraidos de colonias brancas pelo método alcalino de

Birnboim & Doly (1979).



A reacdo de PCR de seqlienciamento foi efetuada com o kit de reacdo BigDye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems). Os iniciadores
usados na reacao de amplificacdo por PCR foram os sitios iniciadores T7 e M13 do vetor, bem
como os iniciadores internos  357F  (CCTACGGGAGGCAGCAG), 357R
(CTGCTGCCTCCCGTAGG), 704F (GTAGS  GGTGAAATSCGTAGA), 704R
(TCTACGSATTTCACCSCTAC), 1114F (GCAACGAGC GCAACCC) e 1114R
(GGGTTGCGCTCGTTGC). A PCR de seqiienciamento foi realizada em equipamento Gene
Amp PCR System 2400 (Applied Biosystems), iniciando-se a 96°C por dois minutos,
seguindo-se 25 ciclos de dez segundos a 96°C, dez segundos a 52°C e dois minutos a 60 °C.
Ao término da reacdo, finalizadores de reagdo residuais foram removidos por lavagem com
isopropanol 75% e etanol 70%. O produto purificado foi ressuspenso em formamida HiDi
(Applied Biosystems) e seqiienciado bidirecionalmente em seqiienciador automatico ABI
PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Foram seqiienciados os produtos de, no
minimo, trés reacdes independentes. Os fragmentos de seqiiéncias resultantes foram montados
com o programa computacional PHRED/PHRAP/CONSED (Ewing & Green 1998), sendo

consideradas somente bases com qualidade superior a 20.

4. Analise filogenética

As sequiéncias foram submetidas a alinhamento seqiiencial multiplo (ClustalW) com
seqiliéncias publicadas dos trés géneros depositadas no GenBank (tabela 4). Para tanto, usou-se
o programa Bioedit Sequence Alignment Editor (Hall 1999). Depois de alinhadas, as
seqiiéncias foram inspecionadas visualmente e os gaps iniciais e finais removidos
manualmente.

As arvores filogenéticas foram construidas pelo software MEGA versao 4.0 (Tamura et



al. 2007), segundo os métodos de maxima parcimonia (MP) e Neighbor Joining (NJ) (Saitou
& Nei 1997), com analise de reamostragem para 1000 replicagdes (bootstrap=1000)
(Swofford et al. 1986) ¢ demais parametros mantidos segundo padrio do programa. A
linhagem Escherichia coli K12 (Acesso GenBank NC 000913.2), com 1452 pares de bases
(pb), figurou como grupo externo nas arvores.

As seqiiéncias foram ainda submetidas a analise online de BLASTn (Basic Local
Alignment Search Tool para seqiiéncias medianamente semelhantes) do NCBI (Altschul et al.
1999), bem como ao classificador bayesiano do Ribosomal Database Project 1l (Wang et al.
2007). Algumas seqiiéncias representativas dos trés géneros, com porcentagem de cobertura
no BLAST superior a 99%, foram selecionadas para calculo da identidade com as linhagens

estudadas. Somente seqiiéncias publicadas foram selecionadas para a anélise.



Tabela 4. Seqiiéncias de RNAr 16S disponiveis no GenBank utilizadas para a inferéncia filogenética.

Numero de acesso Origem
Téaxon Linhagem pb Referéncias

no GenBank geografica
Cylindrospermopsis. raciborskii Florida | AF516746 1444 Florida/EUA Neilan et al.2003
Cylindrospermopsis. raciborskii Florida F AF516745 1436 Florida/EUA Neilan et al.2003
Cylindrospermopsis. raciborskii Germany 2 AF516736 1420 Alemanha Neilan et al.2003
Cylindrospermopsis. raciborskii Brazil 2 AF516734 1453 Brasil Neilan et al.2003
Cylindrospermopsis. raciborskii Brazil 1 AF516733 1444 Brasil Neilan et al.2003
Cylindrospermopsis. raciborskii 05E AF516732 1467 Australia Neilan et al.2003
Cylindrospermopsis. raciborskii 23B AF516731 1490 Australia Neilan et al.2003
Cylindrospermopsis. raciborskii 23D AF516730 1549 Australia Neilan et al.2003
Cylindrospermopsis. raciborskii 24C AF516729 1470 Australia Neilan et al.2003
Cylindrospermopsis. raciborskii 09a AF516728 1450 Australia Neilan et al.2003
Cylindrospermopsis. raciborskii Mk AF516726 1417 Australia Neilan et al.2003
Cylindrospermopsis. raciborskii LJ AF516725 1446 Australia Neilan et al.2003
Cylindrospermopsis. raciborskii PMC98.14 AJ582102 1435 Franga Gugger et al. 2005
Cylindrospermopsis. raciborskii Form 2 (straight) AF067819 1444 Australia Saker et al. 1999
Cylindrospermopsis. raciborskii Form 1 (coiled) AF067818 1435 Australia Saker et al. 1999
Cylindrospermopsis. raciborskii 4799 AF516741 1447 Portugal Neilan et al.2003
Aphanizomenon flos-aquae NIES81 AJ293131 1463 Japao g;ii?;ﬁ 2',[' jl(.)%’o 5
Aphanizomenon. flos-aquae PMC9707 AJ293130 1463 Franca g;iii;ti aelt. jl(.)%’o 5
Aphanizomenon flos-aquae PMC9706 AJ293129 1463 Franca Gugger et al. 2002
Aphanizomenon. flos-aquae PMC9401 AJ293126 1463 Franca Gugger et al. 2002

8¢CI
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Tabela 4. Seqiiéncias de RNAr 16S disponiveis no GenBank utilizadas para a inferéncia filogenética (continuagao).

Aphanizomenon flos-aquae var. klebahnii PH218 AJ293123 1463 Dinamarca Gugger et al. 2002

Aphanizomenon flos-aquae var. klebahnii PH83 AJ293122 1463 Dinamarca Gugger et al. 2002

Aphanizomenon. issatschenkoi 0tu37s7 AJ630446 1486 Finlandia Rajaniemi et al. 2005
Aphanizomenon gracile 1tu26s16 AJ630445 1451 Finlandia Rajaniemi et al. 2005
Aphanizomenon gracile ?9E£NEY/ Camb ) 1630444 1460 Irlanda Rajaniemi et al. 2005
Aphanizomenon gracile PMC(C9402 AJ293127 1463 Franga Gugger et al. 2002

Aphanizomenon flos-aquae 1tu26s2 AJ630443 1460 Finlandia Rajaniemi et al. 2005
Aphanizomenon flos-aquae 1tu37s13 AJ630442 1415 Finlandia Rajaniemi et al. 2005
Aphanizomenon flos-aquae 1tu29s19 AJ630441 1460 Finlandia Rajaniemi et al. 2005

Finlandia
Anabaena cylindrica XP6B AJ630414 1417 (bentdnica Rajaniemi et al. 2005
marinha)

Anabaena circinalis 1tu34s5 AJ630415 1413 Finlandia Rajaniemi et al. 2005
Anabaena circinalis 1tu30s11 AJ630416 1486 Finlandia Rajaniemi et al. 2005
Anabaena circinalis 1tu33s12 AJ630417 1486 Finlandia Rajaniemi et al. 2005
Anabaena compacta ANACOM-KOR ~ AJ630418 1462 ?gﬁgfﬁca Rajaniemi et al. 2005
Anabaena lemmermannii 256 AJ293113 1465 Dinamarca Gugger et al. 2002

Anabaena augustumnalis Schmidke Jahnke/4a AJ630458 1462 Alemanha Rajaniemi et al. 2005
Anabaena spiroides 1tu39s17 AJ630440 1486 Finlandia Rajaniemi et al. 2005

continua
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Tabela 4. Seqiiéncias de RNAr 16S disponiveis no GenBank utilizadas para a inferéncia filogenética (continuacgéo).

Anabaena smithii
Anabaena sigmoidea
Anabaena planctonica
Anabaena planctonica
Anabaena planctonica
Anabaena planctonica

Anabaena oscillarioides

Anabaena mucosa
Anabaena lemmermannii
Anabaena flos-aguae
Anabaena flos-aquae
Anabaena flos-agquae
Nostoc sp.

1tu39s8
0tu36s7
1tu36s8
1tu33s8
1tu30s13
1tu28s8
BO HINDAK
1984/43
1tu35s5
1tu32s11
1tu35s12
Otu33s2a
0tu33sl5
1tul4s8

AJ630436
AJ630434
AJ630433
AJ630432
AJ630431
AJ630430

AJ630428

AJ630425
AJ630424
AJ630423
AJ630421
AJ630420
AJ630453

1416
1480
1460
1460
1460
1460

1462

1415
1462
1471
1482
1482
1467

Finlandia
Finlandia
Finlandia
Finlandia
Finlandia
Finlandia
Canada

Finlandia
Finlandia
Finlandia
Finlandia
Finlandia
Finlandia

Rajaniemi et al.
Rajaniemi et al.
Rajaniemi et al.
Rajaniemi et al.
Rajaniemi et al.
Rajaniemi et al.

Rajaniemi et al.

Rajaniemi et al.
Rajaniemi et al.
Rajaniemi et al.
Rajaniemi et al.
Rajaniemi et al.
Rajaniemi et al.

2005
2005
2005
2005
2005
2005

2005

2005
2005
2005
2005
2005
2005

0¢I



5. Resultados

5.1.Seqiiéncias

As seqiiéncias de RNAr 16S das dez linhagens estudadas estdo apresentadas no anexo 1.

5.2. Alinhamento, BLAST e Identidade

O tamanho final da matriz de alinhamento apds remocao dos gaps iniciais e finais foi de
1449 posigoes.

A tabela 5 apresenta a porcentagem de identidade entre as seqiiéncias de RNAr 16S das
linhagens estudadas. Foram consideradas como pertencentes ao mesmo género as linhagens
com identidade igual ou superior a 95% (Ludwig et al. 1998).

A tabela 6 contém os resultados da analise de BLAST entre as linhagens estudadas e
seqiiéncias representativas do GenBank, apresentando sua porcentagem de identidade.

A tabela 7 apresenta as porcentagens de identidade entre as seqiiéncias depositadas no
GenBank utilizadas para o calculo de identidade com as seqiiéncias analisadas no presente

estudo.



Tabela 5.: Porcentagem de identidade entre as seqiiéncias de RNAr 16S das linhagens de Aphanizomenon, Cylindrospermopsis e Raphidiopsis estudadas

(linhagens morfologicamente diferentes e pertencentes ao mesmo género genético em azul; linhagens morfologicamente semelhantes e

pertencentes a géneros genéticos diferentes em vermelho, linhagens morfologicamente semelhantes e pertencentes ao mesmo género genético

em negrito e italico).

SPC 338 FURGCY001 SPC 640 SPC 649 SPC 668 SPC 704 Cylin(?lzJ(s:pill'r;Opsis Cylin(?lg(s:pzfgopsis SPC 969
Raphidiopsis Raphidiopsis Aphanizomenon Aphanizomenon Aphanizomenon Aphanizomenon  ou Raphidiopsis ou Raphidiopsis  Cylindrospermopsis
FURGCY001-Raphidiopsis 99,6459
SPC 640-Aphanizomenon 93,4982 93,3 522
SPC 649-Aphanizomenon 96,1891 96,1891 93,8689
SPC 668-Aphanizomenon 93,1449 93,0742 97,5021 94,0099
SPC T04-Aphanizomenon 96,3907 96,3907 93,9887 99,2237 94,1301
SPC 811-
O ondonee ™ 99,5751 99,6459 932815 96,1186 93,1400 96,3199
SPC 820-
oo™ 992018 99,2210 93,4229 959069 932156 96,1076 99,1501
linroamopsis 995043 995751 932862 963303 93,0085 965322 99,5043 99,0793
Oinemopss 99,5043 995751 935689 963303 932862 965322 99,5043 99,2210 99,7167

(43!



Tabela 6.: Porcentagem de identidade entre as seqiiéncias de RNAr 16S das linhagens de Aphanizomenon, Cylindrospermopsis e Raphidiopsis

estudadas e seqiiéncias representativas dos trés géneros depositadas no GenBank (linhagens morfologicamente diferentes e pertencentes ao

mesmo género genético em azul; linhagens morfologicamente semelhantes e pertencentes a géneros genéticos diferentes em vermelho;

linhagens morfologicamente semelhantes e pertencentes ao mesmo género genético em negrito e italico).

SPC 820 SPC 811
SPC 640 SPC 668 SPC 649 SPC 704 SPC 969 SPC 339 Cylindrospermopsis  Cylindrospermopsis SPC338 FURGCY001
Aphanizomenon Aphanizomenon Aphanizomenon Aphanizomenon Cylindrospermopsis  Cylindrospermopsis  ou Raphidiopsis ou Raphidiopsis Raphidiopsis Raphidiopsis
C. raciborskii Germany 2 92,8068 91,9492 95,7012 95,8333 98,5866 98,7279 98,2332 98,3746 98,5159 98,4452
C. raciborskii PMC98.14 93,5120 93,0889 96,8288 96,7514 99,3640 99,5053 99,0106 99,1519 99,5042 99,2226
C. raciborskii 09A 93,3004 93,0183 96,4764 96,3983 99,0813 99,2226 98,7279 98,8693 99,2210 98,7994
C. raciborskii 24C 93,1642 92,9528 96,4085 96,3303 98,8701 99,0113 98,5876 98,7994 99,0800 98,3769
C. raciborskii Florida | 92,6554 92,3023 96,3329 96,2623 98,9399 98,9399 98,4452 98,7986 99,1507 98,7986
C. raciborskii Brazil 2 92,5247 92,2426 96,1322 96,0536 99,0826 99,2943 98,4474 98,7306 99,1513 98,8011
C. raciborskii Brazil 1 92,0960 91,8843 95,9859 95,9068 98,7288 98,7994 98,0932 98,3769 99,0085 98,4474
Aph. flos-aquae NIES81 95,8982 95,2650 92,8723 92,5141 92,6554 92,9379 92,7260 92,5848 92,7260 92,6554
Aph. gracile 1tu26s 95,6897 95,5460 92,9699 92,8981 93,0416 93,3286 93,1133 92,9699 93,1851 93,0416
Aph. gracile
HEANEYCambl 95,7615 95,6178 93,0416 92,9699 93,1133 93,4003 93,1851 93,0416 93,2568 93,1133
Aph. issatschenkoi 0tu37s7 97,5972 98,8685 94,3622 94,0056 93,0233 93,3051 93,2347 93,0233 92,8723 93,0937
A. augstumalis SCHMIDKE
JAHNKE/4a 94,5698 94,2131 95,4993 95,4225 94,4915 94,4915 94,2797 94,1426 94,7368 94,3503
A. oscillarioides BO
HINDAK 1984/43 94,8519 95,3291 95,3048 95,2281 94,9894 94,9894 94,7777 94,7777 95,1477 94,8483
A. flos-aquae 1tu26s2 95,7615 94,9713 92,5395 92,4677 92,6112 92,8981 92,6829 92,5395 92,8981 92,6112
Anabaena spiroides 1tu39s17 95,6958 94,5481 92,9699 92,8981 93,1851 93,4720 93,4003 93,2568 93,4720 93,3286
Nostoc sp. 1tul4s8 93,2046 92,7754 90,8571 90,7857 91,5714 91,8571 91,5714 91,5000 91,6429 91,5714

eel



Tabela 7.: Porcentagem de identidade entre as seqiiéncias de RNAr 16S de linhagens representativas depositadas no GenBank.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1 Cylindrospermopsis raciborskii Germany 2
2 Cylindrospermopsis raciborskii PMC98.14 99,5717
3 Cylindrospermopsis raciborskii 09A 99,3562 99,5819
4 Cylindrospermopsis raciborskii 24C 99,1441 99,4398 99,2372
5 Cylindrospermopsis raciborskii Florida I~ 99,6372 99,7145 99,3562 99,0057
6 Cylindrospermopsis raciborskii Brazil 2 98,8571 99,2259 99,0182 98,7448 99,1429
7 Cylindrospermopsis raciborskii Brazil 1 98,6409 99,0141 98,8772 98,4050 98,9270 98,7509
8 Aphanizomenon flos-aquae NIES81 93,3530 93,1755 93,1755 92,9972 92,7247 92,4701 92,4701
9 Aphanizomenon gracile 1tu26s16 93,6484 93,3706 93,3706 93,2073 93,0100 92,6554 92,6554 99,4487
10 Aphanizomenon gracile HEANEYCamb 93,7223 93,5101 93,5101 93,3473 93,0813 92,7362 92,7362 99,5890 99,8622
11 Aphanizomenon issatschenkoi 0tu37s7 92,9387 93,4403 93,3706 93,2773 93,0100 92,5952 92,5952 96,1644 96,1406 97,6744
12 Anabaena augstumalis SCHMIDKE JAHNKE 94,5792 95,0454 94,8360 94,6116 94,2160 94,0056 94,0056 94,9384 94,9759 95,1436 95,4856
13 Anabaena oscillarioides BO HINDAK 94,9358 953245 953245 95,1714 94,4948 94,4288 94,4288 95,1436 952512 954172 95,6908 96,5116
14 Anabaena flos-aquae 1tu26s2 93,4959 932310 93,0216 92,8571 92,8673 92,3729 92,3729 98,4932 98,4149 98,3562 95,5479 943912 94,6648
15 Anabaena spiroides 1tu39s17 93,2240 93,7195 93,5101 932820 93,2953 92,7362 92,7362 97,4692 97,6600 97,6744 953567 95,0068 95,2804 97,9480
16 Nostoc sp. 1tul4s8 92,3473 922168 92,2168 92,0502 91,7614 91,5028 91,5028 93,4516 93,1366 93,2469 93,5924 93,8692 93,6649 93,6562 93,2607

vel



5.3. Reconstrucio filogenética

As figuras 1 e 2 apresentam as relagdes filogenéticas, estabelecidas pelos métodos de
Neighbor Joining e maxima parcimonia, respectivamente, entre as dez linhagens estudadas e
seqiiéncias representativas da familia Nostocaceae depositadas no GenBank. Estao
apresentados somente os agrupamentos com valores de reamostragem superiores a 50%.

Ramificag¢des com valores de reamostragem inferiores a 50% foram desconsideradas.



A. planctonica 1tu33s8 (AJ630432)
65 A. planctonica 1tu30s13 (AJ630431)
100 A. planctonica 1tu28s8 (AJ630430)
A. circinalis 1tu34s5 (AJ630415)
71 — A. circinalis 1tu33s12 (AJ630417)
66 A. circinalis 1tu30s11 (AJ630416)
— A. planctonica 1tu36s8 (AJ630433)

82 97 A. mucosa 1tu35s5 (AJ630425)
E A. spiroides 1tu39s17 (AJ630440)
100 A. smithii 1tu39s8 (AJ630436)

91 e A. sigmoidea 0tu38s4 (AJ630435)
100 A. sigmoidea 0tu36s7 (AJ630434)
—— __ Aph. flos-aquae 1tu37s13 (AJ630442)
97— Aph.f.-aq. var klebhahniiPH83 (AJ293122)
89 Aph.f.-ag. var klebhahniiPH218(AJ293123)
64 Aph. gracile PMC9402 (AJ293127)
] 80 Aph. flos-aquae PMC9707 (AJ293130)
Aph. flos-aquae 1tu29s19 (AJ630441)
91 Aph. flos-aquae PMC9401 (AJ293126)
A. flos-aquae 1tu26s2 (AJ630443)
Aph. flos-aquae NIES81 (AJ293131)
97 \ Aph. flos-aquae PMC9706 (AJ293129)
97?‘—@ A.gracile 1tu26s (AJ630445)
89 A. gracileHEANEYCamb19861401/1(AJ630444)
A. compacta ANACOM-KOR (AJ630418)
A. cylindrica XP6B (AJ630414)
75| ——— A. lemmermannii 1tu32s11 ( AJ630424)
76 96— A. lemmermannii strain 256 (AJ293113)
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Figura 1.: Relagdes filogenéticas entre as linhagens de Aphanizomenon, Cylindrospermopsis e Raphidiopsis
estudadas ¢ linhagens representativas de Nostocaceae depositadas no GenBank. (segundo método de
Neighbor Joining, com valores de reamostragem indicados proximo aos nos). Linhagens estudadas do
grupo Cylindrospermopis/Raphidiopsis em verde, linhagens estudadas de Aphanizomenon em
vermelho. A. = Anabaena , Aph. = Aphanizomenon.
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As
linhagens
SPC640,
SPC668,

SPC969 e

SPC339 tiveram sua identificacdo genérica confirmada pelas seqiiéncias de 16S RNAr: as

duas primeiras com mais de 95% de identidade com espécies de Aphanizomenon (tabela 6) e

97,59% de identidade entre si (tabela 5), as outras duas com identidade superior a 98% com



linhagens de C. raciborskii depositadas no Genbank (tabela 6) e entre si (tabela 5). As arvores
filogenéticas corroboram o parentesco proximo de SPC640 e SPC668 com outras espécies de
Aphanizomenon, com as quais estdo agrupadas em um clado separado daquele que retine os
representantes de Cylindrospermopsis e Raphidiopsis (figuras 1 e 2).

Em nivel especifico, as linhagens SPC969 e SPC339 tiveram sua identificagdo
morfologica como C. raciborskii confirmada, uma vez que apresentaram identidade superior a
97,5% com linhagens da espécie depositadas no Genbank.

A linhagem SPC640, contudo, identificada pela morfologia da célula apical como
pertencente a espécie A. gracile, e a linhagem SPC668, identificada morfologicamente como
A. cf. gracile, ndo tiveram sua identidade especifica confirmada, pois ambas apresentaram
identidade inferior a 97,5% com linhagens de A. gracile depositadas no Genbank e identidade
superior a 97,5% com A. issatschenkoi (tabela 6). Esta ¢ uma espécie de morfologia
caracteristica, tendo sido reclassificada por Rajaniemi et al. (2005) como Cuspidothrix
issatschenkoi, com base na atenuagdo terminal do tricoma e na célula apical alongada e
acuminada. Entretanto, tais caracteristicas ndo foram estaveis no material estudado, tendo sido
observadas com maior freqliéncia as células apicais cilindricas e de formato tipicamente
capitado de A. gracile. Assim sendo, em nivel especifico os resultados de RNAr 16S das
linhagens SPC640 e SPC668 divergem dos resultados morfologicos, o que pode, contudo,
estar relacionado ao baixo poder de resolucdo do RNAr 16S em nivel infragenérico.

Com relagdo a linhagem SPC704, identificada inicialmente como Aphanizomenon sp., as
seqiiéncias do RNAr 16S posicionaram-na em um clado-irmao ao clado que retne as
linhagens de Cylindrospermopsis/Raphidiopsis (figuras 1 e 2). Morfologicamente, a linhagem
apresentou caracteristicas hibridas entre Aphanizomenon e Cylindrospermopsis, dependendo

das condi¢des do meio de cultura. Em condigdes nutricionais favoraveis (meio ASMI1 nao



modificado), apresentou distribuicdo subsimétrica dos heterocitos ao longo do tricoma,
caracteristica tipica de Aphanizomenon. Em meio de cultura com baixa disponibilidade de
nitrogénio (meio ASM1 modificado), SPC704 desenvolveu heterocitos primariamente
terminais, dotados de um poro, caracteristicos do género Cylindrospermopsis (capitulol). A
linhagem apresentou identidade genética superior a 95% (tabela 6) com linhagens de C.
raciborskii, confirmando os dados morfologicos em condigdes de redugdo de nitrogénio. A
ampla plasticidade fenotipica da linhagem estd refletida em termos moleculares por sua
posicao intermediaria  nas arvores filogenéticas, entre 0 clado de
Cylindrospermopsis/Raphidiopsis ¢ o ramo no qual estd posicionada a espécie Anabaena
augustumnalis (figuras 1 e 2).

A linhagem SPC649 apresentou-se igualmente em posi¢do intermedidria nas arvores
filogenéticas, no mesmo clado da linhagem SPC704 (figuras 1 e 2). Ambas as linhagens
mostraram-se morfologicamente muito semelhantes em condi¢des de cultura normais (capitulo
1). Em meio de cultura com redugdo da disponibilidade de nitrogénio, contudo, a linhagem
SPC649 desenvolveu caracteristicas de Anabaena: células vegetativas e apicais esféricas e
distribuicdo metamérica dos heterocitos (igualmente esféricos) ao longo do tricoma.

Com relagdo as linhagens SPC811 e SPCS820, de identificagdo taxondmica incerta, os
resultados moleculares posicionaram-nas proximas as linhagens de Cylindrospermopsis
(figuras 1 e 2). A alta identidade de suas seqiiéncias de RNAr 16S com a de
Cylindrospermopsis raciborskii (tabelas 5 e 6) sugere que elas pertencem a esse género e,
possivelmente, a mesma espécie. Entretanto, a utilizagdo de outra(s) seqii€ncia(s) génica(s)
faz-se necessaria para confirmar esses resultados.

Concernente as linhagens SPC338 e FURGCYO001, ambas de morfologia tipica de

Raphidiopsis, as seqiiéncias de RNAr 16S apontam para a fragilidade do género. A alta



identidade do gene RNAr 16S com Cylindrospermopsis raciborskii, superior a 98% em todos
os casos (tabelas 5 e 6), ndo justifica a separagdo dos dois géneros, que deveriam, portanto, ser
considerados sindnimos. Neste caso e segundo o principio da prioridade prescrito pelo Codigo
Internacional de Nomenclatura Botanica (Mac Neill et al. 2006), prevaleceria 0 nome mais
antigo, Raphidiopsis, que abarcaria tanto os representantes com heterocitos, como aqueles que
perderam a capacidade de diferenciacao de células especializadas para a fixacao de nitrogénio.
Todavia, o nome Cylindrospermopsis ¢ muito mais conhecido, em virtude da importancia
ecoldgica e sanitaria do género em sistemas aquaticos de todo o mundo. Por este motivo e a
fim de minimizar a desestabilizacdo da nomenclatura resultante de novas combinagdes, sua
conservagdo e rejeicdo do nome Raphidiopsis devera ser proposta ao Comité do Codigo
Internacional de Nomenclatura Botanica mediante publica¢do na revista Taxon.

Por fim, com relagdo a Anabaena, o presente estudo corrobora resultados anteriores
segundo os quais Aphanizomenon e Anabaena sdo géneros polifiléticos intermisturados. Como
nao possuem um ancestral exclusivo, ndo compartilhado com representantes do outro género,
a necessidade de revisdo de ambos os gé€neros e reagrupamento das espécies e linhagens
proposta anteriormente com base no estudo de seqiiéncias de rbcLX (Rubisco) e ITS1 (espaco

intergénico transcrito 16S-23S) (Gugger 2002) foi confirmada.

7. Conclusoes

Concluimos, no presente estudo que:



1.

As seqiiéncias do gene codificador para a subunidade menor do RNA ribossomico
(RNAr 16S) mostraram-se adequadas para o estudo das linhagens de Aphanizomenon,
Cylindrospermopsis e Raphidiopsis, uma vez que, de modo geral, foram congruentes
com marcadores morfoldgicos na circunscrigdo genérica. Em nivel especifico, contudo,
o gene nem sempre reflete as observagdes morfologicas, dado ja ressaltado

anteriormente por varios autores.

Para o género-forma Aphanizomenon, as seqiiéncias de RNAr 16S confirmam sua
grande heterogeneidade, uma vez que reune tanto linhagens com caracteristicas
morfologicas de Anabaena, como linhagens morfologica e geneticamente mais

proximas de Cylindrospermopsis.

A separagdo dos géneros-forma Raphidiopsis e Cylindrospermopsis nio ¢ legitima do
ponto de vista do gene RNAr 16S e ambos os géneros devem ser considerados
sindnimos. A conservagdo do nome Cylindrospermopsis parece mais adequada,
conforme exposto na discussdo. Todavia, uma vez que as seqiiéncias de RNAr 16S do
presente estudo sdo as primeiras seqiiéncias longas do gene para Raphidiopsis, sugere-
se a ampliagdo do niimero de seqiiéncias desse gene, bem como de outras seqiiéncias

génicas do género, a fim de conferir maior robustez aos resultados aqui obtidos.

Heterocitos ndo constituem carater de importancia diacritica na diferenciagdo dos
géneros Cylindrospermopsis e Raphidiopsis. Embora produzam uma diferenga
morfoloégica conspicua, seus genes devem constituir somente por¢do infima do

genoma, nao justificando a separacdo dos dois géneros.
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Anexo 1

Seqiiéncias de RNAr 16Sdas linhagens de Cylindrospermopsis, Aphanizomenon e
Raphidiopsis estudadas.

SPC 339 Cylindrospermopsis raciborskii — 1412 pb

10 20 30 40 50 60 70 80



S EERTS EEPEY PR EERE] FEER FEERY FEERY EEREY EEPEY EEPR] EEEEY EEREY EEERY FEERY FEREY |
GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGGATGCTTAGGCATCTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGC

90 100 110 120 130 140 150 160
S EERTS EEPEY PR EERE] FEER FEERY FEERY EEREY EEPEY EEPR] EEEEY EEREY EEERY FEERY FEREY |
GTGAGAATCTGGCTCCAGGTCGGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGGATGTGCCGAGAGGTGAAAGATTTAT
170 180 190 200 210 220 230 240

S EETE FERPY EEERY FEFEY EEERY FEPE] FRERY EEFE] FEERY PERE] PR EERR FEREY PERRY PEPRY
CGCCTGGAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGT TGGCGGTGTAAGGGACCACCAAGGCGTCGATCAGTAGCTGGTCTGA
250 260 270 280 290 300 310 320

S EEETS EEPRY PR EERE] FERR FEERY FERRY EEEEY EEEEY PEPR] EERE] PR FRER PEERY PEREY |
GAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGG
330 340 350 360 370 380 390 400

S EEETS EEPEY EEER] EERE] FEER FEERY FERRY EEEEY EEEEY EEPR] EEREY EEREY FEER FEERY FERES |
CGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTCGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGAAAGT
410 420 430 440 450 460 470 480

S EEETS EEPEY EEER] EERE] FEER FEERY FERRY EEEEY EEEEY EEPR] EEREY EEREY FEER FEERY FERES |
GACGGTACTTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAA
490 500 510 520 530 540 550 560

S EERTS EEPEY PR EERE] FEER FEERY FEERY EEREY EEPEY EEPR] EEEEY EEREY EEERY FEERY FEREY |
TGATTGGGCGTAAAGGGTCTGCAGGTGGAACTGAAAGTCTGCTGTTAAAGAGTTTGGCTTAACCAAATAAAAGCGGTGGA
570 580 590 600 610 620 630 640

S EETE FERPY EEERY FEFEY EEERY FEPE] FRERY EEFE] FEERY PERE] PR EERR FEREY PERRY PEPRY
AACTACAGAACTAGAGTGCGGTAGGGGCAAAAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCAGGAAGAACACC
650 660 670 680 690 700 710 720

S EEETS EEPRY PR EERE] FERR FEERY FERRY EEEEY EEEEY PEPR] EERE] PR FRER PEERY PEREY |
GGTGGCGAAAGCGTTTTGCTAGACCGTAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAG
730 740 750 760 770 780 790 800

S EEETS EEPRY PR EERE] FERR FEERY FERRY EEEEY EEEEY PEPR] EERE] PR FRER PEERY PEREY |
TAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCC
810 820 830 840 850 860 870 880

S EEETS EEPEY EEER] EERE] FEER FEERY FERRY EEEEY EEEEY EEPR] EEREY EEREY FEER FEERY FERES |
CGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAA
890 900 910 920 930 940 950 960

S EERTS EEPEY PR EERE] FEER FEERY FEERY EEREY EEPEY EEPR] EEEEY EEREY EEERY FEERY FEREY |
TTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATCCTGCGAATCCCGGTGAAAGCTGGGAGTGCCTTAGGGAGCGC
970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040



S EERTS EEPEY PR EERE] FEER FEERY FEERY EEREY EEPEY EEPR] EEEEY EEREY EEERY FEERY FEREY |
AGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTT

1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
S EERTS EEPEY PR EERE] FEER FEERY FEERY EEREY EEPEY EEPR] EEEEY EEREY EEERY FEERY FEREY |
TTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTC
1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
S EETE FERPY EEERY FEFEY EEERY FEPE] FRERY EEFE] FEERY PERE] PR EERR FEREY PERRY PEPRY
AGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAGAGGGCAGCGAGCCAGGGATGGCAAGCGAA
1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280
S EEETS EEPRY PR EERE] FERR FEERY FERRY EEEEY EEEEY PEPR] EERE] PR FRER PEERY PEREY |
TCCAGAAACCGTAGCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAG
1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360
S EEETS EEPEY EEER] EERE] FEER FEERY FERRY EEEEY EEEEY EEPR] EEREY EEREY FEER FEERY FERES |
CATACTGCAGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGTCACGCCCGAAGTCATTA
1370 1380 1390 1400 1410

S EEETY EEPR) EEER] EERE] PERR FEREY FEERY FEEEY EEREY B
CCCCAACCGAAAGGAGGGGGATGCCTAAGGTAGGACTGGTGACTGGGGTGAA

SPC 811 - Cylindrospermopsis— 1412 pb

10 20 30 40 50 60 70 80

S EEEE PR RSS! FERN PEERY FERT] PEPR PEPE] PERR PESS PERR PRRS EER PR BEee
GATGAGCGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGAGATGCTTAGGCATCTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGC
920 100 110 120 130 140 150 160

N P [ (R T Pt T Ty PR e PR P PR R e e
GTGAGAATCTGGCTCCAGGTCGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGGATGTGCCGAGAGGTGAAAGATTTAT
170 180 190 200 210 220 230 240

N P [ (R T Pt T Ty PR e PR P PR R e e
CGCCTGGAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGCGGTGTAAGGGACCACCAAGGCATCGATCAGTAGCTGGTCTGA
250 260 270 280 290 300 310 320

S PR R RN FTTY T P e PR R PR T PR R R P
GAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGG
330 340 350 360 370 380 390 400

S FEEH PR PSS T PER PR PRER PEE PR PR PR PR FEES P P
CGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTCGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAGGAAGAAAGT
410 420 430 440 450 460 470 480



S EERTS EEPEY ERER] EERE] FEER FEERY FEERY EEREY EEPEY EEPR] EERE] ERERE FRERY FEERY FEREY |
GACGGTACTTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAA

490 500 510 520 530 540 550 560
S EERTS EEPEY ERERY EERE] FERR] FEER FRERY EEERY FEETY EEPEY EPFEY EPRE] FEER] FRERY PR |
TGATTGGGCGTAAAGGGTCTGCAGGTGGAACTGAAAGTCTGCTGTTAAAGAGTTTGGCTTAACCAAATAAAAGCGGTGGA
570 580 590 600 610 620 630 640
S EETE FERPY EEERY FEFEY EEERY FEPE] FRERY EEFE] FEERY PERE] PR EERR FEREY PERRY PEPRY
AACTACAGAACTAGAGTGCGGTAGGGGCAAAAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCAGGAAGAACACC
650 660 670 680 690 700 710 720
S EEET EEPRY EEERY EERE] EERR FEER FRERY EEREY FERTY EEPR) ERFRY EERE] FEER FRER PR |
GGTGGCGAAAGCGTTTTGCTAGACCGTAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAG
730 740 750 760 770 780 790 800
S EEETS EEPEY EEER] EERE] FEER FEERY FERRY EEEEY EEEEY EEPR] EEREY EEREY FEER FEERY FERES |
TAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCC
810 820 830 840 850 860 870 880
S EEETS EEPEY PR EERE] FEER FEERY FERRY EEREY EEPEY EEPR] EFRE] PR FEERY FEERY PEREY |
CGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAA
890 900 910 920 930 940 950 960
S EERTS EEPEY ERERY EERE] FERR] FEER FRERY EEERY FEETY EEPEY EPFEY EPRE] FEER] FRERY PR |
TTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATCCTGCGAATCCCGGTGAAAGCTGGGAGTGCCTTAGGGGGCGC
970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
3 EETE FERFY EEERY FEFEY EEERY FEFE] EEPRY EEPE] FEREY PEER FEPEY EERRY FEREY FEERY PREN
AGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTT
1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
S EEETS EEPRY EEERY EERE] EERR FEER FRERY EEPEY FERT) EEPR) ERFRY ERRE] FEER FRER PR |
TTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGAGGATGACGTCAAGTC
1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
S EEETS EEPRY EEERY EERE] EERR FEER FRERY EEPEY FERT) EEPR) ERFRY ERRE] FEER FRER PR |
AGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAGAGGGCAGCGAGCCAGGGATGGCAAGCGAA
1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280
S EEETS EEPEY ERERY EERE] EERR FEER FRERY EEEEY FEREY EEPEY ERFRY ERRE] FERE] FREERY PERR |
TCCAGAAACCGTAGCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAG
1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360
S EEETS EEPEY ERERY EERE] FERR] FEER FRERY EEERY FEETY EEPEY ERFEY EPRE] FEER] FRERY BERR |
CATACTGCAGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGTCACGCCCGAAGTCATTA
1370 1380 1390 1400 1410



S EEETS EEPEY EEER] EEREY PERR FEREY FEERY FEREY EEREY B
CCCCAACCGAAAGGAGGGGGATGCCTAAGGTAGGACTGGTGACTGGGGTGAA

SPC 704 — Aphanizomenon sp. — 1413pb

10 20 30 40 50 60 70 80

S FEER PSS PR FERR PR PR FEER PR PR PERR PR PEETY FEER PEER P |
GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAATGCTTAGGCATTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGC
90 100 110 120 130 140 150 160

S [P PR [N ETTTY Y PR P PR R FTTTY P ey IR R .
GTGAGAATTTGGCTTCAGGTCGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGGATATGCCGGAAGGTGAAAGATTTAT
170 180 190 200 210 220 230 240

S IR PR PR FUTTY e PR P PR P FUTTY e Py R e .
TGCCTGAAGATAAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTAGGAGGGGTAAAAGCCCACCTAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGA
250 260 270 280 290 300 310 320

S IR PR PR FUTTY e PR P PR P FUTTY e Py R e .
GAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGG
330 340 350 360 370 380 390 400

S PP AN PR FETT P P PO R PR FITTY e P R P |
CGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTCGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGAAAGT
410 420 430 440 450 460 470 480

S FEER PSS PR FERR PR PR FEER PR PR PERR PR PEETY FEER PEER P |
GACGGTACTTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAA
490 500 510 520 530 540 550 560

S [P PR [N ETTTY Y PR P PR R FTTTY P ey IR R .
TGATTGGGCGTAAAGGGTCTGTAGGTGGTACTGAAAGTCTGCTGTTAAAGAATCACGCTCAACGTGATCAAAGCAGTGGA
570 580 590 600 610 620 630 640

S [P PR [N ETTTY Y PR P PR R FTTTY P ey IR R .
AACTACAGAACTAGAGTGCGGTAGGGGCGAAAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCAGGAAGAACACC
650 660 670 680 690 700 710 720

S IR PR PR FUTTY e PR P PR P FUTTY e Py R e .
GGTGGCGAAAGCGTTTTGCTAGACCGCAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAG
730 740 750 760 770 780 790 800

S PP AN PR FETT P P PO R PR FITTY e P R P |
TAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCC
810 820 830 840 850 860 870 880



S EERTS EEPEY PR EERE] FEER FEERY FEERY EEREY EEPEY EEPR] EEEEY EEREY EEERY FEERY FEREY |
CGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAA

890 900 910 920 930 940 950 960
S EERTS EEPEY PR EERE] FEER FEERY FEERY EEREY EEPEY EEPR] EEEEY EEREY EEERY FEERY FEREY |
TTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATCCTGCGAATCCTGGTGAAAGCTGGGAGCGCCTTAGGGAGCGC
970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
S EETE FERPY EEERY FEFEY EEERY FEPE] FRERY EEFE] FEERY PERE] PR EERR FEREY PERRY PEPRY
AGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTT
1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
S EEETS EEPRY PR EERE] FERR FEERY FERRY EEEEY EEEEY PEPR] EERE] PR FRER PEERY PEREY |
TTTAGTTGCCAGCATTAAGATGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGAGGATGACGTCAAGTC
1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
S EEETS EEPEY EEER] EERE] FEER FEERY FERRY EEEEY EEEEY EEPR] EEREY EEREY FEER FEERY FERES |
AGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTGCAATGCTACGGACAAAGGGCAGCTACACAGCGATGTGATGCAAA
1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280
S EEETS EEPEY EEER] EERE] FEER FEERY FERRY EEEEY EEEEY EEPR] EEREY EEREY FEER FEERY FERES |
TCTCAGAAACCGTAGCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCA
1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360
S EERTS EEPEY PR EERE] FEER FEERY FEERY EEREY EEPEY EEPR] EEEEY EEREY EEERY FEERY FEREY |
GCATACTGCAGTGAATTCGTTCCCAGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGTCACGCCCGAAGTCATT
1370 1380 1390 1400 1410

3 R FEEEY EEERY FEREY EEERY FEFE] EEPRY EEFE] FRERY PR
ACCCCAACCGAAAGGAGGGGGATGCCTAAGGTAGGACTGGTGACTGGGGTGAA

SPC 649 Aphanizomenon sp. — 1417pb

10 20 30 40 50 60 70 80

S EEETS EEPEY EEER] EERE] FEER FEERY FERRY EEEEY EEEEY EEPR] EEREY EEREY FEER FEERY FERES |
GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAATGCTTAGGCATTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGC
90 100 110 120 130 140 150 160

S EERTS EEPEY PR EERE] FEER FEERY FEERY EEREY EEPEY EEPR] EEEEY EEREY EEERY FEERY FEREY |
GTGAGAATTTGGCTTCAGGTCGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGGATATGCCGGAAGGTGAAAGATTTAT



170 180 190 200 210 220 230 240
S EERTS EEPEY PR EERE] FEER FEERY FEERY EEREY EEPEY EEPR] EEEEY EEREY EEERY FEERY FEREY |
TGCCTGAAGATAAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTAGGAGGGGTAAAAGCCCACCTAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGA
250 260 270 280 290 300 310 320

S EETE FERPY EEERY FEFEY EEERY FEPE] FRERY EEFE] FEERY PERE] PR EERR FEREY PERRY PEPRY
GAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGG
330 340 350 360 370 380 390 400

S EETE FERPY EEERY FEFEY EEERY FEPE] FRERY EEFE] FEERY PERE] PR EERR FEREY PERRY PEPRY
CGAAAGCCAGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTCGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGAAAGT
410 420 430 440 450 460 470 480

S EEETS EEPRY PR EERE] FERR FEERY FERRY EEEEY EEEEY PEPR] EERE] PR FRER PEERY PEREY |
GACGGTACTTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAA
490 500 510 520 530 540 550 560

S EEETS EEPEY EEER] EERE] FEER FEERY FERRY EEEEY EEEEY EEPR] EEREY EEREY FEER FEERY FERES |
TGATTGGGCGTAAAGGGTCTGTAGATGGTACTGAAAGTCTGCTGTTAAAGAATCACGCTCAACGTGATCAAAGCAGTGGA
570 580 590 600 610 620 630 640

S EERTS EEPEY PR EERE] FEER FEERY FEERY EEREY EEPEY EEPR] EEEEY EEREY EEERY FEERY FEREY |
AACTACAGAACTAGAGTGCGGTAGGGGCAAAAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCAGGAAGAACACC
650 660 670 680 690 700 710 720

S EERTS EEPEY PR EERE] FEER FEERY FEERY EEREY EEPEY EEPR] EEEEY EEREY EEERY FEERY FEREY |
GGTGGCGAAAGCGTTTTGCTAGACCGCAGCTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAG
730 740 750 760 770 780 790 800

3 EETE FERFY EEERY FEFEY EEERY FEFE] EEPRY EEPE] FEREY PEER FEPEY EERRY FEREY FEERY PREN
TAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCC
810 820 830 840 850 860 870 880

S EEETS EEPRY PR EERE] FERR FEERY FERRY EEEEY EEEEY PEPR] EERE] PR FRER PEERY PEREY |
CGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAA
890 900 910 920 930 940 950 960

S EEETS EEPEY EEERY EERE] EERR FEER FRERY EEEEY FEREY EEPEY ERFRY ERRE] FERR] FEERY PR |
TTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATCCTGCGAATCCTGGTGAAAGCTGGGAGTGCCTTAGGGAGCGC
970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

S EEETS EEPEY EEERY EERE] EERR FEER FRERY EEEEY FEREY EEPEY ERFRY ERRE] FERR] FEERY PR |
AGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTT
1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120

S EERTS EEPEY ERERY EERE] FERR] FEER FRERY EEERY FEETY EEPEY EPFEY EPRE] FEER] FRERY PR |
TTTAGTTGCCAGCATTAAGATGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGAGGATGACGTCAAGTC



1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
S EEEE FEREY PEERY FEREY EEER) FEFE] EEPRY EEPE PR PEER PEPPS EERRY EEPEY PEERY PRE
AGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAAAGGGCAGCTACACAGCGATGTGATGCAAA
1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280
3 EETE FERFY EEERY FEFEY EEERY FEFE] EEPRY EEPE] FEREY PEER FEPEY EERRY FEREY FEERY PREN
TCTCAGAAACCGTAGCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCA
1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360
3 EETE FERFY EEERY FEFEY EEERY FEFE] EEPRY EEPE] FEREY PEER FEPEY EERRY FEREY FEERY PREN
GCATACTGCAGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGTCACGCCCGAAGTCATT
1370 1380 1390 1400 1410

S EEET) EEPR) EEPR] EEPE] FERR FEERY FERRY EEREY EEREY EEPR B
ACCCCAACCGAAAGGAGGGGGATGCCTAAGGTAGGACTGGTGACTGGGGTGAAGTCC

SPC 668- Aphanizomenon cf gracile — 1411 pb

10 20 30 40 50 60 70 80
S EEETS EEPEY ERERY EERE] FERR] FEER FRERY EEERY FEETY EEPEY ERFEY EPRE] FEER] FRERY BERR |
GATGAGCGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGTCTTAGGACAGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGT
90 100 110 120 130 140 150 160

3 EETE FERFY EEERY FEFEY EEERY FEFE] EEPRY EEPE] PR EEEE FEPPY EEERY FEPEY FEERY PREN
AAGAATCTGCCTTCAGGTTGGGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGAATGTGCCGAGAGGTGAAAGGCTTGCTG
170 180 190 200 210 220 230 240

S EETE FERPY EEERY FEFEY EEERY FEPE] FRERY EEFE] FEERY PERE] PR EERR FEREY PERRY PEPRY
CCTGAAGAAGAGCTTGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAGAGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGA
250 260 270 280 290 300 310 320

S EEETS EEPRY PR EERE] FERR FEERY FERRY EEEEY EEEEY PEPR] EERE] PR FRER PEERY PEREY |
GGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCG
330 340 350 360 370 380 390 400

S EEETS EEPEY ERERY EERE] EERR FEER FRERY EEEEY FEREY EEPEY ERFRY ERRE] FERE] FREERY PERR |
AAAGCCTGACGGAGCAATACCACGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAAAAAAATGA
410 420 430 440 450 460 470 480

S EERTS EEPEY PR EERE] FEER FEERY FEERY EEREY EEPEY EEPR] EEEEY EEREY EEERY FEERY FEREY |
CGGTACCTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATG
490 500 510 520 530 540 550 560



ATTGGGCGTAAAGGGTCCGCAGGTGGTAGTGTAAGTCTGCTGTTAAAGAGTCACGCTCAACGTGATCAAAGCAGTGGAAA
570 580 590 600 610 620 630 640
S EERTS EEPEY PR EERE] FEER FEERY FEERY EEREY EEPEY EEPR] EEEEY EEREY EEERY FEERY FEREY |
CTACACAACTAGAGTACGGTAGGGGCAGAAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCAGGAAGAACACCGG
650 660 670 680 690 700 710 720
S EETE FERPY EEERY FEFEY EEERY FEPE] FRERY EEFE] FEERY PERE] PR EERR FEREY PERRY PEPRY
TGGCGAAAGCGTTCTGCTAGACCTGTACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTA
730 740 750 760 770 780 790 800
S EEETS EEPRY PR EERE] FERR FEERY FERRY EEEEY EEEEY PEPR] EERE] PR FRER PEERY PEREY |
GTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGTGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTACCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCG
810 820 830 840 850 860 870 880
S EEETS EEPRY PR EERE] FERR FEERY FERRY EEEEY EEEEY PEPR] EERE] PR FRER PEERY PEREY |
CCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATT
890 900 910 920 930 940 950 960
S EEETS EEPEY EEER] EERE] FEER FEERY FERRY EEEEY EEEEY EEPR] EEREY EEREY FEER FEERY FERES |
CGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGTCGCCAATCTCGATGAAAATTGAGAGTGCCTTAGGGAGCGCGA
970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
S EERTS EEPEY PR EERE] FEER FEERY FEERY EEREY EEPEY EEPR] EEEEY EEREY EEERY FEERY FEREY |
ACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTATT
1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
S EETE FERPY EEERY FEFEY EEERY FEPE] FRERY EEFE] FEERY PERE] PR EERR FEREY PERRY PEPRY
TAGTTGCCAGCATTAAGATGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAG
1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
S EETE FERPY EEERY FEFEY EEERY FEPE] FRERY EEFE] FEERY PERE] PR EERR FEREY PERRY PEPRY
CATGCCCCTTACGCCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTCCGGACAAAGGGCAGCTACACAGCGATGTGATGCAAATC
1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280
S EEETS EEPRY PR EERE] FERR FEERY FERRY EEEEY EEEEY PEPR] EERE] PR FRER PEERY PEREY |
TCATAAACCGGGGCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATTGCTAGTAATTGCAGGTCAGC
1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360
S EEETS EEPEY EEER] EERE] FEER FEERY FERRY EEEEY EEEEY EEPR] EEREY EEREY FEER FEERY FERES |
ATACTGCAGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGTCACGCCCGAAGTCATTAC
1370 1380 1390 1400 1410

3 EEETY EEPEY EEEEY EERE] EERE] FEER ERERY FERRY FERE B
CCCAACCGAAAGGGGGGGGATGCCTAAGGTAGGACTGATGACTGGGGTGAA



SPC 820- Cylindrospermopsis -1411 pb

10 20 30 40 50 60 70 80

S FEEH PR PSS T PER PR PRER PEE PR PR PR PR FEES P P
GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGAGATGCTTAGGCATCTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGC
920 100 110 120 130 140 150 160

S EEEE PR RSS! FERN PEERY FERT] PEPR PEPE] PERR PESS PERR PRRS EER PR BEee
GTGAGAATCTGGCTCCAGGTCGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGGATGTGCCGAGAGGTGAAAGATTTAT
170 180 190 200 210 220 230 240

N P [ (R T Pt T Ty PR e PR P PR R e e
CGCCTGGAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGTGTAAGGGACTACCAAGGCGTCGATCAGTAGCTGGTCTGA
250 260 270 280 290 300 310 320

N P [ (R T Pt T Ty PR e PR P PR R e e
GAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGG
330 340 350 360 370 380 390 400

S PR [ [P FTT P e R P s PR PR PR R P e
CGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTCGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGAAAGT
410 420 430 440 450 460 470 480

S FEEH PR PSS T PER PR PRER PEE PR PR PR PR FEES P P
GACGGTACTTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAA
490 500 510 520 530 540 550 560

S EEEE PR RSS! FERN PEERY FERT] PEPR PEPE] PERR PESS PERR PRRS EER PR BEee
TGATTGGGCGTAAAGGGTCTGCAGGTGGAACTGAAAGTCTGCTGTTAAAGAGTTTGGCTTAACCAAATAAAAGCGGTGGA
570 580 590 600 610 620 630 640

S EEEE PR RSS! FERN PEERY FERT] PEPR PEPE] PERR PESS PERR PRRS EER PR BEee
AACTACAGAACTAGAGTGCGGTAGGGGCAAAAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCAGGAAGAACACC
650 660 670 680 690 700 710 720

N P [ (R T Pt T Ty PR e PR P PR R e e
GGTGGCGAAAGCGTTTTGCTAGACCGTAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGAATTAGATACCCCAG
730 740 750 760 770 780 790 800

S PR [ [P FTT P e R P s PR PR PR R P e
TAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCC
810 820 830 840 850 860 870 880

S FEEH PR PSS T PER PR PRER PEE PR PR PR PR FEES P P
CGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAAT TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAA
890 900 910 920 930 940 950 960



TCCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATCCTGCGAATCCCGGTGAAAGCTGGGAGTGCCTTAGGGAGCGC
970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
S EERTS EEPEY PR EERE] FEER FEERY FEERY EEREY EEPEY EEPR] EEEEY EEREY EEERY FEERY FEREY |
AGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTC
1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
S EETE FERPY EEERY FEFEY EEERY FEPE] FRERY EEFE] FEERY PERE] PR EERR FEREY PERRY PEPRY
TTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAGCCGGAGGAAGGTGAGGATGACGTCAAGTC
1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
S EEETS EEPRY PR EERE] FERR FEERY FERRY EEEEY EEEEY PEPR] EERE] PR FRER PEERY PEREY |
AGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAGAGGGCAGCGAGCCAGGGATGGCAAGCGAA
1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280
S EEETS EEPRY PR EERE] FERR FEERY FERRY EEEEY EEEEY PEPR] EERE] PR FRER PEERY PEREY |
TCCAGAAACCGTAGCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAG
1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360
S EEETS EEPEY EEER] EERE] FEER FEERY FERRY EEEEY EEEEY EEPR] EEREY EEREY FEER FEERY FERES |
CATACTGCAGTGATTTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGTCACGCCCGAAGTCATTA
1370 1380 1390 1400 1410

S EEETS EEPEY EEER] EEREY PERR FEREY FEERY FEREY EEREY B
CCCCAACCGAAAGGAGGGGGATGCCTAAGGTAGGACTGGTGACTGGGGTGAA

SPC 969- Cylindrospermopsis raciborskii - 1412 pb

10 20 30 40 50 60 70 80
S EEETS EEPRY PR EERE] FERR FEERY FERRY EEEEY EEEEY PEPR] EERE] PR FRER PEERY PEREY |
GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGGATGCTTAGGCATCTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGC
20 100 110 120 130 140 150 160

S EEETS EEPRY PR EERE] FERR FEERY FERRY EEEEY EEEEY PEPR] EERE] PR FRER PEERY PEREY |
GTGAGAATCTGGCTCCAGGTCGGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGGATATGCCGAGAGGTGAAAGATTTAT
170 180 190 200 210 220 230 240

S EEETS EEPEY PR EERE] FEER FEERY FERRY EEREY EEPEY EEPR] EFRE] PR FEERY FEERY PEREY |
CGCCTGGAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGT TGGCGGTGTAAGGGACCACCAAGGCATCGATCAGTAGCTGGTCTGA
250 260 270 280 290 300 310 320

S EEETS EEPEY ERERY EERE] FERR] FEER FRERY EEERY FEETY EEPEY ERFEY EPRE] FEER] FRERY BERR |
GAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGG
330 340 350 360 370 380 390 400



S EERTS EEPEY PR EERE] FEER FEERY FEERY EEREY EEPEY EEPR] EEEEY EEREY EEERY FEERY FEREY |
CGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTCGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGAAAGT

410 420 430 440 450 460 470 480
S EEETS EEPEY ERERY EERE] FERR] FEER FRERY EEERY FEETY EEPEY ERFEY EPRE] FEER] FRERY BERR |
GACGGTACTTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAA
490 500 510 520 530 540 550 560

S EETE FERPY EEERY FEFEY EEERY FEPE] FRERY EEFE] FEERY PERE] PR EERR FEREY PERRY PEPRY
TGATTGGGCGTAAAGGGTCTGCAGGTGGAACTGAAAGTCTGCTGTTAAAGAGTTTGGCTTAACCAAATAAAAGCGGTGGA
570 580 590 600 610 620 630 640

S EEETS EEPRY PR EERE] FERR FEERY FERRY EEEEY EEEEY PEPR] EERE] PR FRER PEERY PEREY |
AACTACAGAACTAGAGTGCGGTAGGGGCAAAAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCAGGAAGAACACC
650 660 670 680 690 700 710 720

S EEETS EEPEY ERERY EERE] EERR FEER FRERY EEEEY FEREY EEPEY ERFRY ERRE] FERE] FREERY PERR |
GGTGGCGAAAGCGTTTTGCTAGACCGTAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAG
730 740 750 760 770 780 790 800

S EEETS EEPEY EEER] EERE] FEER FEERY FERRY EEEEY EEEEY EEPR] EEREY EEREY FEER FEERY FERES |
TAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCC
810 820 830 840 850 860 870 880

S EEETS EEPEY ERERY EERE] FERR] FEER FRERY EEERY FEETY EEPEY ERFEY EPRE] FEER] FRERY BERR |
CGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAA
890 900 910 920 930 940 950 960

S EETE FERPY EEERY FEFEY EEERY FEPE] FRERY EEFE] FEERY PERE] PR EERR FEREY PERRY PEPRY
TTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATCCTGCGAATCCCGGTGAAAGCTGGGAGTGCCTTAGGGAGCGC
970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

S EEETS EEPRY PR EERE] FERR FEERY FERRY EEEEY EEEEY PEPR] EERE] PR FRER PEERY PEREY |
AGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTT
1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120

S EEETS EEPRY PR EERE] FERR FEERY FERRY EEEEY EEEEY PEPR] EERE] PR FRER PEERY PEREY |
TTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGAGGATGACGTCAAGTC
1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200

S EEETS EEPEY EEER] EERE] FEER FEERY FERRY EEEEY EEEEY EEPR] EEREY EEREY FEER FEERY FERES |
AGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAGAGGGCAGCGAGCCAGGGATGGCAAGCGAA
1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280

S EERTS EEPEY PR EERE] FEER FEERY FEERY EEREY EEPEY EEPR] EEEEY EEREY EEERY FEERY FEREY |
TCCAGAAACCGTAGCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAG
1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360



S EERTS EEPEY PR EERE] FEER FEERY FEERY EEREY EEPEY EEPR] EEEEY EEREY EEERY FEERY FEREY |
CATACTGCAGTGAATTCGTCCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGTCACGCCCGAAGTCATTA

1370 1380 1390 1400 1410

S EEETS EEPEY EEER] EEREY PERR FEREY FEERY FEREY EEREY B
CCCCAACCGAAAGGAGGGGGATGCCTAAGGTAGGACTGGTGACTGGGGTGAA

SPC 640 - Aphanizomenon — 1411 pb

10 20 30 40 50 60 70 80

S EEEE PR PRSI FERNY EEERY FEET] PERR PEPE] FERR PEEE PERR PRRRY EEE PSS PR
GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGTCTTAGGACATAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGT
90 100 110 120 130 140 150 160

S EETE PR PR FERY EEERY FEET] PERR BEPE FERR PR PR PRI EEETY FEEE PR
AAGAATCTGCCTTCAGGTCGGGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATGTGCCGAGAGGTGAAAGGCTTGCTG
170 180 190 200 210 220 230 240

S EETE PR PR FERY EEERY FEET] PERR BEPE FERR PR PR PRI EEETY FEEE PR
CCTGAAGAAGAGCTTGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAGAGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGA
250 260 270 280 290 300 310 320

S EEEE PR R EERR) EEER FEPEY PEERY EEPE FERR FEE PR EEEEY EEEY FEEE PR
GGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCG
330 340 350 360 370 380 390 400

S EEEE PR R EEREY EEERY EEEE] EEERY EERE FERR BESE FERR BEEE EEERY EEER PR
AAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAAAAAAATGA
410 420 430 440 450 460 470 480

S EEEE PR PRSI FERNY EEERY FEET] PERR PEPE] FERR PEEE PERR PRRRY EEE PSS PR
CGGTACCTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATG
490 500 510 520 530 540 550 560

S EEEE PR PRSI FERNY EEERY FEET] PERR PEPE] FERR PEEE PERR PRRRY EEE PSS PR
ATTGGGCGTAAAGGGTCTGCAGGTGGTAGTGAAAGTCTGCTGTTAAAGAGTCTAGCTCAACTAGATAAGAGCAGTGGAAA
570 580 590 600 610 620 630 640

S EETE PR PR FERY EEERY FEET] PERR BEPE FERR PR PR PRI EEETY FEEE PR
CTACACAACTAGAGTACGGTAGGGGCAGAAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCAGGAAGAACGCCGG
650 660 670 680 690 700 710 720

S EEEE PR R EERR) EEER FEPEY PEERY EEPE FERR FEE PR EEEEY EEEY FEEE PR
TGGCGAAAGCGTTCTGCTAGACCTGTACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTA
730 740 750 760 770 780 790 800



S EERTS EEPEY PR EERE] FEER FEERY FEERY EEREY EEPEY EEPR] EEEEY EEREY EEERY FEERY FEREY |
GTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGTGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTACCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCG

810 820 830 840 850 860 870 880
S EERTS EEPEY PR EERE] FEER FEERY FEERY EEREY EEPEY EEPR] EEEEY EEREY EEERY FEERY FEREY |
CCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATT
890 900 910 920 930 940 950 960
S EETE FERPY EEERY FEFEY EEERY FEPE] FRERY EEFE] FEERY PERE] PR EERR FEREY PERRY PEPRY
CGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGTCACGAATCCTGTGGAAACATAGGAGTGCCTTAGGGAGCGTGA
970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
S EEETS EEPRY PR EERE] FERR FEERY FERRY EEEEY EEEEY PEPR] EERE] PR FRER PEERY PEREY |
ACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGGTGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTT
1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
S EEETS EEPEY EEER] EERE] FEER FEERY FERRY EEEEY EEEEY EEPR] EEREY EEREY FEER FEERY FERES |
TAGTTGCCAGCATTAAGATGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAG
1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
S EEETS EEPEY EEER] EERE] FEER FEERY FERRY EEEEY EEEEY EEPR] EEREY EEREY FEER FEERY FERES |
CATGCCCCTTACGCCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTCCGGACAAAGGGAAGCTACACAGCGATGTGATGCAAATC
1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280
S EERTS EEPEY PR EERE] FEER FEERY FEERY EEREY EEPEY EEPR] EEEEY EEREY EEERY FEERY FEREY |
TCATAAACCGGAGCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGC
1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360
S EETE FERPY EEERY FEFEY EEERY FEPE] FRERY EEFE] FEERY PERE] PR EERR FEREY PERRY PEPRY
ATACTGCAGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGTCACGCCCGAAGTCATTAC
1370 1380 1390 1400 1410

S EEEEY EEPRY PEFRY PERE] EERE] FRER FRERY BEPEY PERE B
CCCAACCTTTTGGAGGGGGATGCCTAAGGTAGGACTGATGACTGGGGTGAA

SPC 338 — Raphidiopsis brookii — 1412pb
10 20 30 40 50 60 70 80
S FETH PR PSS TR PER PR PERR PEE PR PR PR PR FEEN P P
GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGAGATGCTTAGGCATCTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGC
920 100 110 120 130 140 150 160



GTGAGAATCTGGCTCCAGGTCGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGGATGTGCCGAGAGGTGAAAGATTTAT
170 180 190 200 210 220 230 240

S EERTS EEPEY ERERY EERE] FERR] FEER FRERY EEERY FEETY EEPEY EPFEY EPRE] FEER] FRERY PR |
CGCCTGGAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGT TGGTGGTGTAAGGGACCACCAAGGCATCGATCAGTAGCTGGTCTGA
250 260 270 280 290 300 310 320

S EETE FERPY EEERY FEFEY EEERY FEPE] FRERY EEFE] FEERY PERE] PR EERR FEREY PERRY PEPRY
GAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGG
330 340 350 360 370 380 390 400

S EEETS PR EEER] EERE] FERR FEERY FERRY EEEEY EEERY PEPR] EERE] PR FRER PEERY PEREY |
CGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTCGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGAAAGT
410 420 430 440 450 460 470 480

S EEET EEPRY EEERY EERE] EERR FEER FRERY EEREY FERTY EEPR) ERFRY EERE] FEER FRER PR |
GACGGTACTTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAA
490 500 510 520 530 540 550 560

S EEETS EEPEY EEER] EERE] FEER FEERY FERRY EEEEY EEEEY EEPR] EEREY EEREY FEER FEERY FERES |
TGATTGGGCGTAAAGGGTCTGCAGGTGGAACTGAAAGTCTGCTGTTAAAGAGTTTGGCTTAACCAAATAAAAGCGGTGGA
570 580 590 600 610 620 630 640

S EEETS EEPEY ERERY EERE] FERR] FEER FRERY EEERY FEETY EEPEY ERFEY EPRE] FEER] FRERY BERR |
AACTACAGAACTAGAGTGCGGTAGGGGCAAAAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCAGGAAGAACACC
650 660 670 680 690 700 710 720

S EETE FERPY EEERY FEFEY EEERY FEPE] FRERY EEFE] FEERY PERE] PR EERR FEREY PERRY PEPRY
GGTGGCGAAAGCGTTTTGCTAGACCGTAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAG
730 740 750 760 770 780 790 800

S EETE FERFY EEERY FEFEY EEERY FEPE] FRERY EEFE] FERRY PERE] PR EERR FEREY PERRY PEPRY
TAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCC
810 820 830 840 850 860 870 880

S EEETS EEPRY EEERY EERE] EERR FEER FRERY EEPEY FERT) EEPR) ERFRY ERRE] FEER FRER PR |
CGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAA
890 900 910 920 930 940 950 960

S EEETS EEPEY EEER] EERE] FEER FEERY FERRY EEEEY EEEEY EEPR] EEREY EEREY FEER FEERY FERES |
TTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATCCTGCGAATCCCAGTGAAAGCTGGGAGTGCCTTAGGGAGCGC
970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

S EERTS EEPEY PR EERE] FEER FEERY FEERY EEREY EEPEY EEPR] EEEEY EEREY EEERY FEERY FEREY |
AGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTT
1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120



TTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGAGGATGACGTCAAGTC
1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
S EERTS EEPEY PR EERE] FEER FEERY FEERY EEREY EEPEY EEPR] EEEEY EEREY EEERY FEERY FEREY |
AGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAGAGGGCAGCGAGCCAGGGATGGCAAGCGAA
1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280
S EETE FERPY EEERY FEFEY EEERY FEPE] FRERY EEFE] FEERY PERE] PR EERR FEREY PERRY PEPRY
TCCAGAAACCGTAGCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAG
1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360
S EEETS EEPRY PR EERE] FERR FEERY FERRY EEEEY EEEEY PEPR] EERE] PR FRER PEERY PEREY |
CATACTGCAGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGTCACGCCCGAAGTCATTA
1370 1380 1390 1400 1410

S EEETY EEPR) EEPR] EERE] PERR FEREY PERRY FEREY EERE B
CCCCAACCGAAAGGAGGGGGATGCCTAAGGTAGGACTGGTGACCGGGGTGAA

FURGCY001- Raphidiopsis brookii -1412 pb

10 20 30 40 50 60 70 80
S EERTS EEPEY PR EERE] FEER FEERY FEERY EEREY EEPEY EEPR] EEEEY EEREY EEERY FEERY FEREY |
GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGAGATGCTTAGGCATCTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGC
90 100 110 120 130 140 150 160

S EETE FERPY EEERY FEFEY EEERY FEPE] FRERY EEFE] FEERY PERE] PR EERR FEREY PERRY PEPRY
GTGAGAATCTGGCTCCAGGTCGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGGATGTGCCGAGAGGTGAAAGATTTAT
170 180 190 200 210 220 230 240

S EEETS EEPRY PR EERE] FERR FEERY FERRY EEEEY EEEEY PEPR] EERE] PR FRER PEERY PEREY |
CGCCTGGAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGT TGGCGGTGTAAGGGACCACCAAGGCATCGATCAGTAGCTGGTCTGA
250 260 270 280 290 300 310 320

S EEETS EEPRY PR EERE] FERR FEERY FERRY EEEEY EEEEY PEPR] EERE] PR FRER PEERY PEREY |
GAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAATGGGGAATTTTCCGCAATGGG
330 340 350 360 370 380 390 400

S EEETS EEPEY EEER] EERE] FEER FEERY FERRY EEEEY EEEEY EEPR] EEREY EEREY FEER FEERY FERES |
CGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTCGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGAAAGT
410 420 430 440 450 460 470 480

S EERTS EEPEY PR EERE] FEER FEERY FEERY EEREY EEPEY EEPR] EEEEY EEREY EEERY FEERY FEREY |
GACGGTACTTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAA
490 500 510 520 530 540 550 560



S EERTS EEPEY PR EERE] FEER FEERY FEERY EEREY EEPEY EEPR] EEEEY EEREY EEERY FEERY FEREY |
TGATTGGGCGTAAAGGGTCTGCAGGTGGAACTGAAAGTCTGCTGTTAAAGAGTTTGGCTTAACCAAATAAAAGCGGTGGA

570 580 590 600 610 620 630 640
S EERTS EEPEY PR EERE] FEER FEERY FEERY EEREY EEPEY EEPR] EEEEY EEREY EEERY FEERY FEREY |
AACTACAGAACTAGAGTGCGGTAGGGGCAAAAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCAGGAAGAACACC
650 660 670 680 690 700 710 720
S EETE FERPY EEERY FEFEY EEERY FEPE] FRERY EEFE] FEERY PERE] PR EERR FEREY PERRY PEPRY
GGTGGCGAAAGCGTTTTGCTAGACCGTAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAG
730 740 750 760 770 780 790 800
S EEETS EEPRY PR EERE] FERR FEERY FERRY EEEEY EEEEY PEPR] EERE] PR FRER PEERY PEREY |
TAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCC
810 820 830 840 850 860 870 880
S EEETS EEPEY EEER] EERE] FEER FEERY FERRY EEEEY EEEEY EEPR] EEREY EEREY FEER FEERY FERES |
CGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAA
890 900 910 920 930 940 950 960
S EEETS EEPEY EEER] EERE] FEER FEERY FERRY EEEEY EEEEY EEPR] EEREY EEREY FEER FEERY FERES |
TTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATCCTGCGAATCCCGGTGAAAGCTGGGAGTGCCTTAGGGAGCGC
970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
S EERTS EEPEY PR EERE] FEER FEERY FEERY EEREY EEPEY EEPR] EEEEY EEREY EEERY FEERY FEREY |
AGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTT
1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
S EETE FERPY EEERY FEFEY EEERY FEPE] FRERY EEFE] FEERY PERE] PR EERR FEREY PERRY PEPRY
TTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGAGGATGACGTCAAGTC
1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
S EEETS EEPRY PR EERE] FERR FEERY FERRY EEEEY EEEEY PEPR] EERE] PR FRER PEERY PEREY |
AGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAGAGGGCAGCGAGCCAGGGATGGCAAGCGAA
1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280
S EEETS EEPRY PR EERE] FERR FEERY FERRY EEEEY EEEEY PEPR] EERE] PR FRER PEERY PEREY |
TCCAGAAACCGTAGCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAG
1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360
S EEETS EEPEY EEER] EERE] FEER FEERY FERRY EEEEY EEEEY EEPR] EEREY EEREY FEER FEERY FERES |
CATACTGCAGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGTCACGCCCGAAGTCATTA
1370 1380 1390 1400 1410

S EEETS EEPEY EEER] EEREY PERR FEREY FEERY FEREY EEREY B
CCCCAACCGAAAGGAGGGGGATGCCTGAGGTAGGACTGGTGACTGGGGTGAA



CAPITULO 3

Produciao de toxinas por linhagens brasileiras de cianobactérias dos géneros

Aphanizomenon, Cylindrospermopsis e Raphidiopsis (Nostocales)



ABSTRACT - (Toxin production by Brazilian strains of Aphanizomenon,

Cylindrospermopsis and Raphidiopsis (Cyanobacteria, Nostocales))

The cyanobacterial genera Cylindrospermopsis (Woloszynska) Seenayya & Subba Raju 1972,
Aphanizomenon Morren ex Bornet et Flahault 1888 and Raphidiopsis Fritsch et Rich 1929
(Nostocales) are known producers of neuro and citotoxins worldwide. In Brazil, most
references of their toxicity are related to toxic blooms and relatively few species or strains
were tested for toxin production. Therefore, the present study aimed to verify, through mouse
bioassays, the toxin production by ten Brazilian strains belonging to the three genera. The two
tested Cylindrospermopsis strains and one of the two Raphidiopsis strains showed to be

neurotoxic. None of the tested Aphanizomenon strains showed toxicity in the bioassay.

KEY WORDS - Mouse bioassay, neurotoxicity



RESUMO - (Producgao de toxinas por linhagens brasileiras de cianobactérias dos

géneros Aphanizomenon, Cylindrospermopsis e Raphidiopsis (Nostocales))

As cianobactérias pertencentes aos géneros Cylindrospermopsis (Woloszynska) Seenayya &
Subba Raju 1972, Aphanizomenon Morren ex Bornet et Flahault 1888 e Raphidiopsis Fritsch
et Rich 1929 (Nostocales) sao conhecidas produtoras de neuro e citotoxinas no mundo. No
Brasil, grande parte das referéncias a cianotoxinas sao relativas a floragdes e poucas espécies
ou linhagens foram testadas quanto a producdo de toxinas. Assim, o objetivo do presente
estudo foi testar, através de bioensaio com camundongos, a producdo de toxinas por dez
linhagens brasileiras dos trés géneros. As duas linhagens de Cylindrospermopsis e uma daas
duas linhagens de Raphidiopsis testadas revelaram-se neurotoxicas. Das linhagens de

Aphanizomenon testadas, nenhuma mostrou-se toxica.

PALAVRAS-CHAVE: Bioensaio com camundongos, neurotoxicidade



1. Introducao

1.1. Cianotoxinas

Cianotoxinas sdo metabolitos primarios ou secundarios de cianobactérias, com efeito
lesivo a outros organismos (Codd et al. 2005). Como biotoxinas, sdo responsaveis, entre
outros, pela intoxicagdo aguda e (sub)cronica de animais selvagens e domésticos, bem como
de populagdes humanas (Appeldoorn et al. 2007). Mais de 55 espécies de cianobactérias,
pertencentes a 30 géneros, ja foram identificadas como produtoras de toxinas (Cronberg et al.
2004). O papel dos compostos toxicos nao esta inteiramente esclarecido, supondo-se fungdes
ecologicas (alelopatia e prote¢do a predacdo) e fisioldogicas (manutengcdo da homeostase,
adaptacdo cromatica, transporte de ferro e estocagem de determinados elementos) (Leflaive &
Ten-Hage 2007).

As principais classes de toxinas produzidas por cianobactérias de ambientes limnicos e
salobros sdo os oligopeptideos de efeito hepatotoxico em mamiferos (microcistinas e
nodularinas), os alcaldides neurotoxicos (saxitoxinas ou “Paralytic Shellfish Poisons™ e
anatoxinas) ou citotoxicos (cilindrospermopsinas) e os lipopolissacarideos de agdo irritativa
sobre pele e mucosas (Appeldoorn et al. 2007). Sao ainda produzidos por representantes do
grupo peptideos bioativos menos comuns como espumiginas, microviridinas, suomilidas,
todas de efeito inibitorio sobre a protease de serinas, nostocoficinas de agdo relaxante e
anabaenopeptinas inibidoras de carboxipeptidases (Harada 2004), além de outros compostos
nocivos a saide humana e animal: betametilaminoalanina (BMAA) (Cox et al. 2005),
aeruginoguanidinas, microcina, oscillarina (Berlinck & Kossuga 2005), entre outros.

Inumeros episodios de intoxicacdo humana e animal relacionados a floragdes de

cianobactérias tém sido reportados desde o século XIX, sobretudo na Europa e Australia



(Codd et al. 2005). No Brasil, os eventos mais graves relacionados a cianotoxinas envolvem
vitimas fatais na regido da Barragem de Itaparica, Bahia, em 1988 (Teixeira et al. 1993), e em
uma clinica de hemodialise de Caruaru, Pernambuco, em 1996 (Jochimsen et al. 1998,
Azevedo et al.2002). Ao lado da descricdo de hepatocarcinomas letais promovidos por
microcistinas na China (Yu 1995) e das mortes por doenca neurodegenerativa relacionadas a
BMAA entre os chamorros de Guam, no Oceano Pacifico, e de pacientes canadenses (Cox et.
al. 2005), as ocorréncias no Brasil sdo os tnicos relatos de morte humana associada a
cianotoxinas produzidas em ambientes de agua doce. Todavia, ha inumeros casos de
gastroenterite, comprometimento hepatico, renal e intestinal, dermatites de contato e febre
ocasionados por cianotoxinas no Brasil e no mundo (Hunter 1998), além de incontaveis
episodios de morte de animais selvagens e domésticos (para uma revisdo, ver Codd et al.
2005, Falconer 2005).

Bartram et al. (1999), Azevedo et al. (1994), entre outros autores, relacionam o aumento
do risco de intoxicagdo por cianotoxinas nas ultimas décadas com o aumento da freqiiéncia e
extensdo de floragdes de cianobactérias em corpos d’agua de todo mundo, decorrentes,
principalmente, do agravamento da polui¢ao organica dos mesmos. Segundo Azevedo (1998),
cerca de 50% das floragdes de cianobactérias testadas em bioensaios em diferentes partes do

planeta mostraram-se toxicas.

1.2. Producio de toxinas por Aphanizomenon, Cylindrospermopsis e Raphidiopsis

Os géneros Aphanizomenon Morren ex Bornet et Flahault 1888, Cylindrospermopsis
Seenayya & Subba Raju 1972 e Raphidiopsis Fritsch & Rich 1929, pertencentes a ordem
Nostocales, sdo conhecidos produtores de cianotoxinas (tabelas 1, 2 e 3).

Em fungdo do extensivo consumo de Aphanizomenon flos-aquae como complemento



alimentar, da descricdo da maioria das linhagens da espécie como nao-toxicas e da
reclassificacdo de varias linhagens incorretamente identificadas (Li et al. 2000, Li et al. 2003,
Pereira et al. 2004), Li et al. (2003) questionam a producdo de toxinas por esta espécie.
Contudo, varias outras espécies de Aphanizomenon s3o, comprovadamente, produtoras de
compostos toxicos em diversas partes do mundo (tabela 1).

No Brasil, os tnicos registros de produgdo de toxina pelo género sdo os de Vieira (2002)
¢ Vieira et al. (2005) (tabela 1), que demonstraram a producdo de hepatotoxina por
Aphanizomenon cf. gracile através de bioensaio em camundongos, porém nao identificaram o
composto em questao.

Para Cylindrospermopsis, a espécie C. raciborskii foi relatada como produtora de
cilindrospermopsina e deoxicilindrospermopsina na América do Norte, Asia ¢ Oceania e de
saxitoxinas no Brasil (tabela 2). Na Europa, a produ¢do de cilindrospermopsina pela espécie
ainda é matéria de controvérsia (Fastner et al. 2007). Embora a toxina tenha sido detectada em
corpos d’agua europeus concomitantemente a ocorréncia de Cylindrospermopsis raciborskii, a
espécie ndo foi confirmada como sua produtora (Manti et al. 2005, Fastner et al. 2007).
Entretanto, outros compostos toxicos sao relatados tanto para a Europa, como para a Africa
(tabela 2).

Trés espécies de Raphidiopsis foram identificadas como produtoras de cianotoxinas no
mundo (tabela 3). No Brasil, Raphidiopsis brookii foi recentemente relatada como produtora
“Paralytic Shellfish Poisons” (PSPs), sendo este o primeiro registro de produgdo de

saxitoxinas pelo género (Yunes et al. 2007).



Tabela 1. Toxinas produzidas por espécies de Aphanizomenon.

Espécie Toxina produzida Origem geografica Referéncia
Sawyer et al. 1968,
pSp New Hampshire, Estados Adelman et al. 1982,
Unidos® Mahmood &
Carmichael 1986
PSP Portugal® Pereira et al. 2000
A. flos-aquae PSP Portugal Ferreira 2001
PSP o Ikawa 1982
_ Chen 2003, Liu et al.
PSP China
2006a,b
Anatoxina-a o Rapala 1993
Cilindrospermopsina Alemanha Preussel et al. 2006
Mueggelone ndo-mencionada Papendorf et al. 1997
A.gracile PSP Portugal Pereira et al. 2004
. ) ) Vieira 2002, Vieira et
Aphanizomenon cf. Hepatotoxina Para, Brasil
) al. 2005
gracile
A. issatschenkoi PSP Portugal Nogueira et al. 2004

A. issatschenkoi®

A. ovalisporum
A. ovalisporum
A. ovalisporum

Aphanizomenon sp.

Aphanizomenon sp

Anatoxina-a

Cilindrospermopsina
Cilindrospermopsina
7-epicilindrospermopsina
Anatoxina-a

Cilindrospermopsina

Nova Zelandia

Israel
Australia
Israel
Finlandia

Alemanha

Selwood et al. 2007,
Wood et al. 2007
Banker et al. 1997
Shaw et al. 1999
Banker et al. 2000
Sivonen et al. 1989
Fastner et al. 2007

a: populagdes da natureza e linhagem NH-5 reclassificadas como Aphanizomenon sp. por Li et al.(2000),
linhagem NH -5 posteriormente identificada como A. gracile (Pereira et al. 2004, b: linhagem LMECYA31
reclassificada como A. issatschenkoi por Li et al. (2003), ¢: inicialmente identificada como Raphidiopsis
mediterranea (Wood et al. 2007).



Tabela 2. Toxinas produzidas por Cylindrospermopsis raciborskii.

Toxina produzida

Origem geografica

Referéncia

Cilindrospermopsina

Deoxicilindrospermopsina

Saxitoxinas

Anatoxina
BMAA

Hepatotoxina nao-
identificada

Australia

Estados Unidos
China (verificar)
Tailandia

Nova Zelandia
Tailandia e Japao

Australia
Tailandia

Nova Zelandia

Brasil (Sao Paulo)

Brasil (Parana, Rio Grande
do Sul)

Brasil (Pernambuco)

Hungria
Australia
Hungria
Alemanha
Portugal

Franca
Egito

Hawkins et al. 1985, 1997, Ohtani et al.
1992, Falconer et al. 1998, Saker &
Griffith 2000, Saker et al. 1999, Mc
Gregor & Fabbro 2000, Saker & Neilan
2001

Carmichael 2002

Shen et al. 2002

Lietal. 2001a

Wood & Stirling 2003

Chonudomkul et al. 2004

Norris et al. 1999
Lietal. 2001a
Wood & Stirling 2003

Lagos et al. 1999, Pomati et al. 2003,
2004, Castro et al. 2004, Yunes et al.
2003

Yunes et al. 2003

Molica et al. 2002

Kiss et al. 2002
Cox et al. 2005
Hiripi et al.1998
Fastner et al. 2003
Saker et al. 2003

Bernard et al. 2003
Mohamed 2007




Tabela 3. Toxinas produzidas por espécies de Raphidiopsis.

Espécie Toxina produzida Origem geografica Referéncia

. Cilindrospermopsina e Lietal.2001b.
Raphidiopsis curvata o ] ]
deoxicilindrospermopsina China

) Watanabe et al.2003,
Anatoxina-a,

R. mediterranea i Japao Namikoshi et al. 2003,
homoanatoxina-a

2004
R. mediterranea Neurotoxina Egito Mohamed 2007
R. brookii PSP Brasil (Rio Grande do Sul) Yunes et al. 2007

1.3. Caracterizacdo das principais toxinas produzidas por Cylindrospermopsis,
Aphanizomenon e Raphidiopsis

1.3.1. Cilindrospermopsina

Figura 1. Férmula estrutural da cilindrospermopsina (Sivonen & Jones 1999).
A cilindrospermopsina ¢ um alcaldide triciclico com um grupo guanidinico central e um
grupo hidroximetiluracil (Figura 1). Molécula altamente hidrossoluvel, inibe a sintese protéica

e possui capacidade de intercalacdo em moléculas de DNA, causando quebra cromossomica



em DNA replicante (Falconer 2005). Em decorréncia da interferéncia sobre inumeras vias
metabolicas, exerce efeitos hepatotoxicos (Hawkins et al. 1985), citotoxicos (Runnegar et al.
1994), neurotdxicos (Kiss et al. 2002), mutagénicos (Humpage et al. 2000) e teratogénicos
(Rogers et al. 2007), além de possuir propriedades dermoirritantes (Stewart et al. 2006). A
injecdo intra-peritoneal de doses proximas a DLsy em camundongos provoca necrose hepatica,
hemorragia pulmonar e dano renal (Falconer 2005). Doses elevadas da toxina levam os
animais a morte por falha progressiva dos orgdos (Harada et al.1999). Os sintomas
apresentados incluem fraqueza, depressdo respiratoria, diarréia e piloeregdo (Sukenik et al.
1998).

A toxina possui dois homodlogos descritos: deoxicilindrospermopsina e 7-
epicilindrospermopsina. Inicialmente, o primeiro foi considerado como nao-toxico em
bioensaios com camundongos (Norris el al.1999, Li et al. 2001a). Todavia, experimentos
recentes in vitro demonstraram sua atividade inibitéria da sintese protéica (Falconer 2005). O
segundo possui a mesma toxicidade da cilindrospermopsina. A DLsy para a inje¢do intra-
peritoneal desta em camundongos ¢ de cerca de 2,1 mg Kg™' para 24 horas ¢ 0,2 mg Kg™' para
5 a 6 dias (Ohtani et al. 1992). Recentemente, foram descritos trés putativos genes envolvidos
em sua biossintese, sendo um codificador de policetideo sintase (aoaA), outro de peptideo
sintetase ndo-ribossomal (aocaB) ¢ o terceiro de uma amidinotransferase (Kellmann et al.
2006).

Até o presente, a cilindrospermopsina foi descrita em oito espécies de cianobactérias,
pertencentes as ordens Nostocales e Oscillatoriales: Cylindrospermopsis raciborskii (Hawkins
et al. 1985, Hawkins et al. 1997, Li et al. 2001a), Anabaena bergii (Schembri et al. 2001,
Fergusson & Saint 2003), A. lapponica (Spoof et al. 2006), Umezakia natans (Harada et al.

1994), Raphidiopsis curvata (Li et al. 2001b), Aphanizomenon ovalisporum (Banker et al.



1997, Shaw et al. 1999), A. flos-aquae (Preussel 2006) e Lyngbya wollei (Seifert et al. 2007).
No Brasil, embora tenha sido detectada em corpos d’agua do pais, ndo foi associada ainda a
nenhuma espécie de cianobactéria (Falconer 2005).

Os casos conhecidos de intoxicagdo humana por cilindrospermopsina remontam a 1884,
com a incidéncia da chamada “Febre de Barcoo” na Australia, cujos sintomas descritos, bem
como seu desaparecimento apoOs substituicdo da fonte de agua potavel, apontam para a
cianotoxina, desconhecida a época, como sua causa (Hayman 1992). Além desse episodio, a
literatura menciona ainda como relacionados a cilindrospermopsina o surto de gastroenterite
que atingiu cerca de 150 pessoas em Palm Island, Australia, em 1979, e, possivelmente, o
tragico evento em Caruaru, Pernambuco, no qual mais de 50 pacientes de uma clinica de
hemodialise vieram a oObito em 1996. Neste ultimo caso, porém, o envolvimento da
cilindrospermopsina nas mortes nao foi comprovado, permanecendo matéria de especulagao

(Carmichael et al. 2001, Codd et al. 2005).

1.3.2. Saxitoxinas

As saxitoxinas, conhecidas como toxinas paralisantes de moluscos (“’Paralytic
Shellfish Poisons”, PSPs), sdo alcaldides guanidinicos que possuem um grupo carbamato.
Podem estar sulfatadas (goniautoxinas ou B-toxinas monossulfatadas ou C-toxinas
bisulfatadas) ou ndo (saxitoxinas propriamente ditas (figura 2)). H4 mais de 16 variantes

estruturais descritas (Sivonen & Jones 1999).
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Figura 2. Formula estrutural geral das saxitoxinas (Sivonen & Jones 1999).

Exercem seu efeito toxico através do bloqueio dos canais de sodio das células
nervosas, inibindo a condugdo do estimulo nervoso em nervos e musculos. A morte ocorre
primariamente por parada respiratéria e asfixia.

Em seres humanos, a DLs para a ingestdo de saxitoxinas foi estabelecida em 5,7 um
Kg™'. Para a inalagdo de aerossois com a toxina, a DLsy ¢ de cerca de 5mg min" m™ (Patockaa
& Stredab 2002). A Dlsy para injecdo intraperitoneal em camundongos é de 10 pg Kg'
(Kuiper-Goodman et al. 1999).

As saxitoxinas sdo encontradas em dinoflagelados marinhos (Alexandrium catenella,
Alexandrium minutum, Alexandrium ostenfeldii, Alexandrium tamarense, Gymnodinium
catenatum e Pyrodinium bahamensei, entre outros), produzidos por endobactérias
heterotroficas ou pelos proprios organismos (Gallacher et al. 1997) e em 5 espécies de
cianobactérias de agua doce e salobra: Anabaena circinalis (Humpage et al. 1994, Negri et al.
1995, 1997), Aphanizomenon flos-aquae (Jackim & Gentile 1968, lkawa et al. 1982,
Mahmood & Carmichael 1986), Lyngbya wollei (Carmichael et al. 1997, Onodera et al.

1997), Planktothrix sp. (Pomati et al. 2000) e, no Brasil, Cylindrospermopsis raciborskii



(Lagos et al. 1997).
Nao ha nenhum registro de envenenamento humano pela toxina relacionado a
cianobactérias, mas inumeros eventos de intoxicagdo, inclusive com vitimas fatais, pelo

consumo de moluscos com acimulo de saxitoxinas produzidas por dinoflagelados marinhos

(Kuiper-Goodman et al. 1999).

1.3.3.Anatoxina-a
A anatoxina-a e seu homodlogo homoanatoxina-a, alcaldides de baixo peso molecular,
sdo aminas secundarias (figura 3). Mimetizam o efeito da acetilcolina e impedem a condugao

do estimulo nervoso aos musculos (Sivonen & Jones 1999).
NH CH, TH

Figura 3. Férmula estrutural da anatoxina-a (A) e homoanatoxina-a (B) (Devlin et al. 1977).

Através de sua ligacdo com os receptores neuromusculares pos-sinapticos, a anatoxina-
. . . ~ ’ . 7 +
a e a homoanatoxina-a ocasionam a despolarizagao local através do influxo de ions Na' , com
- . ++ + ~
conseqiiente abertura dos canais voltagem-dependentes de Ca’ e Na . Nao sendo degradadas

pela acetilcolinesterase, provocam a despolarizagdo irreversivel da membrana das fibras



musculares e superestimulacdo muscular. Os sintomas manifestos sdo paralisia e convulsdes e
a morte ocorre por parada respiratoria e asfixia. A DLso intra-peritoneal para camundongos ¢
de 375 ng Kg' (Fitzgeorge et al. 1994 apud Sivonen & Jones 1999).

Até o presente, as seguintes espécies de cianobactérias foram relatadas como
produtoras de anatoxina-a e/ou homoanatoxina-a: Anabaena flos-aquae (Carmichael et
al.1975, Devlin et al. 1977), A. planctonica (Bruno et al. 1994), A. circinalis (Fergusson &
Saint 2000), Anabaena sp. (Sivonen et al. 1989, Bumke-Vogt 1999, James et.al. 1997, Park
& Watanabe 1996) , Aphanizomenon issatschenkoi (Selwood et al. 2007, Wood et al. 2007),
Aphanizomenon sp. (Sivonen et al. 1989, Bumke Vogt 1999), Cylindrospermum sp. (Sivonen
et al. 1989), Microcystis sp. (Park & Watanabe 1996), Oscillatoria sp. (Edwards et al. 1992,
Araoz et al. 2005), Oscillatoria formosa (Araoz et al. 2005), Planktothrix sp. (Sivonen et al.
1989), P. rubescens (Viaggiu 2004), Phormidium favosum (Gugger et al.2005), Raphidiopsis

mediterranea (Namikoshi et al. 2003, 2004).

2. Objetivos

Considerando a crescente ameaga das cianotoxinas a satide animal e humana ¢ a escassez
de informagdes sobre espécies de cianobactérias produtoras de toxinas no Brasil, o presente
trabalho tem como objetivo verificar a producao de neuro e citotoxinas por dez linhagens
brasileiras de cianobactérias da ordem Nostocales pertencentes a trés géneros potencialmente
toxicos: Cylindrospermopsis (Woloszynska) Seenayya & Subba Raju, Aphanizomenon Morren

ex Bornet & Flahault and Raphidiopsis Fritsch & Rich.



3. Material & Métodos

A tabela 4 apresenta as dez linhagens estudadas. Nove pertencem a Colecao de Culturas
de Algas e Cianobactérias do Instituto de Botanica da Secretaria de Estado de Meio Ambiente
de Sao Paulo e uma ¢ originaria da Colecao de Culturas do Departamento de Ciéncias Morfo-
Biologicas da Fundacdo Universidade Federal do Rio Grande (FURG), Rio Grande do Sul.

A producdo de toxinas foi avaliada através de bioensaio em camundongos, segundo

Cunniff (1995).



Tabela 4. Linhagens de Aphanizomenon, Cylindrospermopsis e Raphidiopsis estudadas.

. . Ano
Téxon putativo® Linhagem Origem Geografica

de isolamento

Lagoa Manguaba, Macei6, AL

Aphanizomenon sp. SPC 704 Maceio, AL
. . Lago Bolonha, Belém, PA 1999
Aphanizomenon cf. gracile SPC 640 (1927°S 48°30°W)
. . Reservatorio Agua Preta, Belém, PA 1999
Aphanizomenon gracile SPC 668 (1°27°S 48°30°W)
. . e Lago das Gargas, Sao Paulo, SP 2000
Cylindrospermopsis / Raphidiopsis SPC 811 (23°39°S 46°37°W)
. . . Lago das Gargas, Sdo Paulo, SP 2001
Cylindrospermopsis / Raphidiopsis SPC 820 (23°39°S 46°37°W)
. . . .. b Represa Billings, Sdo Paulo, SP 1996
Cylindrospermopsis raciborskii SPC 339 (23°48’S 46°34°W)
. . . . Represa do Broa, Sdo Carlos, SP 2004
Cylindrospermopsis raciborskii SPC 969 (22°12°S 47°52°W)
o B Represa Billings, Sdo Paulo, SP 1996
Raphidiopsis brookii SPC 338° (23°48°S 46°34°W)
Raphidiopsis brookii. FURG CY 001 Lago dos Biguds, Rio Grande, RS 2004

(32°04' S 52°10' W)
* Identificagdes segundo capitulo 1 da presente tese. ® denominada de Braz2 por Dyble et al. 2002 e Neilan et al. 2003; brazil 2 por Wilson et al. 2000; e como T3 por

Lagos et al. 1999, Pomati et al. 2004, Jungblut & Neilan 2006 ¢ Kellmann et al. 2006. © classificada como Cylindrospermopsis raciborskii por Lagos et al. 1999 e Castro
et al. 2004 e denominada de T2 pelos primeiros autores e de C10 por Castro et al. 2004.




3.1. Crescimento e extracao

A biomassa para extracao das substancias polares foi obtida no Laboratério de Algas
e Cianobactérias “Marilza Cordeiro Marino” da Secdo de Ficologia do Instituto de
Botanica de Sao Paulo. As culturas uniespecificas ndo-axénicas foram crescidas em 2 L.
de meio ASM1 (Gorham et al. 1964), temperatura de 25,0 + 2°C, irradiancia de 40 + 5
umol fotons m™ s fornecida por 1ampadas fluorescentes e fotoperiodo de 14 hs.

Ap6s crescimento das culturas, procedeu-se a sua liofilizagdo, pesagem e extracao
das substancias polares. O material liofilizado foi extraido quatro vezes com acido acético
5%, segundo Hawkins (1997). A fim de romper as células e liberar as toxinas em cada
etapa da extracdo, as amostras foram expostas a ultrassom por 20 minutos (ultrassonicador
Cole-Parmer modelo 8549-00) e posteriormente centrifugadas por 30 minutos a 3000 rpm
(ultracentrifuga Hermle Z230). Ao final, o acido acético foi retirado por rotoevaporagao
seguida de liofilizagdo. Os extratos liofilizados foram mantidos a -20°C até sua utilizagio

no bioensaio.

3.2. Bioensaio com camundongos

Os bioensaios foram realizados no ambito do projeto “Estudos quimicos e biologicos
de cepas de cianobactérias”, no Laboratorio Especial de Toxinologia Aplicada do Instituto
Butantan de Sao Paulo, com aprovagao da Comissdo de Bioética (anexo 1).

Para cada animal-teste, inicialmente 20 mg do material liofilizado foram
ressuspensos em 0,5 mL de dgua bideionizada esterilizada. Trés camundongos machos
“Swiss-Webster” com peso entre 20 e 25g foram injetados intra-peritonealmente. Para

controle, 2 camundongos foram injetados com 0,5 mL da agua bideionizada esterilizada



sem toxina. Os animais foram acompanhados por sete dias, com anotacdo do tempo de
morte, sintomas e, no caso de suspeita de citotoxina, autopsia para observagdo de sinais
internos como hemorragia hepatica, renal, pulmonar ou estomacal. Resultados dubios

foram repetidos com aumento da dose injetada para 25 mg.

4. Resultados

As tabelas 3 e 4 apresentam os resultados dos bioensaios.

As linhagens SPC640 - Aphanizomenon gracile e SPC668 - Aphanizomenon cf.
gracile ndo puderam ser testadas. De crescimento excessivamente lento, as linhagens néo

produziram biomassa suficiente para a realizagdo do ensaio.
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Tabela 3. Resultados do bioensaio com camundongos (N=3, dose injetada: 20mg de extrato).

Nimero de Tempo de
Linhagem Téaxon putativo animais morte Sintomas observados Toxina
mortos
SPC 649 Aphanizomenon sp. 0
SPC 704 Aphanizomenon sp. 0 _ _ -
Cylindrospermopsis /
SPC 811 Raphidiopsis 0 _
SPC 820 Cylln_dr_ospgrmopsm/ 0 B B B
Raphidiopsis
SPC 969 Cylindrospermopsis raciborskii 1 3min00s Dispnéia, convulsdes Neurotoxina
2min20s Dispnéi Isdes. ‘pedal »
SPC 339 Cylindrospermopsis raciborskii 3 2min30s 1spneta, convuisoes, “pedalagem
2min25s
S . 2min42s S ~ .
SPC 338 Raphidiopsis brookii 2 >min01s Dispnéia, convulsdes Neurotoxina
FURG CY 001  Raphidiopsis brookii 0 Prostragdo, dispnéia
Tabela 4. Resultados do bioensaio com camundongos (N=3, dose injetada: 25mg de extrato).
Nuimero de Tempo de
Linhagem Téaxon putativo animais morte Sintomas observados Toxina
mortos
SPC 969 Cylindrospermopsis raciborskii 2 1m}n45s Dispnéia, convulsdes Neurotoxina
1min00s
FURGCY001  Raphidiopsis brookii 0




Nao se observaram quaisquer sintomas nos camundongos-controle injetados com agua

deionizada.

5. Discussao

As linhagens SPC338 e SPC339 (Raphidiopsis brookii e Cylindrospermopsis
raciborskii, respectivamente), referidas pela primeira vez como produtoras de saxitoxinas por
Lagos et al.1999, foram confirmadas como produtoras de neurotoxina pelo presente estudo.
Nao tendo sido observada salivacdo nos animais (sintoma caracteristico da anatoxina a-s), a
toxina responsavel por sua morte ou ¢ uma anatoxina ou pertence a classe das saxitoxinas. Os
sintomas de ambas sdo muito semelhantes e dificilmente diferenciaveis em bioensaios com
camundongos.

Embora mantidas em cultura por mais de dez anos (as linhagens foram isoladas em
1996), ndo perderam sua condi¢do toxica, expressando-a mesmo em condi¢des favoraveis de
irradiancia e temperatura, abundancia nutricional e aparente auséncia de fatores seletivos
(herbivoria, competi¢ao). Assim sendo, a hipotese da funcdo homeostatica da saxitoxina em
Cylindrospermopsis raciborskii, proposta por Pomati et al. (2004 a,b), parece bastante
provavel. A saxitoxina teria o papel de bloquear o influxo de ions Na', contribuindo, em
condigdes alcalinas ou salinas do meio, para a manutengao dos niveis citoplasmaticos normais
de Na', bem como do pH intracelular neutro (Pomati et al. 2004). Uma vez que as condi¢des
preferenciais de crescimento de Cylindrospermopsis incluem pHs do meio mais elevados, o
organismo necessita de mecanismos mantenedores da homeostase intracelular.

A linhagem SPC969 (C. raciborskii), mostrou-se igualmente neurotoxica, porém a uma
dosagem maior (25mg de extrato liofilizado). Novamente ndo foi observada salivagdo nos

animais, apontando para a anatoxina ou saxitoxina como causa de morte.



As linhagens de Cylindrospermopsis/Raphidiopsis (SPC811 ¢ SPC820) isoladas do Lago
das Gargas, Sdo Paulo, ndo apresentaram toxicidade.

A linhagem FURGCYO001 (Raphidiopsis brookii), referida por Yunes et al.(2007) como
produtora de saxitoxina, ndo foi comprovada como neurotoxica pelo presente estudo.
Eventualmente, tal observagdo pode estar relacionada ao fato da linhagem ser proveniente de
latitudes mais altas e estar, portanto, adaptada a temperaturas mais baixas. Castro et al. (2004)
relataram a redugdo na produgdo de saxitoxinas por linhagem de Cylindrospermopsis
raciborskii cultivada em temperatura mais alta (25°C), em compara¢do ao cultivo em
temperatura mais baixa (19°C). O mesmo fendmeno ja havia sido observado anteriormente em
linhagens de Anabaena e Aphanizomenon, cuja producdo de anatoxina-a revelou-se trés vezes
mais alta a 20° C que em 30°C (Rapala et al. 1993).

Com relagdo as linhagens pertencentes ao género Aphanizomenon, nenhuma apresentou
toxicidade nas dosagens testadas. A espécie A. gracile, recentemente referida como provavel
produtora de cilindrospermopsina na Alemanha (Riicker et al. 2007) e de hepatotoxina no
Brasil (Vieira et al.), ndo pode ser confirmada como toxica no presente estudo.

E importante ressaltar, contudo, que apenas os resultados positivos sdo conclusivos. A
auséncia de toxina, sobretudo de cilindrospermopsina, cuja funcdo estd provavelmente
relacionada a alelopatia (Nogueira et al. 2004), pode estar relacionada com as condigdes de
cultura ideais ao crescimento, ndo podendo ser excluida a possibilidade de produgdo da toxina
em condicoes diversas daquela testada no presente trabalho, ou em outra fase de crescimento

dos organismos.



5. Conclusoes

Concluimos no presente estudo que:

1. As linhagens de Cylindrospermopsis e Raphidiopsis mantidas em cultura retém sua
capacidade de produgdo de saxitoxinas inalterada por longos periodos, apontando
para a fun¢do homeostatica destes compostos.

2. As duas linhagens de identificagdo inequivoca como Cylindrospermopsis raciborskii
(SPC 339 e SPC969) mostraram-se toxicas, indicando o alto potencial toxico da
espécie.

3. Das linhagens sem heterocitos (SPC338, FURGCY001, SPC811 e SPC820), apenas
uma produziu saxitoxina nas condi¢des de cultura testadas.

4. As linhagens de Aphanizomenon (SPC649 e SPC704), género para o qual s6 ha uma
referéncia de possivel produgdo de toxina (ndo confirmada) no Brasil, ndo se

mostraram toxicas.
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