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RESUMO 

 

Em regiões tropicais e subtropicais a rica diferenciação de habitat e a consequente diversidade 

ecológica permitem alta diversificação morfológica das cianobactérias. No entanto, apenas 5 a 

10 % da real diversidade nestas regiões são conhecidos e, portanto, numerosos morfotipos e 

genótipos devem ainda ser descobertos. Além da ampla diversidade destes organismos, há 

décadas as cianobactérias são reconhecidas também por produzir grande variedade de 

compostos biologicamente ativos com potencial uso biotecnológico, no entanto, poucos estudos 

têm sido desenvolvidos, sobretudo em regiões tropicais e subtropicais. Deste modo, o presente 

estudo teve por objetivo a caracterização da biodiversidade do complexo Phormidium em 

distintos habitats aquáticos e terrestres dos biomas Mata Atlântica e Pantanal.  Além disso, 

visou a prospecção de compostos biologicamente ativos em linhagens selecionadas. Assim, 

análises morfológicas foram conduzidas de modo definir as características diagnósticas que 

permitissem a detalhada caracterização dos táxons. A análise a partir do gene 16S RNAr 

permitiu definir dez clados filogenéticos distintos, corroborando a heterogeneidade do 

complexo Phormidium. Dentre estes grupos, apenas três linhagens foram caracterizadas como 

Phormidium sensu stricto, juntamente com Phormidium cf. irrigum CCALA 759, que é um 

representante do grupo taxonômico ao qual a espécie-tipo do gênero (Phormidium lucidum) 

está inserida.  Dez linhagens analisadas foram identificadas como pertencentes a gêneros já 

descritos em literatura: Microcoleus, Wilmottia e Desertifilum. Entretanto, 43% do material 

analisado foram considerados como novos táxons para a ciência, e cerca de seis novos gêneros 

e treze espécies poderão ser descritos futuramente. Neste cenário, o novo gênero 

Trichocapitatum foi descrito neste estudo, sendo distinguido as espécies T. Komarekianum e T. 

lacustre. Além disso, as linhagens isoladas a partir de amostras coletadas no Pantanal e na Mata 

Atlântica apresentaram-se morfologicamente distintas, o que foi corroborado a partir da análise 

filogenética do gene 16S RNAr. Assim, foi possível constatar neste estudo que a especificidade 

de habitats de ambas as regiões de estudo refletiu diretamente na diversidade biológica. As 

relações interespecíficas foram definidas a partir dos marcadores rbcLX e rpoC1, além da 

análise da estrutura secundária do espaçador intergênico 16S-23S RNAr. Entretanto, o número 

reduzido de sequências referentes a estes marcadores nos bancos públicos impossibilitou muitas 

vezes a comparação entre táxons filogeneticamente relacionados. Neste aspecto, o presente 

estudo contribuirá significativamente com o avanço da ciência, uma vez que foram geradas 

cerca de 90 sequências do complexo Phormidium referentes a estes marcadores. A partir dos 
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genes nifH e nifD, foi possível caracterizar 16 linhagens potencialmente diazotróficas, bem 

como corroborar os grupos filogenéticos definidos a partir do gene 16S RNAr. Com base nos 

testes bioautográficos verificou-se a presença de substâncias com atividade anticolinesterásica, 

fúngica e antioxidante, bem como da cianotoxina BMAA. Em suma, o presente trabalho 

demonstrou a ampla diversidade de prováveis espécies novas para a ciência nos ambientes 

tropicais e subtropicais, o papel ecológico destes organismos como potenciais fixadores de 

nitrogênio, bem como o uso de diferentes marcadores moleculares para auxiliar na definição de 

espécies no complexo Phormidium.   

 

Palavras-chaves: Phormidium sensu lato, caracterização morfológica, múltiplos-loci gênicos, 

compostos bioativos, linhagens diazotróficas.  
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ABSTRACT 

 

In tropical and subtropical regions, the richness of different habitats and consequent 

ecological diversity allow for high morphological variety of cyanobacteria. However, only 5 to 

10% of the real diversity of these regions is known and, therefore, numerous morphotypes and 

genotypes are yet to be discovered. In addition to the ample diversity of these organisms, 

cyanobacteria have also been recognized, for decades, as producers of a wide variety of 

biologically active compounds, potentially suitable for biotechnological applications. However, 

few studies, especially in tropical and subtropical regions, have been carried out. Accordingly, 

the present study aimed to characterize the population biodiversity of the Phormidium complex 

in distinct aquatic and terrestrial habitats of the Atlantic rainforest and Pantanal biomes. In 

addition, it also prospected biologically active compounds in selected lineages. Thus, 

morphological analyses were carried out to define diagnostic features for detailed 

characterization of the taxa. The analysis based on gene 16S RNAr allowed the definition of 

ten distinct phylogenetic clades, corroborating the Phormidium complex heterogeneity. In these 

groups, only three lineages were characterized as Phormidium sensu stricto, together with 

Phormidium cf. irrigum CCALA 759, which is a representative of the taxonomic group in 

which the species-type of the genus (Phormidium lucidum) is inserted. Ten analyzed lineages 

belong to taxa already described in the literature, such as Microcoleus, Wilmottia and 

Desertifilum. However, the other analyzed lineages (43%) could be considered as new entities 

for science, and about six new genera and thirteen species can be described eventually.  In this 

scenario, the new genus Trichocapitatum was described in this study and three distinct species, 

T. komarekianum and T. lacustre, were characterized. Furthermore, the strains isolated from 

Pantanal and Mata Atlantica was morphologically distinct, which was supported by the 16S 

rRNA phylogenetic analysis. Thus, in this study we determined that habitats specificity from 

both study areas reflected directly the biological diversity. Interspecific relations were defined 

based on rbcLX and rpoC1 markers and the secondary structure analysis of the 16S-23S RNAr 

intergenic spacer. However, the small number of sequences related to these markers in public 

database often impossible to compare phylogenetically related taxa. In this context, this study 

will contribute significantly to the advancement of science, since about 90 sequences of 

Phormidium complex regarding these markers were generated. Based on genes nifH and nifD, 

it was possible to characterize 16 potentially diazotrophic lineages as well as corroborating the 

phylogenetic groups defined based on gene 16S RNAr. Bioautographic tests revealed the 
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presence of anticholinesterasic, fungic and antioxidant substances, as well as cyanotoxins 

BMAA.  The present study showed the wide variety of new species for science in tropical and 

subtropical environments, the ecologic role of these organisms as potential nitrogen fixators 

and the use differents molecular markers to help to define species of Phormidium complex.  

 

 

Key words: Phormidium sensu lato, morphological characterization, multi-locus genes, 

bioactive compounds, diazotrophic lineages.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Diversidade de Cianobactérias 

 As cianobactérias formam um grupo basal no histórico evolutivo, sendo encontradas em 

registros fósseis com cerca de 3,5 bilhões de anos (Graham & Wilcox 2000, Schopf 1996). 

Provavelmente, estes organismos foram os primeiros produtores de matéria orgânica a 

liberarem oxigênio elementar na atmosfera primitiva (Shopf & Water 1982). Estudos 

filogenéticos proporcionaram uma “retrospectiva histórica” deste grupo, complementar aos 

registros fósseis, confirmando sua origem, bem como sua importância evolutiva (Golubic & 

Seong-Joo 1999).   

 A partir da análise filogenética do gene RNAr 16S de um amplo espectro de organismos, 

determinou-se a existência de três domínios fundamentais: Archaea, Bacteria e Eukarya (Woese 

et al. 1990). Neste contexto, foi estabelecido que o processo de fotossíntese aeróbica originou-

se monofileticamente no domínio Bacteria, dentro do grupo filogenético de Cyanobacteria 

(Wilmotte & Golubic 1991). Dessa maneira, as cianobactérias desempenharam um papel 

determinante na evolução da atmosfera oxidante do planeta (Dismukes 2001). Desde então, a 

evolução das cianobactérias seguiu dois diferentes caminhos que resultaram na presente 

diversidade destes organismos e na diversificação de outros sistemas eucarióticos fototróficos 

por meio da endossimbiose (Golubic & Seong-Joo 1999).   

 A diversificação a longo prazo das cianobactérias e o rápido desenvolvimento de novos 

morfótipos e ecótipos são explicados pelo processo contínuo da evolução destes organismos 

(Komárek 2006).  Este processo, denominado “evolução estática” (Castenholz 2001), está 

baseado na transferência horizontal de ácidos nucléicos (DNA) entre linhagens de 

cianobactérias e dentro de populações (Barker et al. 1999, Rudi et al. 2000).  Neste contexto, 

este processo envolve uma série de padrões metabólicos e estruturais combinados à 

flexibilidade do genoma de se aclimatar às condições ambientais. A consequência desta 

evolução é a complexa diversidade deste grupo, com numerosos genomas e morfotipos 

ecologicamente restritos (Komárek 2006).   

 Segundo Rejmankova et al. (2004), estudos em habitats naturais abordando dados 

moleculares e fenotípicos indicam que a diversidade genotípica em cianobactérias é 

provavelmente maior do que reconhecido exclusivamente em análises morfológicas. 

Entretanto, a caracterização morfológica ainda fornece informações bastante úteis para a 

avaliação da variabilidade destes organismos.  

 Em regiões tropicais e, particularmente em ambientes extremos, ocorrem numerosas 

populações difíceis de serem identificadas utilizando-se apenas a caracterização morfológica 
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(Komárek & Komárková-Legnerová 2002) e apenas 5 a 10 % da real diversidade foi 

reconhecida (Dicastri & Younès 1994, Komárek 2006). A alta diferenciação de habitats e a 

consequente diversidade ecológica nestes ambientes podem explicar a alta diversificação 

morfológica e especiação. Assim, a especificidade de cianobactérias nestas áreas dá suporte à 

rejeição do paradigma de distribuição “cosmopolita” da maioria das espécies (Rejmankova et 

al. 2004).   

Deste modo, a caracterização da diversidade de cianobactérias, principalmente em 

ecossistemas tropicais/subtropicais e em ambientes extremos, representa o incremento contínuo 

de novos táxons. Além disso, o desenvolvimento de estudos comparativos em diferentes 

habitats (ou em habitats similares de regiões diferentes) torna-se importante a fim de 

compreender a diversidade de cianobactérias na sua totalidade (Komárek 2006). 

 Neste contexto, é imprescindível a abordagem simultânea de dados moleculares, 

morfológicos, ultraestruturais, fisiológicos e ecológicos (“taxonomia polifásica”) nos estudos 

que caracterizem a biodiversidade (Rejmankova et al. 2004, Komárek 2006). Em relação aos 

estudos moleculares, o gene RNAr 16S tem sido amplamente utilizado para a caracterização 

genérica em cianobactérias, por se tratar de um marcador altamente informativo e conservado 

(Fox et al. 1992). Entretanto, para a determinação de níveis interespecíficos torna-se necessário 

o sequenciamento de outros marcadores moleculares, tais como rpoC1 e rbcL (Sciuto et al. 

2011). Além disso, diversos estudos têm utilizado o espaçador intergênico 16S-23S RNAr para 

determinação infragenérica (Johansen et al. 2011, Siegesmund 2008, Martins 2014).  

   De modo geral, muitos dos agrupamentos resultantes da análise filogenética, sobretudo 

do gene 16S RNAr, revelaram-se congruentes com os gêneros estabelecidos pelos aspectos 

morfológicos (Komárek & Kastóvsky 2003, Komárek 2005, Honda 2009). Atualmente, 

diversos gêneros definidos pela taxonomia clássica (aspectos morfológicos), têm se 

demonstrado filogeneticamente heterogêneos e estão sendo divididos em novas entidades 

genéricas, tais como Phormidium Kützing ex Gomont, Aphanothece Nägeli, Chroococcus 

Nägeli, Oscillatoria Vaucher ex Gomont, Lyngbya Agardh ex Gomont, Anabaena Bory ex 

Bornet et Flahault, Nostoc Vaucher ex Bornet et Flahault, dentre outros (Komárek 2006). 

   Desta maneira, é essencial a ampliação do conhecimento morfológico e molecular, 

sobretudo de gêneros heterogêneos, uma vez que muitas destas entidades têm sido 

desmembradas em várias outras, nos estudos atuais. Além disso, a caracterização de 

cianobactérias em regiões tropicais/subtropicais, como o Brasil, torna-se extremamente 

importante uma vez que estes organismos apresentam alta taxa de especiação nestes ambientes 

e percentuais muito baixos de conhecimento da sua diversidade.   
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1.2. Fixação Biológica de Nitrogênio em Cianobactérias  

A fixação biológica de nitrogênio (FBN) é uma das fontes de entrada de formas 

assimiláveis de nitrogênio em ambientes naturais, por meio da redução do dinitrogênio 

atmosférico (N2) em amônio (NH3) (Zehr et al. 2003). Neste contexto, as comunidades 

microbiológicas são componentes essenciais nos ecossistemas, desempenhando papel 

fundamental na transformação bioquímica dos elementos (Madigan, Martinko & Parker 2000). 

Dentre os microorganismos, as cianobactérias são os únicos capazes de realizar os dois 

principais processos para a manutenção da vida na Terra: a fotossíntese oxigênica e a fixação 

biológica do nitrogênio. Deste modo, estes organismos atuam como produtores de matéria 

orgânica e fonte de nitrogênio nos ecossistemas, sendo responsáveis por grande quantidade da 

FBN na Biosfera (Wolk et al. 1994, Berman-Frank et al. 2001). Em florestas tropicais, os 

microorganismos diazotróficos têm papel fundamental no aporte desse elemento, uma vez que 

muitos ecossistemas, tal como a Mata Atlântica, são pobres em nitrogênio disponível (Cusack, 

Silver & Mcdowell 2009, Roggy et al. 1999).  

 A reação química da fixação biológica de nitrogênio (FBN) é realizada pelo complexo 

enzimático nitrogenase, codificado pelos agrupamentos dos genes nifDKH (Zehr et al. 2000, 

2001). Além disso, há outros sistemas alternativos para esta reação (vanadio nitrogenase), 

porém estes são raros entre as cianobactérias (Boison et al. 2006). Uma vez que o complexo 

nitrogenase é inativo na presença de oxigênio, as cianobactérias desenvolveram adaptações 

morfológicas e fisiológicas para manter um ambiente anóxico para a realização da FBN 

(Berman-Frank, Lundgren & Falkowski 2003).  

Em relação às cianobactérias da ordem Nostocales, apresentam células especializadas 

denominadas heterócitos, os quais propiciam um ambiente anóxico. Estas células limitam a 

difusão de oxigênio para o ambiente intracelular. Em cianobactérias homocitadas, a fixação de 

nitrogênio pode ser realizada em células vegetativas denominadas diazócitos. Por outro lado, 

há espécies que alcançam a condição anaeróbica através da separação espacial ou temporal 

entre a fotossíntese e a FBN ou, por meio de conformações estruturais tais como a disposição 

dos filamentos (Bermanfrank, Lundgren & Falkowski 2003, Fiore & Honda 2008). 

De acordo com Latysheva et al. (2012), nitrogenase em cianobactérias foi transferida 

verticalmente a partir de um organismo ancestral, com poucos eventos significativos de 

transferência lateral. Este fato corrobora a coerência entre a filogenia do gene nifH e 16S RNAr, 

e o suporte filogenético conferido pelo nifD a estas análises (Roeselers et al. 2007, Zehr et al. 

2003). Deste modo, a caracterização de potenciais linhagens diazotróficas de cianobactérias 

tem fundamental importância na ecologia destes organismos, bem como para sua classificação.    
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1.3. O gênero Phormidium Kützing ex Gomont  

 Tradicionalmente, o gênero Phormidium Kützing ex Gomont foi classificado na família 

Phormidiaceae, Ordem Oscillatoriales, por apresentar filamentos homocitados, ou seja, sem 

células diferenciadas como heterócitos e acinetos, tricomas maiores que 3 µm de diâmetro e 

células mais ou menos isodiamétricas (Anagnostidis & Komárek 1988, Komárek & 

Anagnostidis 2005). Recentemente, a partir da classificação elaborada por Hoffmann et al. 

(2005), esta ordem foi incluída na subclasse Oscillatoriophycidae, por apresentar tilácoides 

dispostos radialmente nas células.  

O gênero Phormidium (Cyanobacteria) apresenta ampla distribuição geográfica e 

comumente é encontrado nos mais variados tipos de ambientes, incluindo aqueles designados 

como extremos. Geralmente são encontrados formando massas em diferentes ambientes 

terrestres e aquáticos lênticos ou lóticos (Komárek & Anagnostidis 2005, McGregor 2007). 

Deste modo, compreende-se que Phormidium represente taxonomicamente um dos gêneros 

mais complexos dentro da classe Cyanobacteria (Komárek & Anagnostidis 2005). 

 Até o momento, mais de 200 morfoespécies correspondem à descrição taxonômica de 

Phormidium e, apesar disso, representam somente parte da variação de todo o gênero (Komárek 

& Anagnostidis 2005). Este fato pode ser corroborado principalmente quando considerada a 

biodiversidade em ambientes tropicais, uma vez que estas regiões apresentam enorme 

complexidade de habitats que podem determinar alta diversificação morfológica e, 

consequentemente, o aumento da riqueza de espécies (Rejmankova et al. 2004). Deste modo, 

em vista da complexidade taxonômica do grupo, Komárek & Anagnostidis (2005) propuseram 

a separação das morfoespécies em oito grupos morfológicos, com base principalmente na 

morfologia dos segmentos terminais dos tricomas e células apicais  

Recentemente, diversos estudos têm confirmado a heterogeneidade de Phormidium 

(Marquardt & Palinska 2007, Palińska & Marquardt 2008, Komárek et al. 2009, Komárek 2010, 

Strunecký et al. 2010, Strunecký et al. 2011, Chatchawan et al. 2012, Martins 2014), 

distinguindo novos gêneros (p. ex. Phormidesmis Komárek et al., Wilmottia Strunecký et al., 

Oxynema Chatchawan et al.) por meio de abordagem polifásica. Além disso, os grupos 

morfológicos reconhecidos por Komárek & Anagnostidis (2005) têm se mostrado congruentes 

com as inferências filogenéticas a partir do gene 16S RNAr.   

Marquardt & Palinska (2007) destacam diversos trabalhos (Turner 1997, Ishida et al. 

2001, Lee & Bae 2001, Litvaitis 2002, Ceschi-Berrini et al. 2004) que demonstram o 

agrupamento filogenético de linhagens previamente atribuídas como Phormidium com espécies 

de Leptolyngbya e Oscillatoria. A alta diversidade genética deste gênero também foi 

demonstrada por Barker et al. (2001) e Teneva et al. (2005).  
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 Neste contexto, Komárek et al. (2009) propuseram o gênero Phormidesmis com base 

em análises moleculares, morfológicas e ultraestruturais de diferentes linhagens identificadas 

morfologicamente com a espécie tropical Phormidium molle Gomont. Este material 

representava um clado distante de Phormidium e foi classificado como um gênero distinto na 

família Pseudanabaenaceae. Além disso, de acordo estes autores, há outras espécies de 

Phormidium morfologicamente correspondente ao gênero Phormidesmis (Phormidium 

priestleyi Fritsch, Phormidium bohneri Schimidle, P. gracile (Meneghini ex Gomont) 

Anagnostidis, P. hamelii (Frémy) Anagnostidis et Komárek, P. jenkelianum Schimidt, P. 

macedonicum Cado, P. monile Setchell et Gardner e P. steyemarkii Drouet), que devem ser 

confirmadas por análises morfológicas e moleculares. 

O gênero Wilmottia foi proposto por Strunecký et al. (2011) a partir da análise 

filogenética de linhagens isoladas de diferentes localidades da Antártica. Com base na análise 

filogenética do gene 16S RNAr, diversas linhagens morfologicamente similares à espécie 

Phormidium murrayi constituíram um clado distinto (98-100% de identidade) muito bem 

separado do gênero Phormidium. Apesar da espécie tipo do gênero, W. murrayi, ser considerada 

endêmica, os autores mencionam que linhagens similares a Ph. murrayi isoladas de outras 

localidades, como Brasil e Nova Zelândia, provavelmente pertencem a este gênero, apesar de 

serem ecologicamente distintas.   

Chatchawan et al. (2012) descreveram Oxynema a partir de uma população isolada de 

ambiente hipersalino, cuja espécie tipo foi designada como O. thainaum. Com base na análise 

filogenética do gene 16S RNAr, O. thaianum representa um clado isolado com linhagens de 

Phormidium lloydianum e Ph. acuminatum incluídas no “grupo I” de Phormidium (sensu 

Komárek & Anagnostidis 2005). Assim, o respectivo clado foi proposto como Oxynema, apesar 

de outras espécies com morfologia semelhante necessitarem de revisão para confirmar se 

pertencem ou não ao este novo gênero (Chatchawan et al. 2012).  

Recentemente, Strunecky et al. (2013) propuseram a transferência de 14 espécies de 

Phormidium autumnale sensu lato para Microcoleus. De acordo com estes autores, apenas 

espécies tradicionais do complexo Phormidium autumnale, que continham aspectos 

morfológicos bem caracterizados (tricomas cilíndricos, curvos no ápice, brevemente ou 

gradualmente atenuado, células subquadráticas a isodiamétricas, célula apical capitada e com 

caliptra) e estritamente relacionados à Microcoleus vaginatus, foram incluídas neste gênero.  

Portanto, o estudo do complexo Phormidium torna-se relevante uma vez que diversos 

estudos têm demonstrado a sua ampla heterogeneidade morfológica e molecular, bem como a 

variedade de morfótipos que podem ser transferidos para outras entidades genéricas. 
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1.4. Diversidade do complexo Phormidium na Mata Atlântica e Pantanal Brasileiro  

  

1.4.1.  Mata Atlântica 

A Mata Atlântica é um dos biomas mais ricos do planeta em diversidade biológica, 

sendo considerado um dos vinte e cinco hotspots de biodiversidade devido ao elevado grau de 

endemismo e alto grau de ameaça (Myers et al. 2000). Entretanto, esta biodiversidade é 

extremamente mal conhecida, sobretudo quando considerados os microorganismos, tais como 

cianobactérias. Esta constatação é válida para a Mata Atlântica como um todo e o Estado de 

São Paulo não é exceção. De acordo com Sant’Anna et al. (2011), menos de 20% das espécies 

de cianobactérias conhecidas foram catalogadas para o Estado de São Paulo, sendo este número 

ainda menor quando considerado apenas a área abrangida pela Mata Atlântica.  

 Em ambientes aquáticos de água doce, provavelmente os únicos trabalhos de cunho 

taxonômico que catalogaram o gênero Phormidium para a Mata Atlântica no Estado de São 

Paulo foram desenvolvidos por Branco & Necchi (1996) e Branco et al. (1999). Nestes estudos, 

sete espécies foram registradas em sistemas lóticos: P. aerugineo-caeruleum (Gomont) 

Anagnostidis et Komárek, P. irriguum Anagnostidis et Komárek, P. puteale (Gomont) 

Anagnostidis et Komárek, P. retzii (Agardh) Gomont, P. fluviatilis Langerheim, P. schroederi 

(Borge) Anagnostidis et Komarek e P. willei (Gardner) Anagnostidis et Komárek.  

 No que se refere aos ambientes terrestres, Branco et al. (2009) e Murunová & Kastovský 

(2007) documentaram também sete táxons pertencentes a este gênero: P. corium Gomont, P. 

granulatum (Gardner) Anagnostidis, Phormidium cf. pachydermaticum Frémy, Phormidium cf. 

animale, Phormidium cf. gracile, Phormidium cf. laetevirens e Phormidium sp., porém a 

maioria não teve sua posição taxonômica confirmada.  

Vale ressaltar que todos os estudos citados até o momento analisaram a diversidade de 

Phormidium somente com base nos critérios morfológicos. Entretanto, os recentes estudos 

desenvolvidos têm caracterizado também a diversidade genética deste grupo de organismos.  

Neste contexto, Martins (2014) descreveu quatro morfoespécies pertencentes ao complexo 

Phormidium (P. cf. formosum, P. inundatum, P. retzii e Phormidium sp1), que de acordo com 

a autora correspondem a novos táxons para a ciência. Além disso, Pamplona et al. (2014) 

catalogaram uma nova espécie correspondente ao gênero Oxynema, recentemente descrito a 

partir de Phormidium. Ressalta-se que esta população foi identificada pela primeira vez por 

Genuário (2010).  
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A partir deste cenário, ressalta-se que os trabalhos desenvolvidos nesta região ainda são 

escassos, em vista da grande diversidade apresentada pelo gênero Phormidium. Deste modo, 

torna-se se extremamente importante dar continuidade aos trabalhos florísticos no Bioma Mata 

Atlântica, a fim de ampliar o conhecimento da diversidade de cianobactérias tropicais.   

 

1.4.2.  Pantanal 

O Pantanal, localizado na porção central da América do Sul, é uma planície de 

inundação periódica reconhecida nacional e internacionalmente como uma das áreas úmidas de 

maior importância do globo (Alho & Gonçalves 2005). Apresenta diversos tipos de corpos de 

água configurando-se num mosaico de ecossistemas aquáticos com exuberante biodiversidade 

(Alho et al. 1987, Alho & Gonçalves 2005). 

 Apesar da alta diversidade de ecossistemas, Olson et al. (1998) concluíram que o 

Pantanal é uma região de “grande significância global, vulnerável e com altíssima prioridade 

para a conservação em escala regional”. A despeito disso, os dados disponíveis sobre sua 

diversidade biológica são escassos e fragmentados (Silva et al. 2001, Silva 2002), 

principalmente quando considerados os microorganismos, sobretudo Cyanobacteria. 

O primeiro trabalho taxonômico sobre Cyanobacteria foi desenvolvido por Drouet em 

1938, no qual o autor registrou seis espécies para o Pantanal Norte (Mato Grosso). Dos táxons 

identificados apenas Oscillatoria formosa Gomont atualmente é considerada como 

Phormidium, e corresponde à espécie P. formosum (Gomont) Anagnostidis et Komárek. 

Convém ressaltar que este trabalho continha apenas descrições sumárias das espécies e vagas 

citações sobre a procedência do material analisado.  

 Após uma lacuna de 70 anos, o primeiro trabalho florístico foi desenvolvido por Santos 

& Sant’Anna (2010), que contribuiu significativamente para o conhecimento da biodiversidade 

de Cyanobacteria no Pantanal, especificamente na sub-região da Nhecolândia (Mato Grosso do 

Sul). Neste trabalho, os autores catalogaram 21 táxons, sendo apenas duas espécies pertencentes 

ao gênero Phormidium: P. tergestinum (Gomont) Anagnostidis et Komárek e Phormidium sp.   

Malone (2010) descreveu 22 espécies de Cyanobacteria em lagoas salinas, também 

situadas no Pantanal da Nhecolândia. De acordo com a autora, as lagoas estudadas são 

consideradas ambientes extremos devido a altos valores de pH (˂9) e apresentam flora muito 

particular. Dentre as espécies identificadas, Phormidium foi o gênero com maior número de 

táxons (6): P. cf. pseudo-okenii Turicchia et al., P. cf. chalybeum (Mertens ex Gomont) 

Anagnostidis et Komárek, P. formosum (Bory ex Gomont) Anagnostidis et Komárek, 

Phormidium sp. 1, Phormidium sp. 2, Phormidium sp. 3. Segundo Malone (2010), não foi 

possível definir melhor a posição taxonômica destes táxons uma vez que se mostraram 
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claramente diferentes das morfoespécies já descritas em literatura. Além disso, a bibliografia 

relacionada aos trópicos ainda é mínima, principalmente em relação aos ambientes extremos 

como as lagoas salinas.  

Recentemente, Andreote et al. (2014) avaliaram a microflora de lagoas alcalinas do 

Pantanal e caracterizaram duas populações correspondentes ao complexo Phormidium. De 

acordo com estes autores, a baixa identidade genica destas linhagens com espécies típicas do 

gênero Phormidium indica que estes táxons devem ser considerados como novos táxons para a 

ciência.  

Em relação aos ambientes terrestres nenhum estudo foi desenvolvido no Pantanal. Dessa 

maneira, torna-se extremamente importante ampliar o conhecimento sobre a diversidade de 

Cyanobacteria nestas áreas que já estão sofrendo intensas atividades antrópicas e nada ou muito 

pouco se conhece sobre sua biodiversidade.  

 

1.5. Compostos Bioativos 

Há décadas as cianobactérias são reconhecidas por produzir ampla variedade de toxinas 

e/ou compostos biologicamente ativos tais como substâncias antibacterianas, antitumorais, 

antifúngicas, antioxidantes e anticolinesterásicas (Murakami et al. 1988, Harrigan & Goetz 

2002, Gademann & Portmann 2008).   

 Entretanto, a maioria dos estudos relacionados à análise destas substâncias 

biologicamente ativas tem se restringido a alguns gêneros planctônicos e formadores de 

florações como Microcystis, Cylindrospermopsis, Anabaena, Planktothrix e Aphanizomenon 

(Lakshmana Rao et al. 2002). Por outro lado, alguns autores têm demonstrado que espécies 

pertencentes ao gênero Phormidium são capazes de produzir diferentes compostos bioativos 

(Tokuda et al. 1996, Reshef et al. 1997, Papendorf et al. 1998, Garbacki et al. 2000).  

 Segundo Tokuda et al. (1996), compostos isolados de diferentes linhagens de 

Phormidium apresentam atividades antitumorais e anti-inflamatórias. Nagasathya & Thajuddin 

(2008) demonstraram que Phormidium tenue isolado de ambientes hipersalinos apresentou 

atividade antioxidante e, de acordo com Reshef et al. (1997), esta espécie também pode inibir 

a atividade da transcriptase reversa do vírus HIV-1. Outras espécies também podem apresentar 

compostos bioativos, como Phormidium ectocarpi, que possui propriedades antiplasmodiais 

(Papendorf et al. 1998).  

 Assim, o gênero Phormidium pode ser considerado uma excelente fonte de diferentes 

substâncias bioativas (Teneva et al. 2005). No entanto, em regiões tropicais/sutropicais poucos 

estudos têm sido desenvolvidos. No Brasil, especificamente, não há dados sobre a análise destes 

compostos em Phormidium.  
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2. OBJETIVOS 

 

 

Objetivo geral: Ampliar o conhecimento sobre a biodiversidade do complexo Phormidium em 

ambientes aquáticos e terrestres dos biomas Mata Atlântica e Pantanal.  

 

 

Objetivos específicos:  

 

1. Descrever a diversidade genotípica e morfológica do complexo Phormidium. 

2. Caracterizar as linhagens estudadas com base em aspectos morfológicos, ambientais e 

moleculares;  

3. Testar os genes rpoC1 e rbcLX, além do espaçador intergênico 16S-23S RNAr como 

marcadores moleculares para definição das relações interespecíficas;  

4. Detectar metabólitos secundários com possíveis atividades anticolinesterásica, antifúngica e 

antioxidante, além da cianotoxina β-metilaminoalanina (BMAA).   
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Área de Estudo 

 

3.1.1. Mata Atlântica 

 Dentre os biomas brasileiros, a Mata Atlântica é um dos maiores ecossistemas em 

expansão territorial, cobrindo originalmente 13,04% do território nacional. Contudo, 

atualmente restam apenas 14,5% de remanescentes florestais e áreas naturais, como campos, 

várzeas, refúgios, cordões de restinga e dunas (SOS Mata Atlântica & INPE 2013). De acordo 

com Oliveira-Filho & Fontes (2000), este bioma está entre as florestas mais ameaçadas do 

mundo, pois grande parte de sua área coincide com as regiões mais populosas do Brasil. Nas 

décadas de 50 e 60, cidades como Rio de Janeiro e São Paulo já apresentavam altas taxas de 

crescimento gerando perdas e a fragmentação do bioma (Ghazoul & Sheil 2010).  

 No Estado de São Paulo, área do presente estudo, a Mata Atlântica que cobria 

originalmente 69% do estado, atualmente possui apenas 13,9% de áreas florestais (SOS Mata 

Atlântica & INPE 2013). Apesar da drástica redução da vegetação, o Estado de São Paulo 

apresenta uma das maiores porções remanescente deste bioma ao longo do litoral, preservada 

como parques estaduais e estações ecológicas (Leitão Filho 1994, SOS Mata Atlântica & INPE 

2013).  O Parque Estadual da Serra do Mar (PESM), localizado neste estado, é a maior área de 

proteção integral do litoral brasileiro e a maior área protegida de Mata Atlântica. Além disso, é 

o único corredor biológico íntegro conectando os remanescentes florestais do sul do estado do 

Rio de Janeiro ao Vale do Ribeira e Paraná, possibilitando a manutenção dos fluxos gênicos e 

a preservação de espécies (Hirota 2003). Qualquer que seja o grupo taxonômico considerado, a 

estimativa do número de espécies na Mata Atlântica está entre as maiores do planeta (Myers et 

al. 2000).  

 Deste modo, no presente estudo foram selecionadas áreas de coleta (Figura 1) 

localizadas em regiões de maior concentração de fragmentos conservados da Mata Atlântica do 

Estado de São Paulo, como descritos a seguir: 

 

Parque Estadual da Serra do Mar, Núcleo Santa Virgínia (23º24' S e 45º11' W)  

O Núcleo Santa Virgínia, localizado em região tropical, ocupa áreas de quatro 

municípios do Vale do Paraíba do Sul, como São Luis do Paraitinga, Cunha, Ubatuba e 

Natividade da Serra. Além disso, o Núcleo está localizado no alto da Serra do Mar, com 

altitudes que variam de 870 a 1.600 m. A área é coberta por floresta primária (Floresta 



11 

Ombrófila Densa), entremeada por manchas de Floresta Atlântica em regeneração. O clima é 

subtropical úmido com pluviosidade média anual de 2.500 mm (Padgurschi et al. 2011). O total 

mensal de chuvas é em média maior que 100 mm na estação chuvosa (outubro a março) e 

inferior a 30 mm na estação seca (abril a setembro). A média anual de temperatura mantém-se 

em torno de 20,8 °C (Hartmann et al. 2009).  

 

 Estação Ecológica Juréia-Itatins (EEJI) (24°18' a 24°37' S e 47°00' a 47°31' W)  

A Estação Ecológica Juréia-Itatins, localizada na região subtropical, situa-se no Vale do 

Ribeira, sul do Estado de São Paulo, entre os municípios de Iguape, Miracatu, Itariri e Peruíbe. 

A Juréia está inserida no Complexo Estuarino-Lagunar de Iguape-Paranaguá, que é considerado 

um dos três principais conjuntos de ecossistemas do mundo em termos de produtividade primária e 

uma das últimas regiões não poluídas do Atlântico Sul. É uma das maiores áreas protegidas do 

Bioma Mata Atlântica do Estado de São Paulo e caracteriza-se por abrigar vasta vegetação 

representada pela Floresta Ombrófila Densa Submontana e Montana. A EEJI é uma das últimas 

áreas do estado que apresentam praias arenosas, costões rochosos, manguezais, matas de 

restinga e florestas de baixada, de encosta e de altitude.  O clima da região é subtropical úmido, 

sem estação seca definida, com pluviosidade anual média de 2277,0 mm sendo a temperatura 

média anual variando entre 17,8-25,2 °C (Fundação Florestal - http://www.fflorestal.sp.gov.br).  

 

 Parque Estadual da Ilha do Cardoso (PEIC) (25°03” a 25°18”S e 47°53” a 48°05”W)  

O Parque Estadual da Ilha do Cardoso, localizado em região subtropical, está inserido 

no Complexo Estuarino-Lagunar de Iguape-Paranaguá, no litoral extremo Sul do Estado de São 

Paulo. O Parque abriga uma das maiores áreas contínuas de floresta primária preservada do 

estado. É um ecossistema complexo, formados por costões rochosos, praias, braços de mar, 

estuários, lagunas, manguezais, rios e restinga que cobre a maior parte da planície litorânea da 

Ilha. Além disso, apresenta montanhas com extensas faixas florestais, cujas maiores altitudes 

ultrapassam 800 metros (Fundação Florestal - http://www.fflorestal.sp.gov.br). O clima da 

região é do tipo equatorial, megatérmico, superúmido sem estação seca definida e com excesso 

de chuvas no verão. As temperaturas médias anuais variam entre 20 a 22 °C com amplitudes 

relativamente baixas e a precipitação média anual mantém-se em torno de 2000 mm (Secretaria 

do Meio Ambiente 1998).  

 

 

 

http://www.fflorestal.sp.gov.br/
http://www.fflorestal.sp.gov.br/
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Figura 1. Localização das áreas de coleta referentes ao Bioma Mata Atlântica, Estado de 

São Paulo. 1. Parque Estadual da Serra do Mar, Núcleo Santa Virgínia. 2. Estação Ecológica 

Juréia-Itatins. 3. Parque Estadual da Ilha do Cardoso. Adaptado de SOS Mata Atlântica & 

INPE (2013).  

 

3.1.2.  Pantanal Brasileiro  

 Em território brasileiro, o Pantanal ocupa cerca de 140.000 km2 entre os estados de Mato 

Grosso (35%) e Mato Grosso do Sul (65%) (Silva & Abdon 1998). Inserido na Bacia do Alto 

Paraguai (BAP), o Pantanal funciona como um corredor de transição entre as bacias Amazônica 

e Prata. Constitui um ambiente complexo, com influências de diferentes biomas, como a 

Amazônia, Cerrado, Chaco, Mata Atlântica e o Bosque Seco Chiquitano, que conduzem às 

diferenças pedológicas, climáticas, no fluxo hídrico e nos períodos de chuvas e inundações. 

Tais diferenças influenciam a formação de distintas paisagens que, por sua vez, constituem as 

sub-regiões do Pantanal (Silva & Abdon 1998, Alho & Gonçalves 2005, Junk & Cunha 2005). 

Dentre as sub-regiões, duas áreas foram selecionadas para este estudo (Figura 2), como descrito 

a seguir:  

 

Sub-região do Pantanal da Nhecolândia (18º59'S e 56º39'W) 

 A sub-região do Pantanal da Nhecolândia, localizada no município de Corumbá (MS), 

destaca-se como uma região muito particular e complexa, com densa rede hidrográfica. Com 

área estimada em 26.921 km2, a Nhecolândia ocupa 19,5% da área total do Pantanal (em 
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território brasileiro), representando uma das maiores sub-regiões deste bioma (Silva & Abdon 

1998). 

 O clima na região é do tipo AWA: tropical de altitude, megatérmico (a temperatura 

média do mês mais frio é superior a 18 ºC), com inverno seco e chuvas no verão; ocorrem duas 

estações bem contrastantes, os meses de novembro a março, caracterizados como época 

chuvosa, e abril a outubro, como período de seca; temperatura média anual de 25,5ºC e 

precipitação média anual 1.182,7 mm (Soriano 1999). 

 A principal peculiaridade desta sub-região é a presença de milhares de lagoas rasas 

(profundidade não excede 2 m) predominantemente circulares, com extensão de 50 m a 2-3 km 

no sentido mais longo, as quais podem ser diferenciadas de acordo com suas características 

limnológicas: baías, salitradas e salinas (Allem & Valls 1987, Calheiros & Oliveira 1999). 

Fernandes (2007) estimou a presença de 9.324 lagoas, 84% destas consideradas baías (7.832) e 

16% consideradas salinas (1.492).  

  As salinas são lagoas alcalinas de água salobra, ricas em íons sódio e potássio, 

circundadas por praias de areia branca (sem vegetação), livres de macrófitas e peixes. Essas 

lagoas permanecem isoladas de outros sistemas, uma vez que são protegidas por regiões mais 

elevadas e recobertas com floresta denominadas “cordilheiras”. As condições limnológicas das 

salinas são consideradas extremas devido ao pH altamente alcalino (9-11) e elevada 

condutividade (>2.000 μS.cm-1) (Brum & Sousa 1985, Mourão et al. 1988, Por 1995). 

 Por outro lado, as baías apresentam águas ligeiramente ácidas (pH 5-7,4), pobres em 

eletrólitos (condutividade <1.000 μS.cm-1), densas concentrações de macrófitas, presença de 

peixes e conectam-se com outras lagoas durante o período de cheia (Mourão et al. 1988, 

Sakamoto et al. 1999). As lagoas salitradas apresentam características intermediárias entre as 

baías e salinas. Estas lagoas, assim como as baías, conectam-se com outras lagoas nos períodos 

de cheia. Além disso, apresentam macrófitas no seu interior e pH geralmente baixo (5-7). No 

período de seca, as lagoas salitradas apresentam pH elevado (até 9), o que as aproximam das 

características das salinas (Santos & Sant’Anna 2010).  

 A vista aérea desta sub-região mostra fisionomia bastante típica, caracterizada pelas 

inúmeras lagoas, campos limpos, bosques, cerrados, cerradão (“cordilheiras”) e savanas (Alem 

& Valls 1987, Embrapa 1997). 

 

Sub-região do Pantanal de Miranda (19º34,5'04 "S e 57º02'17"W)  

 A sub-região do Pantanal de Miranda abrange áreas nos municípios de Aquidauana, 

Bodoquena e Miranda, e está entre uma das menores áreas do Pantanal Brasileiro, ocupando 

cerca 3,0% deste complexo. Limita-se ao norte, pelo Pantanal do Abobral, ao sul, pelas 
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Florestas Chaquenhas do município de Porto Murtinho, a leste, pelo Pantanal de Aquidauana e 

a oeste, pela Serra da Bodoquena e o Pantanal de Nabileque (Silva & Abdon 1998).  

 A sub-região se caracteriza por vegetação do Bioma Cerrado, com formações de 

cerradão, Mata Semi-decídua, Mata de Galeria, campo inundado, campo seco, brejo (Da Silva 

et al. 2000). Em termos fitofisionômicos, o Cerrado nesta região assemelha-se a vegetação 

Chaquenha, com sobreposição de espécies dos territórios paraguaio e brasileiro. Além disso, 

possui amplas áreas com predominância de uma flora típica, como o “paratudo” (Tabebuia 

aurea) e palmeiras carandás (Copernicia alba) (Allem & Valls 1987).   

 Deste modo, a sub-região de Miranda, assim como toda a área do Pantanal brasileiro, 

apresenta imensa diferenciação de habitats e consequente diversidade ecológica, permitindo a 

manutenção de rica biodiversidade florística e faunística (Junk et al. 2006). Além disso, esta 

região consiste num celeiro de biodiversidade inexplorado, quando considerando micro-

organismos, uma vez que os estudos realizados, como mencionado anteriormente, são poucos 

frente à complexidade do bioma. 

 Ressalta-se que nesta região as coletas foram realizadas principalmente na área da 

Unidade de Estudos do Pantanal (19°34’S e 57°01’W) pertencente à Universidade Federal de 

Mato Grosso do Sul. Esta base de estudo foi construída às margens do Rio Miranda e contempla 

toda diversidade de fitofisionômica apresentada por esta sub-região. Além disso, possui alta 

variabilidade de sistemas aquáticos como rios, lagoas, campos inundados, brejos, o que 

permitiu desempenhar as coletas com êxito.    
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Figura 2. Localização das áreas de coleta referentes ao Pantanal Brasileiro, Estado de Mato 

Grosso Sul. 1. Sub-região do Pantanal da Nhecolândia. 2. Sub-região do Pantanal do Miranda. 

Mapa ilustrado conforme Silva & Abdon (1998), adaptado por Rezende-Filho (2003). 
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3.2.  Amostragem e Métodos de Coleta 

As expedições de coleta foram realizadas entre os anos de 2010 e 2012 em ambos os 

biomas estudados.  No Pantanal brasileiro, as coletas foram realizadas tanto na cheia (maio de 

2012) quanto na seca (outubro 2010), que são períodos bem contrastantes nesta região. Em 

ambas as expedições, tanto as áreas do Pantanal da Nhecolândia como do Miranda foram 

amostradas. Amostras coletadas anteriormente (2007- 2009) nestas regiões também foram 

incluídas neste estudo.  

Em relação à Mata Atlântica, as coletas foram realizadas nos meses de fevereiro (Núcleo 

Santa Virgínia) e junho de 2010 (Ilha do Cardoso) e agosto de 2011 (Estação Juréia-Itatins). A 

expedição ao Núcleo Santa Virgínia foi realizada na estação chuvosa (outubro a março), pois 

neste período as condições ambientais são mais favoráveis ao desenvolvimento das 

comunidades terrestres, principalmente quando considerado o gênero estudado.  No que se 

refere às outras regiões, as coletas foram determinadas em períodos aleatórios, uma vez que 

ambas as áreas apresentam clima sub-úmido a extremamente úmido, sem estação seca definida.  

 Em ambos os biomas e com a finalidade de amostrar a maior variabilidade possível de 

habitats em cada localidade, as coletas foram realizadas em ambientes aquáticos (plâncton, 

perifíton, bentos e substratos submersos) e terrestres (rochas, troncos, solos e substratos 

artificiais como concreto, encanamentos e telhados).  

 Em ambientes aquáticos, as amostras planctônicas foram coletadas utilizando-se rede 

de plâncton com abertura de malha de 10 e 20 μm. Em relação às amostras perifíticas, porções 

de macrófitas foram coletadas e mantidas em frascos com um pequeno volume da água do local. 

O material bentônico foi coletado diretamente com frasco ou espátula (quando ocorreu a 

formação de massas macroscópicas) ou através da raspagem de substratos (rochas, troncos, 

folhas) submersos.  

 Em relação aos ambientes terrestres, a coleta foi realizada em solos superficiais, cascas 

de árvores, rochas e em substratos artificiais como concreto, parede, postes, encanamentos, 

cordas e telhados. Quando necessário, utilizou-se água destilada para facilitar a raspagem do 

material. A fim de registrar as características ambientais, fotografias do substrato foram feitas 

para cada amostra, além de anotações referentes à localização, aspectos de umidade e incidência 

luminosa (avaliação visual).  As coordenadas foram tomadas com aparelho GPS Garmin, 

modelo eTrex Vista HCx. 
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 Em campo, parte de todas as amostras coletadas (aquáticas e terrestres) foi preservada 

em formol 4% na proporção de 1:1 e o restante foi mantido vivo para triagem, isolamento dos 

organismos e análise morfológica. Especificamente para o material terrestre, as amostras 

também foram preservadas a seco (coloca-se o material sobre papel e deixa-se secar 

naturalmente).  

   

3.3.  Triagem das Amostras 

 Em laboratório, tanto as amostras aquáticas (sem adição de formol) quanto as terrestres 

(conservadas a seco) foram previamente visualizadas ao microscópio óptico com o objetivo de 

separar apenas aquelas que continham populações de interesse do presente estudo. Para 

visualização das amostras terrestres foi necessário retirar pequenas porções do material para 

prévia hidratação com água estéril (cerca de 20 horas) em placa de Petri. Após a triagem do 

material, a próxima etapa desenvolvida foi o isolamento dos organismos a partir das amostras 

selecionadas. 

 

3.4.  Isolamento e Cultivo 

 Os procedimentos de isolamento e cultivo do material foram realizados no Laboratório 

de Cultura de Algas e Cianobactérias “Marilza Cordeiro Marinho” do Núcleo de Pesquisa em 

Ficologia, Instituto de Botânica, São Paulo.   

 A priori, os meios de cultivos utilizados foram ASM-1 (Gorham et al. 1964 modificado 

por Zagatto & Aragão 1992) e BG-11 (Rippka 1979), que são comumente empregados para o 

cultivo de cianobactérias. Posteriormente, as linhagens foram mantidas no meio BG11, que 

permitiu o melhor desenvolvimento de todos os organismos estudados. 

 Ambos os meios de cultivos foram preparados a partir dos nutrientes detalhados nas 

Tabelas 1 e 2, conforme descrito por Jacinavicius et al. (2012). Quando necessário, o pH padrão 

(7,4) do meio de cultura foi alterado com o objetivo de tornar as condições de cultivo 

semelhantes às encontradas na natureza, possibilitando deste modo o melhor desenvolvimento 

dos organismos. 

Os meios de cultura (BG-11 ou ASM-1) foram utilizados em diferentes condições de 

acordo com cada etapa de isolamento ou manutenção das linhagens: meio sólido ou líquido 

esterilizado, com ou sem cicloheximida (antibiótico que não permite o desenvolvimento de 

organismos eucariontes). No caso, a adição deste antibiótico foi necessária somente quando 

inoculado material da natureza.   
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Tabela 1. Nutrientes do meio de cultura ASM-1 (Gorham et al. 1964), com modificações 

(Zagatto & Aragão 1992). 

Nutrientes – Soluções Estoque Quantidade (g/L) 

Nitrato de sódio (NaNO3) 8,5000 

Fosfato ácido dipotássio (K2HPO4) 8,7000 

Sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO4.7H2O) 2,4500 

Cloreto magnésio hexahidratado (MgCl2.6H2O) 2,0500 

Cloreto de cálcio dihidratado (CaCl2.2H2O) 1,4500 

Hidrogenofosfato de potássio (KH2PO4) 8,7000 

Fosfato disodium de hidrogênio dodecahidratado (Na2HPO4.12H2O) 17,8000 

Cloreto de manganês tetrahidratado (MnCl2.4H2O) 13,9000 

Cloreto de ferro hexahidratado (FeCl2.6H2O) 10,8000 

Cloreto de zinco (ZnCl2) 3,3500 

Cloreto de cobalto (CoCl2.6H2O)  0,1900 

Ácido bórico (H3BO3) 28,4000 

Cloreto de cobre dihidratado (CuCl2.2H2O)  0,0140 

EDTA tritriplex 18,6000 

 

 

Tabela 2. Nutrientes do meio de cultura BG-11, conforme Rippka (1979). 

Nutrientes – Soluções Estoque Quantidade (g/L) 

EDTA (C10H16N2O8) 0,1000 

Citrato férrico amoniacal (C6H8O7 xFe3+ yNH3)  0,6000 

Solução metais traços * (*) 

Nitrato de sódio (NaNO3) 150,0000 

Fosfato ácido dipotássio trihidratado (K2HPO4.3H2O) 4,0000 

Sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO4.7H2O) 7,5000 

Cloreto de cálcio dihidratado (CaCl2.2H2O) 3,6000 

Carbonato de sódio (Na2CO3) 2,0000 

Ácido cítrico (C6H8O7.H2O) 0,6000 

* H3BO3 [28,6000], MnCl2.4H2O [1,8100], ZnSO4.7H2O [0,2220], Na2MoO4 [0,3900], CuSO4.5H2O 

[0.0790], Co(NO3O)2 .6H2O [0,0494].  

 

 O isolamento das linhagens foi realizado a partir dos métodos de plaqueamento e 

“pescaria”. Uma alíquota de todas as amostras aquáticas foi mantida separadamente em meio 
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de cultivo a fim de se garantir a viabilidade da mesma até que o organismo de interesse fosse 

isolado. Este procedimento não foi realizado a partir das amostras terrestres, uma vez que o 

material se mantém viável por um longo período quando preservado a seco.  

 O método de plaqueamento consistiu em inocular gotas ou partes da amostra da natureza 

em uma placa de Petri com meio sólido (com cicloheximida). Após o desenvolvimento dos 

organismos, as placas foram examinadas, retirando-se pequenas frações de diferentes “pontos” 

para a observação do material ao microscópio óptico. As frações que continham grande 

quantidade dos organismos de interesse foram retiradas das placas e inoculadas novamente em 

meio de cultivo sólido. Após o crescimento de biomassa visível, fez-se novamente a análise de 

algumas frações ao microscópio para verificar se o material estava uniespecífico. Este 

procedimento foi repetido de 3 a 4 vezes, porém quando não obtínhamos sucesso no isolamento, 

utilizava-se o método de pescaria.  

 Deste modo, os procedimentos para o isolamento das linhagens pelo método de pescaria 

foram realizados a partir de amostras provenientes das placas ou diretamente do material da 

natureza. Este método consistiu em separar e inocular apenas um organismo de cada 

morfoespécie por tubo de ensaio (Figura 3). Em uma lâmina flambada foi colocado uma gota 

da amostra, composta por diferentes morfoespécies, e várias gotas de meio de cultivo 

esterilizado. Ao microscópio óptico (ocular de 10 e 20 x), com o auxílio de uma micropipeta, 

organismos de interesse foram transferidos da amostra para gotas do meio de cultivo limpo. 

Este processo foi realizado sucessivamente, até que se obtivesse apenas um organismo na gota 

de meio limpo. Após este procedimento, o espécime isolado foi transferido para um tubo de 

ensaio com pequena quantidade de meio (5 mL). Para cada morfoespécie foram feitas cinco 

réplicas, pois nem sempre o organismo se desenvolve ou obtém-se sucesso no isolamento. 

 Ressalta-se que todos os procedimentos de isolamento e manipulação de meios e 

materiais esterilizados foram realizados no interior de câmara de fluxo laminar previamente 

esterilizada por meio de luz UV durante 30 minutos. 

 

 

 

3.4.1.1.1.1.1  

3.4.1.1.1.1.2  

3.4.1.1.1.1.3  

Figura 3. Procedimento realizado para o isolamento das linhagens 

pelo método de pescaria.  

 

Figura 1. Método de pescaria. (Malone 2008) 

 

Amostra 

Meio de cultivo 
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As linhagens isoladas foram incluídas na Coleção de Culturas do Instituto de Botânica 

(CCIBt) e são mantidas em condições controladas, conforme segue: temperatura 23+1 oC, 

irradiância 40-50 mol fótons m-2.s-1 e fotoperíodo 14 – 10 h claro-escuro, sendo repicadas a 

cada 30 dias. Ressalta-se que as mesmas condições foram utilizadas para o material em fase de 

isolamento. 

As linhagens isoladas e as respectivas amostras da natureza foram depositadas no acervo 

do Herbário Científico do Estado “Maria Eneyda P. Kauffaman Fidalgo” (SP) do Instituto de 

Botânica de São Paulo. Todas as informações destas amostras estão detalhadas na listagem 

anexa (Anexo I).   

 

3.5.  Estudo Taxonômico  

 As análises morfométricas do material da natureza e cultura foram realizadas ao 

microscópio óptico binocular Axioplan-2 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha) com dispositivo de 

epifluorescência e sistema de captura digital de imagens AxioCAM MCR (Carl Zeiss), 

acoplados ao equipamento.  

 O sistema de epifluorescência foi utilizado para evidenciar a presença de ficocianina 

(filtro verde: excitação na faixa de 546 nm) e clorofila a (filtro azul: excitação no faixa de 450-

490 nm), possibilitando a distinção entre cianobactérias (que apresentam clorofila a e 

ficocianina) e eubactérias (que não apresentam ambos os pigmentos). A epifluorescência 

também foi utilizada para confirmar o isolamento da linhagem (para a detecção de possíveis 

organismos contaminantes).  

 As ilustrações das espécies constaram de fotografias obtidas através de sistema de 

captura digital AxioVision V. 4.8.2.0 (Carl Zeiss), adaptado ao microscópio. Os dados métricos 

foram obtidos por meio da análise das fotografias pelo mesmo sistema. Para cada linhagem 

analisada, foram tomadas medidas dos tricomas e células vegetativas a partir de 30 indivíduos 

(variabilidade populacional). Os limites métricos máximo e mínimo, além da média (entre 

parênteses) de cada linhagem estão apresentados em tabelas, abaixo das descrições dos táxons. 

Quando foi possível analisar o material de cultura e natureza, os dados métricos referentes a 

cada população foram descritos para fins comparativos.   

 Em relação à análise morfológica, os principais critérios taxonômicos observados em 

todas as populações analisadas foram: forma do talo (arranjo dos tricomas/filamentos), 

dimensões celulares, forma da célula vegetativa, características da célula apical, presença ou 

ausência de caliptra ou espessamentos, constrições dos septos transversais, motilidade, presença 

ou ausência de bainha mucilaginosa, necrídios, inclusões celulares (Komárek & Anagnostidis 

2005). Quando necessário, foi realizado a análise do ciclo de vida das linhagens a fim de 
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observar mudanças contrastantes em relação a todos estes critérios taxonômicos. A análise do 

ciclo de vida foi realizada por meio da observação diária do material durante 30 dias. Esta 

análise foi realizada a partir de um inóculo que continha organismos em uma mesma fase do 

ciclo de vida, ou seja, com características morfológicas similares.  

  A identificação taxonômica baseou-se em literatura especializada e, sempre que 

necessário, as descrições originais dos táxons também foram analisadas para que o conceito 

inicial fosse preservado e eventualmente comparado com demais estudos. O sistema de 

classificação adotado foi o de Hoffmann et al. (2005).   

 

3.6.  Análise Molecular 

Neste estudo foi realizado o sequenciamento parcial de diferentes marcadores 

moleculares de 30 linhagens: gene RNAr 16S, o espaçador intergênico 16S-23S RNAr (ITS), 

rpoC1 (codifica a subunidade γ da RNA polimerase), rbcLX (codifica a D-ribulose 1,5-

bisfosfato carboxilase-oxigenase), nifD (codifica o co-fator ferro-molibdênio da enzima 

nitrogenase) e nifH (codifica a subunidade Fe-proteina da enzima nitrogenase).  

As análises moleculares foram desenvolvidas em diferentes centros de pesquisa. No 

Brasil, as análises do fragmento gênico 16S RNAr + ITS de 16 linhagens foram realizadas no 

Laboratório de Biologia Celular e Molecular, Centro de Energia Nuclear na Agricultura, 

Universidade de São Paulo (CENA/USP), sob supervisão da Dra. Marli de Fátima Fiore (co-

orientadora) e Dra. Janaina Rigonato. As demais análises, tanto do fragmento 16S RNAr + ITS 

como dos demais loci gênicos foram realizadas no Centre for Protein Engineering, Laboratory 

of Bacterial Physiology and Genetics” da Universidade de Liège, Bélgica, sob supervisão da 

Dra. Annick Wilmotte. 

 

3.6.1.  Preparação da amostra para extração de DNA genômico  

A produção de biomassa para as análises moleculares foi realizada a partir de linhagem 

uniespecífica de cianobactéria. Para a extração de DNA, utilizou-se cerca de 2 mL de cultura 

em meio líquido. Uma vez que as linhagens estudadas não são axênicas e a maioria dos 

organismos apresenta bainha mucilaginosa, métodos de lavagem foram necessários para 

remoção de bactérias heterotróficas associadas. A presença destas bactérias aderidas ou não à 

bainha mucilaginosa pode interferir nas diferentes etapas da análise. Deste modo, o tratamento 

I ou II foi utilizado para a lavagem da biomassa de cianobactéria produzida, como segue: 
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  Tratamento I (Kling et al. 2012)   

1 mL de Tampão TE (Tris 1 M pH 8,0, EDTA 0,5 M) foi adicionado ao material e 

agitado em vortex. Posteriormente, o material foi centrifugado (10.000 rpm por 10 

min) e o sobrenadante descartado. Este procedimento foi repetido 3x.  

 

 Tratamento II  

 500 µl de solução de lavagem (Tris-HCL 1 M pH 8,0, EDTA 0,5 M e NaCL  5 M) 

e 50 µl de SDS 2% (dodecil sulfato de sódio) foram adicionados às amostras. 

Posteriormente, o material foi agitado em vortex, centrifugado (13,000 rpm por 5 

min) e o sobrenadante descartado. Por fim, adicionou-se mais 1 mL da solução de 

lavagem e o material foi agitado em vortex novamente, centrifugado (7000 rpm por 

5 min) e o sobrenadante descartado.  

 

3.6.2.  Extração de DNA genômico  

A extração e purificação do DNA genômico foram realizadas por meio do kit Ultra 

Clean® Microbial DNA Isolation (MO BIO, Carlsbad, CA, USA). Após a extração do DNA 

genômico, alíquotas (2 µL) dos DNAs extraídos foram acrescidos de tampão de carregamento 

(azul de bromofenol 0,5%, glicerol 0,3%, EDTA 0,5M) e GelRedTM 0,6X (Biotium, Hayward, 

USA) ou Brometo de Etídio (0,5 µg.mL-1). A integridade dos mesmos foi verificada em gel de 

agarose 1 %, após corrida eletroforética em tampão TBE 0,5X (1X TBE: Tris-borato 45 mM, 

EDTA 1 mM, pH 8,0). A documentação do gel foi feita usando o programa Multi Analyst do 

Fluor-STM MultiImager (BioRad, Hercules, CA, USA). Como padrão de tamanho e 

concentração de DNA foi utilizado o marcador Low DNA Mass Ladder (Life Technologies, 

Carlsbad, CA, USA) ou λ DNA/HindIII (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). A 

concentração de DNA foi mensurada (µg/mL) por meio do espectrofotômetro NanoVueTM Plus 

(GE Healthcare, Buckinghamshire, UK), ou por comparação com o marcador Low DNA Mass 

Ladder após eletroforese. O DNA genômico foi armazenado a -20ºC.  

 

3.6.3.  Amplificação gênica 

Os iniciadores utilizados para a amplificação dos fragmentos gênicos 16S RNAr + ITS, 

rpoC1, rbcLX, nifD e nifH estão listadas na tabela 3.  
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Tabela 3. Iniciadores utilizados para amplificar os fragmentos 16S RNAr + ITS, rpoC1, rbcLX, 

nifD e nifH.  

 

Neste tópico, torna-se importante ressaltar que diferentes iniciadores foram testados 

para os loci gênicos rpoC1 e rbcLX, uma vez que estes loci são pouco estudados para o gênero 

em questão. No que se refere ao gene rpoC1, dois diferentes pares de iniciadores degenerados 

foram testados, tais como: CYrpoC3/ CYrpoC4 (Glowacka et al. 2011) e RintF 

(TGGGGHGAAAGNACAYTNCCTAA)/ RintR (GCAAANCGTCCNCCATCYAAYTGBA) 

(Rantala et al. 2004). Além disso, diferentes condições de PCR foram testadas, incluindo 

aquelas indicadas por estes autores, com o intuito de obter os parâmetros adequados para a 

amplificação dos fragmentos. Deste modo, optou-se utilizar os iniciadores descritos por 

Glowacka et al. (2011), uma vez que este marcador foi amplificado para todas as linhagens 

analisadas. A partir dos iniciadores RintF e Rint-R, obteve-se resultados positivos apenas para 

50% das linhagens.  

Rudi et al. (1998) publicaram diferentes iniciadores para amplificação da região rbcLX, 

de acordo com grupos de organismos. Segundo os autores, para a categoria denominada como 

“Planktothrix” utilizou-se os iniciadores CW (CGTAGCTTCCGGTGG TATCCACGT) e DF 

(GGGCARYTTCCACAKNGTCCA), enquanto que para outros grupos (“Nostoc” e 

“Microcystis”), a amplificação foi feita a partir de CW/CX (GGGGCAGGTAAGAAAGG 

Fragmento Primers Sequência do Primer Referências 

16S rRNA + 

ITS 

16S27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG Neilan et al. 

1997 

 23S30R CTTCGCCTCTGTGTGCCTAGGT Taton et al. 2003 

rpoC1 CYrpoC3 CCCGCNAARGAYTGGGAATG Glowacka et al. 

2011 
 CYrpoC4 GCTTCYTGCARCATCCGYTTYTC 

rbcLX CW CGTAGCTTCCGGTGGTATCCACGT 
Rudi et al. 1998 

 DF GGGCARYTTCCACAKNGTCCA 

nifD nifD552-F TCCGKGGKGTDTCTCAGTC Roeselers et al. 

2007 
 nifD861-R CGRCWGATRTAGTTCAT 

nifH nifH-F CGTAGGTTGCGACCCTAAGGCTGA 
Olson et al. 1998 

 nifH-R GCATACATCGCCATCATTTCACC 
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GTTTCGTA). No presente estudo, os diferentes iniciadores foram testados e optou-se pelo 

conjunto CW/DF devido aos melhores resultados obtidos. Este resultado já era esperado, uma 

vez que Phormidium e Planktothrix pertencem à mesma categoria taxonômica (Família 

Phormidiaceae).  

 

Reação de PCR 

A amplificação do fragmento 16S RNAr + ITS de 16 linhagens analisadas foi feita em 

reação contendo: 5 μL de tampão para a reação PCR 1X (20mM Tris HCl pH 8,4; 50 mM KCl), 

0,25 mM de cada dNTP, 3 mM MgCl2, 1,5 U de Platinum® Taq DNA Polimerase (Life 

Technologies), 20-50 ng de DNA, 5 µM de cada iniciador, água ultrapura (Merck Millipore, 

Billerica, MA, USA) esterilizada, para um volume final de 25 μL. As demais amplificações, 

tanto do 16S RNAr + ITS como dos outros marcadores, foram feitas em reação contendo: 5 µl 

de tampão para a reação PCR 1 X Super Taq Plus com Mg2+, 5 µl de BSA (1 mg/mL), 0,25 

mM de cada dNTP, 5 µM de cada iniciador, cerca de 50 ng of DNA, 1 U Super Taq Plus 

polimerase com atividade de reparação (HT Biotechnology, Cambridge, UK), água estéril 

(Sigma), para um volume final de 50 µl.  

 

Condições para amplificação gênica 

As condições utilizadas para amplificação dos fragmentos gênicos analisados 

consistiram em desnaturação inicial de 5 min a 94°C, seguidos de ciclos com condições 

específicas para cada fragmento, como detalhado na tabela 4.  

A verificação dos produtos de PCR e documentação do gel foi realizada conforme 

descrito no item 3.6.2. Como padrão de tamanho e concentração dos fragmentos amplificados 

foram utilizados os marcadores Low DNA Mass ladder (Life Technologies) ou pBR322 

DNA/AluI (Thermo Fisher Scientific). A concentração do produto foi mensurada (µg/mL) por 

meio do espectrofotômetro NanoVueTM Plus. 

A purificação do produto de PCR foi realizada por meio do kit GeneJet PCR Purification 

(Fermentas Life Science), a fim de remover iniciadores excedentes, dNTPs não incorporados, 

sais e enzimas, nos casos em que o sequenciamento do fragmento foi realizado diretamente do 

produto de PCR.  
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Tabela 4. Condições para amplificação gênica dos fragmentos analisados.  

Parâmetros  
Fragmentos amplificados 

16S + ITS rpoC1 rbcLX nifD nifH 

N° de Ciclos  24x 34x 34x 34x 34x ou 29x 

Desnaturação 94°C, 45” 94°C, 45” 94°C, 45” 94°C, 45” 94°C, 45” 

Anelamento 57°C, 1’ 59°C, 1’ 55°C, 30” 52°C, 1’ 50°C, 1’ 

Extensão 68/72°C*, 2’ 68°C, 1,5’ 68°C, 2’ 68°C, 1,5’ 68°C, 1,5’ 

Extensão Final 68/72°C *, 7’ 68°C, 7’ 68°C, 7’ 68°C, 7’ 68°C, 7’ 

* Temperatura de extensão de 68°C quando utilizado a enzima Super Taq Plus polimerase.  

 

3.6.4.  Clonagem dos fragmentos gênicos  

Dentre os marcadores analisados neste estudo (16S RNAr + ITS, rpoC1, rbcLX, nifH e 

nifD), a clonagem foi realizada apenas para o fragmento 16S RNAr + ITS de 21 linhagens. Os 

fragmentos gênicos de interesse foram ligados em vetor pGEM-T Easy Vector Systems 

(Promega, Madison, WI, USA), conforme instruções do fabricante. A introdução do vetor 

contendo o inserto nas células de Escherichia coli DH5α quimiocompetentes foi feita via 

transformação por choque térmico (Sambrook et al. 1989). As células competentes 

transformadas foram plaqueadas em meio LB sólido (25 g/L) contendo ampicilina (USB 

Corporation, Cleveland, OH, USA) e X-Gal (Life Technologies), ambos em concentrações 

finais de 100 μg/mL de meio. As placas foram incubadas por 15 h a 37ºC e, posteriormente, 

cerca de cinco colônias de cor branca foram selecionadas para a reação de PCR. Esta reação é 

realizada a fim de confirmar se as colônias brancas selecionadas apresentam o inserto referente 

ao 16S RNAr de cianobactérias e não de bactérias heterotróficas. A confirmação foi realizada 

por meio da amplificação de fragmentos menores (aproximadamente 420 pb) do gene 16S 

RNAr, que correspondem a regiões conservadas deste locus em cianobactérias. Deste modo, 

uma pequena quantidade de células de cada clone transformado foi adicionada a 25 μL de 

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

0,25 mM de cada dNTP, 3 mM MgCl2, 1,5 U de Platinum Taq DNA Polimerase, água ultrapura 

esterilizada e 5 ρmol de cada iniciador: CYA359F (5’GGGGAATTTTCCGCAATGGG3’), 

CYA781aR (5’GACTACTGGGGTATCCTAATCCCATT3’) e CYA781bR (5’GACTACA 

GGGGTATCTAATCCCTTT3’) (Nübel et al. 1997). As condições para amplificação foram: 
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94ºC/5 min; 35 ciclos de desnaturação à 94ºC/1 min, anelamento à 63ºC/1 min, extensão à 

72ºC/1 min; e extensão final 72ºC/7 min. A verificação dos produtos de PCR e documentação 

do gel foi realizada conforme descrito no item 3.6.2. 

 

3.6.5.  Extração do DNA plasmidial  

Primeiramente, as colônias de E. coli que continham o inserto de interesse foram 

inoculadas em 3 mL de meio de cultura LB (25 g/L) contendo ampicilina (100 µg.mL-1) e, 

incubadas por 14-16 horas a 37ºC sob agitação (200 rpm). Posteriormente, a extração de 

plasmídios foi realizada por meio do kit Quantum Prep Plasmid Miniprep (Bio-Rad), conforme 

instruções do fabricante, ou pelo método de hidrólise alcalina (Birnboim & Doly 1979).  

O método de hidrólise alcalina consistiu inicialmente na ressuspensão das células de E. 

coli concentradas em 100 μL de Solução I (Tris-HCl 25 mM, pH 8,0, EDTA 10 mM e glucose 

50 mM). Em seguida, 200 μL da solução de lise (NaOH 0,2 M, SDS 1%) foi adicionado à 

mistura e as amostras permaneceram em gelo por 10 min. As amostras foram centrifugadas a 

15.000 rpm por 15 min, e o sobrenadante transferido para um microtubo novo. A precipitação 

foi realizada com a adição de 270 μL de isopropanol e centrifugação a 15.000 rpm por 10 min. 

O sobrenadante foi descartado e o pélete lavado com 250 μL de etanol 70%. Em seguida, o 

pélete foi seco e ressuspendido em 30 μL de água ultrapura contendo RNAse (1,5 µg.mL-1). As 

amostras foram incubadas a 37° por 30 min. O DNA plasmidial foi quantificado conforme 

descrito no item 2.2 e armazenado em -20 °C.  

 

3.6.6.  Sequenciamento  

A preparação das amostras para o sequenciamento dos marcadores analisados foi 

realizada de maneiras distintas, de acordo com o centro de pesquisa no qual foi desenvolvida a 

análise. Em relação às análises realizadas no CENA/USP, as amostras foram enviadas para o 

sequenciamento após a reação de PCR com o kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing 

(Applied Biosystems, Foster, CA, USA), como descrito a seguir: para esta reação utilizou-se 

200 ng de plasmideos com fragmentos do marcador 16S RNAr + ITS, 1,5 μL de BigDye, tampão 

de reação 1X, água ultrapura para volume final de 10 μL e 5 µM de cada um dos seguintes 

iniciadores: M13F (5’GCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA-3’), M13R (5’GAGCGGATAAC 

AATTTCACACAGG3’), 357F (5’CCTACGGGAGGCAGCAG3’), 357R (5’CTGCTGC 

CTCCCGTAGG3’), 704F (5’GTAGSGGTGAAATSCGTAGA3’), 704R (5’TCTACGSATTT 

CACCSCTAC3’), 1114F (5’GCAACGAGCGMRACCC3’), 1114R (5’GGGTYKCGC 

TCGTTGC3’) (Lane 1991). As condições para amplificação foram as seguintes: desnaturação 

inicial por 1 min; 25 ciclos de 95 °C/20 s, 50 ºC/15 s, 60 ºC/1 min. Após a amplificação foi 
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realizada a precipitação dos fragmentos conforme as instruções do kit BigDye Terminator v3.1. 

Posteriormente, as amostras foram submetidas ao sequenciamento por meio do sequenciador 

capilar 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Os dados gerados pelo sequenciador 

foram coletados e processados pelo programa ABI PRISM® DNA Sequencing-Analysis 

Software versão 3.7 (Applied Biosystems, Foster, CA, USA).  

No que se refere às análises desenvolvidas na Universidade de Liège, os plasmídios ou 

os produtos de PCR obtidos foram enviados ao laboratório responsável (Genomics Facility), 

juntamente com os iniciadores correspondentes de cada marcador. A reação de PCR para o 

sequenciamento a partir do BigDye foi realizada posteriormente por este departamento. Deste 

modo, as amostras foram preparadas conforme as seguintes instruções: os produtos de PCR ou 

as amostras contendo os plasmídios foram diluídos para uma determinada concentração 

variando de acordo com o tamanho do fragmento a ser sequenciado (Tabela 5). Após a diluição, 

alíquotas (10 µL/ reação) foram separadas em microtubos e acrescidas do iniciador (5 µM/ 

reação) de cada sequencia a ser analisada.  

No que se refere ao marcador 16S RNAr + ITS, foram utilizados os iniciadores internos 

27F, 979F, 1092R, 1407F, 1492R e 23S30R. Em relação aos outros loci gênicos, os iniciadores 

foram os mesmos utilizados para a amplificação inicial dos fragmentos.  

 

 

Tabela 5. Concentração do Produto de PCR ou 

plasmídeo requerido para o sequenciamento. 

Produto de PCR [  ] ng/µl 

100 – 200 bp 0,2 - 0,6 

200 – 500 bp 0,6 - 2 

500 – 1000 bp 1 - 4 

1000 – 2000 bp 2 - 8 

> 2000 bp 4 - 10 

Plasmídio 40 - 50 
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3.6.7.  Processamento e análise filogenética das sequências 

As sequências geradas foram processadas para checagem de bases produzidas com baixa 

qualidade (índice de qualidade ≤ 20) através do pacote de programas Phred/Phrap/Consed 

(Ewing & Green, 1998, Ewing et al. 1998, Gordon et al. 1998), em sistema operacional Linux.  

As sequências obtidas foram comparadas com outras previamente depositadas no GenBank do 

National Center for Biotechnology Information (NCBI), utilizando-se a ferramenta Basic Local 

Aligment Search Tool (BLAST) (Altschul et al. 1990).  

Para a construção das árvores filogenéticas, as sequências obtidas neste estudo e outras 

selecionadas nos bancos de dados públicos foram alinhadas (ClustalW) e editadas 

manualmente. Os métodos de inferência foram Neighbor Joining (NJ) e Máxima 

Verossimilhança (ML), implementados a partir do pacote de programa MEGA 5.0 (Tamura et 

al. 2011), e Inferência Bayesiana (IB), utilizando-se MrBayes 3.2.2 (Ronquist & Huelsenbeck 

2003). O teste de modelos de análises filogenéticas foi aplicado no programa Topali 2.5 (Milne 

et al. 2008) a fim de se definir qual o melhor modelo evolutivo a ser aplicado para o conjunto 

de sequências analisadas. Os modelos utilizados para cada conjunto de sequências estão 

descritos nas legendas das árvores filogenéticas apresentadas. A porcentagem de identidade 

entre as sequências analisadas foi realizada pelo método “p-distance” no programa MEGA 5.0 

(Tamura et al. 2011).   

Em relação à inferência Bayesiana, os parâmetros para a construção da árvore 

filogenética foram fixados em duas corridas de 15.000.000 de gerações em quatro cadeias, com 

reamostragem a cada 1000 árvores. A qualidade das corridas foi avaliada pela convergência 

entre as corridas independentes usando o programa TRACER versão 1.5 (Rambaut & 

Drummond 2007), e os 10% iniciais da corrida foram descartados (burn-in). Posteriormente, a 

melhor topologia foi obtida através de consenso estrito.  

A análise filogenética concatenada foi realizada sempre que possível a partir dos 

fragmentos gênicos concatenados: 16S RNAr, espaçador intergênico 16S-23S RNAr, rpoC1 e 

rbcLX. Para todas as sequências que codificam proteínas, o índice de saturação foi verificado 

por meio do programa Dambe 5.3.4 (Xia & Xie 2001). Em relação aos marcadores rpoC1 e 

rbcLX, foi vereficado o frame correto de leitura por meio da ferramenta Translate do portal 

online Expasy Bioinformatics Resources (Artimo et al. 2012). 

 

3.7.  Estrutura Secundária do Espaçador Intergênico 16S-23S RNAr  

O espaçador intergênico 16S-23S RNAr foi analisado para determinação da estrutura 

secundária dos seguintes domínios conservados: hélice D1-D1', Box-B e V3. As estruturas 

foram determinadas após a identificação das sequências conservadas na base de cada hélice. 
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Após a identificação de cada fragmento, as estruturas foram desenvolvidas individualmente 

utilizando-se Mfold Web Server (Zuker 2003). Com exceção do parâmetro “structure draw 

mode” (untangle with loop fix), as condições padronizadas neste servidor foram utilizadas em 

todos os casos. As ilustrações apresentadas foram desenvolvidas a partir do programa 

CorelDraw X7. Ressalta-se que as estruturas secundárias foram determinadas, sempre que 

possível, a partir das sequencias geradas neste estudo e aquelas retiradas do GenBank.  

  

3.8.  Microscopia Eletrônica de Transmissão  

Para a análise ao microscópio eletrônico de transmissão (TEM), as células foram fixadas 

overnight com 2,5% de glutaraldeído em tampão de cacodilato de sódio 0,1 M (pH 7,2), 

acrescido de 0,2 M de sacarose (Schmidt et al. 2009). O material foi pós-fixado com tetróxido 

de ósmio 1% durante 4 h, desidratado em séries de gradiente de acetona (30, 50, 70, 90 e 100%) 

e embebidos em resina de Spurr (Spurr 1969). Cortes finos foram corados com acetato de 

uranila aquoso seguido por citrato de chumbo. As amostras foram examinadas sob TEM JEM 

1011 (JEOL, Tóquio, Japão) a 80 kV. Neste estudo, a análise foi realizada apenas para a 

linhagem CCIBt 3277 para visualização da posição dos tilacóides e aerótopos.  

Ressalta-se que esta análise foi realizada no Centro de Ciências Biológicas da 

Universidade Federal de Santa Catarina, sob responsabilidade da Dra. Zenilda Laurita Bouzon 

e colaboração do pós-doutorando Eder Schmidt.   

 

3.9. Estudos Químicos 

Os estudos químicos envolveram a pesquisa química da cianotoxina β-metil-amino-

alanina (BMAA) e a prospecção de metabólitos secundários com atividade antifúngica, 

antioxidante e anticolinesterásica de 17 linhagens. As análises foram realizadas no Laboratório 

de Química do Núcleo de Pesquisa em Ficologia, Instituto de Botânica de São Paulo, sob 

supervisão da Dra. Luciana Retz de Carvalho e colaboração dos alunos de iniciação científica 

Geanne Conserva e Jonathan Parajara Bento.  

 

3.9.1. Multiplicação de biomassa 

A produção de biomassa para os estudos químicos foi realizada a partir de 5 mL de 

inóculo de uma linhagem de cianobactéria uniespecífica. Este inóculo foi transferido para um 

erlenmeyer, cujo volume final foi de 50 mL de meio de cultivo. Após 1 a 2 semanas de 

crescimento, a biomassa resultante foi transferida novamente para novo cultivo de 500 mL. 

Após o crescimento da biomassa (cerca de 20 dias), o material foi transferido para erlenmeyer 

contendo 1 L de meio de cultivo e submetido à aeração constante por período de 1 a 2 semanas. 
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Os cultivos foram periodicamente examinados ao microscópio a fim de confirmar a inexistência 

de contaminação. O meio de cultura utilizado foi BG-11, uma vez que todas as linhagens 

analisadas foram isoladas e cultivadas neste meio. Além disso, o antibiótico cicloheximida 

(0,05 g/L) foi utilizado em todo o processo, a fim de evitar a contaminação por organismos 

eucariontes.   

 

3.9.2.  Extração de compostos e secagem dos extratos 

Para cada linhagem estudada, a biomassa resultante foi congelada e posteriormente 

liofilizada. As células liofilizadas foram submetidas à extração (4x) com ácido acético 0,1 M 

(EAA) e metanol 100% (EM) por exposição a ultrassom (4 x 10 sec., 50 W). Em seguida, os 

extratos foram centrifugados e armazenados a -18 C. Para a obtenção do extrato seco, as 

amostras extraídas em ácido acético foram liofilizadas e aquelas em metanol foram secas em 

speeadvac. O extrato seco foi eluído nos mesmos solventes de extração e aplicados nas placas 

cromatográficas com capilar.  

 

3.9.3.  Prospecção de metabólitos secundários com atividade antifúngica  

A técnica de bioautografia com o fungo filamentoso Cladosporium sphaerospermum 

Penzig foi empregada neste estudo. Amostras de EAA e EM de cada uma das linhagens foram 

submetidas à Cromatografia em Camada Delgada (CCD) com a fase móvel 

clorofórmio/metanol/água, 64:36:8, v/v/v. Após desenvolvimento da cromatografia e completa 

evaporação do solvente, as placas foram nebulizadas com a suspensão de esporos do fungo e 

incubadas em câmara úmida a 25oC, no escuro, por 48 h, segundo método de Homans & Fuchs 

(1970). Substâncias inibidoras formaram zonas de inibição claras contra o fundo escuro da placa 

cromatográfica. 

 

3.9.4.  Prospecção de metabólitos secundários com atividade antioxidante  

As placas de CCD, feitas a partir dos extratos a serem analisados, foram nebulizadas 

com uma solução metanólica (2mg.mL-1) do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH), que 

permite detectar substâncias com atividade antioxidante. Essas substâncias apareceram como 

manchas amareladas sobre fundo violeta (Hostettmann et al.  2003). A mudança de coloração 

da solução de DPPH do violeta para o amarelo ocorre devido à transferência de elétrons ou 

átomos de hidrogênios de substâncias antioxidantes para o radical livre (Souza et al. 2007). 

 

 

 



31 

3.9.5.  Prospecção de inibidores de acetilcolinesterase (Rhee et al. 2001) 

Os ensaios para a avaliação da atividade anticolinesterásica foram realizados segundo 

Marston et al. (2002): 200 g.spot-1 de cada amostra a ser analisada, juntamente com os controle 

positivo eserina (0.3 g.spot-1) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) foram submetidos à CCD, 

desenvolvida com a fase móvel clorofórmio/metanol/água, 64:36:8, v/v/v. Após o 

desenvolvimento, as placas foram secas, nebulizadas com solução enzimática (6.66 U/mL) e 

incubadas a 37 C por 20 min. A atividade enzimática foi detectada pela nebulização de solução 

0,25% de 1-naftil acetato em EtOH (5 mL) e 0,25% de solução aquosa do sal Fast Blue B (20 

ml). Inibidores anticolinesterásicos apareceram como halo claro, sobre fundo púrpuro. Para 

preparar a solução enzimática, a acetilcolinesterase tipo V (Sigma Aldrich) foi dissolvida em 

solução tampão Tris HCl (pH 7,8) e estabilizada pela adição de albumina de soro bovino V 

(0,1%) (Sigma Aldrich).  

 

3.9.6.  Prospecção da cianotoxina β-metilaminoalanina (BMAA) 

Para análise deste aminoácido, 10 µg de EAA liofilizado de cada linhagem analisada foi 

dissolvido em água deionizada e aplicado à placa cromatográfica de gel de sílica 60 F254, 

juntamente com o padrão. O cromatograma foi desenvolvido em butanol/ácido acético/água 

5:4:1 (v/v/v) e posteriormente seco em corrente de ar. Após a secagem, o cromatograma foi 

derivatizado com ninidrina e aquecido a 110 C, por 15 minutos. A solução de ninidrina foi 

preparada a partir dos reveladores A e B (1:1), de acordo com Merck (1971): para o revelador 

A, 0,3 mg de ninidrina foi dissolvida em 100 mL de n-butanol e posteriormente, acrescido 3 

mL de ácido acético glacial. O revelador B consistiu em uma solução de 0,2% de ninidrina em 

etanol 98%.   
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Linhagens Analisadas 

 Um total de 358 amostras foi coletado durante as expedições realizadas nas regiões da 

Mata Atlântica e do Pantanal brasileiro, como segue: 79 do Parque Estadual da Ilha do Cardoso 

(12 aquáticas e 67 terrestres), 147 na Estação Ecológica Juréia-Itatins (8 aquáticas e 139 

terrestres), 63 no Núcleo Santa Virgínia (apenas terrestres) e 69 nas sub-regiões do Pantanal 

(21 aquáticas e 48 terrestres). Ressalta-se que o grande número de amostras obtido deve-se ao 

fato das coletas terem sido direcionadas a amostragem de todos os grupos de cianobactérias 

(cocóides, homocitadas e heterocitadas), uma vez que diversos projetos de pesquisa estavam 

relacionados às expedições.  

Após observação prévia de todo o material coletado, identificou-se que 32 amostras 

continham representantes do complexo Phormidium Kützing ex Gomont. A partir dessas 

amostras, 24 linhagens puderam ser isoladas em culturas monoespecíficas. Além disso, outras 

linhagens foram incluídas neste estudo a fim de complementar os resultados obtidos, como 

segue: duas cepas pertencentes à Coleção de Cultura do Instituto de Botânica (CCIBt 3162 e 

3261) e quatro provenientes de outras instituições de pesquisa. Deste modo, o presente estudo 

envolveu a análise de 30 linhagens do complexo Phormidium (Tabelas 6 e 7).  Ressalta-se que 

as amostras analisadas, pertencentes à CCIBt, foram incluídas no Belgian Co-ordinated 

Collections of Microorganisms/Cyanobacteria (BCCM/ULC), coordenado pela Dra. Annick 

Wilmotte, Universidade de Liège, Bélgica.  

Com base na análise filogenética do gene 16S RNAr (Figura 4), as linhagens analisadas 

apresentaram-se distribuídas em 10 clados distintos (Clados A-J). Neste tópico, os clados serão 

descritos e comentados separadamente de acordo com a ordem que aparecem na árvore 

filogenética. Uma vez o gene 16S RNAr é altamente conservado e permite a delimitação 

genérica (Fox et al. 1992, Boyer et al., 2001, 2002), cada um dos clados analisados neste estudo 

podem representar gêneros distintos, dentre os quais diversos putativos novos táxons para a 

ciência.  

A linhagem CCIBt 3469 não foi sequenciada em relação ao fragmento 16S RNAr + ITS, 

uma vez que a PCR sempre apresentou resultado negativo. Entretanto, os aspectos morfológicos 

serão apresentados e discutidos no tópico “Demais linhagens” (item 4.12). Neste tópico, 

também será discutida a linhagem CCIBt 3573 que se apresentou em um ramo isolado e distante 

dos demais clados analisados. Um artigo sobre o novo gênero Trichocapitatum foi enviado para 

publicação e está apresentado no item 4.5, de forma independente dos demais clados estudados, 

inclusive em relação à numeração das figuras e tabelas.  
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Tabela 6. Linhagens analisadas e os respectivos números de acessos às coleções de cultura. 

CCIBt BCCM/ULC Local de Coleta Habitat 

3162 714 Represa Billings, SP 
Aquático, reservatório de 

abastecimento 

3261 715 Jardim Botânico, RS Aquático, lagoa de água doce 

3265 716 Pantanal da Nhecolândia Aquático, lagoa salina 

3275 717 Pantanal da Nhecolândia Aquático, lagoa salina 

3277 718 Pantanal da Nhecolândia Aquático, lagoa salina 

3279 719 São Paulo, SP Aquático, aquário de água doce 

3280 720 Pantanal da Nhecolândia Aquático, lagoa salina 

3281 721 Pantanal da Nhecolândia Aquático, lagoa salina 

3309 722 Pantanal da Nhecolândia Aquático, lagoa salina 

3322 723 Pantanal da Nhecolândia Aquático, lagoa salina 

3412 724 Santa Virgínia Terrestre, brita 

3446 725 Pantanal de Miranda Terrestre, concreto  

3447 726 Santa Virgínia Terrestre, concreto 

3448 727 Pantanal de Miranda Terrestre, concreto 

3449 728 Ilha do Cardoso Aquático, rocha submersa 

3465 729 Ilha do Cardoso 
Aquático, tronco submerso e 

solo 

3466 730 Pantanal de Miranda Terrestre, concreto 

3468 731 Pantanal de Miranda Terrestre, concreto 

3469 732 Ilha do Cardoso Terrestre, solo seco 

3523 733 São Paulo Aquático, aquário de água doce 

3524 734 Ilha do Cardoso Terrestre, solo encharcado 

3570 735 Juréia-Itatins  Terrestre, solo 

3571 736 Juréia-Itatins  Aquático, rocha submersa 

3572 737 Pantanal do Miranda Aquático, baía 

3573 738 Pantanal do Miranda Terrestre, solo 

3595 739 Pantanal do Miranda 
Aquático, empoçado de água 

doce 
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Tabela 7. Linhagens externas à CCIBt incluídas no presente estudo e os respectivos números 

de acesso à coleção de cultura de origem.   

Linhagens Coleção de Cultura Local de Coleta e Habitat 

CCMA- 

UFSCAR 374 

Coleção de Culturas de Microalgas        

de Água Doce, Universidade Federal          

de São Carlos, São Paulo, Brasil  

Pantanal da Nhecolândia 

(2010). Aquático, lagoa 

salitrada 

CCALA 155* “Culture Collection of Algae at the 

Laboratory of Algology”,           

República Checa 
Espanha, Mallorca (1962). 

Ambiente Terrestre, sobre 

superfície de concreto SAG 75.79* “Culture Collection of Algae at 

Goettingen University”, Alemanha 

UTEX 1580 “Culture Collection of University of 

Texas at Austin”, Estados Unidos 

Aquático, aquário de água 

doce (1966) 

* Réplicas mantidas em coleções de culturas distintas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



35 

 

 

 

Figura 4. Análise filogenética do gene 16S RNAr (1014pb) pelo método de Máxima 

Verossimilhança (General Time Reversible model + G + I, 1000x). As sequencias geradas neste 

estudo estão destacadas em vermelho. Valores de reamostragem acima de 70% para os métodos 

NJ, ML e de 0,7 de probabilidade posterior estão representados junto aos ramos. ( ˗ ) indica 

reamostragem < 70% e < 0,7. 
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̶  Continuação Figura 4 
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4.2. Microcoleus sensu stricto (Clado A)  

 Dentre as linhagens analisadas neste estudo, algumas populações apresentaram 

morfologia relativamente homogênea e relacionada ao complexo Phormidium autumnale 

(atualmente pertencente a Microcoleus), tais como: CCIBt 3162 isolada a partir de material 

planctônico coletado na represa Billings, São Paulo; CCIBt 3412/3447 e CCIBt 

3446/3448/3466 isoladas de ambientes terrestres da Mata Atlântica e do Pantanal brasileiro, 

respectivamente. 

 

Microcoleus sp. 1 

Prancha 1, Figuras 1-8 (CCIBt 3162)  

 

Tricomas dispostos em feixes, retos, levemente atenuados e curvos na extremidade (duas 

últimas células), não constritos, móveis. Bainha mucilaginosa ausente. Células subquadráticas. 

Célula apical capitada e amplamente cônica, com caliptra cônico-arredondada ampla ou 

achatada. Conteúdo celular verde-azulado, homogêneo. Reprodução por hormogônios 

formados a partir de necrídios. 

 

Dimensões Celulares CCIBt 3162 

Largura dos tricomas (μm)  

Cultura  6,1 – 7,3 (6,6) 

Comprimento celular (μm)  

Cultura  2,8 – 3,3 (3,0) 

Razão largura/comprimento   

Cultura  2,0 – 2,4 (2,2) 

* Média entre parênteses 

 

Material Analisado: São Paulo (SP), Represa Billings. CCIBt 3162 (SP428.685) – Material 

coletado no plâncton.   

 

Microcoleus sp. 2  

Prancha 2, Figuras 1-12 (CCIBt 3412) 

Prancha 3, Figuras 1-12 (CCIBt 3447)  

 

Tricomas dispostos em feixes ou emaranhados, retos, gradualmente atenuados e curvos em 

direção ao ápice, não constritos, móveis. Bainha mucilaginosa ausente. Células subquadráticas 
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a isodiamétricas. Célula apical capitada, cilíndrico-arredondada, com caliptra cônico-

arredondada, ampla ou achatada. Conteúdo celular castanho-escuro, finamente granular ou com 

grânulos conspícuos nos septos. Reprodução por hormogônios sigmóides formados a partir de 

necrídios (CCIBt 3412) ou por fragmentação do tricoma (CCIBt 3447).  

 

Dimensões Celulares CCIBt 3412 CCIBt 3447 

Largura dos tricomas (μm)   

Cultura  5,2 - 6,6 (5,8) 6,6 - 8,7 (8,0) 

Comprimento celular (μm)   

Cultura  4,1 - 6,3 (5,2) 4,6 - 6,3 (4,4) 

Razão largura/comprimento   

Cultura  0,9 - 1,4 (1,1) 1,1 - 1,8 (1,5) 

* Média entre parênteses 

 

Material analisado: Parque Estadual da Serra do Mar (SP), Núcleo Santa Virgínia. CCIBt 

3412 (SP427.783) - Material terrestre encontrado sobre brita com colônias de Nostoc sp. CCIBt 

3447 (SP427.786) - Material coletado sobre concreto (úmido). 

 

Microcoleus sp. 3 

Prancha 4, Figuras 1-12 (CCIBt 3446) 

Prancha 5, Figuras 1-13 (CCIBt 3448)  

Prancha 6, Figuras 1-8 (CCIBt 3466) 

 

Filamentos dispostos em feixes ou emaranhados. Tricomas retos, brevemente atenuados e 

levemente curvos em direção ao ápice, não constritos, móveis. Bainha mucilaginosa hialina, 

firme e estreita. Células subquadráticas. Célula apical capitada, com caliptra arredondada a 

levemente cônico-arredondada, ás vezes achatada. Conteúdo celular castanho-escuro, com 

grânulos nos septos. Reprodução por hormogônios formados a partir de necrídios presentes no 

ápice e na região central do tricoma.  
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* Média entre parênteses 

 

Material Analisado: Corumbá (MS), Pantanal do Miranda, Base de Estudos da Universidade 

Federal de Mato Grosso do Sul. CCIBt 3446 (SP427.784, SP427.785), CCIBt 3448 

(SP427.787, SP427.788), CCIBt 3466 (SP427.930) – Materiais formando massas sobre 

superfícies de concreto.   

 

De acordo com Komárek & Anagnostidis (2005), espécies do gênero Phormidium 

classificadas no grupo morfológico VII (células ± isodiamétricas, tricomas breve ou 

gradualmente atenuados e presença de caliptra) pertencem a um complexo único designado 

Phormidium autumnale sensu lato. Este complexo de espécies é amplamente distribuído, sendo 

encontrado em ambientes aquáticos e terrestres, como riachos de água doce, margens de 

cachoeiras, rios e lagos, nascentes, rochas úmidas, solos, paredes e concretos (Komárek 

Anagnostidis 2005, Strunecký et al. 2012). Além disso, estes organismos são capazes de 

sobreviver em condições adversas em longo prazo, colonizando ambientes extremos, tais como 

regiões árticas, desérticas, lagos salinos, alcalinos e fontes termais (Harel et al. 2004, Seckbach 

2007, Malone et al. 2012). 

 As linhagens terrestres (CCIBt 3412, 3446, 3447, 3448 e 3466) e aquática (CCIBt 3162) 

analisadas neste estudo apresentaram aspectos morfológicos relacionados à P. autumnale sensu 

lato, tais como: tricomas cilíndricos, curvos no ápice, brevemente ou gradualmente atenuados, 

células subquadráticas a isodiamétricas, célula apical capitada e com caliptra. Entretanto, a 

morfologia do tricoma apresentada por P. autumnale sensu lato é similar à Microcoleus 

vaginatus Gomont, espécie tipo do gênero Microcoleus Gomont. De acordo com Komárek & 

Anagnostidis (2005), ambos os gêneros diferenciam-se em relação à organização do filamento: 

Dimensões Celulares CCIBt 3446 CCIBt 3448 CCIBt 3466 

Largura dos tricomas (μm)    

Natureza  5,3 - 6,9 (6,3) 6,5 - 7,6 (7,1) - 

Cultura  6,6 - 7,7 (7,1) 5,9 - 6,9 (6,4) 5,7 - 7,3 (6,6) 

Comprimento celular (μm)    

Natureza  2,9 - 3,9 (3,4) 3,3 - 4,4 (4,0) - 

Cultura  2,8 - 3,9 (3,4) 2,8 - 4,0 (3,4) 2,6 - 3,6 (3,0) 

Razão largura/comprimento    

Natureza  1,5-2,1 (1,8) 1,6-2,1 (1,8) - 

Cultura  1,9-2,5 (2,1) 1,6-2,2 (1,9) 2,0 – 2,4 (2,2) 



40 

Microcoleus apresenta vários tricomas por bainha, ao contrário de Phormidium que possui 

apenas um. 

Deste modo, a morfologia do tricoma é o aspecto morfológico diacrítico que corrobora 

a classificação de Phormidium autumnale sensu lato e Microcoleus vaginatus em uma única 

entidade genérica, como indicado por diversos estudos filogenéticos desenvolvidos com este 

grupo de organismos (Boyer et al. 2002, Palinska & Marquardt 2008, Siegesmund et al. 2008, 

Strunecký et al. 2010, 2012a, b e Hašler et al. 2012). Além disso, uma inserção de 11 pares de 

bases na hélice H17 do gene 16S RNAr, atribuída como diagnóstico de M. vaginatus, têm sido 

repetidamente relatada em linhagens de P. autumnale sensu lato (Garcia-Pichel et al. 2001, 

Boyer et al. 2002, Hašler et al. 2012).  

 Neste contexto, Strunecký et al. (2013) propuseram a transferência de 14 espécies de 

Phormidium autumnale sensu lato para Microcoleus. De acordo com estes autores, apenas as 

espécies tradicionais do complexo Phormidium autumnale, que continham aspectos 

morfológicos bem caracterizados e estritamente relacionados à Microcoleus vaginatus, foram 

incluídas neste gênero.  

 Com base na análise filogenética do gene 16S RNAr, a linhagem CCIBt 3162 (ambiente 

aquático) apresentou-se em um ramo isolado, irmão do clado Microcoleus sensu stricto (Figura 

5, Clado A). Apesar da alta identidade (acima de 97%) com Microcoleus, até o momento não 

foi possível classificar esta linhagem a partir dos dados moleculares obtidos. A análise de maior 

número de linhagens torna-se necessária a fim de definir precisamente a posição filogenética 

deste táxon. Ressalta-se que a inserção de 11 pares de bases na hélice H17 do gene 16S RNAr 

não foi observada nesta linhagem. Entretanto, essa inserção foi encontrada em 78% das 

linhagens do clado de Microcoleus sensu stricto. Deste modo, considera-se que a presença ou 

ausência desta inserção deve ser mais bem avaliada, a fim de determinar o seu real valor 

taxonômico. Além disso, acredita-se que o hábito desta linhagem não determinou sua posição 

filogenética, uma vez que o clado Microcoleus sensu stricto apresenta táxons tanto de ambientes 

aquáticos como terrestres. Morfologicamente, a linhagem CCIBt 3162 diferiu das populações 

terrestres analisadas por apresentar tricomas levemente atenuados e curvos na extremidade 

(apenas nas duas últimas células) (Prancha 1, figura 6) e célula apical amplamente cônica 

(Prancha 1, figura 4).   

As linhagens terrestres analisadas (CCIBt 3412, 3446, 3447, 3448 e 3466) pertencem 

ao clado Microcoleus sensu stricto (Figura 5, Clado A), juntamente com M. vaginatus e 

Phormidium autumnale sensu lato (Microcoelus autumnalis, M. amoenus, M. stechellianus, M. 

attenuatus, M. favosus). Todas as linhagens incluídas neste clado apresentaram identidade 

acima de 98%. Além disso, a inserção de 11 pares de bases na hélice H17 do gene 16S RNAr 
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foi observada nas 5 linhagens estudadas. Assim como em outros gêneros propostos a partir de 

Phormidium (Phormidesmis, Oxynema, Wilmottia), os critérios morfológicos corroboraram os 

padrões evolutivos observados.  

O clado Microcoleus sensu stricto apresentou diversos grupos internos, distinguindo os 

táxons analisados em um subclado isolado (Figura 5, subclado I) com a linhagem africana M. 

vaginatus ISBAL-M33. As linhagens do Pantanal (CCIBt 3446, 3447 e 3448) e da Mata 

Atlântica (CCIBt3412 e 3447) formaram grupos distintos, distante dos demais subclados de 

Microcoleus vaginatus e Phormidium autumnale sensu lato (Microcoleus autuminalis, M. 

attenuatus, M. setchellianus, M. favousus).  

Deste modo, a análise filogenética do gene 16S RNAr indicou uma potencial 

diversidade em Microcoleus sensu stricto. Entretanto, este marcador apresenta alto grau de 

conservação e não permite a delimitação interespecífica (Fox et al. 1992, Boyer et al., 2001, 

2002). Assim, durante este estudo foram avaliados outros loci gênicos (rpoC1 e rbcLX), além 

do espaçador intergênico 16S-23S rRNA a fim de definir a correta classificação taxonômica 

das linhagens analisadas no clado de Microcoleus sensu stricto. CCIBt 3162 não foi incluída 

neste estudo, uma vez que apresentou-se totalmente distinta das linhagens do clado A.  
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Figura 5. Detalhe do clado Microcoleus sensu stricto (Clado A) com base na análise 

filogenética do gene 16S RNAr (1014pb) pelo método de Máxima Verossimilhança (General 

Time Reversible model + G + I, 1000x). As sequencias geradas neste estudo estão em negrito. 

Valores de reamostragem acima de 70% para os métodos NJ, ML, e de 0,7 de probabilidade 

posterior estão representados junto aos ramos. ( ˗ ) indica reamostragem < 70%  e < 0,7. 
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Tabela 8. Identidade (%) entre as sequências de 16S RNAr das linhagens analisadas outras retiradas do GenBank.  

Cyanobacteria 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 

1. CCIBt 3412 –                

2. CCIBt 3446 99,6 –               

3. CCIBt 3447 99,6 99,8 –              

4. CCIBt 3448 99,5 99,9 99,7 –             

5. CCIBt 3466 99,5 99,9 99,7 99,8 –            

6. CCIBt 3162 97,4 97,5 97,7 97,4 97,4 –           

7. Microcoleus vaginatus ISBAL-M33 99,6 99,8 99,6 99,7 99,7 97,4 –          

8. Microcoleus vaginatus ISBAL-M12 99,0 99,0 99,0 98,9 98,9 97,5 99,0 –         

9. Microcoleus vaginatus ISBAL-M31 99,4 99,4 99,4 99,4 99,4 98,0 99,4 99,5 –        

10. Microcoleus vaginatus SAG 2211 99,5 99,7 99,7 99,6 99,6 97,6 99,5 99,1 99,5 –       

11. Microcoleus autumnalis Luznice 99,2 99,4 99,2 99,3 99,3 97,3 99,4 98,9 99,4 99,3 –      

12. Microcoleus amoenus BW-1 99,5 99,5 99,5 99,4 99,4 97,5 99,7 99,1 99,5 99,8 99,3 –     

13. Microcoleus setchellianus CCALA 144 98,3 98,3 98,3 98,2 98,2 97,4 98,5 98,4 98,9 98,6 99,0 98,8 –    

14. Microcoleus favousus CCALA 882 98,5 98,5 98,7 98,4 98,4 96,7 98,5 98,1 98,5 98,8 98,8 98,8 98,1 –   

15. Coleofasciculus chthonoplastes SAG 2209 92,8 92,8 92,9 92,7 92,9 92,8 92,9 92,8 93,2 92,9 93,0 92,6 92,6 92,2 –  

16. Phormidium cf. irriguum CCALA 759 92,8 92,9 93,0 92,9 92,9 93,0 92,8 92,9 93,3 92,9 92,9 93,0 92,7 92,0 91,3 – 

 

 

 



44 

Com base na análise filogenética do espaçador intergênico 16S-23S RNAr, as linhagens 

CCIBt 3446, 3448 e 3466, isoladas no Pantanal, formaram um clado bem definido (Figura 6, 

clado I). Este clado apresentou alto suporte filogenético a partir dos métodos evolutivos 

empregados: 99% NJ e ML, e 1 de probabilidade posterior. Morfologicamente, estas linhagens 

foram consideradas como um mesmo táxon, corroborando os padrões evolutivos observados.  

Por outro lado, as linhagens CCIBt 3412 e 3447, classificadas morfologicamente como 

uma mesma espécie, apresentaram-se em clados distintos nesta análise. A linhagem CCIBt 

3412 formou um clado com Microcoleus vaginatus SNM1-KK1 (Figura 6, clado II), enquanto 

CCIBt 3447 apresentou-se em um ramo isolado, irmão do clado I.  

 

 

Figura 6. Análise filogenética do espaçador intergênico 16S-23S RNAr (589pb) pelo método 

de Máxima Verossimilhança (General Time Reversible model + G, 1000x). As sequencias 

geradas neste estudo estão em negrito. Valores de reamostragem acima de 70% para os métodos 

NJ, ML e de 0,7 de probabilidade posterior estão representados junto aos ramos.  ( ˗ ) indica 

reamostragem < 0,7%.  

 

Os mesmos padrões evolutivos foram observados a partir da análise filogenética de 

genes concatenados (16S RNAr, rpoC1, rbcLX e o ITS 16S-23S) (Figura 7) e da estrutura 

secundária do espaçador intergênico 16S-23S RNAr (Figuras 8 e 9).  

Em relação a análise de genes concatenados, a reconstrução filogenética foi realizada 

apenas com as linhagens estudadas, pois não há sequencias de Microcoleus nos bancos públicos 

referentes a outros marcadores moleculares. As diversas linhagens de Microcoleus disponíveis 

no GenBank não apresentaram o espaçador intergênico sequenciado completamente. A maioria 

das sequencias não possuem as regiões correspondentes ao Box B, Box A, V4 e V3, não sendo 
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passíveis de comparação. Porém, todas as linhagens analisadas (Figuras 8 e 9) apresentaram os 

dois RNA transportadores (RNAtIle e RNAtAla). 

 

 

Figura 7. Análise filogenética dos fragmentos gênicos 16S RNAr + ITS, rbcLX e rpoC1 

concatenados pelo método de Máxima Verossimilhança (Hasegawa-Kishino-Yano, 1000x). 

Valores de reamostragem acima de 70% para os métodos NJ, ML e de 0,7 de probabilidade 

posterior estão representados junto aos ramos.   

 

Em relação às linhagens CCIBt 3446, 3448 e 3466, as estruturas secundárias da região 

D1D1’ foram idênticas (Figura 8, a, b e c), distinguindo-as das demais linhagens analisadas e 

de Microcoleus sensu stricto. O mesmo foi observado para hélices correspondentes ao Box A 

(Figura 9, a-j) e V3 (Figura 9, k-r). Deste modo, com base em todos os dados apresentados, 

conclui-se que estas linhagens pertencem a um mesmo táxon e devem ser consideradas como 

uma nova espécie de Microcoleus.  

A linhagem CCIBt 3447, apresentou estruturas secundárias das regiões D1D1’, Box B 

e V3 distintas das demais linhagens incluídas no clado Microcoleus sensu stricto (Clado A, 

Figura 5). Estes resultados corroboraram os padrões evolutivos observados em todas as análises 

realizadas (16S RNAr, ITS 16S-23S e genes concatenados) indicando que esta linhagem 

também deve ser descrita como uma nova espécie de Microcoleus.   

A linhagem CCIBt 3412 apresentou estrutura secundária da região D1D1’ idêntica a 

Microcoleus vaginatus SNM1-KK1 (Figura 8, d e j). No que se refere ao Box B, a estrutura 

secundária foi semelhante à Microcoleus amoenus BW-1, apresentando apenas 1 nucleotídeo 

divergente no loop intermediário da hélice (Figura 9, e e h). Em relação ao V3, todas as 

estruturas passíveis de comparação apresentaram-se distintas da linhagem CCIBt 3412 (Figura 

9, k-r).  Morfologicamente, esta linhagem está relacionada à M. amoenus, diferindo apenas em 

relação aos aspectos ambientais.  
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Considerando todos os resultados obtidos, é possível concluir que a classificação 

taxonômica da linhagem CCIBt 3412 deverá ser confirmada após a delimitação filogenética das 

espécies M. vaginatus e M. amoenus. De acordo com Strunecký et al. (2013), M. vaginatus 

pode ser considerada como uma espécie polifilética e está estritamente relacionada à M. 

amoenus. As análises filogenéticas do gene 16S RNAr e do espaçador intergênico 16S-23S 

RNAr realizadas no presente estudo corroboraram os resultados descritos por estes autores. Em 

ambas as análises, linhagens de Microcoleus vaginatus apresentaram-se distribuídas em 

subclados distintos, confirmando seu caráter polifilético. A partir da análise filogenética do 

gene 16S RNAr, observou-se que linhagens descritas como M. amoenus formaram suclados 

com M. vaginatus. Neste contexto, ressalta-se que apenas uma linhagem de M. amoenus 

apresenta outra região gênica (ITS 16S-23S RNAr) sequenciada, não sendo possível estabelecer 

a relação interespecífica destes táxons e, consequentemente sua correta classificação 

taxonômica. Como citado anteriormente, o gene 16S RNAr não permite tal proposição.  
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Figura 8. Estrutura secundária da região D1-D1' do espaçador intergênico 16S-23S RNAr. 
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Figura 9. Estrutura secundária do espaçador intergênico 16S-23S RNAr. a-j. Região Box B (setas indicam nucleotídeos divergentes entre as linhagens 

CCIBt 3412 e Microcoleus amoenus BW-1); k-r. Região V3. 
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Prancha 1, Figuras 1-8. CCIBt 3162, Microcoleus sp. 1. (Material em Cultura): 1. Tricomas 

dispostos paralelamente em feixes; 2-7. Desenvolvimento da célula apical: 2. Célula apical 

arredondada após a quebra do tricoma; 3. Célula apical cônica, em formação; 4. Célula apical 

amplamente cônica com caliptra cônico-arredondada achatada; 5. Célula apical capitada; 6. 

Tricoma levemente atenuado e curvo na extremidade (duas últimas células); 7.  Detalhe da 

caliptra cônico-arredondada ampla; 8. Necrídio. Escalas 10 µm, exceto figura 1= 50 µm. 
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Prancha 2, Figuras 1-12. CCIBt 3412, Microcoleus sp. 2: 1. Material da Natureza: 

Colônias de Nostoc sp. sobre brita na qual esta espécie foi encontrada; 2-10. Material 

em cultura: 2. Tricomas dispostos em feixes; 3-9. Desenvolvimento da célula apical: 

3. Célula com ápice arredondado após a quebra do tricoma; 4. Célula apical com caliptra 

cônica em formação; 5-6. Início da atenuação do tricoma; 7. Célula apical com caliptra 

cônico-arredondada ampla; 8. Tricoma gradualmente atenuado e detalhe da caliptra 

cônico-arredondada achatada. 9. Célula apical cilíndrico-arredondada; 10. Tricoma 

abruptamente atenuado; 11. Necrídios; 12. Hormogônio sigmóide. Escalas 10 µm, 

exceto figura 2= 20 µm. 
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Prancha 3, Figuras 1-12. CCIBt 3447, Microcoleus sp. 2: 1. Material da Natureza: 

Massa sobre concreto no qual a população foi encontrada; 2-12. Material em cultura: 2. 

Tricomas emaranhados; 3-9: Desenvolvimento da célula apical: 3. Célula com ápice 

arredondado após a quebra do tricoma; 4. Tricoma brevemente atenuado e curvo na 

extremidade; 5. Célula apical capitada; 6-7. Detalhe da caliptra cônico-arredondada ampla; 

8-9. Detalhe da caliptra cônico-arredondada achatada; 10. Detalhe dos grânulos nos septos; 

11. Bainha mucilaginosa; 12. Hormogônio. Escalas 10 µm, exceto figura 2= 20 µm. 
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Prancha 4, Figuras 1-12. CCIBt 3446, Microcoleus sp. 3: 1-5. Material da Natureza: 

Aspecto do material coletado sobre concreto; 2. Tricomas dispostos em feixes; 3-5. 

Variação morfológica da célula apical: 3. Célula apical capitada; 4. Bainha mucilaginosa 

e célula apical com caliptra cônico-arredondada; 5. Tricoma levemente curvo/atenuado e 

necrídio na porção terminal do tricoma; 6-12. Material em Cultura: 6. Tricomas 

dispostos em feixes; 7-12. Desenvolvimento da célula apical: 7. Célula com ápice 

arredondado e bainha mucilaginosa; 8. Tricoma curvo na extremidade; 9. Necrídio na 

porção terminal do tricoma; 10. Tricoma curvo/atenuado na extremidade e célula apical 

capitada; 11. Detalhe da caliptra cônico-arredondada; 12. Detalhe da caliptra 

arredondada. Escalas 10 µm, exceto figuras 2 e 6= 20 µm. 
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Prancha 5, Figuras 1-13. CCIBt 3448, Microcoleus sp. 3: 1-5. Material da 

Natureza: 1-3.  Desenvolvimento da célula apical: 3. Detalhe da caliptra cônico-

arredondada; 4. Bainha mucilaginosa e necrídio na extremidade do tricoma; 5. 

Necrídio na porção terminal do tricoma; 6-13. Material em cultura: 6. Tricomas 

dispostos em feixes. 7-10. Desenvolvimento da célula apical: 7. Célula apical 

arredondada após a quebra do tricoma e bainha mucilaginosa; 8-9. Tricomas 

levemente curvos e atenuados; 10. Célula apical com caliptra arredondada; 11. 

Necrídio na porção terminal do tricoma. 12. Necrídio na região central do tricoma. 

13. Hormogônio.  Escalas 10 µm, exceto figura 6= 20 µm. 
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Prancha 6, Figuras 1-8. CCIBt 3466, Microcoleus sp. 3 (Material em Cultura): 1. Tricomas 

emaranhados; 2-5. Desenvolvimento da célula apical: 2. Célula apical arredondada após a 

quebra do tricoma; 3. Tricomas levemente atenuados e curvos na extremidade; 4. Célula apical 

com caliptra cônico-arredondada, achatada; 5. Célula apical capitada; 6. Bainha mucilaginosa; 

7. Necrídio; 8. Hormogônio. Escalas 10 µm, exceto figura 1= 20 µm. 
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4.3. Phormidium formosum (Clado B) 

Dentre as populações analisadas neste estudo, a linhagem CCIBt 3524 apresentou 

morfologia relacionada à Phormidium formosum Anagnostidis & Komárek, corroborando os 

resultados filogenéticos obtidos.  

 

Phormidium formosum (Gomont) Anagnostidis & Komárek, Algolog. Stud., v. 50-53, p. 407. 

1988.   

Basônimo: Oscillatoria formosa Gomont, Ann.  Sci.  Nat. Bot., Sér. 7, v. 16, p. 230. 1892. 

Prancha 7, Figuras 1-10 (CCIBt 3524)  

 

Tricomas dispostos em feixes, retos, levemente atenuados e curvos no ápice, levemente 

constritos, móveis. Bainha mucilaginosa ausente. Células subquadráticas. Célula apical cônico-

arredondada. Conteúdo celular castanho, com grânulos dispersos no protoplasma. Reprodução 

por hormogônios formados a partir de necrídios.  

 

Dimensões Celulares CCIBt 3524 

Largura dos tricomas (μm)  

Natureza  5,6 – 6,8 (6,1) 

Cultura  5,6 – 6,9 (6,5) 

Comprimento Celular (μm)  

Natureza  2,1 – 2,5 (2,3) 

Cultura  2,1 – 2,5 (2,3) 

Razão largura/comprimento  

Natureza  2,3 - 3,1 (2,9) 

Cultura  2,3 – 3,2 (2,7) 

* Média entre parênteses 

 

Material analisado: Cananéia (SP), Parque Estadual da Ilha do Cardoso. CCIBt 3524 

(SP427.883, SP428.678) - Material coletado sobre solo úmido.   

 

Morfologicamente, a linhagem CCIBt 3524 assemelha-se a Phormidium formosum, de 

acordo com a descrição apresentada por Gomont (1982). Entretanto, esta espécie ocorre em 

ambientes aquáticos (Komárek & Anagnostidis 2005), diferindo da população analisada, que 

foi isolada a partir de amostra de solo encharcado.  
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Com base na análise filogenética do gene 16S RNAr, CCIBt 3524 formou um clado 

distinto junto com linhagens identificadas como Phormidium formosum (P0A, P001 e P010) e 

Phormidium cf. animale CCALA 761 (Figura 10, Clado B). Este clado apresentou alto suporte 

filogenético (99% NJ e ML, e 1 de probabilidade posterior) e a identidade entre todas as 

linhagens foi acima de 98,7%. Em relação às espécies consideradas como Phormidium sensu 

stricto (Figura 4, Clado C), este clado apresentou identidade abaixo de 93%.   

Por outro lado, Phormidium formosum apresentou-se relacionado à Microcoleus sensu 

stricto (Figura 4, Clado A). Apesar da identidade de 94,5 a 95,5 % entre Phormdium formosum 

(Clado B) e Microcoleus sensu stricto (Clado A), é possível considerá-los como gêneros 

distintos. Microcoleus apresenta aspectos morfológicos bem delimitados (tricomas brevemente 

ou gradualmente atenuados e célula apical capitada e com caliptra), ausentes em Phormidium 

formosum. O limite de identidade abaixo de 95% (gene 16S RNAr) é utilizado como critério 

para a separação de diferentes gêneros em Cyanobacteria (Stackebrand & Goebel 1994), 

entretanto, não é possível adotar estritamente este aspecto para a classificação dos organismos 

(Komárek 2006). De acordo com Komárek (2006), a presença de uma diferença fenotípica bem 

delimitada deve ser considerada decisiva nos casos em que grupos morfológicos distintos 

apresentam identidade filogenética em torno de 95%.  Deste modo, é possível concluir que o 

clado Phormidium formosum representa um putativo gênero novo para a ciência, uma vez que 

apresenta morfologia distinta e alto suporte filogenético.  

A partir da estrutura secundária das regiões conservadas (D1D1’, Box B e V3) do 

espaçador intergênico 16S-23S RNAr (Figura 11) foi possível avaliar as relações 

interespecíficas no clado Phormidium formosum. Ressalta-se que a linhagem Phormidium cf. 

animale CCALA 761 apresenta apenas o gene 16S RNAr sequenciado, e por este motivo não 

foi incluída nesta análise. A estrutura secundária correspondente à região D1D1’ apresentou-se 

conservada para este clado (Figura 11, a-d). No que se refere às regiões Box B (Figura 11, e-h) 

e V3 (Figura 11, i-l), a estrutura secundária da linhagem CCIBt 3524 divergiu das demais 

hélices analisadas. Todas as linhagens deste clado apresentaram os dois RNA transportadores 

(RNAtIle e RNAtAla). 

Martins (2014) indicou que a linhagem brasileira Phormidium animale 6CP apresenta 

alta identidade (entre 98% e 99,6%) com as sequências (P. formosum P0A, P001 P010, e P. 

animale CCALA 761) incluídas no clado B. Consequentemente, esta linhagem apresenta 

estreita relação filogenética com a cepa CCIBt 3524. No que se refere à estrutura secundária, 

ambas as populações brasileiras apresentaram a região Box B conservada, distinguindo-as de 

Phormidium formosum P0A, P001 e P010. Além disso, P. animale 6CP é morfologicamente 

similar à CCIBt 3524.   
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Em termos ecológicos, as linhagens retiradas do GenBank e incluídas no clado B (P. 

formosum P0A, P001 P010, e P. animale CCALA 761) diferem de ambas as populações 

brasileiras. As linhagens P. formosum P0A, P001 P010 foram coletadas em pesqueiros 

eutróficos na República Checa e P. cf. animale CCALA 761, em tanque de cultivo de Elodea 

canadensis. Por outro lado, a linhagem CCIBt 3524 e P. cf. animale 6CP foram isoladas a partir 

de amostras de solos úmidos, coletadas em área subtropical no Brasil (Parque Estadual da Ilha 

do Cardoso (SP) e Rio Grande do Sul, respectivamente).   

A partir destes resultados, é possível concluir que a linhagem CCIBt 3524 pode ser 

considerada como um táxon distinto das demais linhagens incluídas no clado B. Entretanto, esta 

linhagem pode ser considerada como um táxon único com P. cf. animale 6CP. Vale ressaltar 

que a avaliação de diferentes marcados moleculares (tais como rbcLX, rpoC1) seria essencial 

para avaliar mais precisamente a relação interespecífica. Entretanto, há poucos dados 

disponíveis para comparação nos bancos públicos.  

 

 

 

Figura 10. Detalhe do clado Phormidium formosum (Clado B) com base na análise filogenética 

do gene RNAr 16S (1014 pb) pelo método de Máxima Verossimilhança (General Time 

Reversible model + G +I, 1000x). A sequencia gerada neste estudo está em negrito. Valores de 

reamostragem acima de 70% para os métodos NJ, ML e de 0,7 de probabilidade posterior estão 

representados junto aos ramos.   
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Figura 11. Estrutura secundária do espaçador intergênico 16S-23S RNAr a-d. Região D1D1’; 

e-h. Região Box B; i-l. Região V3.  
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Prancha 7, Figuras 1-10. CCIBt 3524, Phormidium formosum: 1. Aspecto do material 

coletado sobre solo encharcado; 2-4. Material da natureza: 2. Tricomas dispostos em 

feixes; 3. Tricoma levemente atenuado e curvo no ápice; 4. Necrídio; 5-10. Material em 

cultura: 5. Tricomas dispostos em feixes; 6-8. Desenvolvimento da célula apical: 6. 

Célula com ápice arredondado após a quebra do tricoma; 7. Tricoma levemente curvo no 

ápice; 8. Célula apical cônico-arredondada; 9. Necrídios (setas); 10. Hormogônios.  

Escalas 10 µm, exceto figura 2= 20 µm e 5= 50 µm.  
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4.4. Phormidium sensu stricto (Clado C) 

Dentre as populações analisadas neste estudo, CCIBt 3280, CCIBt 3595 e CCMA-

UFSCAR 374 correspondem a Phormidium sensu stricto, uma vez que se mostraram 

filogeneticamente relacionadas à Phormidium cf. irrigum CCALA 759 (Sciuto et al. 2011).  

Esta linhagem é representativa do grupo VIII (Komárek & Anagnostidis 2005) ao qual a espécie 

tipo P. lucidum pertence.  

 

Phormidium sp. 1   

Prancha 8, Figuras 1-7 (CCIBt 3280) e Figuras 8-12 (CCMA-UFSCAR 374) 

 

Filamentos dispostos em feixes. Tricomas retos, não atenuados, levemente constritos, móveis. 

Bainha mucilaginosa hialina, firme e estreita. Células subquadráticas. Célula apical 

arredondada ou truncada, com espessamento apical. Conteúdo celular verde-azulado com uma 

área clara na região central da célula. Reprodução por hormogônios formados a partir de 

necrídios.  

 

Dimensões Celulares CCIBt 3280 CCMA-UFSCAR 374 

Largura dos tricomas (μm)   

Cultura  5,0 - 5,6 (5,4) 5,0 - 5,7 (5,4)  

Comprimento celular (μm)   

Cultura  2,0 - 2,4 (2,1) 2,0 – 2,7 (2,3) 

Razão largura/comprimento    

Cultura  2,1 - 2,7 (2,3) 2,1 – 2,7 (2,3) 

* Média entre parênteses 

 

Material examinado: Corumbá (MS), Pantanal da Nhecolândia. CCIBt 3280 (SP400.852) - 

Fazenda Nhumirim, Lagoa Salina da Ponta, material coletado com rede de plâncton. CCMA-

UFSCAR 374 (SP428.684) - Fazenda Guanandi, Lagoa Salitrada, material coletado com rede 

de plâncton.  

 

Phormidium sp. 2   

Prancha 9, Figuras 1-6 (CCIBt 3595)  

 

Filamentos dispostos em feixes. Tricomas retos, não atenuados, não constritos a levemente 

constritos, móveis. Bainha mucilaginosa hialina, firme, estreita, ás vezes ampla.  Células 
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subquadráticas. Célula apical cilíndrico-arredondada. Conteúdo celular verde azulado, com 

aerótopos facultativos. Reprodução por hormogônios formados a partir de necrídios. 

 

Dimensões Celulares CCIBt 3595 

Largura dos tricomas (μm)  

Cultura  7,2 – 7,5 (7,2) 

Comprimento Celular (μm)  

Cultura  2,3 – 3,0 (2,6) 

Razão largura/comprimento  

Cultura  2,4 -  3,1 (2,8) 

* Média entre parênteses 

 

Material examinado: Corumbá (MS), Pantanal do Miranda, Base de Estudos da Universidade 

Federal de Mato Grosso do Sul. CCIBt 3595 (SP427.683) – Material coletado com rede de 

plâncton em um empoçado com gramíneas.   

 

Phormidium caracteriza-se como um dos gêneros mais complexos em Cyanobacteria, 

uma vez que inclui numerosos morfotipos, com diversas formas transientes. Até o momento, 

mais de 200 morfoespécies já foram descritos, o que representa apenas parte da variação de 

todo o gênero (Komárek & Anagnostidis 2005). Em vista desta complexidade, Komárek & 

Anagnostidis (2005) distinguiram oito grupos taxonômicos com base na morfologia do ápice 

do tricoma (Figura 12).   

 

 

Figura 12. Grupos taxonômicos do complexo Phormidium, de acordo com Komárek & 

Anagnostidis (2005). 
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Recentemente, diversos estudos têm confirmado a heterogeneidade de Phormidium 

(Marquardt & Palinska 2007, Komárek et al. 2009, Komárek 2010, Chatchawan et al. 2012, 

Strunecký et al. 2013, Martins 2014) demonstrando que os grupos morfológicos reconhecidos 

por Komárek & Anagnostidis (2005) são congruentes com a filogenia. Consequentemente, 

diversas espécies de Phormidium têm sido transferidas para novos gêneros ou mesmo 

combinadas em táxons já existentes: Phormidesmis (Komárek et al. 2009), Wilmottia 

(Strunecký et al. 2011), Oxynema (Chatchawan et al. 2012) e Microcoleus (Strunecký et al. 

2013).   

Phormidium sensu stricto é representado pelo grupo morfológico VIII, que inclui a 

espécie tipo P. lucidum (designada por Geitler 1942). Entretanto, a maioria das espécies deste 

grupo, incluindo P. lucidum, está relacionada à Oscillatoria/Lyngbya (família Oscillatoriaceae) 

(Komárek & Anagnostidis 2005). Deste modo, Komárek & Anagnostidis (2005) sugeriram que 

Phormidium deveria ser proposto como nomen conservandum e o gênero re-tipificado. 

Entretanto, até o momento não há disponível nos bancos públicos sequencias de P. lucidum, 

para que tal proposição seja confirmada.  

Neste caso, seria necessário o sequenciamento do material tipo descrito por Geitler 

(1942) ou mesmo de linhagens muito bem delimitadas e representativas de P. lucidum.  No 

presente estudo, não foi possível catalogar nenhum espécime deste táxon, apesar da enorme 

quantidade de material coletado (358 amostras) nos ambientes estudados. Vale ressaltar ainda, 

que não há linhagens deste táxon em coleções de culturas catalogadas.    

A partir deste cenário, Sciuto et al. (2011) sugeriram P. irrigum como uma provável 

espécie tipo de Phormidium, uma vez que este táxon pertence ao grupo VIII e está relacionado 

à P. lucidum. Além disso, os autores indicaram Phormidium cf. irrigum CCALA 759, como a 

linhagem-tipo deste táxon. Neste estudo, esta linhagem será utilizada como um representante 

de Phormidium sensu stricto, pelo fato dos aspectos morfológicos serem muito bem 

delimitados, estar relacionada ao grupo VIII e apresentar dados moleculares para comparação. 

Entretanto, queremos deixar claro que consideramos P. lucidum como espécie tipo de 

Phormidium, mas admitimos que novos estudos possam vir a nortear modificações neste 

contexto.  

Em conclusão, o Clado C presentemente descrito será considerado como Phormidium 

sensu stricto neste estudo, uma vez que apresenta a linhagem Phormidium cf. irrigum CCALA 

759. Ressalta-se que alguns trabalhos (Strunecký et al. 2013, Martins 2014) também têm 

utilizado esta linhagem para definir o gênero Phormidium.  
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Morfologicamente, as linhagens CCIBt 3280, CCIBt 3595 e CCMA-UFSCAR 374 

foram consideradas como pertencentes ao grupo morfológico VIII. Entretanto, Komárek & 

Anagnostidis (2005) descreve este grupo com tricomas brevemente atenuados (Figura 12, VIII), 

apesar de várias espécies não apresentarem esta característica, tal como as populações 

analisadas. Após a avaliação de todas as morfoespécies incluídas neste grupo, acredita-se que 

a característica mais proeminente destes organismos é a presença de células sempre 

distintamente mais curtas que largas, o que é totalmente condizente com o material analisado.  

Vale ressaltar ainda, que a linhagem CCIBt 3595 apresentou aerótopos em uma fase do 

seu ciclo de vida. De acordo com a diagnose original de Phormidium (Gomont 1892), este 

gênero nunca apresenta vesículas gasosas. Entretanto, acredita-se que esta característica não 

possua valor taxonômico para o complexo Phormidium, uma vez que CCIBt 3595 apresentou 

alta identidade (16S RNAr) com linhagens sem aerótopos. Além disso, o novo gênero proposto 

neste estudo a partir de Phormidium (Trichocapitatum, item 4.5) demonstrou claramente que a 

presença de aerótopos não foi congruente com a filogenia.  

Com base na análise filogenética do gene 16S RNAr, as linhagens CCIBt 3280, CCIBt 

3595 e CCMA-UFSCAR 374 formaram um clado distinto com P. cf. irrigum CCALA759 

(Figura 13, clado C), sendo consideradas Phormidium sensu stricto. Este clado apresentou alto 

suporte filogenético (99% NJ e 98% ML, e 1 de probabilidade posterior) e a identidade entre 

todas as linhagens foi acima de 97%. Ressalta-se que Phormidium ambiguum IAM M-71, 

apresentou-se em um ramo isolado, irmão ao clado C, cuja identidade foi abaixo de 94,0%. 

Deste modo, este táxon pode ser considerado como uma entidade distinta de Phormidium sensu 

stricto.  

Internamente ao clado C, as linhagens CCIBt 3280 e CMMA-UFSCAR 374 

apresentaram-se em um subclado distinto (Figura 13, subclado I), corroborando os dados 

morfológicos obtidos. A linhagem CCIBt 3595, morfologicamente distinta das demais 

populações estudadas, formou um subclado com as linhagens Lynbya martensiana H3b/33 e 

Phormidium irrigum f. minor ETS 02 (Figura 13, subclado II). Especificamente, a linhagem 

CCIBt 3595 apresentou identidade abaixo de 92,4% com gêneros que possuem aerótopos, como 

Planktothrix Anagnostidis et Komárek, Aerosakkonema Thu et al. e Trichocapitatum. (Tabela 

9). 
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Figura 13. Detalhe do clado Phormidium sensu stricto (Clado C) com base na análise 

filogenética do gene RNAr 16S (1014 pb) pelo método de Máxima Verossimilhança (General 

Time Reversible model + G +I, 1000x). As sequencias geradas neste estudo estão em negrito. 

Valores de reamostragem acima de 70% para os métodos NJ, ML e de 0,7 de probabilidade 

posterior estão representados junto aos ramos 

 

Uma vez que o gene 16S RNAr apresenta alto grau de conservação (Fox et al. 1992, 

Boyer et al., 2001, 2002), as relações interespecíficas no clado C foram avaliadas a partir da 

análise filogenética do gene rpoC1, bem como pela estrutura secundária do espaçador 

intergênico 16S-23S RNAr. Ressalta-se que apenas as linhagens P. cf. irrigum CCALA 759 e 

P. irrigum f. minor ETS-02 apresentaram ambos os marcadores.  

 Com base na análise filogenética do gene rpoC1, CCIBt 3595 apresentou-se em um 

subclado distinto com as linhagens P. cf. irrigum CCALA 759 e P. irrigum f. minor ETS-02 

(Figura 14, subclado I).  Entretanto, as estruturas secundárias referentes as regiões D1D1’, Box 

B e V3 apresentaram-se divergentes entre estas linhagens (Figura 15). É possível considerar 

que a relação filogenética neste clado será modificada a partir da inclusão de outras linhagens, 

tal como Lynbya martensiana H3b/33, que já se mostrou relacionada a partir do gene 16S 

RNAr. Deste modo, este subclado ainda não será considerado como uma espécie única, no caso 

Phormidium irrigum.  

Por outro lado, as linhagens CCIBt 3280 e CCMA-UFSCAR 374 apresentaram-se em 

um ramo isolado, irmão ao subclado I (Figura 14). Os mesmos padrões evolutivos foram 

observados a partir da análise da estrutura secundária do espaçador intergênico 16S-23S RNAr 

(Figura 15). As estruturas referentes às regiões D1D1’, BOX B e V3, apresentaram-se 

conservadas para ambas as linhagens. Deste modo, conclui-se que CCIBt 3280 e CCMA-

UFSCAR 374 podem ser consideradas como uma mesma espécie, distintas das demais 

linhagens do clado Phormidium sensu stricto. Vale ressaltar que todas as linhagens analisadas 

(Figura 15) apresentaram os dois RNA transportadores (RNAtIle e RNAtAla). 
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Figura 14. Análise filogenética do gene rpoC1 (681pb) pelo método de Máxima 

Verossimilhança (General Time Reversible model + G, 1000x). As sequencias geradas neste 

estudo estão em negrito. Valores de reamostragem acima de 70% para os métodos NJ, ML e de 

0,7 de probabilidade posterior estão representados junto aos ramos.   
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Tabela 9. Identidade (%) entre as sequências de 16S RNAr das linhagens analisadas e outras retiradas do GenBank.  

Cyanobacteria 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

1. CCIBt 3280 –             

2. CCIBt 3595 97,0 –            

3. CCMA-UFSCAR 374 100 97,0 –           

4. Phormidium cf. irriguum CCALA 759 97,8 97,6 97,8 –          

5. Phormidium irrigum f. minor ETS 02 97,5 98,6 97,5 98,1 –         

6. Phormidium sp. DVL1003c  97,6 97,3 97,6 99,7 97,7 –        

7. Lynbya martensiana H3b/33 96,8 98,7 96,8 97,5 98,6 97,6 –       

8. CCIBt 3277, Trichocapitatum 92,0 92,2 92,0 92,5 92,0 92,6 91,9 –      

9. CCIBt 3261, Trichocapitatum 92,1 91,6 92,1 92,4 92,1 92,5 91,7 99,0 –     

10. CCIBt 3523, Trichocapitatum 92,0 92,1 92,1 92,6  92,1 92,7 92,0  100 99,0 –    

11. Planktothrix agardhii Niva-CYA 10 87,8 89,3 87,8 88,7 89,4 88,8 88,8 85,5 84,9 85,5 –   

12. Aerosakkonema funiforme Lao 26 96,1 92,4 92,1 92,2 92,6 92,4 92,4 94,3 94,5 94,3 88,5 –  

13. Phormidium ambiguum IAM M-71 90,2 94,0 93,9 94,0 93,8 94,0 93,6 91,9 91,6 91,8 88,2 91,2 – 
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Figura 15.  Estrutura secundária do espaçador intergênico 16S-23S RNAr a-e. Região D1D1’; 

f-j. Região Box B; k-o. Região V3.  
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Prancha 8, Figuras 1-12. Phormidium sp. 1: 1-7. CCIBt 3280 (Material em Cultura): 1. 

Tricomas dispostos em feixes. 2-3. Célula apical arredondada; 4. Célula apical levemente 

truncada e detalhe do espessamento apical; 5. Bainha mucilaginosa; 6. Necrídio; 7. 

Hormogônios. 8-12. CCMA-UFSCAR 374: 8. Lagoa Salina Salitrada onde o material foi 

coletado; 9-12. Material em Cultura: 9. Tricomas dispostos em feixes; 10. Célula apical 

arredondada; 11. Célula apical levemente truncada e detalhe do espessamento apical. 12. 

Hormogônios. Escalas 10 µm, exceto figura 1 e 9= 20 µm. 
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Prancha 9, Figuras 1-6. CCIBt 3595, Phormidium sp. 2: 1. Empoçado com gramíneas onde 

o material foi coletado; 5-10. Material em cultura: 2. Tricoma com aerótopos; 3. Célula 

apical cilíndrico-arredondada; 4. Bainha mucilaginosa estreita; 5. Detalhe do necrídio e 

bainha mucilaginosa ampla; 6. Hormogônio. Escalas 10 µm.  
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4.5. Trichocapitatum (Clado D) 

Dentre as populações analisadas neste estudo, CCIBt 3261, 3277, 3279, 3523, CCALA 

155, SAG 75.79 e UTEX 1580 correspondem ao novo gênero presentemente proposto 

Trichocapitatum Malone et al. O artigo foi enviado para a publicação na revista International 

Journal Systematic and Evolution Microbiology (Qualis A, fator de impacto 2.11).  

 

 

Trichocapitatum gen. nov. (Phormidiaceae, Cyanobacteria): towards an intraspecific 

phylogenetic evaluation by multi-locus analyses 

 

Camila Francieli da Silva Malone1*, Janaína Rigonato2, H. Dail Laughinghouse IV3,4,5, Éder 

Carlos Schmith6, Zenilda Laurita Bouzon6, Annick Wilmotte 3, Marli Fátima Fiore2 and Célia 

Leite Sant’Anna1 

 

1Institute of Botany, Nucleus of Phycology, CEP 04301-902, São Paulo, Brazil; 2Center for 

Nuclear Energy in Agriculture, University of São Paulo, Piracicaba, Brazil; 3Laboratory of 

Bacterial Physiology and Genetics, Centre for Protein Engineering, University of Liège, Sart 

Tilman B6, Liège, Belgium; 4Department of Arctic Biology, The University Centre in Svalbard, 

Longyearbyen, Norway; 5Department of Botany, National Museum of Natural History, 
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Abstract 

For more than a decade, the taxonomy of Phormidiaceae has been complex, since 

morphologically similar organisms have represented phylogenetically distinct entities. The 

polyphyletic genus Phormidium and other gas-vacuolated oscilatorioids have been scattered 

throughout the cyanobacterial tree of life based on 16S rRNA analyses or multi-locus approach. 

Currently, several studies have focused on understanding oscilatorioids at the generic level. 

However, at the specific level, there are few studies characterizing cyanobacterial strains using 

combined data sets (morphology, ultrastructure, and multi-locus analyses). In this study we 

propose a new, well-defined genus, Trichocapitatum gen. nov., by analyzing filamentous 

strains morphologically intermediate between gas-vacuolated taxa and Phormidium, using a 

multi-locus approach. Further, we propose two new species from the strains: Trichocapitatum 

komarekianum (CCIBt 3277, 3279, CCALA 155, SAG 75.79, CCIBt3523, and UTEX 1580), 

and Trichocapitatum lacustre (CCIBt 3261). 

 

Key words: Phormidiaceae, Trichocapitatum, intraspecific diversity, multilocus, phylogeny. 
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Introduction 

 

The bulk of biodiversity on Earth is microbial and these microorganisms have an 

essential role in every ecological system. Cyanobacteria have been reported as the most 

widespread, morphologically distinct, and dominant bacteria (Whitton, 1992). To further 

discover ‘true’ cyanobacterial diversity, studies should include a ‘polyphasic approach’, 

combining both phylogenetic relationships and phenotypic characterizations. As a 

consequence, over the past few decades new technologies have emerged allowing researchers 

to study and understand these organisms in an evolutionary context (Komárek, 2005, Marquardt 

& Palinska, 2007). However, the polyphasic evaluation of diversity is sometimes very difficult, 

but only this approach will allow a consistent and natural classification of this group (Komárek, 

2006).   

Cyanobacterial systematics is still under revision and currently in a state of transition. 

Over the last decades, studies have focused heavily on generic delimitation using 16S rRNA 

phylogenetic analyses. However, this gene can be too conservative to resolve species-level 

relationships and thus not appropriate for this evaluation (Fox, Wisotzkey & Jurtshuk, 1992, 

Boyer et al., 2002). Thus, population diversity evaluation has involved the 16S-23S internal 

transcribed spacer (ITS) region and its secondary structure analyses (Boyer et al., 2001, 2002). 

Several studies (Johansen et al., 2011, Casamatta et al., 2005, Siegesmund et al., 2008) have 

described new taxa based upon morphological and 16S-23S ITS autapomorphies. More 

recently, Sciuto et al. (2011) showed that a new approach, based on phylogenetic multilocus 

analyses, by the ‘classical’ 16S rRNA gene plus the ITS and other molecular markers (such as 

the rpoC1 gene) is important to evaluate infraspecific cyanobacterial diversity. This picture is 

particularly useful to analyze heterogeneous genera in the family Phormidiaceae, including the 

polyphyletic genus Phormidium Kützing and gas-vacuolated oscillatorioids. 

Some authors (Suda et al. 2002, Komárek et al. 2005, Thu et. al. 2012) have shown that 

gas-vacuolated oscillatorioid genera, such as Planktothrix (Gomont) Anagnostidis & Komárek 

(Anagnostidis & KomáreK), Planktothricoides (Wolszyńska) Suda & Watanabe, and 

Aerosakkonema Thu et al. do not represent a monophyletic group. According to Thu et al. 

(2012), the aerotope nature does not provide robust phylogenetic information in the 

reconstruction of phylogeny of cyanobacteria at generic or species levels. In this context, strains 

with or without aerotopes can be closely related phylogenetically (Thu et al. 2012).  

In the same way, Phormidium sensu lato also represents a taxonomically complex group, since 

morphologically similar organisms may represent phylogenetically distinct entities (Sciuto et 

al., 2011). From the eight morphological groups indicated by Komárek & Anagnostidis (2005), 
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several new genera (Oxynema, Willmottia, Phormidesmis) have been described based on 

morphological features and the 16S rRNA gene sequences. At the specific level, Sciuto et al. 

(2011) were the first authors to characterize Phormidium-like strains using a wide data set 

(morphology, ultrastructure and multi-locus analyses). In this study we propose a new, well-

defined genus Trichocapitatum gen. nov. based on filamentous strains morphologically related 

to gas-vacuolated taxa and also to Phormidium, using a multi-locus approach. In this context, 

we confirmed that previously reported cyanobacterial genera were unsuitable to accommodate 

the studied strains (from Brazilian and European origin). Besides, from the results of this study, 

we propose two new species: Trichocapitatum komarekianum (CCIBt 3277, CCIBt 3279, 

CCIBt 3523, UTEX 1580 and CCALA 155) and Trichocapitatum lacustre (CCIBt 3261). 

 

Materials and Methods 

 

Cultured strains  

Strains from distinct Brazilian environments and different culture collections (Culture 

Collection of Autotrophic Organisms – CCALA, Culture Collection of Algae at Göttingen 

University – SAG, and Culture Collection of Algae at the University of Texas at Austin - 

UTEX) were investigated. All strains have been maintained at the Institute of Botany Culture 

Collection (CCIBt), including those acquired from other culture collections. These organisms 

were isolated from an extreme alkaline lake (CCIBt3277), freshwater aquaria (CCIBt3279 and 

CCIBt3253), and a freshwater lake (CCIBt3261). The strain CCIBt3277 can be considered an 

extremophile, since it grows in an alkaline lake (pH 9-11) in the Brazilian Pantanal wetland 

region (19°34’32.6”S and 57°00’51.3”W). This ecosystem, located in the center of South 

America, is one of the world’s largest wetlands and has hundreds of alkaline lakes (Barbiéro et 

al., 2002, Malone et al., 2012). The freshwater lake (30°03’2.48’’S and 51°10’46’’W), where 

CCIBt3261 was collected, is located in a botanical garden in the southeastern region of Brazil. 

Phormidium autumnale UTEX1580 was isolated from a gold fish aquarium. Phormidium 

tergestinum CCALA 155 and SAG 75.79, isolated from concrete in Mallorca, Spain, are 

duplicates of the same strain in different culture collections (Culture Collection of Autotrophic 

Organisms and Culture Collection of Algae at Göttingen University, respectively). In this study, 

all results will be reported under one accession number (CCALA 155), since both specimens 

are genetically identical.  A subsample of the Brazilian strains and field material were preserved 

in formaldehyde 4% and deposited in the “Maria Eneyda P. Kauffaman Fidalgo” Herbarium at 

the Institute of Botany, São Paulo, Brazil – CCIBt3261 (SP428.686), CCIBt3277 (field sample 

SP400.862 and culture aliquot SP427.779), CCIBt3279 (culture aliquot SP427.780), and 
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CCIBt3523 (field sample SP427.932 and culture aliquot SP427.792). Furthermore, replicates 

of the Brazilian strains were deposited in the Belgian Coordinated Collections of 

Microorganisms/Cyanobacteria (BCCM/ULC): CCIBt3261 (ULC715), CCIBt3277 (ULC718), 

CCIBt3279 (ULC719) and CCIBt3523 (ULC733). 

 

Culture conditions  

The Brazilian strains were isolated following standard techniques (Jacinavicius et al. 

2012). After unialgal isolation, the strains were maintained under the following conditions: 

temperature of 23 ± 1 ºC, irradiance 40-50 μmol photons.m–2.s–1 (provided by day light 

fluorescent lamps and measured with a quantum meter sensor Li-COR), photoperiod of 14-10 

light-dark cycle and liquid BG-11 medium (Rippka et al., 1979). The strains acquired from the 

other culture collections were maintained at the same conditions. 

 

Morphological evaluation  

Morphological evaluations of the strains were based on the diacritical traits proposed by 

Komárek & Anagnostidis (2005) and Hoffmann et al. (2005). The analyses were carried out 

using a Zeiss Axioplan light microscope and the identification was undertaken based on 

population analyses. Photomicrographs were taken of each strain with a Zeiss Axiocam MRc 

digital camera. To better characterize the proposed genus, a life cycle analysis was carried out 

daily on strain CCIBt3277 for 30 days. The initial inoculum included only trichomes with 

aerotopes and without a mucilaginous sheath (at the same life stage).   

 

Transmission electron microscopy (TEM) 

Cell ultrastructure (predominantly position of thylakoids and gas vesicles) was studied 

from strain CCIBt3277, grown for two weeks in liquid BG-11 medium, using transmission 

electron microscopy (TEM). Cells were fixed overnight with 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M 

sodium cacodylate buffer (pH 7.2) plus 0.2 M sucrose (Schmidt et al., 2009). The material was 

post-fixed with 1% osmium tetroxide for 4 h, dehydrated in an acetone gradient series (30, 50, 

70, 90, and 100%) and embedded in Spurr’s resin (Spurr, 1969). Ultrathin cross-sections were 

stained with aqueous uranyl acetate followed by lead citrate. The samples were examined using 

a TEM JEM 1011 (JEOL Ltd., Tokyo, Japan) at 80 kV.  
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DNA extraction, PCR, and sequencing 

Genomic DNA was extracted from the investigated Brazilian organisms and the strains 

acquired from the culture collections using the UltraClean® Microbial DNA Isolation Kit 

(MOBIO, Carlsbad, CA, USA). The rbcLX and rpoC1 regions were amplified as previously 

described by Rudi et al. (1998) and Rantala et al. (2004), respectively. The full 16S rRNA plus 

ITS (internal transcribed spacer) from the genomic DNA was amplified by PCR using the 

primers 27F (Neilan et al., 1997) and 23S30R (Taton et al., 2003). Thermal cycling was 

performed in a Techne TC-412 Thermal Cycler (Bibby Scientific Limited, Stone, Staffordshire, 

UK) under the following settings: initial denaturation for 5 min at 94°C, followed by 30 cycles 

of denaturation for 45 s at 94°C, annealing for 1 min at 57°C, extension for 1 min at 72°C, and 

lastly the reaction was completed with an extension for 7 min at 72°C. The PCR products were 

sequenced directly except the 16S rRNA plus ITS fragments, which were cloned into a pGEM®-

T Easy Vector System (Promega, Madison, WI, USA) according to the supplier’s manual. 

Competent Escherichia coli DH5α cells were transformed and recombinant plasmids were 

purified from white colonies by the alkaline lysis method (Birnboim & Doly, 1979). The cloned 

PCR product was sequenced using the Big Dye Terminator v.3.0 (Applied Biosystems) with 

the pGEM®-T Easy Vector-anchored primers M13F and M13R and the internal primers 

357F/357R, 704F/704R and 1114F/1114R (Lane 1991). The cycle sequencing reaction was 

performed with a Techne TC-412 (Bibby Scientific Limited) under the following settings: 

initial denaturing at 95 ºC for 1 min and 36 cycles of 95 ºC for 15 s, 50 ºC for 15 s and 60 ºC 

for 2 min. After completion of the reaction, the DNA was precipitated using sodium acetate 

buffer (1.5 M sodium acetate - pH 9.0 and 250 mM EDTA- pH 8.0) followed by the addition 

of 100% and 70% ethanol. The purified reaction mixtures were reconstituted in HiDi formamide 

(Applied Biosystems/Life Technologies, Foster City, CA, USA), and the samples were 

analyzed in an ABI PRISM 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems/Life Technologies). 

The sequenced fragments were assembled into contigs using the Phred/Phrap/Consed software 

package (Ewing et al., 1998, Ewing & Green, 1998, Gordon et al., 1998) and only bases with 

a quality >20 were considered.  

 

Phylogenetic analyses  

All sequences obtained in this study and reference sequences retrieved from the National 

Center for Biotechnology Information (NCBI) were aligned using ClustalW (Thompson et al. 

1994), visually refined and used to generate phylogenetic trees. Phylogenetic trees for separate 

loci and concatenate sequences were constructed using the Maximum Likelihood (ML), 

Neighbor-Joining (NJ), and Bayesian (BA) methods. The best-fitting evolutionary models were 
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selected using jModelTest (Darriba et al., 2012) and showed in the legend of each figure. NJ 

and ML were implemented by the MEGA version 5.05 program package (Tamura et al. 2011). 

The robustness of the trees was estimated by bootstrap percentages using 1,000 replicates. 

Bayesian analysis was run in MrBayes 3.2.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003) in two 

independent runs, with four chains each, for 5 × 106 generations. Concatenated analyses were 

conducted using the 16S rRNA, rpoC1, rbcLX genes, and 16S-23S rRNA ITS region. For all 

protein-coding sequences, the occurrence of saturation was checked using DAMBE 5.3.4 (Xia 

& Xie, 2001). The best-fitting evolutionary model GTR+G+I was selected for all the four cases. 

The evolutionary history of strains was reconstructed in the same manner as described above.   

 

Secondary structure models of ITS regions 

The 16S-23S rRNA ITS region (550 bp) was analyzed by determining secondary 

structure of the conserved D1-D1’and Box B helices domain. Structures were determined after 

identifying each helix through position in the ITS as well as through common sequences at the 

base of the helix. Once the sequence fragment was identified, it was folded individually using 

Mfold version 3.2 (Zuker, 2003). Except for the use of the structure draw mode untangle with 

loop fix, default conditions in Mfold were used in all cases.  

 

Results and Discussion 

 

All studied strains (from Brazilian and European origin) had a number of morphological 

features similar to well-defined and distinct traditional oscillatorian genera, such as 

Planktothrix Anagnostidis & Komárek, Trichodesmium Eherenberg ex Gomont and 

Phormidium. Morphological analysis of studied material showed, in a single strain, trichomes 

with and without gas vesicles or in an intermediate stage (some segments having gas vesicles) 

and facultative mucilaginous sheaths. Except for CCALA 155, the studied strains are similar to 

Planktothrix and Trichodesmium due to having gas vesicles in one part of its life cycle, the main 

morphological feature that distinguishes both genera from Phormidium. However, all the strains 

had characteristics resembling Phormidium, such as a conspicuous mucilaginous sheath (absent 

in Planktothrix and Trichodesmium) and a variety of tips. As in Phormidium, Trichodesmium 

can have an apical cell (slightly capitate) similar to some analyzed strains. However, 

Trichodesmium usually forms colonies with parallel or radially arranged fascicles or flocculent 

masses in marine environments (Capone et al. 1997, Komárek and Anagnostidis 2005), which 

was different than our studied strains. Therefore, morphologically, the studied strains presented 

an intermediate feature between Planktothrix and Phormidium.  
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Addionally, the analyzed material is similar to the new genus Aerosakkonema Thu et al. 

(2012) due to aerotopes. According to the original description, Aerosakkonema has twisted 

trichomes with small and inconspicuous gas vacuoles as diagnostic features. These features 

differ Aerosakkonema from the other freshwater gas-vacuolated oscillatorioid genera, including 

Trichocapitatum. Besides, our results also showed a difference in cell form: Aerossakkonema 

has discoid cells and Trichocapitatum has trichomes with subquadratic cells.  

In relation to the presence of aerotopes in the studied strains, we performed daily 

analysis of the strain CCIBt3277. From this analysis was possible to confirm two distinct phases 

in the life cycle: from an initial inoculum of trichomes with aerotopes and without a 

mucilaginous sheath (Fig. 1 a-b), we observed that after six days there is an initial loss of 

aerotopes (Fig. 1 e) and formation of conspicuous hyaline sheaths (Fig. 1 h). The mucilaginous 

sheaths then become wider (Fig. 1 i) and the trichomes break repeatedly forming hormogonia 

(Fig. 1 k-l). Afterwards, the hormogonia are released from the sheath and aerotopes begin to 

appear again (Fig. 1 m). This cycle indicates that in nature, these trichomes may have a 

planktonic phase with aerotopes and a benthic phase without aerotopes. The gas vesicle 

structure was clearly confirmed using TEM (Fig. 2 a-b). We also found these two distinct phases 

in the strains CCIBt 3279 (Fig. 3 a-e), CCIBt 3523 (Fig. 3 f-j), UTEX 1580 (Fig. 3 k-o) and 

CCIBt 3261 (Fig. 4 a-e). However, aerotopes have not been observed in CCALA155 (from 

concrete surface) (Fig. 4 f-j), which may be influenced by environmental factors (Werner & 

Laughinghouse IV, 2009). Interestingly, only the SAG75.79 replicate presented a mucilaginous 

sheath (Fig. 4 j), similar to the gas vacuolated strains analyzed. Probably, the presence or 

absence of the sheath in these replicates (CCALA155 and SAG75.79) is related to variability 

in the different culture conditions that each strain has been maintained, since they belong to 

distinct collections. 

All strains demonstrated a high morphological similarity in relation to the trichome end 

therefore, the capitate apical cell can be considered as the diagnostic morphological feature of 

the proposed genus, which is supported by phylogenetic placement. To delimit the species, we 

are considering the variations of the apical cell, phylogenetic placement of several genetic 

markers, and secondary structure of 16S-23S rRNA ITS (D1-D1’ and Box B). 
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Figure 1.  Trichocapitatum komarekianum CCIBt 3277: a. Trichomes with aerotopes and 

without a mucilaginous sheaths (initial inoculum of the cycle life); b-d. Development of the 

apical cell; e. Trichomes with initial loss of aerotopes; f. Trichomes completely without 

aerotopes; g. Apical cell fully developed; h. Detail of the sheath attached to trichome; i. Sheath 

wide;  j. Detail of  biconcave necridic cells; l-m. Trichomes breaking repeatedly to form 

hormogonia; n. Hormogonia with aerotopes. Scale bars 10 µm, except figure a= 20 µm. 
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Figure 2. Transmission electron micrographs of Trichocapitatum komarekianum 

CCIBt 3277 strain: a. General view of a vegetative cells with aerotopes; b. Detail of 

aerotopes (side view); c. Radial arrangement of the thylakoids (longitudinal section). d. 

General view of cross section of a cell; e-f. Detail of thylakoids. Scale bars 1 µm, except 2 

and 5 = 0,5, and 6= 0,2 µm. 
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Figure 3.  a-e. Trichocapitatum komarekianum CCIBt 3279: a. Apical cell fully 

developed; b. Trichomes with initial loss of aerotopes; c. Trichomes completely without 

aerotopes; d. Detail of the sheath attached to trichome; e. Sheath wide; f-l. 

Trichocapitatum komarekianum CCIBt 3523: f-g. Nature material: g. Apical cell fully 

developed; h-j: Culture material: h. Trichomes totally with aerotopes; i. Trichomes with 

initial loss of aerotopes; j. Detail of sheath wide; k-o. Trichocapitatum komarekianum 

UTEX 1580: k. Trichomes with aerotopes and detail of apical cell strongly capitates; l. 

Trichomes with initial loss of aerotopes; m. Trichomes completely without aerotopes; n. 

Sheath wide; o. Hormogonia with aerotopes. Scale bars 10 µm. 
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Figure 4: a-e Trichocapitatum lacustre CCIBt 3261: a-c. Trichomes totally with aerotopes 

and detail of apical cell development. d. Apical cell strongly capitates with calyptra (fully 

developed); e. Detail of sheath. f-g. Trichocapitatum komarekianum CCALA 155:  Apical 

cell development; h. Apical cell slightly capitates with calyptra (fully developed). i-j. 

Trichocapitatum komarekianum SAG 75.79: i. Detail of trichome; j. Sheath wide. Scale bars 

10 µm. 

 

The phylogenetic analyses of the 16S rRNA gene sequences placed Brazilian strains in 

a robust novel clade that included isolated Phormidium-like taxa, such as CCALA 155, UTEX 

1580, and Phormidium sp. KS (AB510147) (Fig. 5). Tree topology and position of the proposed 

genus is highly supported by NJ, ML and BA phylogenetic analyses (bootstrap values, 99%, 

100% and 1.0 Bayesian posterior probability, respectively) and the three phylograms were 

similar. This new clade was distantly related to well-known gas-vacuolated oscillatorians, such 

as Planktothrix, Planktothricoides and Trichodesmium (pair-wise similarity less than 90%) 

(Table 1), and formed a sister group to a recently published gas vacuolated genus 
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Aerosakkonema, with a similarity between 94.3% - 94.7%. Other genera proposed from 

traditional Phormidium sensu lato species, such as Wilmottia and Oxynema, share less than 92% 

of genetic similarity with Trichocapitatum. The new genus presented herein showed a low 

similarity (around 90%) when compared to Phormidium cf. irrigum CCALA 759. According 

to Sciuto et al. (2011), the strain CCALA 759 belongs to the traditional group VIII of 

Phormidium (designated by Komárek & Anagnostidis, 2005), which included the type species 

P. lucidum. Based on this assumption, the clade that comprises Phormidium cf. irrigum 

CCALA 759 has been considered as representing Phormidium sensu stricto (Sciuto et al., 

2011). Furthermore, the strain previously reported by Chatchawan et al. (2012) as Phormidium 

sensu stricto (“Phormidium tergestinum” CCALA 155) in fact belongs to our new genus 

presently described. Thus, strain CCALA 155 is not related to Phormidium tergestinum, but to 

Trichocapitatum and in this novel genus, CCALA 155 is included in the species T. 

komarekianum.  In this same way, UTEX 1580 belongs to Trichocapitatum and is not related 

to Phormidium autumnale, as identified previously. The presence of gas vesicles (Fig. 3 k) in 

this strain corroborates the placement of UTEX 1580 in the proposed genus.  

In conclusion, the phylogenetic results confirm that the clade presented in this study 

belongs to a distinct genus Trichocapitatum and that previously reported cyanobacterial genera 

are unsuitable to accommodate the studied strains (from Brazilian and European origin). 

Besides, the cellular ultrastructure of the CCIBt3277 strain revealed the presence of radial 

thylakoids (Fig. 2 c-e) similar to other genera belonging to the Phormidiaceae family, 

confirming the generic identity within this family. Strain CCALA 155 presented a similar 

thylakoid arrangement pattern (Fig. 5d published by Marquardt & Palinska, 2007) to CCIBt 

3277, corroborating its phylogenetic position in the Trichocapitatum clade.  

The use of single gene trees to reconstruct phylogenetic history is debated (Lipscomb et 

al. 2003; Tautz et al., 2003) and authors have demonstrated that the 16S rRNA in Cyanobacteria 

is good for generic placement, however can be too conservative to solve many species-level 

relationships (Boyer et al., 2001, 2002). The 16S rRNA gene tree topologies (NJ, ML, and 

Bayesian) indicated a potential for a larger diversity (several species) within the proposed 

genus. 
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Figure 5. Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences (1020 bp) and reconstructed 

using the maximum-likelihood (ML) analysis of evolutionary distances determined by the 

Hasegawa-Kishino-Yano + G + I model. NJ and ML bootstrap values (above 50%) and 

Bayesian posterior probabilities are provided for each node, respectively. Sequences 

determined in this work are indicated in bold. 
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Table 1. Similarity matrix (p-distance) of partial 16S rRNA sequences selected from the phylogenetic tree. 

Cyanobacteria 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 

1. T. lacustre CCIBt 3261 –                

2. T. komarekianum CCIBt 3277 99.0 –               

3. T. komarekianum CCIBt 3279 99.0 100 –              

4. T. komarekianum CCIBt 3523 99.0 100 100 –             

5. T. komarekianum CCALA 155 99.0 100 100 100 –            

6. T. komarekianum UTEX 1580 99.0 100 100 100 100 –           

7. Phormidium sp. KS 99.1 99.3 99.3 99.3 99.3 99.3 –          

8. Aerosakkonema funiforme Lao 26 94.5 94.3 94.3 94.3 94.3 94.3 94.7 –         

9. Aerosakkonema funiforme Lao 31 94.5 94.3 94.3 94.3 94.3 94.3 94.7 100 –        

10. Planktothrix agardhii NIVA CYA 10 84.9 85.5 85.5 85.5 85.5 85.5 84.7 88.4 88.4 –       

11. Planktothrix mougeotii TK5-1 85.9 86.5 86.5 86.5 86.5 86.5 86.1 88.1 88.1 96.3 –      

12. Planktothrix rubescens NIVA CYA 18 84.7 85.3 85.3 85.3 85.3 85.3 84.6 88.3 88.3 99.9 96.2 –     

13. Planktothricoides raciborskii NIES 207  88.1 89.2 89.2 89.2 89.2 89.2 88.3 90.9 90.9 89.2 89.2 89.1 –    

14. Trichodesmium erythraeum  88.7 89.0 89.0 89.0 89.0 89.0 88.9 90.5 90.5 89.5 89.2 89.4 90.5 –   

15. Phormidium cf. irriguum CCALA 759 90.1 90.2 90.2 90.2 90.2 90.2 90.1 91.9 91.9 88.6 88.3 88.5 89.6 90.6 –  

16. Phormidium irriguum f. minor ETS-02 89.6 89.9 89.2 89.9 89.9 89.9 89.7 92.1 92.1 89.3 88.8 89.2 89.3 90.4 98.3 – 
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The 16S rRNA gene tree demonstrated two well supported groups in our genus 

(Trichocapitatum komarekianum and Trichocapitatum lacustre).  Further analysis on the rpoC1 

sequences (Fig. 6) and secondary structure of the 16S-23 rRNA ITS region (D1-D1’ helix, Fig. 

7) showed populational-level diversity in T. komarekianum group, demonstrating that there was 

more diversity at this level in our proposed species. The Box B secondary structure (Fig. 8) 

clearly showed two distinct groups (T. komarekianum and T. lacustre). 

 To very the specific-level diversity, a multi-locus approach based on concatenated 

rpoC1, rbcLX genes, and the 16S-23S rRNA ITS region was also applied to investigate and 

reconstruct the specific phylogenetic history of the isolates (Fig. 9).  These loci have a smaller 

sampling size than the 16SrRNA due to the low number of data available for comparison, but 

it was still feasible to understand the relationships among the strains.  From these data we 

propose two new species among our strains: Trichocapitatum komarekianum (CCIBt 

3277/3279/3523, CCALA 155, and UTEX 1580) and Trichocapitatum lacustre (CCIBt 3261).  

The clade formed by strain Trichocapitatum lacustre CCIBt 3261 and Phormidium sp. KS were 

separated in the 16S rRNA phylogeny (Fig. 5) with a well-supported subclade (bootstrap values 

94, 95 and 0.85 posterior probability) and this separation was also confirmed in the multi-locus 

analyses (Figs. 6 and 9). Morphologically, CCIBt 3261 showed a unique feature: an apical cell 

with a pronounced calyptra (Fig. 4 c-e), distinguishing it from other strains. Additionally, the 

habitat of this organism, a freshwater lake, is different from the other studied strains (Table 2). 

According to phylogenetic data, Phormidium sp. KS probably belongs to T. lacustre, but as we 

did not study this strain, it is still necessary to confirm its inclusion in this new species.   

Interestingly, there is some morphological and ecological diversity in the subclade A of 

Trichocapitatum komarekianum (CCIBt 3277, CCIBt 3279 and CCALA 155), though the 

branch length is small in both rpoC1 and concatenated tree (Figs. 6 and 9). We hypothesize that 

there is diversity within the population of this subclade. CCALA 155 has been maintained in 

culture since 1962 and some modifications in genotype can occur, such as loss of the aerotopes. 

The inactivation of gas vesicles synthesis has been reported in other genera, such as Microcystis, 

due to gene rearrangements with insertion sequences (a putative transposase) at different sites 

(Mlouka et al., 2004).  Morphologically, some similar features among these strains were 

observed, such as the formation of a wide mucilaginous sheath. We relate the presence of 

different apical cells in CCALA 155 to its long-term cultivation. Besides, the full development 

of the apical cell is very difficult to observe in culture, due to intense fragmentation of 

trichomes.  The subclade B formed by CCIBt 3523 and UTEX 1580 was well-defined in rpoC1 

and in the concatenated phylogenetic analysis (Figs. 6 and 9).  These strains are 

morphologically similar to CCIBt 3277 and CCIBt 3279 (subclade A, Figs. 6 and 9). Besides, 
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CCIBt 3523 and UTEX 1580 strains were isolated from an aquarium, as was CCIBt 3279. 

According to Rejmankova et al. (2004), studies covering molecular and phenotypic data 

indicated that the genotypic diversity in Cyanobacteria is probably greater than that recognized 

on the basis of morphological analyses. Thus, the constructed phylogeny, which includes data 

on the evolutionary history of different genes from the strains of subclades A and B (Figs. 6 

and 9), showed that they are two different populations of the same species. Some morphological 

difference among them can be related to the maintenance of material in culture, since cultivation 

has been known to cause alterations in morphology (Stanier, 1971, Nadeau et al., 2001, Palinska 

et al., 1996, Casamatta et al., 2005). 

Several authors have found the 16S-23S rRNA ITS region an adequate marker for 

species-level identification of taxa (Wilmotte, 1994, Boyer et al., 2001, 2002, Johansen et al., 

2011). For further comparison between species and to resolve cryptic diversity, the secondary 

structure of different regions of the 16S-23 rRNA ITS has been used as an important marker 

(Bohunická et al., 2011, Johansen et al., 2011, Perkerson III et al., 2011).  

 This study indicates that single gene genealogy does not necessarily match the true 

history of the species. Therefore, we recommend the combination of several genes for better-

supported hypotheses in phylogenetic inference. Furthermore, it was found that morphological 

analyses of strain material could lead to underestimating the ‘true’ biodiversity.  

 

 

Figure 6. Phylogenetic tree based on rpoC1 gene sequences (520 bp), reconstructed using the 

maximum-likelihood analysis of evolutionary distances determined by the Tamura-Nei + G + 

I model. MP and ML bootstrap values (above 70%) and Bayesian posterior probabilities (above 

0,7) are provided for each node, respectively.  
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Figure 7. Secondary structures of D1-D1' helices. a. CCIBt 3277, b. CCIBt 3279, c. CCALA 

155, d. SAG 75.79, e. CCIBt 3523, f. UTEX 1580, g. CCIBt 3261, h. Phormidium sp. KS.  
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Figure 8. Secondary structures of Box B helices. a. CCIBt 3277, b. CCIBt 3279, c. CCALA 

155, d. SAG 75.79, e. CCIBt 3523, f. UTEX 1580, g. CCIBt 3261, h. Phormidium sp. KS.  
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Figure 9. Phylogenetic tree based on the 16S rRNA + ITS + rpoC1 + rbcLX multiple alignment 

(3,594 bp) reconstructed using the maximum-likelihood analysis of evolutionary distances 

determined by the GTR + I + C model. MP and ML bootstrap values (above 70%) and Bayesian 

posterior probabilities (above 0,7) are provided for each node, respectively.  

 

 

 

Description of Trichocapitatum gen. nov. 

 

Trichocapitatum (C.F.S. Malone et al.) gen. nov. 

(Tri.cho.ca.pi.ta’tum. Gr. n. thrix, trichos hair; L. adj. capitatus capitate; N.L. neut. n. 

Trichocapitatum hair-like capitate organism) 

 

Thallus fasciculated, blue-green. Cylindrical and straight trichomes, slightly attenuated, 

sometimes bent at the end, unconstricted or slightly constricted at the crosswalls, facultative 

hyaline and firm sheath, attached to trichome or wider. Cells wider than long, 2.0-3.4 (mean 

2.6) µm long, 4.2-6.5 (mean 5.2) µm wide. Apical cell strongly or slightly capitate, sometimes 

with conical calyptra, cell content with facultative aerotopes. Hormogonia formation by 

biconcave necridic cells. Thylakoids radially-oriented. The type species is Trichocapitatum 

komarekianum.  
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Table 2. Comparative morphology of morpho-species.  

 T. komarekianum T. lacustre 

Features CCIBt3277 CCIBt3279 UTEX 1580 CCIBt3523 CCALA155  CCIBt3261 

Cycle of Life Two phases Two phases Two Phases Two Phases One phase Two Phases 

Gas vesicles present present present present absent present 

Trichome apex slightly attenuated 

and constricted, 

bent 

slightly attenuated and 

constricted, bent 

not attenuated and 

nonconstricted, 

slightly bent 

slightly attenuated 

and nonconstricted, 

bent 

not attenuated and 

nonconstricted, 

straight  

slightly attenuated 

and constricted, 

bent 

Apical Cell strongly capitate strongly capitate strongly capitate strongly capitate slightly capitate strongly capitate 

Calyptra absent absent absent absent absent conical 

Mucilaginous 

sheath 

attached to 

trichome or wide 

attached to  trichome 

or wide 

attached to trichome 

or wide 

attached to trichome 

or wide 

Wide (only SAG 

75.79) 

attached to 

trichome  

Cell diameter (µm) 4.8-6.6 5.8-7.3 5.8-7.1 5.8-6.8 4.8 – 6.4 5.6 – 6.7 

Cell length (µm) 2.0-3.4 2.4-3.5 2.4-3.2 2.3-3.2 2.1 – 3.0 2.2 – 3.1 

Habitat alkaline lake fish aquarium fish aquarium fish aquarium Concrete surface freshwater 
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Species Description 

 

Trichocapitatum komarekianum (C.F.S. Malone et al.) sp. nov.  

Trichocapitatum komarekianum (Ko.ma.re.ki.a’num. N.L. neut. adj. komarekianum to honour 

Prof. Jiri Komárek).  

Cylindrical and straight trichomes, bent at the end, slightly attenuated, unconstricted or 

constricted at the crosswalls, facultative hyaline and firm sheath, wide or attached to trichome. 

Cells wider than long, 2.0 – 3.5 µm long, 4.8 – 7.3 µm wide. Apical cell slightly or strongly 

capitates, cell content with facultative aerotopes. Hormogonia formation by biconcave necridic 

cells. The type strain, CCIBt3277, was isolated from alkaline lake in Brazilian Pantanal, 

municipality of Corumbá, Mato Grosso do Sul State (18°57’42”S and 56°37’26”W).  

 

Trichocapitatum lacustre (C.F.S. Malone et al.) sp. nov.  

Trichocapitatum lacustre (la.cus’tre. N.L. neut. adj. lacustre inhabiting lakes). 

Cylindrical and straight trichomes, bent at the end, slightly attenuated and constricted at the 

crosswalls, hyaline and firm sheath, attached to trichome or wide. Cells wider than long, 2.2 – 

3.1 µm long, 5.6 – 6.7 µm wide. Apical cell strongly capitates with conical calyptra, cell content 

with facultative aerotopes. Hormogonia formation by biconcave necridic cells. The type strain, 

CCIBt3261, was isolated from freshwater lake in Botanical Garden, municipality of Porto 

Alegre, Rio Grande do Sul Estate (30°03’2.48’’S and 51°10’46’’W).  
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4.6. Wilmottia (Clado E) 

Dentre as linhagens analisadas neste estudo, CCIBt 3449 e 3571 apresentaram 

morfologia relacionada ao gênero monoespecífico Wilmottia Strunecký et al. (Wilmottia 

murrayi), corroborando os dados filogenéticos obtidos.  Ressalta-se que o gênero Wilmottia foi 

proposto recentemente a partir da espécie Phormidium murrayi, descrita originalmente da 

Antártica por West et West em 1911 como Lyngbya murrayi.  

 

Wilmottia sp.   

Prancha 10, Figuras 1-10 (CCIBt 3449) 

Prancha 11, Figuras 1-7 (CCIBt 3571) 

 

Filamentos emaranhados. Tricomas retos, não atenuados, não constritos. Bainha mucilaginosa 

hialina, firme e estreita. Células aproximadamente isodiamétricas. Célula apical cônica-

arredondada, geralmente levemente capitada. Conteúdo verde-azulado, finamente granular. 

Reprodução por hormogônios formados a partir de necrídios.  

 

Dimensões Celulares CCIBt 3449 CCIBt 3571 

Largura dos tricomas (μm)   

Cultura  4,9 - 5,8 (5,3) 3,9 – 4,7 (4,2) 

Comprimento Celular (μm)   

Cultura  3,7 - 4,8 (4,2) 3,4 – 4,6 (3,9) 

Razão largura/comprimento   

Cultura  1,2 - 1,3 (1,3) 1,0 – 1,2 (1,1) 

* Média entre parênteses 

 

Material Analisado: Cananéia (SP), Parque Estadual da Ilha do Cardoso: CCIBt 3449 

(SP427.789); Vale do Ribeira (SP), Estação Ecológica Juréia-Itatins: CCIBt 3571 (SP428.680) 

- Materiais raspados de rochas submersas em cachoeiras.  

 

Morfologicamente, as linhagens CCIBt 3449 e 3571 concordam com a descrição do 

gênero Wilmottia proposto por Strunecký et al. (2011) como pertencente à família 

Pseudanabaenaceae. Em comparação com a espécie tipo, as populações analisadas distinguem-

se principalmente em relação ao ambiente: Wilmottia murrayi foi descrita como endêmica da 

Antártica, enquanto as linhagens CCIBt 3449 e 3571 foram isoladas a partir de amostras 

aquáticas (sobre rochas submersas) em regiões subtropicais da Mata Atlântica. Entretanto, 
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Strunecký et al. (2011) sugerem que espécies ecologicamente e geograficamente distantes 

podem pertencer a este clado.  

Com base na análise filogenética do gene 16S RNAr, CCIBt 3449 e 3572 formaram um 

clado distinto com espécies do gênero Wilmottia, incluindo a linhagem-tipo Wilmottia murrayi 

KGL28, determinada por Strunecký et al. (2011) (Figura 16, Clado E). Ambas as linhagens 

apresentaram-se em ramos distintos, irmãos ao subclado (Figura 16, subclado I) composto pelas 

sequencias de Wilmottia murrayi.  Deste modo, considerando-se a elevada identidade 

apresentada entre estas linhagens (acima de 97%) e o alto suporte filogenético do clado conclui-

se que o material analisado corresponde ao gênero Wilmottia, corroborando os dados 

morfológicos.  

 

Figura 16. Detalhe do clado Wilmottia (Clado E) com base na análise filogenética do gene 

RNAr 16S (1014 pb) pelo método de Máxima Verossimilhança (General Time Reversible 

model + G +I, 1000x). As sequencias geradas neste estudo estão em negrito. Valores de 

reamostragem acima de 70% para os métodos NJ, ML e de 0,7 de probabilidade posterior estão 

representados junto aos ramos 

 

A relação interespecífica no clado E foi avaliada a partir da estrutura secundária do 

espaçador intergênico 16S-23S. A partir desta análise, é possível concluir que ambas as 

linhagens estudadas são filogeneticamente distintas entre si, e não correspondem a espécie 

Wilmottia murrayi. Todas as estruturas secundárias referentes às regiões D1D1’, Box B e V3 

foram divergentes entre si (Figura 17). Deste modo, CCIBt 3449 e 3572 podem ser consideradas 

como novas espécies do atual gênero monoespecífico Wilmottia. Além disso, os nossos 

resultados demonstraram que a diversidade genética neste gênero é maior do que a morfologia 

observada. Vale ressaltar que a avaliação de diferentes marcadores moleculares (rbcLX, rpoC1) 

seria essencial para avaliar mais precisamente a relação interespecífica. Entretanto, não há 

dados disponíveis para comparação nos bancos públicos referentes ao gênero Wilmottia.  
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 Figura 17.  Estrutura secundária do espaçador intergênico 16S-23S RNAr a-c. Região D1D1’; d-f. Região Box B; g-i. Região V3.  

 

 

 

 



98 

 

 

Prancha 10, Figuras 1-10. CCIBt 3449, Wilmottia sp.: 1. Cachoeira onde o material foi 

coletado. 2. Detalhe da rocha com o material incrustado. Material em cultura: 3. Filamentos 

emaranhados. 4-7. Desenvolvimento da célula apical: 4. Célula com ápice arredondado após a 

quebra do tricoma; 5-6. Célula apical cônico-arredondada; 7. Célula apical levemente capitada 

e bainha mucilaginosa. 8. Necrídio. 9. Detalhe da quebra do tricoma. 10.  Hormogônios. Escalas 

10 µm, exceto figura 3= 50 µm.  
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Prancha 11, Figuras 1-7 CCIBt 3571, Wilmottia sp.: 1. Cachoeira onde o material foi 

coletado. 2-7. Material em cultura: 2. Filamentos emaranhados. 3. Tricoma flexuoso; 4-7. 

Desenvolvimento da célula apical: 4. Célula com ápice arredondado após a quebra do tricoma; 

5. Célula apical cônico-arredondada; 6. Célula apical levemente; 7. Bainha mucilaginosa. 

Escalas 10 µm, exceto figura 2= 50 µm.  
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4.7. “Microcoleus steenstrupii” (Clado F)  

 Dentre as populações analisadas neste estudo, CCIBt 3468 e 3570 correspondem às 

morfoespécies Phormidium inundatum Gomont e P. papyraceum Gomont, respectivamente. 

Entretanto, filogeneticamente ambas as linhagens apresentaram-se relacionadas à Microcoleus 

steenstrupii HTT-U-KK5 e Microcoleus steenstrupii SAG 2212, designadas por Siegesmund et 

al. (2008).  

 

“Microcoleus steenstrupii” I 

Prancha 12, Figuras 1-7 (CCIBt 3468)  

 

Filamentos emaranhados. Tricomas retos ou flexuosos, não atenuados ou curvos no ápice, 

levemente constritos, sem movimento. Bainha mucilaginosa hialina, firme e estreita. Células 

isodiamétricas. Célula distintamente longa, cônico-arredondada. Conteúdo celular verde-

azulado, homogêneo. Reprodução por hormogônios formados a partir da fragmentação do 

tricoma.  

 

Dimensões Celulares CCIBt 3468 

Largura dos tricomas (μm)  

Cultura  4,2 – 5,2 (4,8) 

Comprimento celular (μm)  

Cultura  4,0 – 5,6 (4,8) 

Razão largura/comprimento  

Cultura  0,9 – 1,2 (1,0) 

Comprimento célula apical (μm)  

Cultura  7,8- 10,0 (9,0) 

* Média entre parênteses 

 

Material Analisado: Corumbá (MS), Pantanal do Miranda, Base de Estudos da Universidade 

Federal de Mato Grosso do Sul. CCIBt 3468 (SP427.931) -  Material coletado sobre solo 

úmido.    
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“Microcoleus steenstrupii” II 

Prancha 12, Figuras 8-14 (CCIBt 3570) 

 

Filamentos emaranhados. Tricomas retos ou flexuosos, não atenuados ou curvos no ápice, 

levemente constritos, sem movimento. Bainha mucilaginosa hialina, firme e estreita. Células 

isodiamétricas. Célula longa, cônico-arredondada, as vezes levemente capitada. Conteúdo 

castanho-escuro, homogêneo. Reprodução por hormogônios formados a partir da fragmentação 

do tricoma.  

 

Dimensões Celulares CCIBt 3570 

Largura dos tricomas (μm) 
 

Cultura  4,2 – 5,6 (4,7) 

Comprimento celular (μm)  

Cultura  3,5 – 5,0 (4,2) 

Razão largura/comprimento  

Cultura  0,9 – 1,3 (1,1) 

Comprimento célula apical (μm)  

Cultura  5,3 – 7,9 (6,8) 

* Média entre parênteses 

 

Material Analisado: Vale do Ribeira (SP), Estação Ecológica Juréia-Itatins. CCIBt 3570 

(SP428.679) – Material coletado sobre solo úmido.    

 

Ambas as populações analisadas (CCIBt 3468 e 3570) apresentaram aspectos 

morfológicos muito similares: dimensões celulares, tricomas retos ou flexuosos, levemente 

constritos, não atenuados ou curvos no ápice. Entretanto, estas linhagens se diferenciaram 

principalmente em relação à célula apical. A linhagem CCIBt 3468 apresentou célula apical 

longa (7,8 - 10,0 µm), distintamente cônico-arredondada e tricomas verde-azulados, como 

descrito para P. inundatum (Komárek & Anagnostidis 2005). Por outro lado, CCIBt 3570 

possui célula apical mais curta (5,3 - 7,9 µm), cônico-arredondada e levemente capitada no 

ápice, exatamente como ilustrado por Komárek & Anagnostidis (2005, figura 619b) para P. 

papyraceum. Além disso, ambas as populações analisadas apresentaram coloração do tricoma 

distinta, sendo verde-azulado em CCIBt 3468 e castanho-escuro em CCIBt3570. Em termos 

ecológicos, ambas as populações analisadas concordaram com as descrições das respectivas 

espécies, que podem ocorrer tanto em ambientes aquáticos quanto terrestres.  
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Apesar da similaridade morfológica dessas morfoespécies com o gênero Phormidium, 

ambas as linhagens analisadas mostraram-se relacionadas à Microcoleus steenstrupii HTT-U-

KK5 e Microcoleus steenstrupii SAG 2212, de acordo com a análise filogenética do gene 16S 

RNAr (Figura 18, Clado F). No que se refere a Phormidium sensu stricto (Clado C) este clado 

apresentou identidade abaixo de 92,2 %, confirmando que CCIBt 3468 e CCIBt3570 não 

pertencem a este gênero.  

Em termos morfológicos, ambas as linhagens analisadas assemelham-se à Microcoleus 

steenstrupii Boye-Petersen. Entretanto, a linhagem CCIBt 3570 apresenta célula apical 

diferente (levemente capitada) do que foi descrito para esta espécie e, provavelmente, trata-se 

de uma entidade distinta, uma vez que a morfologia da célula apical tem se mostrado 

extremamente importante para a caracterização dos táxons. Além disso, tanto a linhagem CCIBt 

3468 como CCIBt 3570 apresentaram apenas um tricoma por bainha mucilaginosa, diferindo 

desta morfoespécie, que é caracterizada por possuir mais que um. Apesar disto, como citado 

anteriormente (Microcoleus sensu stricto, Clado A), diversos estudos têm demonstrado que o 

número de tricomas no interior da bainha mucilaginosa não é congruente com a filogenia (Boyer 

et al. 2002, Palinska & Marquardt 2008, Siegesmund et al. 2008, Strunecký et al. 2010, 2012a, 

b e Hašler et al. 2012, Martins 2014). Neste contexto, morfoespécies do complexo Phormidium 

autumnale foram transferidas para o gênero Microcoleus (Clado A, item 4.2).   

Filogeneticamente, o clado Microcoleus steenstrupii apresentou identidade entre 91,5% 

e 93% com Microcoleus sensu stricto (Clado A) e, portanto, também não deve ser considerado 

como este gênero. Assim, é possível concluir que o Clado F, designado neste estudo, representa 

um novo gênero para a ciência, uma vez que apresentou alto suporte filogenético (99% NJ, ML 

e 1 de probabilidade posterior) e mostrou-se distante tanto do gênero Phormidium quanto de 

Microcoleus. 

Internamente ao Clado F, as linhagens brasileiras apresentaram-se em um subclado 

distinto com Microcoleus steenstrupii HTT-U-KK5 e Microcoleus sp. PCC 7113 (Figura 18, 

subclado I), cuja identidade entre todas as linhagens foi igual a 100%. Por outro lado, 

Microcoleus steenstrupii SAG 2212 apresentou-se em um ramo isolado, irmão ao subclado I. 

A relação interespecífica neste clado foi avaliada a partir da estrutura secundária do espaçador 

intergênico 16S-23S (Figura 19). Entretanto, esta avaliação foi parcial, uma vez que somente a 

linhagem Microcoleus sp. PCC 7113 apresentou esta região gênica sequenciada.  

A estrutura secundária das regiões D1D1’, Box B e V3 referentes às linhagens CCIBt 

3468 e Microcoleus sp. PCC 7113 apresentaram-se conservadas, indicando que ambas as 

populações devem tratar-se de uma mesma espécie. Por outro lado, a linhagem CCIBt 3570, 

apresentou estruturas secundárias divergentes, e pode ser caracterizada como uma espécie 
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distinta da linhagem CCIBt 3468, corroborando os resultados morfológicos obtidos.  Ressalta-

se que as linhagens analisadas não apresentaram sequencias correspondentes aos dois RNA 

transportadores (RNAtIle e RNAtAla). 

 

 

 

Figura 18. Detalhe do clado “Microcoleus steenstrupii” (Clado F) com base na análise 

filogenética do gene RNAr 16S (1014pb) pelo método de Máxima Verossimilhança (General 

Time Reversible model + G + I, 1000x). As sequencias geradas neste estudo estão em negrito. 

Valores de reamostragem acima de 70% para os métodos NJ, ML, e de 0,7 de probabilidade 

posterior estão representados junto aos ramos.   
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Figura 19. Estrutura secundária do espaçador intergênico 16S-23S RNAr. a-c. Região D1D1’; d-f. Região Box B; g-i. Região V3.  
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Prancha 12, Figuras 1-7. CCIBt 3468, “Microcoleus steenstrupii” I (Material 

Cultura): Filamentos emaranhados; 2-5. Desenvolvimento da célula apical: 2. Célula 

apical arredondada após a quebra do tricoma e bainha mucilaginosa; 4-5. Célula apical 

cônico-arredondada, completamente desenvolvida. 6-7. Hormogônios; 8-14. CCIBt 

3570, “Microcoleus steenstrupii” II (Material em cultura): 8. Filamentos emaranhados; 

9-13. Desenvolvimento da célula apical: 9. Célula apical arredondada após a quebra do 

tricoma e detalhe da bainha mucilaginosa; 13. Célula apical cônico-arredondada e 

levemente capitada no ápice, completamente desenvolvida; 14. Hormogônios. Escalas 10 

µm, exceto figuras 1 e 8= 50 µm. 
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4.8. Phormidium aerugineo-caeruleum (Clado G) 

 Dentre as linhagens analisadas neste estudo, a linhagem CCIBt 3465 apresentou 

morfologia relacionada à Phormidium aerugineo-caeruleum (Gomont) Anagnostidis et 

Komárek.  

 

Phormidium aerugineo-caeruleum (Gomont) Anagnostidis & Komárek, Algolog. Stud., v. 50-

53, p. 407. 1988. 

Basônimo: Lyngbya aerugineo-caerulea Gomont, Ann.  Sci.  Nat. Bot., Sér. 7, v. 16, p 146. 

1892. 

Prancha 13, Figuras 1-12 (CCIBt 3465)  

 

Filamentos dispostos em feixes. Tricomas retos, não atenuados, geralmente não constritos, 

móveis. Bainha mucilaginosa hialina, firme e estreita. Células subquadráticas. Célula apical 

cilíndrico-arredondada, ás vezes levemente cônico-arredondada, geralmente não capitada. 

Conteúdo celular verde-azulado, finamente granular, às vezes com grânulos conspícuos. 

Reprodução por hormogônios formados a partir de necrídios.  

 

Dimensões Celulares CCIBt 3465 

Largura dos tricomas (μm)  

Natureza  6,9 - 8,4 (7,5) 

Cultura  7,5 - 9,3 (9,0) 

Comprimento celular (μm)  

Natureza  4,5 - 6,1 (5,1) 

Cultura  5,7 - 6,4 (5,9) 

Razão largura/comprimento  

Natureza  1,3 - 1,6 (1,5) 

Cultura  1,3 - 1,6 (1,5) 

* Média entre parênteses 

 

Material Analisado: Cananéia (SP), Parque Estadual da Ilha do Cardoso. CCIBt 3465 (SP 

427.790, SP427.791) - Massa sobre tronco submerso e sobre solo no Rio Perequê. Filamentos 

entre Geitlerinema splendidum (Gomont) Anagnostidis.  

 

Morfologicamente a população analisada concorda com a diagnose original de 

Phormidium aerugineo-caeruleum (Gomont) Anagnostidis & Komárek descrita por Gomont 

(1892) e com o material brasileiro documentado por diversos autores (Sant’Anna & Azevedo 
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1995, Nechi Jr. et al. 1997 e Branco et al. 1997, Branco et al. 1999), diferindo apenas em 

relação ao diâmetro do tricoma. O material analisado apresenta diâmetro de 6,9-9,3 μm, 

superior ao encontrado em literatura (3 - 6,8 (7,5) μm).  

De acordo com Komárek & Anagnostidis (2005), P. aerugineo-caeruleum ocorre em 

ambientes de água doce, bentônico e epifítico em águas correntes ou estagnadas e, 

frequentemente, sobre plantas mortas, como é o caso do material analisado que foi encontrado 

formando massas sobre tronco submerso em um ambiente lótico com lento fluxo de água 

(prancha 13, figura 1-2).   

Em relação ao material brasileiro, Nechi Jr. et al. (1997) e Branco et al. (1999) 

documentaram esta espécie para ambientes lóticos do Estado de São Paulo, enquanto Sant’Anna 

& Azevedo (1995) encontraram-na em águas estagnadas na mesma área. Além disso, Branco 

et al. (1997) registraram a espécie em áreas de mangue, também do estado de São Paulo.  

 Com base na análise filogenética do gene 16S RNAr, CCIBt 3465 apresentou-se em um 

clado bem definido com linhagens identificadas como Phormidium aerugineo-caeruleum 

(Figura 20, Clado G). Este clado apresentou alto suporte filogenético (99% NJ e ML, e 1 de 

probabilidade posterior) e a identidade entre as todas as linhagens foi acima de 97%. Em relação 

aos demais clados analisados neste estudo (Figura 4), incluindo Phormidium sensu stricto 

(Clado C), o Clado G apresentou identidade abaixo de 94%. Deste modo, nossos resultados 

indicaram o clado Phormidium aerugineo-caeruleum como um putativo gênero novo para a 

ciência.  

Internamente, o clado G apresentou um subclado bem definido (I) formado pelas 

linhagens de Phormidium aerugineo-caeruleum disponíveis no GenBank. A linhagem estudada 

apresentou-se em um ramo isolado, irmão ao subclado I. Possivelmente, esta linhagem trata-se 

de uma nova entidade dentro de Phormidium aerugineo-caeruleum. Porém, a relação entre estas 

populações deve ser avaliada a partir de diferentes marcadores moleculares.  

A relação filogenética a partir de outros fragmentos gênicos (rbcLX e rpoC1) não pode 

ser avaliada, uma vez que não há sequencias disponíveis para comparação nos bancos públicos. 

Além disso, as linhagens incluídas no clado de Phormidium aerugineo-caeruleum não 

apresentam o espaçador intergênico 16S-23S RNAr sequenciado. Apesar disso, a estrutura 

secundária desta região foi avaliada para a linhagem CCIBt 3465 e será apresentada neste 

estudo (Figura 21).  Ressalta-se que a linhagem estudada apresenta apenas o RNAtIle. 

 Vale ressaltar que as estruturas secundárias referentes à linhagem CCIBt3465 foram 

similares às duas populações brasileiras de Phormidium aerugineo-caeruleum (1CP e 2CP) 

descritas por Martins (2014). A identidade (16S RNAr) de ambas as linhagens descritas pela 
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autora foi de 98,7% quando comparada com Phormidium aerugineo-caeruleum MED-28, 

incluída no subclado I (Figura 20).  

 

 

Figura 20. Detalhe do clado Phormidium aerugineo-caeruleum (Clado G) com base na análise 

filogenética do gene RNAr 16S (1014 pb) pelo método de Máxima Verossimilhança (General 

Time Reversible model + G + I, 1000x). A sequencia gerada neste estudo está em negrito. 

Valores de reamostragem acima de 70% para os métodos NJ, ML, e de 0,7 de probabilidade 

posterior estão representados junto aos ramos.   

 

 

 

Figura 21. Estrutura secundária do espaçador intergênico 16S-23S RNAr referente a linhagem 

CCIBt 3465. a. Região D1D1’; b. Região Box B; c. Região V3.  
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Prancha 13, Figuras 1-12. CCIBt 3465, Phormidium aerugineo-caeruleum: 1. Talo 

macroscópico sob tronco submerso no Rio Perequê; 2. Detalhe do talo macroscópico; 3-7. 

Material da natureza: 3. Filamentos em feixes; 4. Célula apical cilíndrico-arredondada e 

bainha mucilaginosa; 5. Detalhe da célula apical levemente capitada; 6. Necrídios; 7. 

Hormogônios em formação; 8-12. Material em cultura: 8. Filamentos em feixes; 9. Aspecto 

geral do tricoma e bainha mucilaginosa; 10. Célula apical levemente cônico-arredondada; 11. 

Necrídio; 12. Hormogônios. Escalas 10 µm, exceto figura 8= 20 µm.  
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4.9. Phormidium terebriforme I (Clado H) 

 Dentre as linhagens analisadas neste estudo, duas populações apresentaram morfologia 

relacionada à espécie Phormidium terebriforme, corroborando os dados filogenéticos obtidos a 

partir da análise do gene 16S RNAr: CCIBt 3322 e 3309, isoladas a partir de amostras coletadas 

em distintas lagoas alcalinas no Pantanal da Nhecolândia.  

 

Phormidium terebriforme (Gomont) Anagnostidis & Komárek, Algolog. Stud., v. 50-53, p. 

406. 1988. 

Basônimo: Oscillatoria terebriformis Gomont, Ann.  Sci.  Nat. Bot., Sér. 7, v. 16, p. 234. 1892. 

Prancha 14, Figuras 1-8 (CCIBt 3309)  

Prancha 15, Figuras 1-10 (CCIBt 3322) 

 

Tricomas dispostos em feixes, retos ou flexuosos, levemente atenuados e curvos no ápice, 

levemente constritos, móveis. Bainha mucilaginosa ausente. Células subquadráticas. Célula 

apical cônico-arredondada. Conteúdo celular verde-azulado, finamente granular, às vezes com 

grânulos conspícuos nos septos. Reprodução por hormogônios sigmóides formados a partir de 

necrídios.  

Dimensões Celulares CCIBt 3309 CCIBt 3322 

Largura dos tricomas (μm)   

Natureza  - 3,3 - 4,3 (3,9) 

Cultura  4,2-5,0 (4,7) 4,3 - 5,0 (4,7) 

Comprimento celular (μm)   

Natureza  - 2,4 - 3,4 (2,9) 

Cultura  2,3-3,1 (2,7) 2,9 - 3,8 (3,2) 

Razão largura/comprimento    

Natureza  - 0,7 - 0,9 (1,3) 

Cultura  0,5 - 0,7 (1,6) 0,6 - 0,8 (1,4) 

* Média entre parênteses  

 

Material analisado: Corumbá (MS), Pantanal da Nhecolândia. CCIBt 3309 (SP400869) -  

Fazenda Nhumirim, Lagoa Salina da Ponta, material coletado com rede de plâncton. CCIBt 

3322 (SP427.781, SP427.782) - Fazenda Firme, Lagoa Salina Rondon, material coletado sobre 

lama na região litorânea da lagoa.  

 

http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=Q10e5cbff835fa416
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Ambas as linhagens analisadas (CCIBt 3322 e 3309) neste estudo assemelham-se a 

Phormidium terebriforme (Agardh ex Gomont) Anagnostidis et Komárek, tanto em termos 

morfológicos quanto ecológicos. De acordo com Komárek & Anagnostidis (2005), P. 

terebriforme é tipicamente bentônica, sendo comumente encontrada no litoral de lagos, 

principalmente em regiões tropicais e subtropicais. Em concordância, a linhagem CCIBt 3322 

foi isolada a partir de massas (Prancha 15, figura 2) crescendo na região litorânea de uma lagoa 

alcalina no Pantanal brasileiro. No que se refere a linhagem CCIBt 3309, os organismos foram 

isolados a partir de amostra planctônica e se desenvolveram apenas em cultivo. Entretanto, 

acredita-se que esta população também seja capaz de formar massas, uma vez que as lagoas 

alcalinas no Pantanal são similares.  

Com base na análise filogenética do gene 16S RNAr, ambas as populações estudadas 

formaram um clado com linhagens identificadas como P. terebriforme e com a cepa brasileira 

Phormidium sp. CENA 525 (Figura 22, Clado H). Este clado apresentou alto suporte 

filogenético a partir dos métodos evolutivos empregados: 99% NJ e ML, e 1 de probabilidade 

posterior. Além disso, a identidade entre as linhagens foi acima de 99,0%. Uma linhagem não 

cultivável foi incluída na análise devido à alta identidade (99,1%) com as populações estudadas. 

Ressalta-se, que Phormidium sp. CENA 525, apresenta aspectos morfológicos semelhantes as 

linhagens CCIBt 3309 e 3322 (Andreote et al. 2014). 

Em relação aos ramos internos do Clado H, ambas as linhagens analisadas formaram 

um subclado bem definido (99% NJ e ML, e 1 de probabilidade posterior) com Phormidium 

terebriforme KR2003/25 e Phormidium sp. CENA 525 (Figura 22, subclado I). A identidade 

entre estas linhagens foi acima de 99,3%.  Apesar disso, a relação interespecífica entre estes 

táxons não pode ser considerada a partir do gene 16S RNAr, uma vez que este marcador é 

altamente conservado (Fox et al. 1992, Boyer et al., 2001, 2002).  

 A relação filogenética a partir de outros marcadores (rpoC1 e rbcLX) não pode ser 

avaliada, uma vez que não há sequencias disponíveis para comparação nos bancos públicos. 

Além disso, as linhagens incluídas no clado de Phormidium terebriforme não possuem o 

espaçador intergênico 16S-23S RNAr sequenciado. Apesar disso, a estrutura secundária desta 

região foi avaliada para as linhagens CCIBt 3309 e 3322 e será apresentada neste estudo (Figura 

23).   

A partir desta análise, observou-se que as regiões D1D1’ e V3 apresentaram-se 

conservadas em ambas as linhagens. Por outro lado, a região Box B da linhagem CCIBt 3322 

apresentou um loop na porção inicial da hélice, além de alguns nucleotídeos divergentes quando 

comparada com a estrutura da cepa CCIBt 3309. Apesar disso, acredita-se que ambas as 



112 

 

linhagens devem ser consideradas como uma mesma espécie, corroborando as análises 

morfológicas. Vale ressaltar que ambas as linhagens analisadas apresentaram apenas o RNAtIle.  

 Por fim, conclui-se que o clado Phormidium terebriforme (Clado H) deve ser 

considerado como um novo táxon para a ciência, pois apresenta alto suporte filogenético e baixa 

identidade com Phormidium sensu stricto (Figura 4, Clado C) e demais grupos analisados neste 

estudo (abaixo de 91,2%). 

  

 

Figura 22. Detalhe do clado Phormidium terebriforme (Clado H) com base na análise 

filogenética do gene RNAr 16S (1014 pb) pelo método de Máxima Verossimilhança (General 

Time Reversible model + G + I, 1000x). As sequencias geradas neste estudo estão em negrito. 

Valores de reamostragem acima de 70% para os métodos NJ, ML, e de 0,7 de probabilidade 

posterior estão representados junto aos ramos.   

 

 

Figura 23. Estrutura secundária do espaçador intergênico 16S-23S RNAr das cepas CCIBt 

3309 e 3322. a-b. Região D1D1’; c-d. Região Box B; e-f. Região V3.  
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Prancha 14, Figuras 1-8. CCIBt 3309, Phormidium terebriforme I: 1. Lagoa Salina da Ponta 

onde o material foi coletado; 2-5. Material em Cultura: 2. Tricomas dispostos em feixes; 3-

6. Desenvolvimento da célula apical: 3. Célula apical arredondada após a quebra do tricoma; 

4.Tricomas curvos no ápice; 5. Célula apical cônico-arredonda. 6. Célula apical completamente 

desenvolvida; 7. Necrídio; 8. Hormogônios sigmóides. Escalas 10 µm, exceto figura 2= 50 µm. 
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Prancha 15, Figuras 1-10. CCIBt 3322, Phormidium terebriforme I: 1. Lagoa Salina 

Rondon onde o material foi coletado; 2. Talo macroscópico sobre a lama na região mais rasa 

da lagoa; 3-6. Material da natureza: 3. Tricomas dispostos em feixes; 4. Célula apical 

cônico-arredondada. 5. Tricomas levemente atenuados e curvos no ápice; 6. Necrídios; 7-10. 

Material em Cultura: 7. Tricomas dispostos em feixes; 8. Detalhe da célula apical cônico-

arredondada; 9. Necrídio; 10. Detalhe de grânulos conspícuos nos septos (setas). Escalas 10 

µm, exceto figura 3 e 7= 20 µm. 

 



115 

 

4.10. Desertifilum Dadheech (Clado I) 

Dentre as linhagens analisadas neste estudo, duas populações apresentaram morfologia 

relacionada ao gênero monoespecífico Desertifilum (D. tharense), recentemente proposto por 

Dadheech et al. (2012): CCIBt 3265 e 3275, isoladas de uma lagoa alcalina do Pantanal da 

Nhecolândia. Ressalta-se que estas linhagens foram coletadas na mesma lagoa, porém em 

períodos distintos (maio/2007 e abril/2008, respectivamente).  

 

Desertifilum tharense Dadheech et al., Phycologia, v. 51, p. 263. 2012.  

Prancha 16, Figuras 1-7 (CCIBt 3265) e Figuras 8-14 (CCIBt 3275) 

 

Filamentos dispostos em feixes. Tricomas retos, levemente atenuados e curvos no ápice (em 

forma de gancho), levemente constritos, móveis. Bainha mucilaginosa hialina, firme e estreita. 

Células aproximadamente isodiamétricas. Célula apical longa, cônico-arredondada. Conteúdo 

celular verde-azulado, homogêneo. Reprodução por hormogônios formados a partir de 

necrídios. 

 Dimensões Celulares CCIBt 3265 CCIBt 3275 

Largura dos tricomas (μm)   

Cultura  2,8-3,4 (3,1) 3,2-3,7 (3,5) 

Comprimento celular (μm)   

Cultura  2,4-3,7 (3,1) 2,4-3,9 (2,8) 

Razão largura/comprimento    

Cultura  0,9-1,2 (1,0) 0,9- 1,5 (1,1) 

Comprimento célula apical (μm)   

Cultura  6,0-9,8 (7,4) 4,5-7,4 (6,3) 

* Média entre parênteses  

 

Material examinado: Corumbá (MS), Pantanal da Nhecolândia, Fazenda Nhumirim, Lagoa 

Salina da Ponta. CCIBt 3265 (SP427.778), CCIBt 3275 (SP400.857) - Material coletado com 

rede de plâncton.  

  

 Morfologicamente, as linhagens CCIBt 3265 e 3275 caracterizam-se por apresentar 

tricomas relativamente estreitos (2,8-3,7 μm de diâmetro), levemente atenuados, curvos no 

ápice e célula apical longa, cônico-arredondada. A característica diagnóstica de ambas as 

linhagens (ápice em forma de “gancho”; Prancha 16, figuras 4-5 e 11-12) diferenciaram-nas de 
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todas as espécies já descritas para Phormidium. Entretanto, ambas as linhagens concordaram 

plenamente com a descrição de Desertifilum (Dadheech et al. 2012).   

 De acordo com Dadheech et al. (2012), Desertifilum pertence a ordem Oscillatoriales e, 

apesar da semelhança morfológica com gêneros da família Phormidiaceae, difere em termos 

evolutivos (filogenia do gene 16S RNAr) e em relação ao arranjo dos tilacóides. Phormidium, 

por exemplo, apresenta tilacóides radiais, enquanto em Desertifilum os mesmos são parietais. 

A posição dos tilacóides não foi avaliada para as linhagens CCIBt 3265 e 3275. 

 Em termos ecológicos, tanto as populações estudadas como Desertifilum tharense 

Dadheech et al. podem ser consideradas extremófilas. No entanto, as linhagens CCIBt 3265 e 

3275 foram isoladas em uma lagoa alcalina (pH acima de 11) no Pantanal brasileiro, enquanto 

Desertifilum tharense ocorreu em crostas biológicas de solos desérticos na Índia. Apesar disso, 

Dadheech et al. (2012) indicou que a linhagem tipo D. tharense PD2001/TDC17 apresentou 

crescimento ótimo em temperaturas elevadas (30 - 35 °C), semelhantes àquelas mensuradas nas 

lagoas alcalinas. Propriedades fisiológicas como tolerância e requerimento a altas temperaturas 

têm sido descritas como aspectos congruentes com a filogenia de Cyanobacteria (Garcia-Pichel 

et al. 1998, Nübel et al. 2000, Miyashita et al. 2003). 

 Com base na análise filogenética do gene 16S RNAr, ambas as linhagens analisadas 

(CCIBt 3265 e 3275) agruparam-se em um clado bem definido com Desertifilum tharense 

(Figura 24, Clado I), corroborando os aspectos morfológicos e ecológicos observados. Este 

clado apresentou alto suporte filogenético a partir dos métodos evolutivos empregados: 99% 

NJ e ML, e 1 de probabilidade posterior. Além disso, as linhagens analisadas apresentaram 

identidade igual a 100% com as quatro populações de Desertifilum tharense. Em relação à 

Phormidium sensu stricto (Figura 4, Clado C) a identidade foi abaixo de 90%.  

 A partir da estrutura secundária das regiões conservadas (D1D1’, Box B e V3) do 

espaçador intergênico 16S-23S foi possível avaliar as relações intraespecíficas em Desertifilum. 

As estruturas correspondentes às regiões D1D1’ e V3 foram conservadas neste clado (Figura 

25). No que se refere ao Box B, a linhagem CCIBt 3275 apresentou apenas 1 nucleotídeo 

divergente no loop intermediário da hélice (Figura 25 l, seta). Todas as linhagens deste clado 

apresentaram os dois RNA transportadores (RNAtIle e RNAtAla).  

 Deste modo, as linhagens CCIBt 3265 e 3275 podem ser consideradas como 

Desertifilum tharense. A relação filogenética a partir dos marcadores rpoC1 e rbcLX não foi 

analisada, uma vez que não há sequencias de Desertifilum passíveis de comparação disponíveis 

nos bancos públicos.  
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Figura 24. Detalhe do clado Desertifilum (Clado I) com base na análise filogenética do gene 

RNAr 16S (1014 pb) pelo método de Máxima Verossimilhança (General Time Reversible 

model + G + I, 1000x). As sequencias geradas neste estudo estão em negrito. Valores de 

reamostragem acima de 70% para os métodos NJ, ML, e de 0,7 de probabilidade posterior estão 

representados junto aos ramos.   
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Figura 25. Estrutura secundária do espaçador intergênico 16S-23S RNAr. a-f. Região D1D1’; 

g-l. Região Box B; m-r. Região V3.  
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Prancha 16, Figuras 1-14. Desertifilum tharense: 1-7. CCIBt 3265 (Material Cultura): 

1. Filamentos em feixes; 2-5. Desenvolvimento da célula apical: 2. Célula apical 

arredondada após a quebra do tricoma; 3. Célula apical cônico-arredondada; 4-5. Tricomas 

levemente atenuados e curvos no ápice (em forma de gancho); 6. Bainha mucilaginosa; 7. 

Necrídio; 8-14. CCIBt 3275 (Material em cultura): 8. Filamentos em feixes; 9-12. 

Desenvolvimento da célula apical: 9. Célula apical arredondada após a quebra do tricoma; 

10. Célula apical cônico-arredondada; 11-12. Tricomas levemente atenuados e curvos no 

ápice (em forma de gancho); 13. Necrídios; 14. Hormogônio. Escalas 10 µm, exceto figuras 

1 e 8= 50 µm. 
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4.11. Phormidium terebriforme II (Clado J) 

Dentre as populações analisadas neste estudo, CCIBt 3281 e 3572 correspondem à 

morfoespécie Phormidium terebriforme (Gomont) Anagnostidis & Komárek e formaram um 

clado distinto com a linhagem Phormidium sp. ETS 05, a partir da análise filogenética do gene 

16S RNAr.  

 

Phormidium terebriforme (Gomont) Anagnostidis & Komárek, Algolog. Stud., v. 50-53, p. 

406. 1988. 

Basônimo: Oscillatoria terebriformis Gomont, Ann.  Sci.  Nat. Bot., Sér. 7, v. 16, p. 234. 1892. 

Prancha 17, Figuras 1-5 (CCIBt 3281) e Figuras 6-9 (3572) 

 

Tricomas dispostos em feixes, retos ou flexuosos, levemente atenuados e curvos no ápice, 

levemente constritos, móveis. Bainha mucilaginosa ausente. Células subquadráticas a 

isodiamétricas. Célula apical longa, cônico-arredondada. Conteúdo verde-azulado, finamente 

granular, às vezes com grânulos conspícuos nos septos. Reprodução hormogônios formados a 

da fragmentação do tricoma.  

 

Dimensões Celulares CCIBt 3281 CCIBt 3572 

Largura dos tricomas (μm)   

Cultura  3,8 – 4,4 (4,1) 5,1 – 6,4 (5,7) 

Comprimento celular (μm)   

Cultura  2,6 – 3,7 (3,1) 3,7 – 5,8 (4,9) 

Razão largura/comprimento   

Cultura  1,2 – 1,6 (1,3) 1,0 – 1,4 (1,2) 

Comprimento célula apical (μm)   

Cultura  5,6 - 8,9 (7,5) 6,7 – 8,2 (7,6) 

* Média entre parênteses 

 

Material analisado: Corumbá (MS). CCIBt 3281 (SP400.889) – Pantanal da Nhecolândia, 

Fazenda Nhumirim, Lagoa Salina da Reserva, material coletado com rede de plâncton. CCIBt 

3572 (SP428.681) – Pantanal do Miranda, Base de Estudos da Universidade Federal de Mato 

Grosso do Sul, Lagoa da Medalha, material coletado com rede de plâncton entre plantas 

aquáticas.  

 

 

http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=Q10e5cbff835fa416
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Morfologicamente, CCIBt 3281 e 3572 correspondem à espécie Phormidium 

terebriforme, assim como as linhagens CCIBt 3309 e 3322, inseridas no clado H (item 4.9). 

Deste modo, todas estas linhagens poderiam ser caracterizadas como uma mesma espécie por 

compartilhar aspectos morfológicos similares e bem delimitados: tricomas retos ou flexuosos, 

levemente atenuados e curvos no ápice, levemente constritos, além de célula apical longa, 

cônico-arredondada. Entretanto, com base na análise filogenética do gene 16S RNAr, estas 

linhagens apresentaram-se em clados distintos (Figura 26).  

 Como citado anteriormente, as linhagens CCIBt 3309 e 3322 formaram um clado com 

diversas sequencias designadas como P. terebriforme (Figura 26, Clado H), cuja identidade foi 

acima de 99%. Por outro lado, as linhagens CCIBt 3281 e 3572, apresentaram-se em um clado 

distante (Figura 26, Clado J) com Phormidium sp. ETS-05 que, segundo Berrini et al. (2004), 

assemelha-se à P. terebrifome. A identidade entre as linhagens pertencentes ao clado J foi maior 

que 96%.  

Ressalta-se que ambos os clados apresentaram alto suporte filogenético (99% NJ e 99% 

ML, e 1 de probabilidade posterior) e a identidade entre estes grupos foi abaixo de 91% (Tabela 

10). Deste modo, considera-se que os clados H e J devem ser considerados como gêneros 

distintos, e provavelmente novos para a ciência, uma vez que apresentaram baixa identidade 

(89,8 – 91,2%) com Phormidium sensu stricto (Clado C).  

 Os mesmos padrões evolutivos foram observados a partir da estrutura secundária do 

espaçador intergênico 16S-23S RNAr (Figura 27). As estruturas referentes às regiões D1D1’, 

BOX B e V3 apresentaram-se totalmente distintas entre os clados H (CCIBt 3309 e 3322) e J 

(CCIBt 3281). Ressalta-se que as demais linhagens incluídas em ambos os clados não 

apresentaram o ITS sequenciado. Em relação à linhagem CCIBt 3572, não foi possível obter 

esta sequencia, mesmo após inúmeras tentativas. 

 A relação filogenética a partir dos marcadores rpoC1 e rbcLX não foi analisada para os 

clados H e J, uma vez que não há sequencias de Phormidium terebriforme passíveis de 

comparação disponíveis nos bancos públicos.  
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Figura 26. Análise filogenética do gene 16S RNAr (1014 pb) pelo método de Máxima 

Verossimilhança (General Time Reversible model + G + I, 1000x). Detalhe dos clados H e J, 

correspondentes a morfoespécie P. terebriforme. Valores de reamostragem acima de 70% para 

os métodos NJ, ML, e de 0,7 de probabilidade posterior estão representados junto aos ramos 

(clados em detalhe).  
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Tabela 10. Identidade (%) entre as sequências de 16S RNAr das linhagens analisadas e outras retiradas do GenBank. 

Cyanobacteria 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

Clado H 

1. CCIBt 3309 –           

2. CCIBt 3322 99,8 –          

3. Phormidium sp. CENA 525 99,7 99,9 –         

4. Phormidium cf. terebriforme KR2003/25 99,3 99,5 99,7 –        

5. Phormidium terebriforme UAM 408 99,1 99,2 99,3 99,0 –       

6. Phormidium terebriforme UAM 409 99,1 99,2 99,3 99,0 100 –      

7. Unculture Phormidium sp. clone GU3 12 99,0 99,1 99,2 98,9 99,9 99,9 –     

Grupo J 

8. CCIBt 3281 90,8 90,9 91,0 90,9 90,4 90,4 90,3 –    

9. CCIBt 3572 89,6 89,7 89,8 90,0 89,8 89,8 89,7 96,0 –   

10. Phormidium sp. ETS 05 90,8 90,9 91,0  89,6  90,4 90,4 90,3  99,8 96,0 –  

Grupo C 11. Phormidium cf. irrigum CCALA 759 90,8 90,6 90,8 90,9  91,2 91,2 91,1  89,9 89,3 89,8 – 
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Figura 27. Comparação da estrutura secundária do espaçador intergênico 16S-23S RNAr 

entre as linhagens CCIBt 3309-3322 (Clado H) e CCIBt 3281 (Clado J). a-c. Região D1D1’; 

d-f. Região Box B; g-i. Região V3.  
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Prancha 17, Figuras 1-9. Phormidium terebriforme II: 1-5. CCIBt 3281: 1. Lagoa Salina 

da Reserva, onde o material foi coletado; 2-5. Material em cultura: 2. Tricomas dispostos 

em feixes; 3. Célula apical cônico-arredondada. 4. Tricoma levemente atenuado e curvo no 

ápice; 5. Hormogônios. 6-9. CCIBt 3572: 6. Lagoa da Medalha, onde o material foi coletado; 

7-9. Material em cultura: 7. Tricomas dispostos em feixes; 8-9. Desenvolvimento da célula 

apical: 8. Célula apical arredondada após a quebra do tricoma; 9.  Tricoma levemente 

atenuado/curvo no ápice e detalhe da célula apical cônico-arredondada. Escalas 10 µm, exceto 

figuras 2 e 7 = 20 µm.  
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4.12. Demais linhagens  

Neste tópico, será discutido a morfologia da linhagem CCIBt 3469 (Phormidium cf. 

formosum), cuja sequencia do gene 16S RNAr não pode ser obtida e, CCIBt 3573, que 

apresentou-se em um ramo isolado e distante dos demais grupos filogenéticos analisados neste 

estudo (Figura 4).  

 

Phormidium cf. formosum (Gomont) Anagnostidis & Komárek, Algolog. Stud., v. 50-53, p. 

407. 1988.   

Basônimo: Oscillatoria formosa Gomont, Ann.  Sci.  Nat. Bot., Sér. 7, v. 16, p. 230. 1892. 

Prancha 18, Figuras 1-7 (CCIBt 3469) 

 

Tricomas dispostos em feixes, retos, levemente atenuados e curvos no ápice, levemente 

constritos, móveis. Bainha mucilaginosa ausente. Células subquadráticas. Célula apical 

cônico-arredondada. Conteúdo celular verde-azulado, homogêneo. Reprodução por 

hormogônios formados a partir de necrídios.  

 

Dimensões Celulares CCIBt 3469 

Largura dos tricomas (μm)  

Cultura  6,9 – 7,7 (7,2) 

Comprimento celular (μm)  

Cultura  3,5 – 4,9 (4,0) 

Razão largura/comprimento  

Cultura  1,4 – 2,1 (1,8) 

* Média entre parênteses 

 

Material Analisado: Cananéia (SP), Parque Estadual da Ilha do Cardoso. CCIBt 3469 

(SP428.687) - Material coletado sobre solo seco (com brita).   

 

Morfologicamente, a linhagem CCIBt 3469 caracteriza-se como representante do 

grupo morfológico III, descrito por Komárek & Anagnostidis (2005). Dentre as morfoespécies 

deste grupo, Phormidium formosum é o táxon mais semelhante à população analisada. 

Entretanto, em termos ambientais, o material analisado difere desta morfoespécie por ter sido 

isolado em amostra de solo seco com brita. De acordo com Gomont (1892), Phormidium 

formosum é tipicamente aquático. Por este motivo a linhagem analisada foi identificada como 

Phormidium cf. formosum.  



127 

 

A fim de definir a correta classificação taxonômica desta linhagem, torna-se necessário 

a análise filogenética a partir do gene 16S RNAr, uma vez que este marcador tem sido 

amplamente utilizado para a definição genérica em cianobactérias (Fox et al. 1992).  

Neste estudo foi possível analisar apenas a relação filogenética a partir do gene rpoC1 

(Figura 28), utilizado geralmente para classificação em nível interespecífico (Sciuto et al. 

2011). Com base nesta análise, a linhagem CCIBt 3469 apresentou-se em um ramo isolado, 

não relacionado a Phormidium formosum (CCIBt 3524, Clado B) e Phormidium sensu stricto 

(Clado C). Deste modo, não foi possível definir a correta classificação taxonômica desta 

linhagem a partir dos dados apresentados.  

.   

 

Figura 28. Análise filogenética do gene rpoC1 (725pb) pelo método de Máxima 

Verossimilhança (General Time Reversible model + G + I, 1000x). Detalhe do ramo 

correspondente a linhagem CCIBt 3469. Valores de reamostragem acima de 70% para os 

métodos NJ, ML, e de 0,7 de probabilidade posterior estão representados junto aos ramos.   
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Prancha 18, Figuras 1-7. CCIBt 3469, Phormidium cf. formosum: 1. Local onde o material 

foi coletado: solo seco com brita. 2-7. Material em cultura: 2. Tricomas dispostos em feixes; 

3-6. Desenvolvimento da célula apical: 3. Célula com ápice arredondado após a quebra do 

tricoma; 4-5. Tricomas levemente constritos e curvos na extremidade; 6. Célula apical cônico-

arredondada completamente desenvolvida; 7. Necrídio. Escalas 10 µm, exceto figura 2= 50 

µm.  
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CCIBt 3573 

Prancha 19, Figuras 1-4  

 

Tricomas emaranhados, retos, levemente atenuados e curvos no ápice, não constritos, móveis. 

Bainha mucilaginosa ausente. Células isodiamétricas. Célula apical cônico-arredondada, com 

aerótopos apical. Conteúdo celular verde-azulado, com grânulos dispostos irregularmente nos 

septos.  Reprodução por hormogônios formados a partir da fragmentação do tricoma.   

 

Dimensões Celulares CCIBt 3573 

Largura dos tricomas (μm)  

Cultura  4,3 – 4,8 (4,5) 

Comprimento celular (μm)  

Cultura  3,2 – 4,1 (3,8) 

Razão largura/comprimento  

Cultura  1,1 – 1,4 (1,2) 

* Média entre parênteses 

 

Material examinado: Corumbá (MS), Pantanal do Miranda, Base de Estudos da 

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. CCIBt 3573 (SP428.682) – Material coletado 

sobre solo úmido. 

 

Morfologicamente, a linhagem CCIBt 3573 caracteriza-se como representante do 

grupo taxonômico II, descrito por Komárek & Anagnostidis (2005). Entretanto, a população 

analisada apresenta como característica diagnóstica a presença de um aerótopo na extremidade 

da célula apical. Como mencionado anteriormente (item 4.4 e 4.5), acredita-se que 

filogeneticamente este aspecto não possua valor taxonômico para o complexo Phormidium. 

Deste modo, considerando-se os aspectos morfológicos e ambientais observados para a 

população analisada, não foi possível identificá-la com as morfoespécies já descritas para este 

gênero.    

Com base na análise filogenética do gene 16S RNAr, a linhagem CCIBt 3573 

apresentou-se em um ramo isolado, irmão ao clado designado como Phormidium formosum 

(Figura 29, Clado B).  Apesar disso, a relação entre estes táxons apresentou baixo suporte 

filogenético indicando que a posição desta linhagem na árvore não está bem estabelecida. 

Além disso, a identidade em relação aos demais clados analisados neste estudo foi abaixo de 

94%. Acredita-se que a partir da inclusão de novos táxons seja possível definir a correta 
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classificação taxonômica desta população. Vale ressaltar que as sequencias com maior grau 

de identidade com a linhagem CCIBt 3573, indicadas pela ferramenta BLAST (Basic Local 

Alignment Search Tool), foram incluídas neste estudo (Microcoleus vaginatus SNM1-KK1 

EF654077 e Microcoleus vaginatus CSU-U-KK1 EF667462). Entretanto, estas linhagens 

pertencem ao clado de Microcoleus sensu stricto. Deste modo, acreditamos que a população 

estudada deve constituir um novo táxon para a ciência. 

  

 

Figura 29. Análise filogenética do gene 16S RNAr (1014 pb) pelo método de Máxima 

Verossimilhança (General Time Reversible model + G + I, 1000x). Detalhe do ramo 

correspondente a linhagem CCIBt 3573.   
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Prancha 19, Figuras 1-4. CCIBt 3573 (Material em cultura): 1-4.  

Desenvolvimento da célula apical: 1. Célula com ápice arredondado após a quebra 

do tricoma e detalhe dos grânulos nos septos; 2. Tricoma levemente atenuado e 

curvo no ápice; 3-4. Célula apical com aerótopo na extremidade. Escalas 10 µm. 
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4.13. Caracterização dos genes nifD e nifH 

A reação química da fixação biológica de nitrogênio (FBN) é realizada pelo complexo 

enzimático nitrogenase, codificada pelos agrupamentos dos genes nifDKH (Zehr et al. 2000, 

2001). Além disso, há outros sistemas alternativos para esta reação, porém estes são raros 

entre as cianobactérias (Boison et al. 2006). Deste modo, a caracterização dos genes nifD e 

nifH permitiu indicar neste estudo potenciais linhagens diazotróficas, além de estabelecer 

relações filogenéticas. Dentre as 30 linhagens analisadas, 11 apresentaram ambos os genes, 

sendo estas tanto de ambientes aquáticos como terrestres. Além disso, cinco linhagens 

apresentaram apenas o nifH, sendo a maioria terrestre (4) (Figuras 30 e 31).  

 

 

 

Figura 30. Análise filogenética do gene nifD (245pb) pelo método de Máxima 

Verossimilhança (General Time Reversible model + G + I, 1000x).   Valores de reamostragem 

acima de 70% para os métodos NJ, ML, e de 0,7 de probabilidade posterior estão 

representados junto aos ramos.   
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Figura 31. Análise filogenética do gene nifH (347pb) pelo método de Máxima 

Verossimilhança (General Time Reversible model + G + I, 1000x).   Valores de reamostragem 

acima de 70% para os métodos NJ, ML, e de 0,7 de probabilidade posterior estão 

representados junto aos ramos. ( ˗ ) indica reamostragem < 70%. 

 

Vale ressaltar que a capacidade de fixação biológica de nitrogênio por estas linhagens 

não está relacionada necessariamente a presença de ambos os genes sequenciados. 

Primeiramente, é necessário determinar se todos os genes envolvidos nesta reação química 

estão presentes. Além disso, para a realização da FBN é requerido ambiente anóxico. Em 

cianobactérias homocitadas esta condição é alcançada através da separação espacial ou 

temporal entre a fotossíntese e a FBN ou, por meio de conformações estruturais tais como a 

disposição dos filamentos (Bermanfrank, Lundgren & Falkowski 2003, Fiore & Honda 2008). 

Apesar disto, a detecção destes genes torna-se importante a fim de colaborar com estudos 

futuros, principalmente aqueles de cunho ecológico.   

No que se refere à relação filogenética estabelecida por ambos os genes (Figuras 30 e 

31), os resultados obtidos neste estudo foram congruentes com análise do 16S RNAr, mesmo 

com um número reduzido de linhagens. Neste contexto, Zehr et al. (1995) indicaram que o 

nifH é um dos mais antigos genes funcionais conhecidos, sendo sua sequencia altamente 

conservada. Deste modo, os autores sugerem que a filogenia baseada no gene nifH concorda 

com as inferências filogenéticas a partir do gene 16S RNA. No que se refere ao nifD, Roeselers 
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et al. (2007) indicam que este marcador molecular pode conferir maior robustez a 

reconstrução filogenética a partir do 16S RNAr ou de outros genes funcionais.  

Vale ressaltar que este é o primeiro estudo a sequenciar o nifD a partir de linhagens 

brasileiras. Em relação ao nifH, pouquíssimos trabalhos já foram realizados nesta área 

(Andreote 2013, Genuário 2010). Deste modo, o presente estudo mostra-se importante, pois 

permitirá a inclusão de grande número de sequencias nos bancos públicos que servirão de base 

para trabalhos posteriores.  De acordo com Zehr et al. (2003), apesar do grande número de 

sequencias do gene nifH nos bancos públicos, a maior parte dos dados referem-se a 

organismos não cultivados. Em relação ao nifD, poucos dados estão disponíveis, mesmo 

quando considerado organismos cultivados.   

Em suma, estes genes podem ser considerados promissores para a caracterização 

taxonômica em cianobactérias, possivelmente para níveis supraespecíficos, bem como para 

indicar o papel ecológico destes organismos como potenciais fixadores de nitrogênio.  
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4.14. Estudos Químicos  

Durante este estudo, 17 linhagens (tabela 11) foram testadas para verificação da 

presença de substâncias inibidoras da enzima acetilcolinesterase, fungitóxicas e antioxidantes, 

bem como para a pesquisa da cianotoxina BMAA.  As massas das culturas e dos extratos 

liofilizados, bem como os respectivos rendimentos do processo de extração estão descritos na 

tabela 11. 

 

Tabela 11. Massas das culturas liofilizadas, dos respectivos extratos e rendimentos do 

processo de extração. 

Linhagem 
Biomassa 

Liofilizada (g) 

Extrato 

Liofilizado (g) 

Rendimento 

(%) 

CCIBt 3261    

Extrato em ácido acético 0,1048 0,0098 9,35 

Extrato metanólico 0,1153 0,0123 10,67 

CCIBt 3265    

Extrato em ácido acético 0,4871 0,1727 35,46 

Extrato metanólico 0,6398 0,1875 29,31 

CCIBt 3275     

Extrato em ácido acético 0,5194 0,0853 16,42 

Extrato metanólico 0,5086 0,0833 16,38 

CCIBt 3277    

Extrato em ácido acético 1,3076 0,1506 11,52 

Extrato metanólico 0,7555 0,7770 10,28 

CCIBt 3279    

Extrato em ácido acético 3,01 2,0324 67,52 

Extrato metanólico 4,1214 1,5776 38,27 

CCIBt 3280    

Extrato em ácido acético 0,3267 0,0609 18,64 

Extrato metanólico 0,3323 0,0479 14,41 

CCIBt 3281    

Extrato em ácido acético 0,6129 0,1278 20,85 

Extrato metanólico 0,8398 0,1567 18,66 

CCIBt 3222    

Extrato em ácido acético 0,6000 0,125 20,83 

Extrato metanólico 0,7199 0,1345 18,68 

CCIBt 3309    

Extrato em ácido acético 1,4831 0,5468 36,87 

Extrato metanólico 2,8697 1,2476 43,47 
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Linhagem 
Biomassa 

Liofilizada (g) 

Extrato 

Liofilizado (g) 

Rendimento 

(%) 

CCIBt 3412*    

Extrato em ácido acético 0,5052 0,1485 29,39 

Extrato metanólico 0,4760 0,0945 11,24 

CCIBt 3446    

Extrato em ácido acético 0,7560 0,0829 10,96 

Extrato metanólico 0,9860 0,1472 14,93 

CCIBt 3447    

Extrato em ácido acético 0,3572 0,0221 6,19 

Extrato metanólico 0,3424 0,0232 6,78 

CCIBt 3448    

Extrato em ácido acético 0,8438 0,0801 9,49 

Extrato metanólico 0,9940 0,1417 14,25 

CCIBt 3449    

Extrato em ácido acético 0,0456 0,0102 22,37 

Extrato metanólico 0,0562 0,0112 19,93 

CCIBt 3465    

Extrato em ácido acético 0,0302 0,0089 29,47 

Extrato metanólico 0,0365 0,0098 26,85 

CCIBt 3523    

Extrato em ácido acético 0,0205 0,0092 44,87 

Extrato metanólico 0,0212 0,0095 44,81 

CCIBt 3524    

Extrato em ácido acético 0,0214 0,0075 35,05 

Extrato metanólico 0,0224 0,0087 38,84 

 

 

Atividade anticolinesterásica 

Os resultados foram positivos para detecção de substâncias com atividade 

anticolinesterásica apenas para as linhagens CCIBt 3265 (extrato em ácido acético e 

metanólico) e 3412 (extrato em ácido acético), como pode ser observado na figura 32.  

Ressalta-se que a partir dos resultados obtidos neste estudo e em outros trabalhos 

desenvolvidos sob orientação da Dra. Luciana Retz de Carvalho foi publicado o artigo 

intitulado “Biologically active compounds from Cyanobacteria extracts: in vivo and in vitro 

aspects” (Anexo 2). 
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Figura 32. Resultado da pesquisa de atividade anticolinesterásica. Cromatograma em placa 

de gel de sílica dos extratos em ácido acético (a. CCIBt 3265, b. CCIBt 3412) e metanol (c. 

CCIBt 3265). Fase móvel: clorofórmio/metanol/água (64:36:8, v/v/v). Derivatização: 

reagentes de Elman’s (DTNB). As setas indicam as manchas das substâncias ativas.  

 

Atividade antioxidante  

Em relação à prospecção de metabólitos secundários com atividade antioxidante, o 

resultado foi positivo apenas para o extrato em metanol da linhagem CCIBt 3279 (Figura 33). 

Salientamos que substâncias antioxidantes naturais são utilizadas principalmente na 

prevenção de danos celulares e moleculares, causados por agentes químicos e biológicos. 

Neste contexto, os antioxidantes extraídos de cianobactérias têm-se mostrado efetivos 

reparadores (Krishnaraj et al. 2012). 

 

 

Figura 33. Resultado da pesquisa de atividade antioxidante. Cromatograma em placa de gel 

de sílica do extrato em metanol da cepa CCIBt 3279 (a). Fase móvel: 

clorofórmio/metanol/água (64:36:8, v/v/v). As setas indicam as manchas das substâncias 

ativas.  
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Atividade antifúngica  

Os estudos para prospecção de metabólitos secundários com atividade antifúngica, 

realizados pela bioautografia com o fungo filamentoso Cladosporium sphaerospermum 

Penzig, apresentou resultado positivo para o extrato em ácido acético das linhagens CCIBt 

3265, 3412 e CCIBt 3279 (Figura 34). Até o momento poucas substâncias com ação 

fungitóxica são conhecidas a partir de extratos de cianobactérias. De acordo com Skulberg 

(2000) a substância mais conhecida denomina-se ambiguene e foi isolada a partir de uma 

linhagem do gênero Nostoc sp. 

 

 

Figura 34. Resultado da pesquisa de atividade antifúngica. Cromatograma em placa de gel de 

sílica dos extratos em ácido acético das cepas CCIBt 3265 (a), 3279 (b) e 3412 (c).  Fase 

móvel: clorofórmio/metanol/água (64:36:8, v/v/v). As setas indicam as substâncias ativas. 

 

 

Cianotoxina β-metil-amino-alanina (BMAA).  

A análise para a pesquisa da neurotoxina de efeito crônico BMAA mostrou resultado 

positivo para nove das 17 linhagens analisadas: CCIBt 3162, 3309, 3322, 3446, 3447, 3448, 

3449, 3524 e 3465 (Figura 35). Ressalta-se que o BMAA é encontrado em grande parte das 

populações de cianobactérias e pode causar doenças neurodegenerativas precoces em seres 

humanos (Cox et al. 2005).  
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Figura 35. Resultado da pesquisa de β-metil-amino-alanina. Cromatogramas em placas de gel 

de sílica dos extratos em ácido acético das cepas CCIBt 3162 (a), 3322 (b), 3309 (c), 3446 

(d), 3447 (e), 3448 (f), 3449 (g), 3524 (h) e 3465 (i). Fase móvel: clorofórmio/metanol/água 

64:36:8. Agente derivatizante: ninidrina. 

 

 

A bioprospecção de metabolitos secundários a partir do material analisado indicou que 

apenas 3 (CCIBt 3265, 3412 e 3279) das 17 linhagens apresentaram atividades 

anticolinesterásica, antifúngica e antioxidante, demostrando o baixo potencial deste grupo de 

organismos em produzir estes compostos específicos. No entanto, outros autores (Tokuda et 

al. 1996, Papendorf et al. 1998) detectaram compostos isolados de diferentes linhagens de 

Phormidium com atividades antitumorais, anti-inflamatórias e antiplasmodiais. Além disso, 

neste estudo, constatamos que 53% das linhagens apresentam a capacidade de produzir o 

BMAA, que é uma cianotoxina relacionada às doenças neurodegenerativas.  

 Desta forma, esses resultados indicam que a prospecção de compostos biologicamente 

ativos no complexo Phormidium pode ser um caminho promissor em trabalhos futuros.   
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

No presente estudo confirmamos a heterogeneidade de habitats nos quais os 

representantes do complexo Phormidium podem se desenvolver, incluindo ambientes 

extremos, tais como as lagoas alcalinas do Pantanal. Entretanto, neste estudo observamos 

claramente que estes organismos necessitam de um ambiente úmido para sobreviverem. Este 

fato foi constatado a partir da análise de quase 300 amostras coletadas nos biomas Mata 

Atlântica e Pantanal. Como citado anteriormente, apenas 32 amostras dentre todo o material 

coletado (17 aquático e 13 terrestre) continham morfoespécies do complexo Phormidium. As 

amostras terrestres que continham os organismos de interesse caracterizaram-se na maioria 

das vezes por solos úmidos a encharcados, ou mesmo em concretos com umidade. As 

linhagens isoladas a partir de ambientes muito seco (CCIBt 3412 e 3469) foram consideradas 

como a flora potencial do ambiente, uma vez que as populações ocorreram em amostras da 

natureza. Deste modo, é possível considerar que morfoespécies pertencentes a Phormidium 

sensu lato apresentam maior afinidade a ambientes úmidos e este fato poderá nortear futuras 

pesquisas que visem o isolamento deste grupo de organismos.  

A partir da reconstrução filogenética do gene 16S RNAr, neste estudo foi possível 

confirmar a heterogeneidade do gênero Phormidium. Dentre as 30 linhagens analisadas, 

apenas três foram caracterizadas como Phormidium sensu stricto, juntamente com 

Phormidium cf. irrigum CCALA 759, que é um representante do grupo taxonômico ao qual a 

espécie-tipo do gênero (Phormidium lucidum) está inserida. Dez linhagens analisadas foram 

identificadas como pertencentes a gêneros já descritos em literatura: Microcoleus, Wilmottia 

e Desertifilum. Entretanto, 43% do material analisado foram considerados como novos táxons 

para a ciência, e cerca de 6 novos gêneros poderão ser descritos futuramente. Como exemplo 

podemos citar o novo gênero Trichocapitatum, que incluiu duas espécies: T. komarekianum e 

T. lacustre. Deste modo, é evidente a ampla diversidade do complexo Phormidium em 

ambientes tropicais e subtropicais, bem como o pouco conhecimento sobre a biodiversidade 

destes ambientes.  

As linhagens isoladas a partir de amostras coletadas no Pantanal e na Mata Atlântica 

apresentaram-se morfologicamente distintas, o que foi corroborado a partir da análise 

filogenética do gene 16S RNAr realizada no presente estudo. Neste contexto, com exceção do 

gênero Microcoleus (grupo A), as linhagens de ambas as regiões de estudo apresentaram-se 

distribuídas em clados filogenéticos distintos (Figura 7). Entretanto, apesar de algumas 
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linhagens do Pantanal (CCIBt 3412 e 3447) e da Mata Atlântica (CCIBt 3446, 3448 e 3446) 

terem sido consideradas como pertencentes ao gênero Microcoleus, vale ressaltar que tratam-

se de espécies distintas, tanto em termos morfológicos quanto filogenéticos (16S RNAr, 

rpoC1 e rbcLX).  Deste modo, foi possível evidenciar neste estudo que a especificidade de 

habitats de ambas as regiões de estudo pode refletir diretamente a diversidade biológica.  

Neste cenário, vale ressaltar que os aspectos morfológicos diagnósticos do complexo 

Phormidium, tal como a região apical do tricoma, devem ser muito bem caracterizados, uma 

vez que estes dados apresentaram-se congruentes com os resultados filogenéticos observados 

a partir do gene 16S RNAr. Como exemplo, podemos citar o gênero Trichocapitatum, 

presentemente descrito, que apresentou como característica morfológica diagnóstica 

“tricomas com células apicais leve a fortemente capitadas”. Além disso, é importante ressaltar 

que análise do ciclo de vida neste gênero foi essencial para caraterização detalhada das 

diferentes populações estudadas. Outro exemplo que pudemos evidenciar claramente foi a 

inclusão das linhagens Phormidium autumnale sensu lato no gênero Microcoleus. Por este 

motivo, neste estudo o desenvolvimento da célula apical foi detalhadamente analisado e 

ilustrado. Neste sentido, concluímos que a caracterização morfológica errônea do organismo 

pode conduzir a má interpretação dos resultados filogenéticos em níveis genéricos.  

 No que se refere às relações interespecíficas, a análise molecular a partir dos 

marcadores moleculares rbcLX, rpoC1 e do espaçador intergênico 16S-23S RNAr (filogenia 

e estrutura secundária) mostraram-se promissores para a determinação das espécies. 

Entretanto, o número reduzido de sequencias referentes a estes marcadores nos bancos 

públicos impossibilitou muitas vezes a comparação entre táxons filogeneticamente 

relacionados. No caso do novo gênero Trichocapitatum, esta abordagem possibilitou a 

delimitação de três espécies (T. komarekianum e T. lacustre). Como evidenciado ao longo 

deste trabalho, a utilização de diferentes marcadores moleculares para a caracterização 

infragenérica de cianobactéria deve ser considerada para os estudos taxonômicos, uma vez 

que o gene 16S RNAr não possibilita tal delimitação. Neste aspecto, este estudo contribuiu 

significativamente, uma vez que será incluído nos bancos públicos cerca de 90 sequencias do 

complexo Phormidium referentes a estes marcadores.  

A análise molecular dos genes nifH e nifD permitiu indicar potenciais linhagens 

diazotróficas, demonstrando o possível papel ecológico destas espécies. Além disso, as 

análises filogenéticas baseadas em ambos os genes corroboraram os resultados obtidos a partir 

do gene 16S RNA. Deste modo, estes genes podem ser considerados como promissores para 

a caracterização taxonômica em cianobactérias, possivelmente para níveis supraespecíficos. 

Além disso, as sequências geradas a partir deste estudo serão de grande valia para trabalhos 
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posteriores, uma vez que são oriundas de organismos cultivados. A maioria das sequencias 

referentes ao nifH nos bancos públicos referem-se a organismos não cultivados. Em relação 

ao nifD, o número de sequências ainda é reduzido, mesmo quando considerado organismos 

cultivados.   

A bioprospecção de metabólitos secundários a partir do material analisado indicou que 

apenas 3 (CCIBt 3265, 3412 e 3279) das 17 linhagens apresentaram atividades 

anticolinesterásica, antifúngica e antioxidante, demostrando o baixo potencial deste grupo de 

organismos em produzir estes compostos específicos. No entanto, outros autores detectaram 

compostos isolados de diferentes linhagens de Phormidium com atividades antitumorais, anti-

inflamatórias e antiplasmodiais. Além disso, constatamos que 53% das linhagens 

apresentaram a capacidade de produzir o BMAA, que é uma cianotoxina relacionada às 

doenças neurodegenerativas. Desta forma, esses resultados indicam que a prospecção de 

compostos biologicamente ativos no complexo Phormidium pode ser um caminho promissor 

em trabalhos futuros.   

  Em suma, o presente trabalho demonstrou a ampla diversidade de prováveis espécies 

novas para a ciência nos ambientes tropicais e subtropicais, o papel ecológico destes 

organismos como potenciais fixadores de nitrogênio, bem como o uso de diferentes 

marcadores moleculares para auxiliar na definição de espécies no complexo Phormidium.   
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SP400.852 – BRASIL. Mato Grosso: Corumbá, Pantanal da Nhecolândia, Fazenda 

Nhumirim, Salina da Ponta (18º59’00”S e 56º39’35”W) col. K.R.S. Santos, 04.V.2007. 

Amostra de cultura (CCIBt 3280). 

 

SP400.857 – BRASIL. Mato Grosso: Corumbá, Pantanal da Nhecolândia, Fazenda 

Nhumirim, Salina da Ponta (18º59’00”S e 56º39’35”W) col. C.F.S. Malone, 22.IV.2008. 

Amostra de cultura (CCIBt 3275). 

 

SP400.862 – BRASIL. Mato Grosso: Corumbá, Pantanal da Nhecolândia, Fazenda 

Nhumirim, Salina da Reserva (18º57’42”S e 56º37’26”W) col. C.F.S. Malone, 22.IV.2008.  

Amostra da natureza correspondente a linhagem CCIBt 3277.  

 

SP400.869 – BRASIL. Mato Grosso: Corumbá, Pantanal da Nhecolândia, Fazenda 

Nhumirim, Salina da Ponta (18º59’00”S e 56º39’35”W) col. C.F.S. Malone, 30.X.2008. 

Amostra de cultura (CCIBt 3309). 

 

SP400.889 – BRASIL. Mato Grosso: Corumbá, Pantanal da Nhecolândia, Fazenda 

Nhumirim, Salina da Reserva (18º57’42”S e 56º37’26”W) col. C.F.S. Malone, 30.X.2008. 

Amostra de cultura (CCIBt 3281). 

 

SP427.778 – BRASIL. Mato Grosso: Corumbá, Pantanal da Nhecolândia, Fazenda 

Nhumirim, Salina da Ponta (18º59’00”S e 56º39’35”W) col. K.R.S. Santos, 04.V.2007. 

Amostra de cultura (CCIBt 3265). 

 

SP427.779 – BRASIL. Mato Grosso: Corumbá, Pantanal da Nhecolândia, Fazenda 

Nhumirim, Salina da Reserva (18º57’42”S e 56º37’26”W) col. C.F.S. Malone, 22.IV.2008. 

Amostra de cultura (CCIBt 3277). 

 

SP427.780 – BRASIL. São Paulo: São Paulo, Aquário de água doce (23º32'51" S e 46º38'10" 

W) col. S.M.P.B. Guimarães, 2009. Amostra de cultura (CCIBt 3279). 

 

SP427.781 – BRASIL. Mato Grosso: Corumbá, Pantanal da Nhecolândia, Fazenda Firme, 

Salina Rondom (19°13’29”S e 56°57’14”W) col. C.F.S. Malone, 10.X.2010. Amostra de 

cultura (CCIBt 3322). 
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SP427.782 – BRASIL. Mato Grosso: Corumbá, Pantanal da Nhecolândia, Fazenda Firme, 

Salina Rondom (19°13’29”S e 56°57’14”W) col. C.F.S. Malone, 10.X.2010. Amostra da 

natureza correspondente a linhagem CCIBt 3322.  

 

SP427.783 – BRASIL. São Paulo: São Luís do Paraitinga, Parque Estadual da Serra do Mar, 

Núcleo Santa Virgínia (23º20’12”S e 45º08’44”W) col. W.A. Gama-Jr., 22.II.2010. Amostra 

de cultura (CCIBt 3412). 

 

SP427.784 – BRASIL. Mato Grosso: Corumbá, Pantanal do Miranda, Base de Estudos da 

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (19°34’S e 57°01’W) col. C.F.S. Malone, 

10.X.2010. Amostra de cultura (CCIBt 3446). 

 

SP427.785 – BRASIL. Mato Grosso: Corumbá, Pantanal do Miranda, Base de Estudos da 

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (19°34’S e 57°01’W) col. C.F.S. Malone, 

10.X.2010. Amostra da natureza correspondente a linhagem CCIBt 3446.  

 

SP427.786 – BRASIL. São Paulo: São Luís do Paraitinga, Parque Estadual da Serra do Mar, 

Núcleo Santa Virgínia (23º20’12”S e 45º08’44”W) col. W.A. Gama-Jr., 22.II.2010. Amostra 

de cultura (CCIBt 3447). 

 

SP427.787 – BRASIL. Mato Grosso: Corumbá, Pantanal do Miranda, Base de Estudos da 

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (19°34’S e 57°01’W) col. C.F.S. Malone, 

10.X.2010. Amostra de cultura (CCIBt 3448). 

 

SP 427.788 – BRASIL. Mato Grosso: Corumbá, Pantanal do Miranda, Base de Estudos da 

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (19°34’S e 57°01’W) col. C.F.S. Malone, 

10.X.2010. Amostra da natureza correspondente a linhagem CCIBt 3448.  

 

SP427.789 - BRASIL. São Paulo: Cananéia, Parque Estadual da Ilha do Cardoso, Núcleo 

Perequê (25º04’08”S e 47º55’88”W) col. W.A. Gama-Jr. & C.F.S. Malone, 29.VI.2010. 

Amostra de cultura (CCIBt 3449). 

 

SP427.883 - BRASIL. São Paulo: Cananéia, Parque Estadual da Ilha do Cardoso, Núcleo 

Perequê (25º04’08”S e 47º55’88”W) col. W.A. Gama-Jr. & C.F.S. Malone, 29.VI.2010. 

Amostra de cultura (CCIBt 3524). 
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SP427.790 - BRASIL. São Paulo: Cananéia, Parque Estadual da Ilha do Cardoso, Núcleo 

Perequê (25º04’08”S e 47º55’88”W) col. W.A. Gama-Jr. & C.F.S. Malone, 29.VI.2010. 

Amostra de cultura (CCIBt 3465). 

 

SP427.791 - BRASIL. São Paulo: Cananéia, Parque Estadual da Ilha do Cardoso, Núcleo 

Perequê (25º04’08”S e 47º55’88”W) col. W.A. Gama-Jr. & C.F.S. Malone, 29.VI.2010. 

Amostra da natureza correspondente a linhagem CCIBt 3465. 

 

SP427.792 – BRASIL. São Paulo: São Paulo, Aquário de água doce (23º32'51" S e 46º38'10" 

W) col. B. Pellegrini, 2009. Amostra de cultura (CCIBt 3523). 

 

SP427.930 – BRASIL. Mato Grosso: Corumbá, Pantanal do Miranda, Base de Estudos da 

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (19°34’S e 57°01’W) col. C.F.S. Malone, 

10.X.2010. Amostra de cultura (CCIBt 3466). 

 

SP427.931 – BRASIL. Mato Grosso: Corumbá, Pantanal do Miranda, Base de Estudos da 

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (19°34’S e 57°01’W) col. C.F.S. Malone, 

10.X.2010. Amostra de cultura (CCIBt 3468). 

 

SP427.932 – BRASIL. São Paulo: São Paulo, Aquário de água doce (23º32'51" S e 46º38'10" 

W) col. B. Pellegrini, 2009. Amostra da natureza correspondente a linhagem CCIBt 3523.  

 

SP428.678 - BRASIL. São Paulo: Cananéia, Parque Estadual da Ilha do Cardoso, Núcleo 

Perequê (25º04’08”S e 47º55’88”W) col. W.A. Gama-Jr. & C.F.S. Malone, 29.VI.2010. 

Amostra da natureza correspondente a linhagem CCIBt 3524.  

 

SP428.679 - BRASIL. São Paulo: Peruíbe, Estação Ecológica Juréia-Itatins (24° 24.146’S e 

47° 03.648’W) col. W.A. Gama-Jr., G.S. Hentschke, C.F.S. Malone & C.L. Sant’Anna, 145, 

15.VIII.2011. Amostra de cultura (CCIBt 3570). 

 

SP428.680 - BRASIL. São Paulo: Peruíbe, Estação Ecológica Juréia-Itatins (24° 24.146’S e 

47° 03.648’W) col. W.A. Gama-Jr., G.S. Hentschke, C.F.S. Malone & C.L. Sant’Anna, 145, 

15.VIII.2011. Amostra de cultura (CCIBt 3571). 
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SP428.681 – BRASIL. Mato Grosso: Corumbá, Pantanal do Miranda, Base de Estudos da 

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (19°34’S e 57°01’W) col. C.F.S. Malone & C.L. 

Sant’Anna, 06.V.2012. Amostra de cultura (CCIBt 3572). 

 

SP428.682 – BRASIL. Mato Grosso: Corumbá Pantanal do Miranda, Base de Estudos da 

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (19°34’S e 57°01’W) col. C.F.S. Malone & C.L. 

Sant’Anna, 06.V.2012. Amostra de cultura (CCIBt 3573). 

 

SP428.683 – BRASIL. Mato Grosso: Corumbá, Pantanal do Miranda, Base de Estudos da 

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (19°34’S e 57°01’W) col. C.F.S. Malone & C.L. 

Sant’Anna, 06.V.2012. Amostra de cultura (CCIBt 3595). 

 

SP428.684 – BRASIL. Mato Grosso: Pantanal da Nhecolândia, Fazenda Guanandi, Lagoa 

Salitrada (19°01’27”S e 55°55’28”W) col. K.R.S. Santos, 25.X.2011. Amostra de cultura 

(CCMA-UFSCAR 374). 

 

SP428.685 – BRASIL. São Paulo: São Paulo, Represa Billings (23º47’ S e 46º40’W) col. C.L. 

Sant’Anna, 16.IV.2000. Amostra de cultura (CCIBt 3162).  

 

SP428.686 – BRASIL. Rio Grande do Sul: Porto Alegre, Jardim Botânico, Coletor Vera 

Regina Werner (30°03'06.07" S e 51°10'37.95"W) col. V.R. Werner, 17.IV.2007. Amostra de 

cultura (CCIBt 3261). 

 

SP428.687 - BRASIL. São Paulo: Cananéia, Parque Estadual da Ilha do Cardoso, Núcleo 

Perequê (25º04’08”S e 47º55’88”W) col. W.A. Gama-Jr. & C.F.S. Malone, 29.VI.2010. 

Amostra de cultura (CCIBt 3469). 
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8. ANEXO 2 

 

 

 

 



163 

 

 

 

 



164 

 



165 

 



166 

 



167 

 

 

 

 

 

 



168 

 

 

 



169 

 



170 

 



171 

 



172 

 

 

 


