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RESUMO

Taxonomia, gendmica e potencial funcional da cianobactéria Oxynema sp. CENA135

Oxynema é um género derivado do polifilético Phormidium, cujas poucas espécies
registradas foram encontradas em ambientes de manguezal, marinhos, ou com alto teor de sal.
As informacOes taxondmica e gendmica, Sa0 quase inexistentes para ogénero, com algumas
excecdes de sequéncias de 16S RNAr e ITS 16S-23S disponiveis nos bancos de dados. Estudos
anteriores realizados com a cianobactéria isolada do manguezal Brasileiro Oxynema sp.
CENA135 mostraram 0 seu potencial em sintetizar sidero6foros, hidrocarbonetos alifaticos,
substancias anticancerigena e antimicrobiana, além de sua eficacia na degradacdo de alguns
tipos de corantes téxteis. Neste trabalho, a linhagem Oxynema sp. CENA135 foi analisada sob
uma abordagem polifasica (morfologia, habitat, filogendmica, filogenia do gene de 16S RNAr
e estrutura secundaria do ITS 16S-23S), incluindo a busca de genes ou agrupamentos génicos
envolvidos na biossintese de produtos naturais e a deteccdo de bactérias associadas. Apos a
caracterizacdo morfologica usando microscopia Optica e de varredura, realizou-se o
sequenciamento gendmico de uma biblioteca “mate pair” na plataforma HiSeq (Illumina). Este
¢ o primeiro genoma do género Oxynema e, portanto, para a montagem foi usado o método de
novo que resultou em 11 sequéncias contiguas em um tamanho total de 6,2 Mpb, com N50 de
3.591.108 pb, percentual G:C de 51,6% e cobertura média de 190x. O programa checkM
estimou uma alta integridade do genoma (99,29%) e poucas contaminacfes (1,22%). A
mineracdo do genoma revelou um potencial para biorremediacdo pela presenca de genes
envolvidos na resisténcia de cobre, cobalto, zinco, cddmio, mercurio e detoxificacdo de arsénio,
bem como a possivel participacdo da enzima lacase na descolorizacéo de corantes téxteis. Além
disso, foram anotados agrupamentos génicos potencialmente ligados a biossintese e transporte
do siderdforo schizokinen, bacteriocinas e um pigmento terpeno. Outros agrupamentos génicos
envolvidos na sintese de metabolitos de interesse industrial como hidrocarbonetos alcanos,
cianoficina e polihidroxialcanoatos foram identificados. Alguns genes anotados com funcéo de
exportacdo de sideroforos e antibidticos, um precursor de bacteriocina e o agrupamento génico
da bacteriocina LAP foram encontrados em ilhas genémicas preditas, sugerindo um possivel
fendmeno de transferéncia horizontal conferindo mecanismos de resisténcias. Algumas
sequéncias contaminantes foram recuperadas e identificadas como pertencentes ao filo
Proteobacteria (Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria e Betaproteobacteria). Sequéncias
dos taxons de Alphaproteobacteria, especificamente da ordem Rhizobiales apresentaram
regides codificantes envolvidos em fungdes semelhantes e complementares a Oxynema. As
analises morfoldgicas e das estruturas secundarias D1-D1’ e BoxB quando comparadas com a
da linhagem tipo (O. thaianum CCALA 960) sugerem uma nova espécie. Esse estudo contribui
para a sistematica do filo Cyanobacteria e para o conhecimento do potencial da linhagem na
sintese de produtos naturais.

Palavras-chave: Manguezal, Filogendmica, Bioinformatica, Produtos naturais, Cianosfera



ABSTRACT

Taxonomy, genomics and functional potential of the cyanobacteria Oxynema sp.
CENA135

Oxynema is a derivated genus from the polyphyletic Phormidium and with few
registered species, which were found in mangroves, marine or high salinity environments. The
taxonomic and genomic informations are almost nonexisting for this genus, with a few
exceptions of 16S rRNA and 16S-23S ITS sequences available at databases. Previous studies
performed with Oxynema sp. CENA135 isolated from a Brazilian mangrove showed its
potential to synthesize siderophores, aliphatic hydrocarbons, anticancer and antibiotic
substances, besides its effective degradation of some types of textile dyes. In this work, the
strain Oxynema sp. CENA135 was analyzed under a polyphasic approach (morphology, habitat,
phylogenomics, phylogeny of the 16S rRNA gene and secondary structure of 16S-23S ITS),
including the search for genes or gene clusters related to the biosynthesis of natural products
and the detection of associated bacteria. After morphological characterization using an optic
and a scanning microscopes, the genomic sequencing was performed from a mate pair library
at the HiSeq (Illumina) platform. This is the first genome of the genus Oxynema and, therefore,
for its assembly it was used a de novo method resulting in 11 scaffolds in a total size of 6.2
Mbp, with N50 of 3,591,108 pb, GC content of 51.6% and average coverage of 190x. The
checkM software estimated a high completeness of the genome (99.29%) and few
contaminations (1.22%). Genome mining revealed a biorremediation potential due to the
presence of genes related to resistance of copper, zinc, cobalt, cadmium and mercury, arsenic
detoxification, as well as a possible participation of the laccase enzyme in the decoloration of
textile dyes. Furthermore, gene clusters potentially linked to the biosynthesis and transport of
the schizokinen siderophore, bacteriocins and a terpene pigment were annotated. Other gene
clusters involved in the synthesis of metabolites with industrial interest, such as alkane
hydrocarbons, cyanophycin and polyhydroxyalkanoates were identified. Some of the annotated
genes with antibiotic and siderophore exportation functions, a bacteriocin precursor and a
bacteriocin LAP gene cluster were found at predicted genomic islands, suggesting a possible
horizontal transfer phenomenon conferring resistance mechanisms. Contaminating sequences
were recovered and identified as belonging to the Proteobacteria Phylum (Alphaproteobacteria,
Gammaproteobacteria and Betaproteobacteria). Sequences from Alphaproteobacteria taxa,
specifically of the order Rhizobiales, showed coding regions related to similar and
complementary functions of Oxynema. Analyzes of the morphology and secundary structures
D1-D1’ and BoxB compared to the type strain (O. thaianum CCALA 960) suggest a new
species. This study contributes to the systematic of the Cyanobacteria Phylum and to the
knowledge of the potential of this strain to synthesizes natural products.

Keywords: Mangrove, Phylogenomics, Bioinformatics, Natural products, Cyanosphere
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1. INTRODUCAO

As cianobactérias pertencem a um grupo antigo de bactérias fotossintéticas que
remontam a 3.500 milhdes de anos, de morfologia altamente variavel e com capacidades
fisioldgicas distintas que favorecem sua sobrevivéncia em uma ampla faixa de habitats,
incluindo regifes extremas. Toda sua historia evolutiva esta refletida nos seus genomas, cujos
sequenciamentos estdo sendo facilitados pelo rapido desenvolvimento de tecnologias. Isto tem
desencadeado um aumento de genomas disponiveis nas bases de dados, 0s quais sdo
frequentemente utilizados na analise evolutiva e na busca de agrupamentos génicos envolvidos
na sintese de produtos naturais.

A taxonomia das cianobactérias tém sido bastante conturbada e atualmente vérias
propostas de classificacdo estdo baseadas na filogenia de genomas (LANG; DARLING;
EISEN, 2013; KOMAREK etal., 2014; WALTER, JULINE Metal., 2017; WALTER, JULINE
M. et al., 2017; PARKS et al., 2018; YOKONO; SATOH; TANAKA, 2018). Embora esse
método confira resolugdo na identificacao dos taxons, a dependéncia da diversidade, quantidade
e qualidade dos genomas tém limitado a designacao de género e espécie; em especial para
taxons pouco estudados ou géneros novos. Anteriormente, sequéncias parciais do gene 16S
RNAr dentre outros marcadores moleculares filogenéticos (tais como ITS 16S-23S, rpoB, gyrB)
foram amplamente usados para identificacdo de cianobactérias e apenas em altos niveis
taxondmicos como ordem, familia e género (SHARIATMADARI et al., 2017). Por exemplo,
as sequéncias de ITS 16S-23S RNAr sdo usualmente usadas como ferramentas para
identificacdo de espécies e subespécies bacterianas (ITEMAN et al., 2000; JENG et al., 2001;
NAKANISHI et al., 2005; WANG et al., 2008; RAJENDHRAN; GUNASEKARAN, 2011;
MARTIIN et al., 2019).

A classificacdo moderna utiliza informacdes genéticas que estdo nos genomas e,
portanto, sdo obtidas por sequenciamento. Entretanto, por muito tempo, os dados morfolégicos,
de ultraestrutura, ecologia e fisiologia forneceram a base das primeiras revisdes taxonémicas
do filo e formaram os pilares na sistematica de cianobactérias. A juncdo desses critérios
taxonémicos tradicionais e as analises moleculares foi denominada de abordagem polifasica
(VANDAMME et al., 1996; KOMAREK, 2006; KOMAREK et al., 2014; PALINSKA;
SUROSZ, 2014; KOMAREK, 2016, 2018). Continuamente, novos géneros s&o incorporados
ao filo seguindo a taxonomia polifasica moderna (CHATCHAWAN et al., 2012; STOYANOV
et al., 2014; MARTINS; BRANCO, 2016; BUCH; MARTINS; BRANCO, 2017; MARTINS;
MACHADO-DE-LIMA; BRANCO, 2019), assim como, varias novas linhagens tipos sao
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denominadas (RAMOS; MORAIS; VASCONCELOS, 2017). No entanto, a taxonomia das
cianobactérias continua sendo aperfeicoada na tentativa de encontrar a melhor abordagem,
inclusive com discussdes sobre os critérios evolutivos baseados unicamente nos genomas e a
abordagem polifasica, na qual a filogenémica esta incluida.

Os genomas cianobacterianos também sdo constantemente estudados devido ao
potencial destes organismos como fonte de produtos naturais, dentre eles as atividades
antimicrobianas, citotoxicas, antioxidantes, entre outras (DEMAY et al., 2019). Além disso, as
cianobactérias mostram potencial como fertilizantes do solo (SINGH et al., 2016), componentes
de biocombustiveis e polimeros de relevancia industrial (BALAKRISHNA PILLALI,
KUMARAPILLALI, 2017; DU; LI; ZHOU, 2019b; KUDO; HAYASHI; ARAI, 2019), e na
producdo de quelantes de metais com atrativo interesse para a medicina e biorremediacéao
(KHAN; SINGH; SRIVASTAVA, 2018; ARSTOL; HOHMANN-MARRIOTT, 2019).

Uma abordagem de bioinformética para a descoberta dessas moléculas é a mineracao
gendmica (MACHADO; TUTTLE; JENSEN, 2017), a qual torna possivel vincular produtos
naturais conhecidos a agrupamentos de genes biossintéticos (BGC), ou direciona-los para
codificar novas substancias, ou derivados dentro de classes estruturais de interesse
(DITTMANN et al., 2015; MACHADO; TUTTLE; JENSEN, 2017).

Estudos tém relatado que as cianobactérias da ordem Oscillatoriales produzem o maior
namero de familias de metabdlitos, seguidas das linhagens pertencentes a ordem Nostocales
(DEMAY et al., 2019). No entanto, existem varios membros de Oscillatoriales pouco
explorados, com géneros novos sem genomas representativos (Oxynema, Laspinema,
Koinonema, Sodalinema, Ammasolinea, Pycnacronema, entre outras) ou com escassos
sequenciamentos de espécies.

A linhagem CENA135 pertencente ao género Oxynema tém sido associada a producao
de diversos produtos naturais e inclusa em algumas analises filogenéticas baseadas em um gene,
porém estudos envolvendo este género sdo escassos. O presente estudo forneceu o primeiro
genoma do género, vinculando os metabolitos relatados em trabalhos anteriores a agrupamentos

génicos do seu genoma, além de fornecer informagé&o sobre as bactérias associadas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Taxonomia do género Oxynema

Ao longo dos ultimos 40 anos, grandes avancos na area de estudos taxonémicos de
cianobactérias foram realizados devido ao aumento do nimero de linhagens em cultivos e de
dados de sequencias de DNA disponiveis. A taxonomia atual do filo inclui analises moleculares,
critérios classicos de morfologia, ultraestrutura, bioquimica, ecofisiologia e habitat e o estudo
polifasico tem sido adotado com o uso combinado desses critérios taxonémicos (VANDAMME
et al., 1996; KOMAREK, 2006; PALINSKA; SUROSZ, 2014; KOMAREK, 2016, 2018). A
determinacdo da posicdo filogenética de um gene marcador ou genoma tem sido comumente
adotado como o primeiro passo para 0 processo de classificagdo (STRUNECKY; ELSTER;
KOMAREK, 2011). Vérios representantes, de grupos complexos e taxonomicamente
problematicos em cianobactérias, como o grupo LPP (Lyngbya, Plectonema e Phormidium)
(sensu Rippka et al. 1979), foram bastante discutidos e revisados com este método, gerando-se
tdxons novos e recategorizacdes nas revisdes taxondmicas mais atualizadas.

Uma das mais robustas revisdes da ordem Oscillatoriales foi elaborada por Komarek
& Anagnostidis (2005) utlizando critérios filogenéticos e tradicionais na classificacdo. Nesse
estudo, as cianobactérias do tradicional e polifilético género Phormidium Kiitzing ex Gomont
(1892) foram divididas de I a V111 grupos taxondmicos apenas baseados na morfologia da célula
apical dos tricomas e em alguns casos de acordo ao habitat. Este género Phormidium Kitzing
ex Gomont (1892) foi usado no passado para abranger morfotipos amplamente distribuidos
(CASTENHOLZ et al., 2001; MARQUARDT; PALINSKA, 2007). Por exemplo, o grupo |
estava formado por morfotipos com células apicais apontadas e de afinamento agucgado, no qual
0 nicho ecoldgico também desempenhou um carater distintivo, pois as espécies desse grupo
foram registradas de habitats halofilicos, com menor frequéncia em fontes termais e solo com
maior teor de sal. A heterogeneidade do género foi comprovada em varios relatados
(STRUNECKY; ELSTER; KOMAREK, 2011; CASAMATTA et al., 2012; HASLER et al.,
2014; MALONE et al., 2015; MARTINS; BRANCO, 2016; BUCH; MARTINS; BRANCO,
2017; MARTINS; MACHADO-DE-LIMA; BRANCO, 2019), reforcando questdes sobre a
fragilidade dos dados morfoldgicos na delimitacdo da taxa (MARTINS; BRANCO, 2016).
Varios géneros ja tem sido derivados do género Phormidium, entre eles, o novo género
Oxynema foi separado do grupo | (CHATCHAWAN et al., 2012) de acordo a filogenia do gene
de 16S RNAr, com a primeira linhagem descrita Oxynema thaianum CCALA960, isolada de
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um ambiente hipersalino na provincia de Petchaburi, Tailandia, (CHATCHAWAN et al. 2012).
As espécies Phormidium lloydianum (syn. Oscillatoria lloydiana) e Phormidium acuminatum
(syn. Oscillatoria acuminata), sendo esta Ultima uma cianobactéria termal, foram relatadas
como Oxynema lloydianum e Oxynema acuminatum, devido a proximidade morfologica das
exsicatas (Colecdo das cryptogames no Herbarium MNHN Paris - PC) com a holétipo O.
thaianum CCALA960 (Chatchawan et al., 2012). N&o obstante, a cianobactéria Oscillatoria
acuminata PCC 6304 (RIPPKA AND HERDMANN, 1992) foi separada em um clado externo
do novo género Oxynema, mantendo sua nomenclatura no GenBank do Centro Nacional para a
Informacéo Biotecnoldgica (NCBI).

O género Oxynema esta situada na familia Microcoleaceae, ordem Oscillatoriales e
filo Cyanobacteria (KOMAREK, KASTOVSKY, MARES, & JOHANSEN, 2014). As espécies
registradas na AlgaeBase (GUIRY & GUIRY, 2019) e CyanoDB (HAUER & KOMAREK,
2019) para o género sdo O. thaianum, O. acuminatum, O. lloydianum e O. aestuarii; esta Gltima
foi introducida apenas como sugestdo de nova espécie. Em geral, as citacdes do género estdo
ligadas a estudos taxonémicos (BHUVANESHWARI, DEVIRAM, UMA, & PRABAHARAN,
2016; CHAKRABORTY et al., 2018; CHATCHAWAN et al., 2012) ou descritos em
levantamentos ecoldgicos (HOKMOLLAHI, RIAHI, SOLTANI, SHARIATMADARI, &
MEYBODI, 2017; RAMOS et al., 2017; RAMOS et al., 2018), dos quais ainda sdo pouco
frequentes. Uma linhagem relacionada devido a sua proximidade filogenética é a CENA135
(CHATCHAWAN et al., 2012), encontrada no solo proximo a floresta do manguezal da llha
do Cardoso, Sao Paulo-Brasil (RIGONATO, 2010). Inicialmente, a CENA135 foi identificada
como Phormidium baseada nas caracteristicas autapomorficas do grupo | do género
(GENUARIO, 2010). O estudo de Silva-Stenico et al. (2012) mostrou que apesar de estarem
vagamente relacionados, a linhagem do manguezal brasileiro agrupou em um ramo interno com
Phormidium pseudopristleyi ANT.ACEV5.3 da Antartica embora o valor de reamostragem ter
sido de apenas 58%. Dessa maneira, a sequéncia do gene 16S RNAr da linhagem foi depositada
no Genbank (NCBI) nomeada como Phormidium sp. CENA135 (n° de acesso HQ730084).
Posteriormente, a analise filogenética de Chatchawan et al. (2012) mostrou um clado bem
suportado, formado pela linhagem O. thaianum CCALA 960 do novo género Oxynema e a
referida linhagem CENA135, cujas sequéncias do gene de 16S RNAr apresentaram 98,8% de
identidade entre si (SILVA et al., 2014). Com o que a linhagem foi renomeada a Oxynema sp.
CENAZ135, sem identificacdo ao nivel de espécie até 0 momento. Esquemas representativos das

atuais espécies do género Oxynema e a linhagem CENA135 observam-se na Figura 1.
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C:19-51um C:2,2-3 um L:8-9pum
L:2,7 - 3,4 ym L:7,5-9 um

Solo do manguezal Salinas de Agua salina

da llha do Cardoso, Petchaburi, e salobra,

Brasil Tailandia Franga

C:1.5-25um L:3-5um C:1-24pum
L:2-2.5pum L:3-4pm

Biofilme da superficie Fonte termal, Esteira bentonica
do solo, llha Sagar, provavelmente em fontes termais,

India cosmopolita Ird

Figura 1. Filamentos dos morfotipos descritos no género Oxynema. A. Oxynema sp. CENA135
(Phormidium sp. CENA135). B. Oxynema thaianum CCALA960, linhagem tipo do género. C. Oxynema
lloydianum Chatchawan, Komarek, Strunecky, Smarda & Peerapornpisal 2012 (Oscillatoria lloydiana
Gomont 1899). D. Oxynema aestuarii Chakraborty & Mukherjee 2018. E. Oxynema acuminatum
Chatchawan, Komarek, Strunecky, Smarda & Peerapornpisal 2012 (Oscillatoria acuminata Gomont
1899) sensu Anagnostidis 1961. F. Laspinema thermalis Heidari & Hauer 2018, espécie mais proxima
do género Oxynema.

2.2. Cianobactérias do manguezal

Os manguezais sdo ecossistemas costeiros de transicdo entre terra, mar e rios;
encontrados em regiGes tropicais e subtropicais ao redor do mundo (KATHIRESAN;
BINGHAM, 2001; GHIZELINI; MENDONCA-HAGLER; MACRAE, 2012). No Brasil, 0s
manguezais ocuparam areas de aproximadamente 9900 km? em 2018, do qual 85% da cobertura
esta distribuido nos estados do Maranhdo, Para, Amapé e Bahia (DINIZ et al., 2019). No
entanto, dos primeiros levantamentos de diversidade que abrangeram identificacbes de
cianobactérias em manguezais brasileiros foram realizados no litoral do estado de Sdo Paulo
(BRANCO et al., 1991, 1996, 1997; GENUARIO, 2010). Entre eles, os principais manguezais
estudados sdo o manguezal da llha de Cardoso, um ambiente conservado e protegido do
desenvolvimento e impactos antropogénicos, e 0 manguezal de Bertioga, referida como uma
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area que foi submetida a um derramamento de 6leo em outubro de 1983 (RIGONATO et al.,
2013). Usando a abordagem polifésica na determinagdo taxondmica de cianobacterias coletadas
do solo, 4gua e amostras periféricas em ambos ecossistemas, Silva et al. (2014) atingiram a
identificacio de 50 linhagens cultivaveis dos géneros Synechococcus, Cyanobium,
Cyanobacterium, Clorogloea, Leptolyngbya, Phormidium, Nostoc e Microchaete, incluindo
linhagens do género Nodosilinea e Oxynema sp. CENA135, derivados por filogenia. Em
filosfera de plantas, as ordens predominantes foram Nostocales e Oscillatoriales (RIGONATO
et al., 2012), das quais Phyllonema, Foliisarcina e Kryptousia foram derivadas como géneros
novos (ALVARENGA et al., 2016, 2017).

Os manguezais representam um ecossistema complexo e dindmico de condiges
severas como alta salinidade temperatura, sedimentacdo, marés extremas e solos anaerdbios
turvos (THOMPSON et al., 2013; GENUARIO et al., 2019). Os gradientes de salinidade,
estabelecidos por inundac@es e variagfes das marés, influenciaram fortemente a composicao
da comunidade de cianobactérias nos sedimentos de ambos manguezais (RIGONATO et al.,
2013). As variacdes na disponibilidade de oxigénio nos sedimentos dos manguezais,
promovidas pelo regime das marés, também ocasionam que as transformacdes dos compostos
e a ciclagem de nutrientes sejam adaptadas as mudancas do oxigénio (ANDREOTE et al.,
2012), o qual é frequentemente reduzido pelas imensas quantidades de matéria orgénica
provenientes do mangue. Em consequéncia, outros nutrientes, em especial nitrogénio (N) e
fésforo (P), nem sempre disponiveis para todos 0s organismos, sdo encontrados em baixa
concentracdo (DUARTE et al., 2012). Possiveis relacbes mutualistas entre microrganismos e
plantas do manguezal foram sugeridas ante a colonizacdo das raizes de mangue pela bactéria
fixadora de N., Marinobacterium mangrovicola, em um processo estimulado pela falta de uma
fonte externa de carbono (ALFARO-ESPINOZA; ULLRICH, 2015). Rigonato et al. (2018)
observaram uma correlagao positiva da estrutura da comunidade entre bactérias e cianobactérias
diazotroficas, sugerindo a importancia funcional desse filo como fixadores de nitrogénio em
solos de manguezais. Outro mecanismo utilizado por cianobactérias e algumas bacterias
heterotroficas é a acumulacdo de polimeros ricos em nitrogénio como cianoficina (WATZER;
FORCHHAMMER, 2018; ZHANG; YANG, 2019).

As cianobactérias também resultaram ser relevantes para recuperagdo de manguezais
degradados, como bioestimulantes ou na biorremediacdo (ALVARENGA et al., 2015), na
descolorizacdo de corantes téxteis (SILVA-STENICO et al., 2012; DELLAMATRICE et al.,
2017) e como promotoras do crescimento de plantas (SINGH, 2014b).
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2.3. Metabdlitos secundarios em cianobactérias do manguezal

As cianobactérias sao uma fonte prolifica de metabdlitos secundarios, também
denominados produtos naturais, com estruturas quimicas complexas e atividades biologicas
variadas (DITTMANN et al., 2015). Estas moléculas tem, geralmente, baixo peso molecular e
ndo sdo consideradas essenciais para o crescimento, desenvolvimento ou reproducao normal de
um organismo, porém, capacitam ao organismo produtor a sobreviver a competi¢ao entre
espécies, fornecem mecanismos defensivos contra o estresse e facilitam os processos
reprodutivos (MANDAL; RATH, 2015).

Viarios produtos naturais de distintas classes ja foram relatados em isolados
cianobacterianos de manguezais. Compostos volateis como 4cidos, alcoois, aldeidos graxos,
ésteres, cetonas e hidrocarbonetos alifaticos foram detectados em extratos das cianobactérias
do manguezal brasileiro Cyanobium sp. CENA178, Cyanobium sp. CENA181, Nostoc sp.
CENA175 e Oxynema sp. CENA135 (ARMSTRONG et al., 2019). Adicionalmente, diversos
testes comprovaram a atividade antifiingica e antimicrobiana de cianobactérias do manguezal.
Inclusive andlises contra patdgenos humanos e de plantas foram realizadas obtendo resultados
positivos (SAKTHIVEL; KATHIRESAN, 2012; SILVA et al., 2014; DUPERRON et al., 2019).
Outro assunto que mobiliza particularmente a atengdo € o potencial anticancerigeno de algumas
linhagens destes ambientes. Recentemente, espécies de Oxynema, Nodosilinea, Chlorogloea,
Cyanobium, e Halotia (SHISHIDO et al., 2019) revelaram atividade contra leucemia mieldide
aguda (LMA) induzindo apoptose ou morte celular, entre elas, a linhagem Oxynema sp.
CENA135 e Cyanobium sp. CENA154 tinham manisfestado anteriormente atividade
antitumoral contra carcinoma do colon (CT-26) (SILVA-STENICO et al., 2013).

Em contraste, as cianobactérias também podem ter um impacto nocivo para a satde
humana e animal, podendo liberar uma variedade de metabdlitos toxicos, denominados
cianotoxinas (SCIUTO; MORO, 2015). Cianobactérias isoladas de esteiras e pneumatdforos de
mangues no Mar Vermelho da Arabia Saudita, foram detectadas causando toxicidade em
Artemia salina (MOHAMED; AL-SHEHRI, 2015). Este estudo também detectou, nas leituras
de espectrometria de massas, cianotoxinas tipo microcistina nos extratos cianobacterianos de
Aphanothece elabens, Leptolyngbya tenuis, Oscillatoria tenuis e Calothrix breviarticulata,
além de saxitoxina nos extratos de Lyngbya majuscula, Leptolyngbya tenuis e Oscillatoria

accuminata.
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Grande parte da diversidade quimica dos produtos naturais observada na natureza é
atribuida as vias biossintéticas versateis de peptideo sintase ndo-ribossdmica (NRPS) e
policetideo sintase (PKS) (WELKER; DOHREN, VON, 2006; HERDMAN et al., 2013;
WANG et al., 2014). Aproximadamente o 70% de genomas de cianobactérias codificam por
agrupamentos de genes NRPS ou PKS (HERDMAN et al., 2013; CALTEAU et al., 2014). De
outro lado, os peptideos ribossdmicos sintetizados e poés-traduzidos (RiPPs), também sdo
denominados de produtos naturais do peptideo ribossémico (PNPRs). Esta classe de produtos
naturais expandiram-se rapidamente nos Gltimos anos, destacando por sua potente atividade
antibiotica, assim como co-fatores, moléculas de sinalizagdo, compostos anticancerigenos, anti-
HIV e toxinas (HUDSON; MITCHELL, 2018). Em cianobactérias, os metabdlitos mais
representativos das vias RiPPs sdo as microviridinas e as cianobactinas. No entanto, a maioria
dos produtos finais de vias RiPPs sdo atualmente desconhecidos (CALTEAU et al., 2014;
DITTMANN et al., 2015) e a identificacdo de novas familias, com poucos membros para
construir um modelo estatisticamente representativo e a anotacdo dos peptideos precursores
frequentemente curtos a partir de dados genémicos, € um desafio constante na era genémica
(HETRICK; DONK, VAN DER, 2017).

Metabdlitos sintetizados por outras vias também sdo distribuidos nos genomas de
cianobactérias, sendo que uma ampla gama de alcaloides, terpenos e hidrocarbonetos derivados
de acidos graxos também sdo descritos em literatura. Um exemplo cléassico é o alcaloide
saxitoxina, denominados como venenos paralisantes tipo neurotoxina (HACKETT et al., 2013;
DITTMANN; FEWER; NEILAN, 2013; LOPES et al., 2015).

2.3.1. Biossintese de Peptideos Ndo Ribossomais

Os peptideos ndo ribossémicos e policetideos sdo sintetizados em grandes complexos
enzimaticos nao ribossomais peptideos sintetase (NRPS) e policetideo sintase (PKS),
respectivamente (MARTINEZ-NUNEZ; LOPEZ, 2016). Os complexos enzimaticos NRPS e
PKS s&o similares em sua logica bioquimica. Uma linha de montagem NRPS ou PKS consiste
em varios mddulos, com cada modulo responsavel pela selegéo e adigdo de um Unico substrato
ao alongamento da cadeia de moléculas. A ordem dos modulos geralmente dita a sequéncia de
cadeia peptidica ou policetidica, e é referida como a regra de co-linearidade. Dentro de cada
modulo existem séries de dominios, cada um responsavel por uma reagdo enzimatica especifica
(MICALLEF et al., 2015).
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Os NRPSs sdo geralmente definidos como enzimas modulares multiplas (WANG,
FEWER, HOLM, ROUHIAINEN, & SIVONEN, 2014). O mddulo basico de NRPS ¢
constituido por um dominio de adenilagdo (A) responsavel pela selecdo do substrato, uma
proteina transportadora peptidica (PCP) que amarrae o substrato ao complexo enzimatico e um
dominio de condensacéo (C) para catalisar a formacdo da ligagdo peptidica e alongamento da
cadeia (MICALLEF et al., 2015). No entanto, enzimas NRPS ndo modulares sdo encontradas
em vias biossintéticas de sider6foros (WANG et al., 2014).

Analogo ao NRPS, um modulo PKS minimo consiste em um dominio de aciltransferase
(AT), proteina transportadora de acila (ACP) e dominio de cetossintase (KS), respectivamente.
As PKSs podem diferir na organizagdo de dominios cataliticos, com o que estdo atualmente
divididos em trés tipos. PKSs Tipo I sdo enzimas multilaminadas grandes usando uma estratégia
modular, com cada moédulo sendo composto de dominios cataliticos responsaveis pelo
reconhecimento, ativacéo e condensacao de acil-CoA. Os sitios cataliticos de PKS tipo Il e tipo
I11 estdo organizados em proteinas separadas (Wang et al., 2014). Embora os genes PKS tipo |
sejam comuns entre as cianobactérias, os genes de PKS tipo Il e Il foram raramente
identificados (MICALLEF et al., 2015).

Existem metabdlitos hibridos obtidos da combinacdo modular de NRPS e PKS, por
exemplo a microcistina-LR é biossintetizada usando multi-enzimas dos modulos NRPS e PKS
e tem potencial como substancia principal para o tratamento do céncer devido a sua
citotoxicidade (KULTSCHAR; LLEWELLYN, 2018). Nesse sentido um determinado numero
de agrupamentos de genes biossintéticos hibridos de NRPS/PKS também foram identificados

em sequenciamento de genomas completos (MICALLEF et al., 2015).

2.3.2. Biossintese de Peptideos Ribossdémicos Modificados Pds-traducionalmente

Ao contrario dos peptideos ndo ribossomicos, que exigem grandes complexos
enzimaticos multimodulares para incorporar aminodcidos nao proteogénicos no componente
peptidico, os RiPPs sdo capazes de acessar um grau semelhante de diversidade quimica através
de extensas modificagdes pds-traducionais de um peptideo precursor sintetizado no ribossomo
(MCINTOSH; DONIA; SCHMIDT, 2009; STRIEKER; TANOVIC; MARAHIEL, 2010;
ORTEGA; DONK, VAN DER, 2016). O peptideo possui uma sequéncia lider de peptideo
anexada ao terminal-N do peptideo principal, que participa no reconhecimento de muitas das
enzimas de modificagdo pods-traducionais, assim também, de um segmento denominado de

peptideo principal ou regido central que serd transformado no produto natural (ARNISON et
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al., 2013) (;Error! No se encuentra el origen de la referencia.). No processo de modificagao
do peptideo principal, as regides adjacentes incluindo a lider sdo removidas para revelar o

produto final (ORTEGA; DONK, VAN DER, 2016).

Agrupamento génico

o = s e e

Peptideo precursor

l Protedlise e exportagcao

| PRPT |

Figura 2. Biossintese de peptideos ribossémicos sintetizados e pos-traduzidos, a partir do peptideo
precursor (modificado de Arnison et al., 2013).

As modificagdes pos-traducionais envolvem especialmente residuos de cistinas (Cys),
na qual a quimica do enxofre converte os tiois de cisteinas em dissulfetos (ciclotideos,
conopeptideos, lanthipeptideos, cianobactinas, lassopeptideos, sactipeptideos e glicocinas),
tioéteres (lanthipeptideos, sactipeptideos, faloidinas, alguns tiopeptideos), tiazol (peptideos,
cianobactideos, liocopeptideos e glicocinas) e sulfoxidos (lanthipeptideos, amatoxinas)
(ARNISON et al., 2013).

Bacteriocinas ¢ um termo utilizado para abrangir todos os peptideos antimicrobianos
secretados sintetizados no ribossomo. Neste caso, os genes para a modificacdo e exportacao
estdo localizados proximos ao gene precursor da bacteriocina, seguidos de transportadores
como transportadores ABC e exportadores dependentes de sec que sdo utilizados para a
secrecao (KUMARIYA et al., 2019).

Usualmente, os metabolitos secundérios tipo bacteriocinas sao sequéncias de
comprimento curto (20 a 60 aminoéacidos), cationicos e hidrofobicos, capazes de inibir tanto a
deterioracdo dos alimentos quanto as bactérias patogénicas do grupo Gram-negativo e Gram-
positivo, fornecendo assim uma nova estratégia de defesa (NES; HOLO, 2000; WALSH et al.,
2015; KUMARIYA et al., 2019). Devi e Halami (2013) atribuiram a transferéncia natural dos
genes envolvidos para a producdo de bacteriocinas entre microrganismos, por encontrar-se

operons génicos associados a plasmideos ou outros elementos genéticos moveis.
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De acordo com a classificagdo comumente empregada, as bacteriocinas sdo agrupadas
em trés classes. As bacteriocinas de classe I tipicamente compreendem de 19 a 50 aminoacidos
e sdo extensivamente modificadas apos a traducao, por exemplo, temos a lantionina, [3-
metilantionina, desidrobutirina, desidroalanina, labirintina, sendo a nisina a mais popular do
grupo (PARADA et al., 2007; LAY et al., 2016; KUMARIYA et al., 2019). Assim mesmo, esta
¢ subdividida nas classes Ia (lantibidticos), Ib (labirintopeptinas), Ic (sactibidticos) (Cuozzo et
al. 2001; Kumariya et al., 2019), Id (peptideos lineares contendo azol, LAPs), Ie (glicocinas) e
If (lagopeptideos) (EGAN et al., 2018). A classe II contém pequenos peptideos estaveis ao calor,
nao modificados, e pode ser subdividida em Ila (bacteriocinas do tipo pediocina), IIb
(bacteriocinas ndo modificadas com dois peptideos), Ilc (bacteriococinas circulares) e Ild
(bactérias-iocinas ndo modificadas, lineares, do tipo ndo-pediocina) (Belgismia et al., 2011;
Drider, Fimland, Hechard, McMullen, & Prevost, 2006; Kumariya et al., 2019; Oppegard et al.,
2007). A classe III ¢ conformada pelas bacteriocinas grandes e labeis ao calor, como a colina
produzida por E. coli, helveticina M e J, produzida por linhagens de Lactobacillus, além de e
enterolisina de Enterococcus faecalis (NILSEN; NES; HOLO, 2003; SUN et al., 2018;
KUMARIYA et al., 2019).

2.4. Siderdéforos

Em um ambiente dindmico como o manguezal, os microrganismos sao expostos
continuamente a mudangas em fontes de carbono, pH (influenciado pelo fluxo das marés) e
troca de metais (especialmente ferro) (BOTO; WELLINGTON, 1988; ROBERTSON;
PHILLIPS, 1995). No sedimento, uma combinagao de altas concentracdes de carbono organico
e de nutrientes com altas taxas de rotatividade microbiana e baixa porosidade, impedem as
trocas gasosas. Isto aumenta a demanda biologica de oxigénio (DBO) nas camadas de
sedimentos subterraneos e, consequéntemente, aumenta a demanda de ferro inorganico (AMIN,
2010; SINHA; PARLI, 2020). A demanda de ferro ¢ muito maior nas cianobactérias
fotossintéticas do que nas bactérias nao fotossintéticas, devido ao seu uso na cadeia de
transporte de elétrons durante a fotossintese. As cianobactérias requerem 10 vezes mais ferro
do que bactérias de tamanho celular semelhante para manter a atividade fotossintética (RAVEN;
EVANS; KORB, 1999; SHCOLNICK et al., 2009; JIANG et al., 2015). Estas condi¢des de
baixas concentracdes de ferro, além de alteragdes no pH, influenciaram o crescimento e a

producdo de sider6foros em alguns isolados bacterianos de sedimentos (SINHA; PARLI, 2020).



24

Os sider6foros sdo ligantes de baixo peso molecular (20-2000 Da) ampliamente
distribuidos em bactérias, fungos e plantas gramineas para solubilizar e internalizar ferro,
devido a su afinidade pelo ferro férrico (Fe*) (KRAEMER; CROWLEY; KRETZSCHMAR,
2006; HIDER; KONG, 2010; AHMED; HOLMSTROM, 2014; GAONKAR, 2015). Em
relacdo aos sideroforos bacterianos, sdo divididos em quatro tipos basados nos ligantes
primarios, doadores de oxigénio que ligam o ferro (KHAN; SINGH; SRIVASTAVA, 2018).
Estes sdo os hidroxamatos, catecolatos, carboxilatos (MATZANKE, 1991), e os tipos mistos

dos principais grupos funcionais, por exemplo a pioverdina (CORNELIS, 2010).

2.4.1. Biossintese de siderdéforos

Em geral, os sideréforos sdo sintetizados dentro da célula e secretados no ambiente
como compostos livres de ferro. Uma vez ligados pelo ferro férrico (Fe**), eles sdo absorvidos
para o citosol da célula usando uma variedade de sistemas de absor¢ao (WINKELMANN, 2002;
CARROLL; MOORE, 2018). Em cianobactérias, a biossintese de sider6foros tém sido obtida
em trés vias distintas. Entre elas, duas vias sdo dependentes de peptideo sintetase nao
ribossomal (NRPS); das quais a via NRPS ¢ conhecida por utilizar os dominios de adenilacao,
transportador peptidico e condensacao para catalizar ligacdes entre monomeros de aminoacidos
que sdo a base da molécula do sider6foro (MISHRA et al., 2018). As NRPSs sdo acompanhados
por policetideos sintase (PKSs) que sdo conhecidas por catalisar a condensag¢do de grupos
carboxilato (STAUNTON; WEISSMAN, 2001). Nesta via hibrida, as duas classes principais
diferem no numero de unidades de proteina; enquanto os PKS do tipo I sdo enzimas
multifuncionais, os PKS do tipo II sdo feitos de enzimas separadas com funcdes unicas (SHEN,
2003). A diferenca das anteriores, a via NIS ¢ independente de NRPS, sendo identificada em
Escherichia coli e Sinhorhizobium meliloti sintetisando sideroforos de tipo hydroxamato
aerobactin e rhizobactin 1021 (CHALLIS, 2005; MISHRA et al., 2018). De Lorenzo et al.
(1986) relataram as proteinas IucA e IucC, como enzimas sintetases da via NIS, durante a
biossintese de aerobactinas. As enzimas sintetases do NIS sdo responsdveis por uma unica
reacdo enzimatica e normalmente funcionam para condensar 4cido citrico, ou aderente, com um
grupo amina ou alcool. Todas as sintetases NIS caracterizadas possuem um dominio conservado
IucA-TucC quelante de ferro no N-terminal e um dominio (FhuF) C-terminal relacionado ao
transporte ou metabolismo do ferro (CARROLL; MOORE, 2018). Assim, enquanto as outras
duas vias de sintese sdo importantes para os sider6foros do tipo hidroxamato e catecolato, o

NIS s6 foi demonstrado para os sideroforos laterais do tipo hidroxamato (KRANZLER et al.,
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2013; ARSTOL; HOHMANN-MARRIOTT, 2019), podendo ser encontrados no sobrenadante
das culturas de cianobactérias em crescimento (WILHELM; TRICK, 1994).

2.4.2. Tranporte do ferro

A importacdo de sideréforos carregados de ferro € semelhante entre muitas bactérias. O
transporte do complexo sider6foro-ferro para o espago peripldsmico € possibilitado pelas
proteinas receptoras, transportadoras dependentes de TonB (TBDT) localizadas na membrana
externa. Os TBDTs consistem em um dominio B-barril e um dominio “plug” no interior do
barril, que atua em conjunto com uma caixa TonB no lado periplasmico (NOINAJ et al., 2010;
GONZALEZ et al., 2018; ARSTOL; HOHMANN-MARRIOTT, 2019). A energia para
transporte ¢ derivada da forca motriz do proton e ¢ mediada pela associagdo de TonB com as
proteinas da membrana interna ExbB e ExbD, formando um complexo TonB-ExbB-ExbD
(ARSTOL; HOHMANN-MARRIOTT, 2019). Hipotetiza-se que as proteinas ExbB e ExbD
utilizam o potencial eletroquimico da membrana interna para energizar TonB e proporcionar
uma mudanca conformacional no receptor de membrana externa do sider6foro (ANDREWS;
ROBINSON; RODRIGUEZ-QUINONES, 2003; BALHESTEROS; CAULOBACTER;
CAULOBACTER, 2014). No periplasma, o sider6foro-ferro € transferido atraves de proteinas
transmembrana, transportadores ABC (ATP-binding cassette) (ANDREWS; ROBINSON;
RODRIGUEZ-QUINONES, 2003; CARROLL; MOORE, 2018; GONZALEZ et al., 2018).
Um mecanismo semelhante ¢ empregado por bactérias Gram-positivas, mas sem as proteinas
proteinas receptoras € TonB (CARROLL; MOORE, 2018). Uma vez no citosol, o ferro férrico
(Fe*") é reduzido a ferro ferroso (Fe?") por uma enzima ferro-reductase, a qual é liverada do
sider6foro devido a pouca afinidade de quelacio (WINKELMANN, 2002; CARROLL;
MOORE, 2018).

Em Escherichia coli, a exportagdo do sider6foro enterobacterina envolveu diferentes
mecanismos (GONZALEZ et al., 2018), compreendendo uma proteina canal TolC da
membrana externa (BLEUEL et al., 2005) e varios transportadores da membrana interna,
incluindo a proteina EntS da superfamilia MFS (Major Facilitator Superfamily) (FURRER et
al., 2002) e as proteinas de transporte AcrB, AcrD, AcrEF, MdtABC e MdtEF da superfamilia
de Divisdo celular, de Nodulagao, de Resisténcia (RND) (HORIYAMA; NISHINO, 2014). Os
sistemas de exportacdo sdo pouco conhecidos em cianobactérias. Apenas um unico sistema de
exportacdo de sider6éforos nas cianobactérias foi caracterizado em Anabaena sp. PCC 7120

(NICOLAISEN et al., 2010) (Figura 3). Este organismo foi estudado pela biossintese do
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sider6foro hidroxamato schizokinen, cuja exportagdo através da membrana interna foi
associada a proteina SchE (all4025) de dominio MFS, e da membrana externa a protein do
tipo TolC, denominado hgdD (alr2887) (NICOLAISEN et al., 2010). O gene hgdD também ¢
necessario para a secrecao de proteinas e glicolipidios durante o desenvolvimento de heterdcitos
e exportagdo de metabodlitos secundarios/ antibidticos (MALDENER; HANNUS;
KAMMERER, 2003; MOSLAVAC et al., 2007; HAHN et al., 2012; GONZALEZ et al., 2018).

Exportacao
do sideroforo
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Figura 3. Esquema do fluxo do sideréforo schizokinen e o mecanismo de internalizagéo do ferro na
cianobactéria heterocitada Nostoc sp. PCC 7120. O gene SchT codifica a proteina receptora do
sideroforo e o sistema FhuBCD codifica os transportadores ABC. Modificado de Kransler et al. (2013).

2.4.3. Siderdéforos hidroxamatos

Os sideroforos do tipo hidroxamato sao derivados do acido citrico e do quelato de ferro
por meio de dois grupos a-hidroxamato e um grupo a-hidroxi-carboxilato (KRANZLER et al.,
2013). Duas estruturas de sideroforo hidroxamato foram determinadas em cianobactérias,
schizokinen (NICOLAISEN et al., 2008) e sinechobactina (ITO; BUTLER, 2005) (Figura 4),
estruturalmente semelhantes a outros siderdforos do tipo di-hidroxamato, como a rizobactina
1021 e a aerobactina (ARSTOL; HOHMANN-MARRIOTT, 2019). Schizokinen foi relatado
em algumas linhagens de dgua doce Nostoc sp. PCC 6411 e 7120 (CARROLL; MOORE, 2018),
porém foi inicialmente caracterizado na bactéria Gram-positiva Bacillus megaterium
(MULLIS; POLLACK; NEILANDS, 1971). A synechobactina foi elucidada bioquimicamente

a partir do meio de cultura da cianobactéria marinha Synechococcus sp. PCC 7002 e
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classificadas com base em diferen¢as da cadeia de acidos graxos ligado ao segundo grupo o-
hidroxamato (ITO; BUTLER, 2005). Atualmente, o agrupamento génico de sinechobactina nao

foi definido, existindo apenas uma suggestao de Arstol (2017).

OH OH

S J O“\

Schizokinen Synechobachn A

Figura 4. Estruturas dos sideréforos schizokinen e sinechobactina do tipo NIS hidroxamato.
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3. OBJETIVOS

O objetivo geral deste estudo é caracterizar taxonomicamente a linhagem Oxynema sp.

CENA135 e identificar possiveis agrupamentos génicos envolvidos na sintese de metabolitos

secundarios e sideroforos no genoma dessa linhagem isolada de uma amostra de solo de

manguezal da llha do Cardoso, além de analizar sua estreita relagdo com as bactérias associadas

em cultura.

Objetivos especificos:

VI.

Caracterizar a morfologia da cianobactéria Oxynema sp. CENA135;

Sequenciar, montar e analisar o genoma da linhagem;

Avaliar a posicdo evolutiva da linhagem no filo Cyanobacteria, atraves de analises de
filogenia do gene 16S RNAr, filogenémica e o espaco intergénico 16S-23S.

Avaliar agrupamentos génicos envolvidos na sintese de metabdlitos secundérios e
sideroforos;

Identificar as bactérias associadas a Oxynema sp. CENA135;

Comparar possiveis funcdes entre a linhagem cianobacteriana e as bactérias associadas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Origem e condicdes de cultivo da linhagem Oxynema sp. CENA135

A linhagem Oxynema sp. CENA135 foi isolada de uma amostra de solo de manguezal
coletada em 20 de abril de 2006 na Ilha do Cardoso, cidade de Cananéia, SP (25°05'02"S,
47°57'42"W). A linhagem desde entdo foi mantida na Colecdo de Culturas de Cianobactérias
do CENA/USP em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de meio liquido ASN I1I
(Apéndice A), a temperatura de 21 °C + 1 °C, sob luz fluorescente (40-50 pmol fotonsepm2es”

1, umidade 40+5 % com ciclo claro/escuro de 14/10h.
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Figura 5. Localizacdo geografica da origem da linhagem Oxynema sp. CENA135, no manguezal da
Ilha do Cardoso, estado de S&o Paulo, Brasil.

4.2. Purificacédo da cultura

O processo de purificacdo consistiu em reduzir a abundancia da comunidade de
bactérias associada a linhagem em estudo. Desse modo, lavagens foram realizadas conforme o
descrito por Heck et al. (2016), sendo que o processo de centrifugacdo foi substituida pela

filtracdo a vacuo. Para tal, uma aliquota de 2 mL da cultura foi homogeneizada e transferida
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para uma membrana de filtro de nitrocelulose (8 um). Em seguida, as células foram lavadas
adicionando-se: 20 mL de &gua ultrapura, 5 mL de Extran® (Merck, Darmstadt, Germany)
0,1%, 20 mL de solucéo de lavagem (NaCl 50 mM, Tris-HCI 10 mM pH 7.5, EDTA 5 mM pH
8) e 5 mL de NaCl 0,9%. Posteriormente, as células foram transferidas com o auxilio de uma
espéatula para tubos Eppendorf contendo 1 ml de meio ASN I11. Um indculo foi selecionado e
estriado em meio sélido ASN Ill, e o restante foi cultivado em frasco Erlenmeyer de 125 mL
contendo 50 mL de meio liquido ASN I11. A cultura em meio sélido foi utilizada para visualizar
bactérias cultivaveis associadas a cianobactéria e a cultura do meio liquido para a préxima
lavagem. Lavagens sucessivas foram realizadas, com intervalo de 15 dias até que ndo se

observasse mais crescimento das bactérias cultivaveis.

4.3. Caracterizacao morfoldgica
4.3.1. Microscopia de luz

Espécimes provenientes das culturas em meio liqguido ASN IlIl foram
microscopicamente examinadas pelo Prof. Luis H. Z. Branco do Laboratério de Biologia,
Ecologia e Taxonomia de Algas (BETA) da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” (UNESP) - campus de S&o José do Rio Preto. As massas macroscopicas formadas foram
observadas em microscépio estereoscopico (Zeiss 47 50 52) para registro das caracteristicas
gerais. Os filamentos foram estudados individualmente em microscépio fotonico Olympus
BX53 com contraste de interferéncia diferencial (DIC) e fotografados com camera digital DP 71
e sistema de andlise de imagem cellSens. Os caracteres diacriticos utilizados na avaliacdo
morfoldgica e estudo taxondmico foram: estrutura do filamento, forma das células apicais,
presenga/auséncia e forma da bainha mucilaginosa, forma e dimensdes celulares, constrigdo da
parede celular, presenca/auséncia e disposi¢do de granulos, presenca ou auséncia e disposicao
de aerdtopos. O sistema de classificacdo utilizado foi o de Hoffmann et al. (2005) modificado
por Komarek (2006) e a identificacdo especifica foi baseada na literatura relacionada a
taxonomia do género. Adicionalmente, as caracteristicas morfologicas da linhagem de estudo
foram comparadas com a informacdo morfoldgica das linhagens descritas para o género
(SILVA, 2010; CHATCHAWAN et al., 2012; BHUVANESHWARI et al., 2016;
CHAKRABORTY et al., 2018).

4.3.2. Microscopia eletronica de varredura
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As amostras de cultura das cianobactérias foram separadas em frascos eppendorfs de
1.5 ml e transferidas a pequenas laminulas circulares, as quais foram previamente aderidas com
poli-L-Lisina por 20 minutos. O excesso do liquido foi retirado de cada laminula apds 30
minutos, e adicionado o fixador Karnovsky modificado (Glutaraldeido 2,5%, Formaldeido
2,5%, tampéo cacodilato 0,05 M, CaCl 20,001 M), por 4 horas a 5°C. Em seguida, 0 material
bioldgico fixado foi desidratado com alcool etilico em concentra¢Bes crescentes, 30% por 10
minutos; 50% por 10 minutos; 70% por 10 minutos; 90% por 10 minutos e trés vezes em etanol
100% por 10 minutos. As amostras desidratadas foram secas ao ponto critico no aparelho
automatico Leica EM CPD 300. Apo6s a secagem foi realizada a montagem das laminulas nos
stubs, onde foram primeiramente envolvidos em papel aluminio, coladas com fita de carbono e
identificadas. A metalizacdo foi feita no Sputter SCD 050 e posteriormente foi armazenado em
silica gel até sua utilizacdo. A amostra foi visualizada e fotografada em microscépio eletronico
de varredura LEO 435 VP.

4.4. Producao de biomassa e lavagem de células para extracdo de DNA

Para a producdo de biomassa para extracdo de DNA gendmico, 1 mL da cultura
purificada foi inoculada em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de meio liquido
ASN Il1. As condicdes de cultivo foram as mesmas aplicadas na cole¢éo de culturas, durante
60 dias.

A lavagem das celulas foi realizada anteriormente a extracdo de DNA gendmico, a fim
de retirar as bactérias remanecentes. Dessa maneira, as células contidas no frasco de cultivo (50
mL) foram concentradas por centrifugacdo (9000 rpm, 10 min, 22 °C), em seguida 0
sobrenadante foi descartado. Posteriormente, 50 mL de agua ultrapura foram adicionados ao
pélete, o qual foi homogeneizado e centrifugado (9000 rpm, 10 min, 22 °C) e o sobrenadante
foi descartado repetindo o processo mais duas vezes. As células foram ressuspendidas em 50
mL de Extran 0,1%), homogeneizadas, centrifugadas (5000 rpm, 10 min, 22 °C) e o
sobrenadante foi descartado. O pélete foi ressuspendido em 50 ml de solucéo de lavagem (NaCl
50 mM, Tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA 5 mM pH 8 e 60% Etanol), homogeneizado e
centrifugado (7000 rpm, 10 min, 22 °C); em seguida o sobrenadante foi descartado, repetindo
essa ressuspensao por mais duas vezes. Por ultimo, 50 mL de NaCl 0,9% foi adicionado ao
pélete e a mistura foi homogeneizada, centrifugada (9000 rpm, 10 min, 22°C). O pélete obtido
foi colocado sobre uma membrana de nitrocelulose (8 pm) acoplada no filtro a vacuo.

Consecutivamente foi aplicado 5 ml de Extran 0,1% e 20 ml de NaCl 0,9%. Ap0és este processo,
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as células foram recuperadas da superficie da membrana de filtro e mantidas em tubo com 10
mL de NaCl 0,9% a 21°C, até o0 momento da extracdo de DNA total.

4.5. Extracdo de DNA total, preparo da biblioteca genémica e sequenciamento

O DNA gendmico foi extraido com o kit AllPrep DNA/RNA Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Alemanha) seguindo as recomendac@es do fabricante. A qualidade do DNA extraido
foi verificada em gel de agarose 1% (m/v) e a quantificacdo foi realizada com o fluordmetro
(Qubit® 2.0 Fluorometer, Life Technologies™, EUA). Aproximadamente 4 pug de DNA foi
utilizado para o preparo de bibliotecas genomicas “mate pair” de 8 kb no Centro de Gendmica
Funcional Aplicada & Agropecuéria e a Agroenergia, da Universidade de S&o Paulo, em
Piracicaba-SP, utilizando o kit Nextera Mate Pair Library Prep Kit (Illumina Inc., San Diego,
CA, EUA). O sequenciamento foi realizado na plataforma HiSeq 2500 (Illumina) com leituras

de até 2x100 pb, segundo instrucbes do fabricante.

4.6. Montagem do genoma e andlise de qualidade das sequéncias

A qualidade das leituras obtidas no sequenciamento genémico na plataforma HiSeq
foi verificada e graficos de analise foram gerados com o programa FastQC 0.11.8
(nttps://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Por conseguinte, os adaptadores foram
removidos com o programa NxTrim 0.4.3 (O’CONNELL et al., 2015). Nesta etapa, também
foi utilizado o Cutadapt 1.18 (MARTIN, 2011) para remover sequéncias com phred quality
score <33, sequéncias com tamanho menor de 30 pb e sequéncias repetitivas.

As leituras remanescentes apds a filtragem foram montadas individualmente com os
softwares SPAdes 3.13.0 (BANKEVICH et al., 2012) e Platanus 1.2.4 (KAJITANI et al., 2014).
Em seguida, o programa BlobTools v1.0.1 (LAETSCH; BLAXTER, 2017) foi utilizado para
anotacdo taxonémica da montagem, mapeamento e visualizagdo de sequéncias contaminantes,
permitindo a filtragem com a ferramenta Pullseq 1.0.2 (https:/github.com/bcthomas/pullseq).
Adicionalmente, uma terceira montagem foi gerada por metaSPAdes (NURK et al., 2017) e as
sequéncias obtidas foram agrupadas pelo software MetaBAT2 2.12.1 (KANG et al., 2019) com
base no genoma ao qual pertencem em um processo conhecido como binning (URITSKIY;
DIRUGGIERO, 2019). Para tal, 0 CheckM 1.0.13 (PARKS et al., 2015) forneceu uma anotagéo
taxondmica e estimativas de contaminagdo das bins formadas. Finalmente, as trés montagens
foram combinadas com o software Metassembler 1.5 (WENCES; SCHATZ, 2015).
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Os programas Platanus e SSPACE 2.0 (Boetzer et al., 2011) foram utilizados para o
fechamento de lacunas no genoma. Os resultados das montagens foram avaliados com QUAST
5.0.2 (GUREVICH et al., 2013), obtendo-se estimativas da integridade e contaminagdo com o
CheckM. Em complementacao da avaliacdo de integridade foi utilizado o programa BUSCO

3.0 (SIMAO et al., 2015) para controle de qualidade do genoma gerado.

4.7. Filogendmica

A posicdo evolutiva da linhagem Oxynema sp. CENA135 no filo Cyanobacteria foi
determinada pela construicdo de uma arvore filogenémica, usando o programa GTDBtk v1.0.0
(CHAUMEIL et al., 2019). O programa utilizou o Prodigal (HYATT et al., 2010) na predicédo de
genes e o HMMER (EDDY, 2011) para identificar 120 genes marcadores bacterianos (PARKS
et al., 2018) usando os modelos ocultos de Markov (perfil HMMs). A maioria dos genes
marcadores com um dominio em comum foram alinhados e concatenados gerando um Unico
alinhamento de sequéncia multipla (MSA). O concatenado foi filtrado para aproximadamente
5.000 aminoacidos, e utilizado pelo pplacer (MATSEN; KODNER; ARMBRUST, 2010) para
inferir a posicdo do genoma na arvore de referéncia GTDB-TK. A arvore de referéncia foi
composta pelos genes marcadores concatenados de 230 genomas cianobacterianos, disponiveis na
Database de Taxonomia de Genomas (GTDB) (PARKS et al., 2018) e construida no método de
Maxima Verossimilhanca, modelo evolutivo WAG + GAMMA e enraizada com 0 grupo externo
Gloeobacter violaceus, usando o FastTree v2.1.7 (PRICE; DEHAL; ARKIN, 2010). A
classificacdo taxondmica foi atribuida baseada no recente sistema GTDB. Para tal, 0o GTDB-Tk
designou a classificacdo do genoma de estudo em relagdo a um genoma de referéncia, de acordo
com a divergéncia evolutiva relativa (RED) e a identidade média de nucleotideos (ANI),
calculadas com PhyloRank (https://github.com/dparks1134/PhyloRank/) e FastANI (JAIN et al.,
2018), respectivamente. O equivalente na classificacdo tradicional de cianobactérias utilizado no

NCBI foi proporcionado para fines comparativos.
4.8. Filogenia do gene 16S RNAr

Os genes 16S e 23S RNAr foram localizados no genoma da Oxynema sp. CENA135
usando o barnap (Shttps://github.com/tseemann/baRNArp). A identidade do gene de 16S RNAr do
genoma e a sequéncia do mesmo disponivel no GenBank (NCBI), da ainda nomeada como


https://github.com/dparks1134/PhyloRank/
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Phormidium sp. CENA135 (N° de acceso HQ730084.1), foi verificada com o programa BLAST
2.8.1+ (CAMACHO et al., 2009). A homologia das cdpias do gene foi verificada de igual forma.

Na filogenia do gene de 16S RNAr, a sequéncia completa do gene obtida do genoma,
sequéncias de alta similaridade identificadas com BLASTN (disponivel em
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e multiplas sequéncias de cianobactérias disponiveis na
database do NCBI foram alinhadas usando o programa MAFFT v7 (KATOH; ROZEWICKI,
YAMADA, 2019). O resultado do alinhamento foi inserido no programa MEGA X (KUMAR et
al., 2018) para predicdo do melhor modelo de substituicdo, utilizando o General Time Reversible
(GTR) com distribuicdo Gama e sites invariantes (G+I). O estudo filogenético baseou-se na
construcéo da arvore filogenética com os métodos de Maxima Verossimilhanca (MV) e Inferéncia
Bayesiana (IB), usando como grupo externo a linhagem Synechococcus elongatus PCC 6301. A
arvore de Maxima Verossimilhanca foi gerada com o MEGAX a partir da reamostragem
(bootstrap) de 1000 replicacbes e n° de categorias para distribuicdo gama=6. A Inferéncia
Bayesiana foi calculada com o programa MrBayes v.3.2.1 (RONQUIST et al., 2012) para duas
corridas de 5.000.000 geracdes em quatro Markov Chain Monte Carlo (MCMC), n° de tipos de
substituicdo=6, n° de categorias para distribuicdo gama=6, frequéncia de amostragem=100,
descartando as primeiras 5.000 geragdes (burn-in) cujo valor foi verificado com o programa Tracer
v.1.7.1 (RAMBAUT et al., 2018). As arvores filogenéticas foram visualizadas com a ferramenta
online ITOL 5.3 (LETUNIC; BORK, 2019) (https://itol.embl.de/itol.cgi).

A matriz de similaridade entre a sequéncia da linhagem CENAL35 e sequéncias
agrupadas foi estimada no BioEdit v. 7.2.5 (HALL, 1999). As sequéncias estdo descritas na Tabela
1.

Tabela 1. Relacdo das sequéncias de 16S RNAr das linhagens comparadas na matriz de similaridade
com seus respectivos nimeros de acesso e pais de procedéncia.

Linhagem N°deacceso  Tamanho (pb) Pais de origem
Oxynema sp. CENA135 - 1486 Brasil
Oxynema thaianum CCALA 960 NR_125585.1 1152 Tailandia
Oxynema thaianum BDU 70493 KX452362.1 1354 india
Oxynema thaianum BDU 91992 KX452363.1 1382 india
Oxynema thaianum BDU 10251 KX452361.1 1335 india
Oxynema thaianum BDU 120161 KX452364.1 1362 india
Oxynema aestuarii AP17 MG694263.1 1387 india
Oxynema aestuarii AP24 MG694265.1 1369 india

4.9. Analises das estruturas secundarias do espaco intergénico 16S-23S


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://itol.embl.de/itol.cgi
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A sequéncia do espacador interno (ITS) 16S — 23S RNAr obtida do genoma da linhagem
CENAL35 e sequéncias disponiveis no NCBI de trés linhagens do género Oxynema, incluindo a
linhagem tipo O. thaianum CCALA 960, foram analisadas para inferir variabilidade intragenérica.
As informacdes referentes aos tamanhos das sequéncias e 0 nimero de acesso das linhagens estdo
fornecidos na Tabela 2. Os dominios conservados do ITS foram identificados usando a
combinacéo do alinhamento Clustal em MAFFT v.7 e alinhamento manual utilizando as estruturas
secundarias. Os genes de RNAt identificados foram confirmados no tRNAscan-SE (LOWE;
CHAN, 2016). As sequéncias das regides da ITS foram comparadas, gerando as estruturas
secundarias no M-fold v.3.6 (ZUKER, 2003).

Tabela 2. Relacdo de sequéncias de ITS 16S-23S da linhagem em estudo e das linhagens descritas do
género Oxynema disponiveis na base de dados do GenBank NCBI até dezembro 2019.

Linhagem N° de acceso Tamanho (pb) Referéncia
Oxynema sp. CENA135 - 446 O presente estudo
Oxynema thaianum CCALA 960 MG825656.1 547 Chatchawan et al. (2012)
Oxynema sp. AP17 MG694266.1 543 Chakraborty et al. (2018)
Oxynema sp. AP24 MG694268.1 541 Chakraborty et al. (2018)

4.10. Anotacao de genes e potenciais agrupamentos génicos

A anotacao automatica das sequéncias obtidas foi realizada pelo servidor RAST (AZI1Z
et al., 2008) com a plataforma do SEED (OVERBEEK et al., 2014) e pelo software Prokka
1.13. Complementarmente, as anotacdes automaticas de genes contidos em agrupamentos
génicos foram  detectadas no antiSMASH 2.0 (BLIN et al, 2013)
(http://antismash.secondarymetabolites.org/) € para peptideos de origem ribossomal foi utilizado
BAGEL4 (HEEL, VAN et al., 2018). As anotacdes automaticas dos agrupamentos génicos
foram curadas utilizando Artemis v18.0 (CARVER et al., 2012). Genes e sequéncias de
aminoacidos selecionados, quando necessario, foram comparados com BLAST ao banco de
dados do GenBank (NCBI) ou elaborados manualmente. Os dominios e familias proteicas
foram determinadas com o InterProScan (JONES et al., 2014) e CDART (GEER, 2002).

4.11. Deteccéo das bactérias da cianosfera

As sequéncias de nucleotideos geradas e removidas da montagem do genoma da

CENA135 foram aproveitadas da montagem obtida com o software SPAdes. O programa


http://antismash.secondarymetabolites.org/
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Platanus foi utilizado para o fechamento de lacunas, enquanto a avaliacdo das sequéncias foi
realizada com o QUAST, e a andlise de qualidade com o CheckM. O perfil taxonémico da
comunidade bacteriana da cianosfera foi gerado com a base de dados RefSeq (e-value 5, 60%
de identidade) disponibilizada no MG-RAST e visualizadas no Krona. A anotacdo de genes
marcadores filogenéticos foi obtida com os programas Prodigal e Barnap dentro do pacote do
Prokka, com a intencdo de identificar taxons bacterianos na cianosfera por similidaridade
BLAST dos genes com a base de dados GenBank/NCBI. Finalmente, a anotacdo funcional do

taxon mais abundante foi atribuida em subsistemas do RAST/SEED.



39

5. RESULTADOS E DISCUSAO

5.1. Caracterizacdo morfologica

A morfologia da linhagem CENA135 ajustou-se a descricdo do género Oxynema feita
por Chatchawan et al. (2012), separado do grupo | do género Phormidium (Komarek &
Anagnostidis, 2005).

A linhagem apresentou massas macroscopicas azul-esverdeadas com crescimento em
forma de esteiras aderidas a superficie dos frascos de cultivo e microscopicamente consistiu de
tricomas emaranhados, retos ou levemente flexiveis, atenuados, contraidos nas paredes
transversais (Figura 6a, 7a); células de 1,9 - 5,1 um de comprimento (3,3 um em média) e 2,7
- 3,4 um de largura (3,1 um em média), razdo comprimento / largura das células de 0,6 a 1,1;
conteddo celular azul-esverdeado e com menor frequéncia verde-azeitona, granulado, as vezes
vacuolizado (Figura 6c¢); células apicais maduras pontiagudas, geralmente dobradas, com 3,2-
8,7 um de comprimento (Figura 6b, 7b); bainha de muscilagem firmemente ligada (Figura 6d).
Os tricomas dividiram-se em hormogonia (Figura 6e) e foram intensivamente moveis.

As caracteristicas morfologicas da CENA135 e os morfotipos descritos para Oxynema
foram comparados na Tabela 3, observou-se diferencas principalmente na morfologia das
células. A proporc¢do da largura e comprimento da linhagem de estudo diferiu em quase a
metade da proporg¢éo da linhagem tipo Oxynema thaianum CCALA 960 (CHATCHAWAN et
al., 2012), porém foi levemente maior que as linhagens Oxynema sp. AP17 e AP24
(CHAKRABORTY et al., 2018) e as linhagens BDU (120161, 70493, 91992 e 10251) para O.
thaianum (BHUVANESHWARI et al., 2016). Outra caracteristica distintiva foi a presenca de
paredes transversais na por¢do da célula apical em O. thaianum CCALA 960, a qual ndo foi
observada nas outras linhagens. A forma pontiaguda e afinada da célula apical foi uma
caracteristica autapormorfica do género Oxynema (CHATCHAWAN et al., 2012) assim como
foi diacritica na formagao do “Grupo I- Phormidium” (Komarek & Anagnostidis, 2005),
embora esse grupo abrangiu espécies de diferentes habitats como P. lloydianum (=Oscillatoria
Iloydiana) encontrada em localidades salinas, P. janthiphorum (=Oscillatoria janthiphora) e P.
acuminatum (=Oscillatoria acuminata) em fontes termais, minerais ou sulfuretos (Komarek &
Anagnostidis, 2005). Na revisdo do género Oxynema, as espécies P. lloydianum e P.
acuminatum foram inclusas como O. lloydianum e O. acuminatum, respectivamente
(CHATCHAWAN et al., 2012).
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Figura 6. Microfotografias de Oxynema sp. CENAL35, em cultura ndo axénica a. Tricomas
emaranhados (100x) b. Filamentos, detalhe na célula apical pontiaguda c. VVactolos presentes em células
maduras d. bainha de mucilagem colorido com nanquin e. Hormogonios. Escala=10 pm.

\

Mag= 584 X Detector = SE1 Mag= 16,11 KX 2um Detector = SE1
EHT =20.00 kv Date :29 May 2018 EHT = 20.00 KV Date :29 May 2018

Figura 7. Microscopia eletrénica de varredura de Oxynema sp. CENAL135, em cultura ndo axénica a.
Filamentos b. célula apical, detalhe de bainha firmemente ligada.



Tabela 3. Compara¢do morfométrica da linhagem CENA135 com as espécies descritas no género Oxynema.
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Espécie Oxynema sp. Oxynema thaianum  Oxynema thaianum  Oxynema thaianum  Oxynema thaianum  Oxynema thaianum  Oxynema aestuarii
Linhagem CENA 135 CCALA 960 BDU 120161 BDU 70493 BDU 91992 BDU 10251 AP17 e AP24
Solitario, reto ou Solitério, reto, Solitario, reto, Solitério, reto com Solitério, reto com Solitario, reto com Solitério, reto,
. ligeiramente ligeiramente ligeiramente célula apical célula apical célula apical ligeiramente
Tricoma . L
flexionado, atenuado  curvado nas curvado nas curvada ligeiramente curvada curvado nas
nas extremidades extremidades extremidades curvada extremidades
Bainha Firmemente ligada Facultativa, fluida, Facultativa e Fluida  Facultativa Facultativa e fluida Né&o observada Bem definida_l,
raramente observado firmemente ligada
(L:Z;Elira d 57 34um 75-9um 2-2,6um 2 um 2-2.4um 2-2.8um 2,0 — 2,5 um
g;rgglﬁge”to 1,9-51um 2,2-3pum 2-3um 2-3um 1,8-2,1um 2-3,6pum 1,5 — 2,5um
Tendéncia a ser Raramente Tendéncia a ser Raramente Raramente Tendéncia a ser Tendéncia a ser
Forma isc_Jdiz?lmétrica, isc_)digmétrica, _ isodiamétrica, _ isc_;digmétrica, _ isc_;digmétrica, _ isodiamétrica, _ isodiamétrica, _
principalmente vezes  principalmente mais  algumas vezes mais  principalmente mais  principalmente mais algumas vezes mais  algumas vezes mais
mais curto que largo  curto que largo longo que largo longo que largo curto que largo longo que largo curto que largo
Alongada e Alongada, Extremamente Alongada e Pouco alongada e Alongada e Alongada,
pontiaguda, pontiaguda com alongada, pontiaguda, sem pontiaguda, sem pontiaguda, sem pontiaguda sem
Célula Apical  geralmente curvadas, paredes transversais  pontiaguda e caliptra caliptra caliptra paredes transversais,
sem caliptra presentes, sem curvada, sem sem caliptra

caliptra

caliptra

Constricéo na
parede celular

Ligeiramente
constringido na
parede transversal

Ligeiramente
constringido na
parede transversal

Ligeiramente
constringido na
parede transversal

Ligeiramente
constringido na
parede transversal

Ligeiramente
constringido na
parede transversal

Constringido na
parede transversal

Ligeiramente
constringido na
parede transversal

Motilidade Movimento Movimento Movimento Movimento Movimento Movimento Movimento
deslizante intensivo deslizante deslizante restrito deslizante restrito deslizante restrito deslizante restrito deslizante
Solo de manguezal /  Salinas de Salinas de Arambol/  Agua estagnada de Aderida na Agua estagnada de  Biofilmes da
. Ilha do Cardoso- Petchaburi / india ambiente costeiro/ superficie de ambiente costeiro/ superficie de solo /
Habitat . A - P .
Brasil Tailandia India embarcacOes / India  India Manguezal de

Sundarbans-india
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Os hébitats das linhagens associadas a Oxynema também foram varidveis, porém
mantiveram uma relagdo de alta salinidade. A linhagem de estudo CENA135 foi isolada do
Manguezal da Ilha do Cardoso localizada no estado de S&o Paulo, Brasil, no solo proximo a
floresta. Ecologicamente, as mais proximas com a linhagem de estudo foram as linhagens
(AP17 e AP24) coletadas do manguezal de Sundarbans, india, em biofilmes da superficie de
solo, e sdo as mais recentes em ser integradas no género com a sugestdo da espécie Oxynema
aestuarii. Por outro lado, as linhagens BDU foram encontradas em ambientes marinhos da india
(BHUVANESHWARI et al., 2016): a BDU 70493 em agua estagnada na praia de Kovalam,
regido de Chennai na Baia de Bengala; a BDU 91992 encontrava-se aderida na superficie de
embarcacdes no mar da Arabia; a BDU 10251 de aguas estagnadas em Vedaranyam de Tamil
Nadu. A diferenca das outras linhagens, a BDU 120161 ocorreu em solo lamoso das salinas de
Arambol. De ambiente semelhante, a linhagem tipo O. thaianum CCALA960 foi encontrada
nas salinas de Petchaburi, Tailandia, em tapetes de solo salgado Umido ou, as vezes, no fundo
em &guas rasas e foi relacionada a espécie halofita P. lloydianum, porém mostraram algumas
diferencas morfologicas (CHATCHAWAN et al., 2012).

5.2. Montagem do genoma, anélise de qualidade das sequéncias

O sequenciamento do genoma da Oxynema sp. CENA135 na plataforma HiSeq gerou um
total de 58.351.984 leituras, em aproximadamente 14 GB de dados com alta qualidade (Figura
8).

a b

Quality scores across all bases {Sanger / lllumina 1.9 encoding} Quality scores across all bases {Sanger / lllumina 1.9 encoding)

e o0

1234567809 12-13 1819 2425 30-31 36:37 42-43 4849 54-55 60-61 66-67 72-73 76-79 84-85 90-91 96-97 123456789 1213 1819 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54.55 60-61 66-67 72-73 7879 84.85 90-91 96-97
Position In read (bp) Position In read (bp)

Figura 8. Qualidade Phred das bases por leitura do sequenciamento da linhagem Oxynema sp.
CENAU135 a. leituras de R1 b. leituras de R2
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Apbs a remogdo dos adaptadores e leituras com qualidade Phred inferior a 33,
conservou-se um total de 37.947.836 leituras em aproximadamente 8,2 GB de dados. O
comprimento das leituras oscilou entre 30 a 101 pares de bases com percentual GC médio de
51%.

As sequéncias resultantes da montagem das leituras foram geradas por trés montadores
primarios (Spades, Platanus e pelo método de binning) para a obtencdo de um genoma final
consenso. Antes do aprimoramento das montagens realizou-se uma visualizacao preliminar das
sequéncias correspondentes a cianobactérias e microrganismos contaminantes. Para tal, cada
sequéncia das montagens primérias de Spades (Montageml) e Platanus (Montagem 2) foram
afiliadas a um grupo taxonémico (Figura 9 e 10) utilizando Blobtools.

Em ambos casos, o particionamento taxonémico facilitou a filtragem das sequéncias
cianobacterianas, visto que a inclusdo inadvertida de leituras de sequéncias contaminantes pode
resultar em uma montagem incorreta, redu¢des na qualidade geral da montagem ou até mesmo
a atribuicdo de material genético ndo alvo para o genoma alvo (KUMAR, JONES,
KOUTSOVOULOS, CLARKE, & BLAXTER, 2013).

De acordo com Cornet, Meunier et al. (2018), mais do 5% dos conjuntos de genomas
publicados de cianobactérias estdo altamente contaminados por DNA contaminante. A
obtencdo de DNA cianobacteriano sem sequéncias contaminantes é, portanto, uma tarefa
desafiadora, devido a sua estreita relagdo com comunidades bacterianas na natureza (CORNET;
BERTRAND; et al., 2018). Essas associac¢Ges limitam o axenismo das culturas, e a maioria dos
esforcos de isolamento resulta em culturas unicianobacterianas contendo Vvarios
microrganismos em consoércio (ALVARENGA; FIORE; VARANI, 2017).
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Figura 9. Proporcao de leituras emparelhadas e mapeadas do sequenciamento HiSeq para a montagem
primaria de Spades (@), e sua distribuicdo por grupo taxonémico no nivel de filo (b). A afiliacdo
taxondmica de cada sequéncia montada foi determinada por similaridade BLASTN (e-value 3) no
GenBank do NCBI. Os gréaficos de bolhas mostram a distribuicdo das sequéncias de acordo com a
proporcdo GC e a cobertura base (c). Nesse caso, os circulos sdo proporcionais ao comprimento das
sequéncias e coloridos por grupo taxonémico. Os histogramas mostram o tamanho acumulado das
sequéncias em cada filo pela propor¢do GC (localizagdo superior) e cobertura (localizado & direita). As
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Figura 10. Proporcéo de leituras emparelhadas e mapeadas do sequenciamento HiSeq para a montagem
primaria de Platanus (a), e sua distribuicdo por grupo taxonémico no nivel de filo (b). A afiliagdo
taxondmica de cada sequéncia montada foi determinada por similaridade BLASTN (e-value 3) no
GenBank do NCBI. Os graficos de bolhas mostram a distribuicdo das sequéncias de acordo com a
proporcdo GC e a cobertura base (c). Nesse caso, os circulos sdo proporcionais ao comprimento das
sequéncias e coloridos por grupo taxonémico. Os histogramas mostram o tamanho acumulado das
sequéncias em cada filo pela proporcdo GC (localizacdo superior) e cobertura (localizado a direita). As

legendas contém o nimero de sequéncias, tamanho em Mpb e N50 do lado do filo.
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Pelo método de binning, formou-se dois bins, pertencentes a Cyanobacteria e
Rhizobiales. A bin de Cyanobacteria foi recuperada baseada na integridade de 98,4%, sendo
considerada como a terceira montagem. Por outro lado, a integridade da bin Rhizobiales foi de
76,7%, motivo pelo qual ndo foi considerado seu aproveitamento.

Dado que os trés métodos de montagem parecem ter suas proprias estratégias e
limitagcOes, o draft do genoma da linhagem CENA135 resultou do consenso utilizando como
montagem principal a obtida de Spades; cujos dados estimados apds o fechamento de lacunas

estdo resumidos na Tabela 4.

Tabela 4. Estimativa e analise de qualidade das montagens individuais e consensus do sequenciamento
da linhagem Oxynema sp. CENA135.

Montagem 1 Montagem 2 Montagem 3 Consensus
Programa Spades Platanus E:;Liigf_ﬁ; Metassembler
N° de contigs 155 265 10 11
Tamanho total (pb) 6.268.060 6.032.431 6.260.271 6.241.108
Maior contig (pb) 3.591.057 1.218.266 2.735.654 3.591.108
(G+C)% 51.60 51.64 51,61 51.60
N50 3.591.057 431.201 927.442 3.591.108
L50 1 5 2 1
Integridade (%) 99,29 98,11 98,35 99,29
Contaminag&o (%) 1,45 1,69 3,73 1,22

A montagem consenso constou de 11 sequéncias contiguas em um tamanho total de
6,2 Mpb, com N50 de 3.591.108 pb, percentual G:C de 51,6% e cobertura média de 190x.
Embora 0 genoma néo tenha sido “fechado”, a integridade das sequéncias atingiu 99,3% na
analise do CheckM; valor que foi validado com 0 99% de integridade obtido a partir de 834

grupos de genes ortdlogos de cdpia Unica, nomeados BUSCOs (Figura 11)
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Figura 11. Estimativa percentual de BUSCOs identificados no genoma da linhagem Oxynema sp.
CENA135, correspondente a 826 grupos completos de cépia Unica (821) e duplicados (5), 4 grupos
fragmentados e 4 grupos ausentes.

O genoma da cianobactéria do manguezal brasileiro Oxynema sp. CENA135 € o
primeiro registrado para o género até o0 momento. Entretanto, a auséncia de mais genomas do
mesmo género impossibilita realizar estimativas de gendbmica comparativa. Porém, fornecera

informac&o base para futuros estudos do taxon.

5.3. Filogenémica

Na arvore filogendmica de Maxima Verossimilhanca (Figura 12) obtido do GTDBtk, a
linhagem do manguezal brasileiro Oxynema sp. CENA135 agrupou-se em um clado com a
extremofila Oscillatoria acuminata PCC 6304 (N° de acesso GCA_000317105.1) encontrada
em aguas termais dos Estados Unidos. Ambas cianobactérias formaram um clado maior com
Planktothricoides sp. SRO01 (N° de acesso GCA_001276715.1), isolada do reservatorio de
agua doce localizada em Cingapura, com um valor de reamostragem de 100%. O fato de
encontrar agrupamentos tao proximos de espécies de ambientes bastante divergentes, pode estar
associado ao limitado numero de taxons com genomas sequenciados e disponiveis nos bancos
de dados sdo insuficientes.

O recente sistema taxondmico de bactérias e arquéeias do GTDB tem sido baseado
somente na filogenia do genoma, removendo os grupos polifiléticos e normalizando as
classificacbes taxondmicas usando critérios de divergéncia evolutiva relativa e ANI para
estabelecer classificagbes taxondmicas (PARKS et al., 2018, 2019). O ANI representa a
identidade nucleotidica média de todos os genes ortélogos compartilhados entre dois genomas,
embora sua estimativa ndo representa estritamente a relacdo evolutiva do genoma central, ja

gue os genes ortdlogos podem variar amplamente entre pares de genomas comparados (JAIN
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etal., 2005). No entanto, foi considerada uma medida robusta da distancia genética e evolutiva,
de forte correlagdo com a similaridade da sequéncia do gene 16S RNAr e a taxa de mutacéo do
genoma (KONSTANTINIDIS; TIEDJE, 2005). Um suporte adicional ao uso do ANI, foi a
estreita relacdo com os valores obtidos de hibridacgio DNA-DNA (GORIS et al., 2007),
considerado o método padrdo por décadas (CHO; TIEDJE, 2001; MURRAY et al., 2001,
KANG et al., 2007; GORIS et al., 2007). Por tanto, o ANI foi amplamente aceito para
circunscrever espécies (CHUN et al., 2018; CIUFO et al., 2018; COIL et al., 2019; CHAUMEIL
et al., 2019). Em geral, o raio de circunscricdo ANI definido para separacdo de espécies é de
95%, embora tenha algumas exce¢des de 97% a fim de excluir algumas espécies de Shigella do
género Escherichia. Para o ANI inter-espécie entre os representantes mais proximos de um
género tem sido observado uma distribuicdo de 78 a 95% (PARKS et al., 2019). Baseados nessa
estimativa, o genoma de Oscillatoria acuminata PCC 6304 utilizado como referéncia da
Oxynema sp. CENA135 pelo programa GTDBtk, mostrou grande distancia evolutiva da
linhagem de estudo com um ANI de 76,63%, evidenciando a falta de genomas sequenciados de
géneros mais proximos. O sistema entdo infere que o genoma da linhagem Oxynema sp.
CENA135 posiciona-se na ordem Cyanobacteriales, sem conseguir uma classificacdo mais
especifica devido a falta de um genoma de referéncia mais proximo.

Em contrapartida do esquema anterior, o sistema tradicional de classificacdo do filo
Cyanobacteria proposto por Komarek et al. (2014), posicionou o genoma da CENA135 no
género Oxynema da ordem Oscillatoriales. O NCBI adotou este sistema exclusivo para a
taxonomia do filo, onde os critérios citomorfoldgicos e ecoldgicos foram consistentes no mais
possivel com a filogendmica. A combinacdo desses critérios é nomeada de abordagem
polifasica, na qual a avaliagdo genética formaria a base (KOMAREK, 2016). Durante bastante
tempo o0 gene de 16S RNAr tem sido essa base genética e, em muitos casos, permitiu a
demarcacdo de tdxons em espécies distintas, mas suas limitacdes em varios grupos resultaram
no uso continuado da hibridagdo DNA-DNA. Ja com os avangos bioinformaticos e o next
generation sequencing (NGS), a incorporagdo da genémica na taxonomia e sistematica das
bactérias e arquéias aumentam a credibilidade da taxonomia na era genémica (CHUN;
RAINEY, 2014). Dessa forma, o estudo polifasico abrange continuas adaptac6es de acordo com
as novas descobertas e com a introdugdo de novas metodologias (KOMAREK, 2018). Um
recente exemplo da avaliagcdo polifasica no contexto gendmico foi 0 novo género Elainella
derivado de Pseudophormidium (JAHODAROVA et al., 2018).
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Figura 12. Posicéo evolutiva da linhagem Oxynema sp. CENAL35 no filo Cyanobacteria. Os valores
de reamostragem (bootstrap) foram indicados em uma escala de 0 a 1. A classifica¢do taxondémica no
nivel de ordem foi designada de acordo com a taxonomia proposta por Komarek et al. (2014) utilizada
no NCBI (Primeira coluna) e a taxonomia do GTDB (Segunda coluna).
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5.4. Filogenia do gene 16S RNAr

O genoma da linhagem Oxynema sp. CENAL135 apresentou cinco copias idénticas da
regido contigua do gene 16S RNAr, espacador intergénico (ITS) e o gene 23S RNAr. O gene
16S RNAr é um marcador molecular tradicionalmente utilizado na filogenética bacteriana
(YARZA et al., 2014; KOMAREK, 2018). Embora o operon 16S-ITS-23S RNAr tenha sido
proposto para uma identificacdo confiavel de bactérias, a falta de sequéncias da referida regido
nos bancos de dados limita sua utilizacdo, razdo pela qual a arvore filogenética baseou-se
apenas na sequéncia do gene 16S RNAr. Sendo que primeiro, verificou-se a confiabilidade de
uma copia do gene obtida do genoma com 100% de similaridade para a sequéncia de 16S RNAr
disponivel na database do NCBI (N° de acesso HQ730084), da anteriormente identificada como
Phormidium sp. CENA135.

As arvores filogenéticas obtidas pelos métodos de MV e IB, apesar de ndo serem
idénticas, mostraram topologia semelhante. Motivo pelo qual a arvore de MV foi gerada
apresentando os valores de reamostragem respectivos e os valores de probabilidade da IF.

Na filogenia, a linhagem brasileira Oxynema sp. CENA135 agrupou-se com as
linhagens asiaticas de Oxynema formando um clado bem suportado e restrito do género. A
analise MV dividiu o clado em trés sub-clados em concordancia com o pais de procedéncia das
linhagens (Figura 13). Inclusive, a analise MV e IB mostraram que o sub-clado da India
apresentou um ramo interno composto pelas linhagens de ambiente marinho separado das
linhagens isoladas de salinas (BDU 120161) e do manguezal (AP24 e AP17).

ENA135 Brasil
CCALA 960 JF729323.1 Holotipo Tailandia
7710.7]| Oxynema sp. AP24 MG694265.1
100/-| Oxynema sp. AP17 MG694263.1
Oxynema thaianum BDU 120161 KX452364.1 . |
Oxynema thaianum BDU 70493 KX452362.1  India
7710.8| Oxynema thaianum BDU 91992 KX452363.1
Oxynema thaianum BDU 10251 KX452361.1

100/1.0

< Laspinema thermale HK

0.1

Figura 13. Detalhe do clado do género Oxynema. A arvore de Maxima Verossimilhanga (MV) baseou-
se em sequéncias parciais do gene 16S RNAr e a topologia foi validada por inferéncia Bayesiana (1B).
Apenas os valores de reamostragem maiores a 70% para 0 método MV e de 0,7 de probabilidade a
posteriori para IB sdo indicados nos n6s. A linhagem de estudo Oxynema sp. CENA135 esta exibida em
negrito.
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A anélise de similaridade feita por BLASTN revelou que a sequéncia de 1152 pb do
gene de 16S RNAr da linhagem holétipo O. thaianum CCALA 960 (N° de acesso
NR_125585.1) teve uma alta similaridade (98,7%) com a sequéncia de 1486 pb do gene de 16S
RNAr da CENA135, mas apenas uma cobertura de 77%, faltando a parte inicial da sequéncia
(aproximadamente 334 pb). Os bancos de dados contém sequéncias incompletas que dificultam
a reconstrugdo da histdria evolutiva da linhagem. Portanto, a matriz de similaridade foi gerada
com base apenas na regido consenso (1064 pb) entre as sequéncias de 16S RNAr das linhagens
do clado. Dessa forma, as oito linhagens agrupadas apresentaram similaridade variavel de 98,5
a 100%, para uma fracdo de 1064 nucleotideos do 16S RNAr com uma divergéncia de até 16
nucleotideos (Tabela5), superando a taxa minima (>94,5%) para diferenciacdo de géneros de
acordo com Yarza et al. (2014). Em suporte dos dados avaliados, confirma-se que a linhagem
CENA135 corresponde ao género Oxynema, sendo coerente com as analises prévias de
Chatchawan et al. ( 2012) e Silva et al. (2014).

Tabela 5. Similaridade do gene de 16S RNAr das linhagens pertencentes ao género Oxynema, baseado
em 1064 nucleotideos. Porgdo superior contém os valores porcentuais de similaridade e a porcéo inferior
0 nimero de nucleotideos divergentes. Valores inferiores a 99% sdo exibidos em negrita

Linhagem 1 2 3 4 5 6 7 8

1. Oxynema sp. CENA135 98,7 98,7 98,7 98,7 987 987 985
2. Oxynema thaianum CCALA 960 13 100 100 100 999 999 99,6
3. Oxynema sp. AP24 13 0 100 100 999 999 99,6
4. Oxynema sp. AP17 13 0 0 100 99,9 999 996
5. Oxynema thaianum BDU 120161 13 0 0 0 999 999 99,6
6. Oxynema thaianum BDU 70493 13 1 1 1 100 99.7
7. Oxynema thaianum BDU 91992 13 1 1 1 99.7
8. Oxynema thaianum BDU 10251 16 4 4 4 3

Na visualizacdo mais ampla da arvore filogenética (Figura 14), a sequéncia do gene
16S claramente divide Oxynema do clado irmdo (A) compartilhando menos de 92% de
identidade. A espécie mais proxima foi Laspinema thermale do novo género Laspinema,
recentemente separado de Phormidium Kiitzing ex Gomont (1892) baseado na exsicata da
linhagem HK S5, a qual apresentou células apicais conicas e arredondadas contrarias a
Oxynema (Heidari et al., 2018). A proximidade da linhagem polifilética Oscillatoria acuminata
PCC 6304 (ISHIDA, 2001), basénimo de Phormidium acuminatum, guarda relacdo com a
filogendmica descrita anteriormente. No entanto, a revisdao de Chatchawan et al. (2012)
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reclassifica esta espécie como Oxynema acuminatum baseado apenas em semelhancas
morfoldgicas das exsicatas, porém a baixa similaridade de 91,37% com Oxynema sp. CENA135
e diferenca na tipica forma da célula apical do género sugerem que néo pertence a Oxynema.
Por outro lado, o clado B agrupou a espécie Planktothricoides raciborskii, cujo Unico genoma
disponivel (Planktothricoides sp. SR001) esteve bem relacionado a linhagem de estudo de
acordo com a filogendmica, embora a distancia genética foi mais aprofundada na filogenia do
16S RNAr.

As analises MV e IB do gene 16S RNAr, corroboraram a notavel separacdo do clado
Oxynema do verdadeiro clado Phormidium. O tradicional grupo VIII de Phormidium
(KOMAREK & ANAGNOSTIDIS, 2005) foi representado por a espécie P. irrigum (Linhagem
CCALA 759 e cf. minor ETS-02), proposto por Sciuto et al. (2012), em vez da espécie P.
lucidum conhecida apenas por ilustracdo. A cianobactéria P. irrigum tem representado o0 género

em estudos onde varios novos géneros foram derivados (MARTINS et al., 2019).
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Figura 14. Relagdo filogenética do género Oxynema com outras taxas da ordem Oscillatoriales. A
arvore de Méxima Verossimilhanga (MV) baseou-se em sequéncias parciais do gene 16S RNAr e a
topologia foi validada por inferéncia Bayesiana (IB). Apenas os valores de reamostragem maiores a 50%
para 0 método MV e de 0,6 de probabilidade a posteriori para 1B sdo indicados nos nos. (*) representa
valores inferiores e (-) valores ausentes. Os circulos pretos mostram as espécies tipo dos géneros
cianobacterianos. O clado A é o mais proximo para Oxynema, na qual agrupa-se a polifilética
Oscillatoria acuminata PCC 6304 em concordancia com a filogendmica. O prédximo género com
genoma disponivel é Planktothricoides representado por P. raciborskii do clado B. O tradicional
Phormidium e Lyngbya martensiana agrupam em um clado C distante do clado Oxynema.
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5.5. Analises das estruturas secundérias do espaco intergénico 16S-23S

O ITS 16S-23S da linhagem Oxynema sp. CENA135 consistiu de 447 nucleotideos,
sendo mais curto que a linhagem de referéncia O. thaianum CCALA 960 com 477 nucleotideos
e as Oxynema sp. AP17 e AP24, ambas com 480 nucleotideos. Estas duas Ultimas foram
sugeridas como uma nova espécie e identificadas como O. aestuarii por Chakraborty et al.
(2018). Em resumo, o grupo apresentou 14 regides (Tabela 6) de acordo com Itemam et al.
(2000). Dessas regides foram identificados 2 genes RNA transportadores para lleucina e
Alanina, 4 regibes idénticas e outras 8 com um historico evolutivo de substituicbes de base

Unica e multiplas delegdes.

Tabela 6. Tamanho em nucleotideos das regides do ITS 16S-23S das linhagens descritas no género
Oxynema e a espécie Oxynema thaianum.
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Oxynema thaianum
CCALA 960 6 61 47 16 73 11 72 46 55 17 12 6 17 17

Oxynema sp.

CENA135 6 62 47 16 73 11 72 33 37 17 12 6 17 17
Oxynema sp. AP17 6 62 47 16 73 11 72 48 55 17 12 6 17 17
Oxynema sp. AP24 6 62 47 16 73 11 72 48 55 17 12 6 17 17

No entanto, as duas sequéncias de ITS 16S-23S da linhagem tipo O. thaianum CCALA
960 (N° de acesso MG825656 e JF729323) disponiveis no GenBank (NCBI) ndo foram
idénticas (Apéndice B). A ITS com N° de acesso MG825656 apresentou 25 substituicbes de
base e 1 insercédo, quando comparada com a se ITS com N° de acesso JF729323, ocorrendo em
sua maioria na primeira metade da sequéncia. Esta divergéncia nas ITS foi relacionada a erros
na sequéncia da MG825656, principalmente evidenciado na sequéncia da hélice basal TCTC-
3’do dominio D1-D1', a qual ndo concordava com seu equivalente altamente conservado entre
cianobactérias GGTC-3” (ITEMAN et al., 2000). Razédo pela qual, optou-se por utilizar a
sequéncia ITS com N° de acesso JF729323, conseguindo identificar s6 as quatro primeiras
regibes D1-D1°, D2, D3 e o gene RNA transportador para lleucina, por ser uma sequéncia

incompleta. As 10 regides restantes foram necessariamente identificadas a partir da sequéncia



55

ITS com N° de acesso MG825656. No entanto, sugere-se a posterior revisao desta sequéncia
devido as suas particularidades.

Nas regides nao idénticas, a linhagem Oxynema sp. CENA135 mostrou sete
substituicdes em D2, uma substituicdo em Pos-Box B e uma delecdo no final da ITS, a qual
contem a regido D5; quando comparadas com as sequéncias das outras linhagens. Essa
divergéncia da linhagem foi mais evidente na Pre-BoxB, provavelmente devido a delecdo
contigua de 15 nucleotideos e até 9 casos de substituicdo. Ademais, varias diferencas foram
observadas na estrutura primaria das regides D1-D1’ e Box B, representadas na Tabela 7. Na
qual, a espécie Oxynema thaianum, representada pela linhagem CCALA960, mostrou baixa
identidade com a linhagem CENA135.

A estrutura secundaria da D1-D1’ foi conservada em todas as linhagens, porém, a
Oxynema sp. CENA135 apresentou até 13 substituicdes quando comparados com as linhagens
AP17 e AP24 (Figura 15), gerando uma inclinacéo na bolha terminal. A configuracdo da hélice
Box B foi bem variavel entre as linhagens (Figura 16), assim a delecdo de 18 nucleotideos
contiguos e 5 substitui¢des originaram a perda de um abaulamento bilateral para a linhagem de

estudo.

Tabela 7. Similaridade das regifes D1-D1’ ¢ Box B do ITS 16S-23S. Porg¢éo superior contém os valores
porcentuais de similaridade e a por¢éo inferior o numero de nucleotideos divergentes.

Regido Linhagem 1 2 3 4

1. Oxynema thaianum CCALA 960 75,8 96,7 98,3

, 2. Oxynema sp. CENA135 15 77,4 77,4

bi-bI™ o Oxynema sp. AP17 2 14 96,7
4. Oxynema sp. AP24 1 14 2

1. Oxynema thaianum CCALA 960 56,3 92,7 92,7

2. Oxynema sp. CENA135 24 58,1 58,1

BoxB 3. Oxynema sp. AP17 4 23 100
4. Oxynema sp. AP24 4 23 0

A sequéncia ITS 16S-23S é frequentemente utilizado em cianobactérias na
determinacéo de espécies, sendo as estruturas secundérias das hélices D1-D1°, Box B e V3 as
mais comparadas (BOYER, FLECHTNER, & JOHANSEN, 2001; CAIRES et al., 2018;
JOHANSEN et al., 2011; MARTINS & BRANCO, 2016). No presente estudo, somente duas

destas regides (D1-D1’ e Box B) foram informativas para os membros do género Oxynema,
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cujas estruturas secundérias foram congruentes com o obtido por Chakraborty et al. (2018).
Entanto, as diferencas observadas na Pre-Box B forneceram informagdo importante nas
estimativas de similaridade. Desse modo, as linhagens de espécie indeterminada avaliadas
diferiram da espécie Oxynema thaianum (Linhagem tipo CCALA960). O estudo prévio de
Martins et al. (2019), delimitou-se a separagdo das espécies Pynacronema brasiliensis da P.
rubrum com similaridade menor a 85% nos dominios D1-D1’ e Box B. Portanto, a linhagem
Oxynema sp. CENA135 poderia representar uma nova espécie do género Oxynema, de acordo
com as analises moleculares realizadas neste trabalho, suportada pelas grandes diferencas

morfoldgicas e ecoldgicas da linhagem em relacdo a espécie Oxynema thaianum.

30 30 30
30
J=Cp u-C-a ¢
A-A-A A A A A ArU AA
c A / /
A 13 A & A i
| A \ y
e 6 T L c A
A& B—A ¢-¢ oy G-
G ¢ G—C, LG &-¢
o] 7 c 4 c
Aee w p il . L
A G G C
¢ c e L. 0 C.
G A= e Y Al e 4 A—g e %
20 e A 6| cA-p f, Ok CTNA ¢ c—A-p
] Fl G A G A 2 f A
¢ 2 | % / A { %
5 ¢é A i A d A ’
A6 C A AN Bew @ A %
& A a6 6 % A Asp & % 56
v oade R | U “s« \
/ 50 u G 50 A "
Uy ‘u/\ A-A U s G-A.p
e CAy C e u u”‘c“ Aa ul 4
10 ¢ c i < 10 c ‘c w Y c
c G G ] c G c
A & A A
¢ A \ ¢ A ¢
A G A G A G A é
o} A o A C A (3 A
ce c-6 c-G c-6-
|
a c-6—e b c-6 C C-G—60 d C-6—w
A l‘J ,?\ U 80 A-U A—-ll.l
§ —G-C—3 & —G-C—3 5 —G-C—3 § —G-C— 7

Figura 15. Estruturas secundérias dos dominios D1-D1° das sequéncias do espago intergénico 16S-23S.
a. Oxynema sp. CENA135 b. Oxynema thaianum CCALA960 c. Oxynema sp. AP17 d. Oxynema sp.
AP24. A inser¢do de nucleotideos esté indicada com uma seta.

fc; A (e} A c A
G G A G A G
(S A A A A A
NC—G 30 Noacd 20 c-G &
1 I
&-c 6-¢ 6-¢
20 é C 20 G-C 20 G-C_
i G » G e G
» % K o . o
A-C-c A\C GA 5 GA 5 GA
Nt A-u knd el
I 4-n P i
U= g (Ilfs 40 ([:fG 40
c 1‘J>A " U-A, U-A
£ A e A ¢ A e
A A / A A f A
c % c A C A C A
1M 1 U A 10 U-A 10 U-A
s-c A A &-¢ &-¢
- o {of ! ]
c-6 c-G c-G
| ] (‘3 G T I
Cog_» -6 C-G, C-G,
£ A N / / \
< p A / A / A
¥z ‘ A & A A
A=y A-U 80 A-U % A-y %
| | |
G ¢ c-6 c-6
Ll G-C G-C G-C
(] | T r
a A= b A-U C A=Y d A-U
G-e—u 5§ —C-G—3 § —C-G—3 5 C-G 3

Figura 16. Estruturas secundarias dos dominios BoxB das sequéncias do espaco intergénico 16S-23S.
a. Oxynema sp. CENA135 b. Oxynema thaianum CCALA960 c. Oxynema sp. AP17 d. Oxynema sp.
AP24. A inser¢do de nucleotideos esté indicada com uma seta.



57

5.6. Anotacéo funcional do genoma de Oxynema sp. CENA135

O genoma da Oxynema sp. CENA135 constou de 4846 genes preditos, 10 RNAs
ribossémicos (RNAr) e 76 RNAs transportadores (RNALt) de acordo com a predi¢cdo do Prokka.
Aproximadamente 46% desses genes codificaram para proteinas hipotéticas ou de funcGes
desconhecidas.

Os genomas procariotos representam uma fonte atrativa de produtos naturais, e,
portanto, diferentes métodos de prospecdo sdo aplicados visando principalmente novas
descobertas ou a correlacao de espécies na sintese de metabolitos secundarios. A mineracao do
genoma utilizando ferramentas bioinformaticas usualmente € o primero passo na busca de
agrupamentos génicos biossintéticos conhecidos além de genes potenciais contornando a
estrutura de novas vias biossintéticas. Este processo é dependente de bancos de dados de
proteinas puablicos que sdo uma parte crucial dos estudos bioldgicos modernos
(OMEERSHFFUDIN; KUMAR, 2019), embora ainda uma grande fracdo corresponde a
proteinas que sdo designadas a funcdes hipotéticas. Existem varios métodos in silico
disponiveis para as previses funcionais de proteinas hipotéticas, no entanto estas predicdes
devam ser comprovadas ainda mais pela analise experimental (SIVASHANKARI;
SHANMUGHAVEL, 2006; BENSO et al., 2013; IJAQ et al., 2015).

O servidor RAST forneceu uma visdo panoramica da funcionalidade génica de
Oxynema, resultando na identificacdo 6006 regiGes codificantes (CDS). Entre os quais,
unicamente 30% foi classificado em 375 subsistemas conhecidos (Figura 17) e o 70% restante

foi ligado a processos bioldgicos ainda desconhecidos.
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Figura 17. Subsistemas dos rascunhos montados da linhagem Oxynema sp. CENA135.

Muitas cianobactérias liberam varios tipos de substancias biologicamente ativas, como
proteinas, vitaminas, carboidratos, aminoacidos, polissacarideos e fito-hormonios que
funcionam como moléculas elicitoras para promover o crescimento das plantas e ajuda-las para
combater o estresse bidtico e abidtico (SINGH, 2014a). Em congruéncia, a abundancia de CDS
nas categorias de aminoéacidos e derivados (1); carboidratos (2); parede celular e capsula (4);
co-fatores, vitaminas, grupos protéticos e pigmentos (5); e metabolismo de proteinas (20),
foram notéveis no genoma.

Genes envolvidos na biossintese de auxinas foram detectados na categoria de
metabolitos secundarios (24). Outra cianobactéria do manguezal, Phormidium Sp. M1405019
isolada da rizosfera, também foi observada producindo o fito-hormdnio auxina, acido indol-3-
acético (IAA) em analises de FT-IR e FPLC (BOOPATHI et al., 2013). A relacdo de ambos
microrganismos pertencerem a ambientes de solo ou sedimento proximos a plantas, poderia
explicar a capacidade génica de produzir este tipo de metabdlitos. Varios géneros de
cianobactérias ja foram relatados como produtores de uma ampla gama de produtos quimicos
como auxinas, giberelinas e citocininas com efeitos promotores de crescimento em plantas
(ALVARENGA, RIGONATO, BRANCO, & FIORE, 2015; TSAVKELOVA, KLIMOVA,
CHERDYNTSEVA, & NETRUSOV, 2006).

Na categoria de viruléncia, doencas e defesa (27), encontraram-se varias regides

codificantes associadas a resisténcia de antibidticos e compostos toxicos. Durante a prospeccao,



59

foram observados quadros de leitura abertos (ORFs) que codificarim enzimas envolvidas na
resisténcia de metais pesados como cobre, cobalto, zinco, cadmio, merctrio e arsénio.

Em um sistema bioldgico equilibrado, o cobre, zinco e cobalto sdo microelementos
essenciais que participam da fisiologia celular (HUERTAS et al., 2014). Esta homeostase de
metais € especialmente importante nas cianobactérias, ja que a fotossintesis impde uma alta
demanda de metais como cofatores de varias proteinas (MERCHANT; HELMANN, 2012). No
entanto, o cadmio, mercurio e arsénio nao tem uma fungao bioldgica, sendo toxicas em todos
os organismos. Uma barreira bioldgica contra a entrada desses metaloides toxicos na cadeia
alimentar ¢ representada pelas cianobactérias, desencadeiando mecanismos de defesa para
enfrentar a toxicidade do metal (CASSIER-CHAUVAT; CHAUVAT, 2016).

Genes que participam em mecanismos de sequestro por metalotioneinas, reducao de
ions metalicos toxicos em formas menos toxicas ou biodisponiveis e transporte ativo foram
consistentes com os genes identificados no genoma da linhagem. Entretanto, no genoma
também foram encontrados genes associados a transformacgao de arsénio (arsR, arsB e arsC)
que reduziriam o arsénio de uma forma toxica (arsenato, AsV) a outra ainda mais toxica
(arsenito, AslII), porém este mecanismo poderia ser compensado com a presenga do gene arsM
(Apéndice D), o qual foi ligado a detoxificacdo de arsenito como doadores de metil na formacao
do composto volatil trimetilarsina (YIN et al., 2011; MARAPAKALA et al., 2015). Dessa
forma, a linhagem poderia ser uma candidata promissora na biorremediacdo de areas
contaminadas por metais pessados.

O potencial da Oxynema sp. CENA135 na biorrediacdo foi testada anteriormente. O
estudo de Silva-Stenico et al. (2012), mostrou que a linhagem do manguezal foi capaz de
remover os corantes té€xteis amarelo palanil 3G, amarelo indantireno S5GF e o indigo BANN 30
que foi completamente degradado. Outras linhagens como Phormidium autumnale UTEX1580
(SILVA-STENICO et al., 2012; DELLAMATRICE et al., 2017) e Leptolyngbya sp. CENA134
(SILVA-STENICO et al., 2012) também tem sido capazes de remover os mesmos tipos de
corantes, que representam as classes azoide (amarelo palanil), antraquinoide (amarelo
indantireno) e indigoide (indigo). Apesar dos corantes serem extensivamente utilizados na
industria téxtil, farmaceutica, alimentar e em cosmeticos, pouco se sabe do mecanismo génico
de degradagdo em cianobactérias. Robinson et al. (2001) demostrou que Oscillatoria sp.
reduziu com sucesso corantes azo atraves da enzima azoredutase. Esta enzima catalisa a
clivagem redutiva das ligacdes azo (-N = N-) para produzir aminas aromaticas incolores

(CLAUS; GUILLOU; ELLERO-SIMATOS, 2016; ZAHRAN et al., 2019). Porém, sequéncias
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que codifiquem para putativos de azoreductase ndo foram encontradas no genoma, sugerindo
que a degradagdo dos corantes azoide pode estar acontecendo por outra via.

Uma alternativa na biorrediacdo de corantes sdo as lacases bacterianas, enzimas
oxireductases multicobre (MCOs) envolvidas na degradacao de lignina, pigmentacéo, producao
de melanina e resisténcia ao revestimento de esporos (HULLO et al., 2001; MAYER,;
STAPLES, 2002; CAMARERO et al.,, 2005; AFREEN et al., 2017). Recentemente,
comprovou-se que a enzima lacase de Spirulina platensis CFTRI usando o substrato ABTS
[2,2-azino-bis (3-etillbenzotiazolina-6-sulfonato)] pode ser eficiente na descolorizacdo de
corantes antraquinoides (AFREEN et al., 2017). Algumas lacases de Streptomyces foram
relacionados a descoloracdo e desintoxicacdo de corantes indigo (DUBE et al., 2008;
BLANQUEZ et al., 2019) e azoides (BLANQUEZ et al., 2019), melhorando os resultados de
acordo ao substrato. Numa abordagem da biologia sintética, a linhagem recombinante de
Synechococcus elongatus PCC7942 (NSII-CotA) para expressao heter6loga da lacase (CotA)
de Bacillus subtilis, industrialmente relevante, foi capaz de descolorir as trés classes de corantes
(LIANG et al., 2018). Nesse contexto, realizou-se a busca BLAST no genoma da Oxynema sp.
CENA usando o gene CotA de B. Subtitlis. Uma sequéncia de 497 aminoacidos foi similar
(29%) a lacase CotA, compreendendo trés dominios cataliticos da familia cupredoxina. Esta
nova lacase de Oxynema sp. CENA135 poderia estar envolvida na remocdo de corantes téxteis
avaliados por Silva-Stenico et al. (2012).

5.7. Detecc¢do de potenciais agrupamentos génicos em Oxynema sp. CENA135

A busca de agrupamentos génicos envolvidos na sintese de metabdlitos secundarios, foi
realizada por meio das ferramentas bioinformaticas antiSMASH e BAGEL4. Entre eles, o
antiSMASH detectou cinco agrupamentos de tipo siderdforo (1), bacteriocin (2), LAP (1) e
terperno. Em adi¢do, o BAGEL4 detectou dois agrupamentos que poderiam estar envolvidos
com a sintese de lacopeptideo e sactipeptideo. Os agrupamentos génicos detectados estdo

resumidos na Tabela &.
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Tabela 8. Agrupamentos génicos preditos no genoma da Oxynema sp. CENA135.

Tamanho . Agrupamento Genes Similares -
N° Categoria L . .
(pb) mais similar Microrganismo
1 7787 Bacteriocina nao identificado 80% - Calothrix sp. PCC 6303
. g 57% - Oscillatoria acuminata
2 10234 Bacteriocina ndo identificado PCC 6304
3 16805 Lacopeptideo  ndo identificado -
I i 3% - Hyphomicrobium zavarzinii
4 22211 LAP ndo identificado ATCC 27496
5 19723 Sactipeptideo  ndo identificado -
6 16840 Sideroforo ndo identificado 100% - Nostoc sp. PCC 7120
o (e . .
7 20933 Terperno ndo identificado 57% - Oscillatoria acuminata

PCC 6304

A prospecao manual do genoma revelou outros trés agrupamentos génicos relacionados

a sintese de polimeros e hidrocarbonetos. De forma geral, todos os agrupamentos génicos

detectados e genes potenciais foram divididos em categorias para um melhor entendimento. Em

referéncia a estudos que relacionaram a linhagens com a producao de cianotoxinas, adicionou-

se uma categoria de toxinas no estudo.

5.7.1. Siderdforo e sistemas de exportacdo

Um agrupamento de 11 genes foi identificado para biossintese do siderdforo

hidroxamato tipo schizokinen e internalizagao do sideroforo ligado ao ferro (Figura 18).
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Figura 18. Organizacdo génica do agrupamento presumidamente responsével da biossintese e
transporte do siderdforo schizokinen no genoma de Oxynema sp. CENA135, em referéncia aos
agrupamentos génicos de schizokinen em Nostoc sp. PCC 7120 e de rhizobactina em Sinorhizobium
meliloti 1021.

Na montante, localizou-se o gene receptor que codificaria a proteina responsavel pelo
transporte do sider6foro hidroxamato ligado ao ferro, através da membrana externa. Em vista
de existir varios tipos de receptores para sider6foros hidroxamatos, a sequéncia de aminoacidos
deduzida para este gene foi comparada com os transportadores putativos dos sideréforos
schizokinen (alr3097, SchT) de Nostoc sp. PCC 7120 (NICOLAISEN et al.,, 2008) e
rhizobactina 1021 (RhtA) localizado no plasmideo pSymA de Sinorhizobium meliloti 1021
(LYNCH et al., 2001), além de aerobactina (IutA) de E. coli (LORENZO, DE et al., 1986). Em
resultado, o gene receptor da Oxynema sp. CENAI135 foi 51% similar ao gene SchT de
schizokinen, quando comparado com RhtA (28%) de rhizobactinal021 e TutA (31%) de
aerobactina.

No sideroforo schizokinen de Nostoc sp. PCC 7120, a expressao de SchT foi induzida
sob limitagdo de ferro (NICOLAISEN et al., 2008) e regulada directamente pelo gene FurA,
um homoélogo do regulador da captagio férrica (Fur) em bactérias heterotréficas (GONZALEZ
et al., 2010). A proteina transportadora do sider6foro ¢ dependente de TonB (TBDT) e localiza-
se na membrana externa, reconhecendo o siderdforo carregado do ferro e translocando este
complexo até o periplasma em um processo de transporte ativo dependente do Sistema TonB-

ExbB-ExbD (JIANG et al, 2015; GONZALEZ et al, 2018; ARSTOL; HOHMANN-
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MARRIOTT, 2019). Os genes que codifican para TonB-ExbB-ExbD foram identificados
adjacentes ao agrupamento génico, fato ndo observado nos agrupamentos das linhagens
comparadas, e portanto, uma vantagem no seu sequénciamento por métodos menos
abrangentes.

Sequencialmente ao gene receptor foram localizados outros dois genes, Dat e Ddc, que
codificariam para as enzimas L-24-diaminobutirate:2-cetoglutarate 4-aminotransferase
(DABA AT) e L-2,4-diaminobutirate decarboxilase (DABA DC) . Os genes envolvidos na
biosintese do sider6foro (lucABCD) foram colindantes a Dat e Ddc. Entre eles, os genes [ucA
e Iuc C sdo o nucleo sintético do sideroforo, entretanto o gene IucB codificaria a proteina
hidroxilisina acetiltransferase e o gene IucD codificaria a L-lisina 6-monoxigenase. Um gene
adicional da superfamilia MFS, o qual age como transportador secundério, localizou-se entre
os genes IucC e TucD similarmente ao agrupamento génico de schizokinen em Nostoc sp. PCC
7120, e foi ausente nos agrupamentos de rhizobactina 1021 e aerobactina. Finalizando o
agrupamento, posicionaram-se os genes FhuBCD que codificariam para o sistema de transporte
ABC do sideroforo ligado ao ferro do periplasma ao citoplasma.

Todos os genes envolvidos na biossintese € o transporte interno mostraram uma
similaridade >50% as proteinas putativas identificadas para o sideréforo eschizokinem em
Nostoc sp. PCC 7120.

As enzimas DABA AT e DABA DC foram identificadas na producao de 1,3-
diaminopropano em Acinetobacter baumannii (IKAI; YAMAMOTO, 1997) e em Vibrio
cholerae (LEE; YEH, 2009). Estes genes também foram encontrados no agrupamento génico
da rhizobactina 1021 de Sinorhizobium meliloti (LYNCH et al., 2001; BURRELL et al., 2012).
Burrell et al. (2012) demostraram bioquimicamente a necessidade de 1,3-diaminopropano na
biossintese do sider6foro independente a complexos enzimaticos NRPS em Anabaena
variabilis, e portanto, a necessidade de um modulo biossintético DABA AT / DABA DC no
agrupamento génico. Na cianobactéria Synechococcus sp. PCC 7002, conhecida pela
biosintesse de sideroforos tipo Sinechobactina A-C (ITO; BUTLER, 2005), a enzima DABA
AT foi codificada pelo gene SidA e a enzima DABA DC foi codificada pelo gene SidB, de
acordo com o agrupamento génico hipotetizado para este sideroforo (ARSTOL, 2017). Os
sideroforos tipo schizokinen sdo considerados estruturalmente similares a sinechobactina, cuja
derivagdo ¢ dada pela subtituicdo dos acidos hidroxdmicos por uma longa cadeia de acidos
graxos (ITO; BUTLER, 2005). Esta adi¢cao dos acidos graxos foi designada ao papel hipotético
do gene SidH do sider6foro sinechobactina em Synechococcus sp. PCC 7002 (ARSTOL, 2017).
Na linhagem Oxynema sp. CENAI135 ndo foi identificado o gene da derivacdo de
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sinechobactina no agrupamento do sideréforo, pelo que o agrupamento do sider6foro
encontrado corresponderia a schizokinen. Esta analise génica responderia o observado por Silva
(2010), na qual a leitura da Resonancia Magnética Nuclear (RMN) obtida para linhagem
identifica um sider6foro parecido a sinechobactina mas nao idéntico.

O sistema de exportacao do sideréforo nédo foi definido para a linhagem. O Gnico modelo
de exportacdo de sider6foros em cianobactérias foi descrito para o tipo schizokinen da Nostoc
sp. PCC 7120, envolvendo um transportador putativo dependente de TolC (all4025, gene
SchE), localizado na membrana interna e que participaria da secrecdo dos sideroforos. Em
adicdo, outro gene que codifica uma proteina B-barril da familia TolC localizada na membrana
externa (all2887, gene HgdD) completaria o processo de secrecdo (NICOLAISEN et al., 2010).
Baseados nesse modelo, realizou-se a busca dos genes no genoma da Oxynema, identificando
um transportador transmembrana da familia proteica TolC similar (54%) a ORF all2887
(HgdD) e localizado adjacente a duas ORFs envolvidas na translocagéo de cobre. Entretanto,
um transportador da superfamilia MFS foi associada com baixa similiaridade (24%) & ORF
all4025 (SchE). Interessantemente, também foi identificado um transportador da familia MFS,
que codificaria 0 exportador putativo de enterobactin (EntS), inserto na ilha genébmica de
resisténcia N°9 predita em Islandviewer para linhagem (Apéndice E) e, por tanto, provalmente
ganho por transferéncia de outro organismo .

Na exportacdo do sider6foro enterobactina de E. coli, o transporte do sideroforo ao
periplasma foi mediado por proteinas da superfamilia MFS, localizadas na membrana interna
(FURRER; SANDERS; MCINTOSH, 2002), enquanto a secrecdo no meio externo foi
dependente de proteinas do tipo TolC (BLEUEL et al., 2005). O homoélogo cianobacteriano da
proteina tipo TolC codificada pelo gene HgdD foi denominado como proteina de deposi¢ao do
heterécito glicolipidica D e estd envolvida na secregdo de protenas, acidos graxos
(MOSLAVAC et al., 2007), metabolitos secundarios tipo antibioticos (HAHN et al., 2012), além
do sider6foro schizokinen (NICOLAISEN et al., 2010). Nesse contexto, sugere-se que a ORF
identificada no genoma da Oxynema sp. CENA135 ¢ homologa ao gene HgdD da Nostoc sp.
PCC 7120 e participaria da exportagdo do sider6foro schizokinen. Porém, a proximidade desse
gene com um transportador putativo de cobre (PacS) gerou vérias interrogantes sobre a ligagao
do sideroforo e o cobre. Nicolaisen et al. (2010) demostraram que em condigdes de alta
concentracao de cobre e baixa concentracdo de ferro, o esquizokinen complexa o cobre e,
portanto, o ferro ndo pode ser transportado com eficiéncia. Recentemente, verificou-se que o

sideroforo yersiniabactina produzido por E. coli uropatogénica ligava-se a ions de cobre durante



65

infec¢cdes humanas como medida de protecao ante toxicidade do cobre (KOH; HENDERSON,
2015).

5.7.2. Peptideos de origem ribossémica

A busca de potenciais agrupamentos génicos através dos programas AntiSMASH e
Bagel, resultou em um total de cinco agrupamentos génicos envolvidos na sintese de
bacteriocinas como produtos naturais do peptideo ribossdomico modificados poOs-
traducionalmente (PRPTs), dos quais nenhum correspondia a agrupamentos génicos ja relatados
anteriormente. Apesar que muitos genes possivelmente associados a maquinaria biossintética
tenham codificado para proteinas hipotéticas, entre algumas com fungdes desconhecidas, genes
precursores entre outros responsaveis pela modificagdo pos-traducional e transporte, foram
detectados e curados manualmente.Nesse contexto, dois agrupamentos génicos de 7,8 Kb e 10,2
Kb de comprimento, envolvidos na sintese de bacteriocinas, foram detectados exclusivamente
em AntiSMASH as quais foram denominadas de bacteriocina-a e bacteriocina-
b,respectivamente.Cada agrupamento contém seis genes e um peptideo precursor. Os peptideos
precursores constaram de 69 para bacteriocina-a e de 77 aminoacidos para bacteriocina-b, € um

dominio conservado Nifll1.

As bacteriocinas sdo peptideos antimicrobianos naturais que apenas recentemente
foram explorados no tratamento e preven¢do de infecgdes microbianas (DICKS; STADEN,
VAN; KLUMPERMAN, 2017). Em frequéncia, numerosos agrupamentos génicos codificando
para bacteriocinas putativas sdo detectadas em cianobactérias. O estudo de Wang et al. (2011)
revelou que pode existir mais de um gene precursor participando da sintese de uma bacteriocina,
jé& que foram detectados 290 precursores no total de 145 agrupamentos preditos, com um rango
de comprimento de 28 a 164 aminoacidos. A proteina codificada pelo gene precursor podem
ser membros da familia de peptideos lideres da hidratase nitrilica (NHLP) ou da familia N11P,
a qual ¢ anotada como proteinas fixadoras de nitrogénio Nifll (HAFT; BASU; MITCHELL,
2010).

O agrupamento génico de outra bacteriocina foi classificado ao tipo LAP, devido a
deteccdo de um gene que codificaria uma sequéncia de 736 aminodcidos, putativa de

nitroreductase MJ1384 com func¢ao de ciclodeidratacao. O inferido agrupamento de 22 Kpb de
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comprimento também envolve proteinas putativas com atividade protease, polimerase e

transposase (Figura 19).
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orf00001 Fungéo indeterminada
orf00003 Metaloprotease putativa de zinco (sll0528)
orf00006 Fungéo indeterminada
orf00009 Nuclease SbcCD subunidade C
orf00012 Protease putativa de montagem de barril beta
orf00014 Fungéo indeterminada
orf00017 Proteina néo caracterizada de repeticdo WD (alr2800)
orf00018 Fungéo indeterminada
Ciclodeidratagdo  Nitroreductase MJ1384 putativa PF00881
orf00021 Fungéo indeterminada
orf00023 Funcgéo indeterminada
orf00025 Funcéo indeterminada
orf00027 Transposase Yncl putativa
orf00029 Fungéo indeterminada
orf00034 Funcéo indeterminada
orf00044 Carbamoil-fosfato sintase de cadeia longa
orf00045 Funcéo indeterminada
orf00047 Fungéo indeterminada
orf00053 RNA polimerase de fator sigma SigA3

Figura 19. Gene possivelmente envolvido na biosintese de PRPT tipo LAP em Oxynema sp. CENA135.
Esquema inferido em BAGEL.

Os LAPs sao peptideos lineares contendo azol da classe Id de bacteriocinas, que se
distinguem por conter uma variedade de anéis heterociclicos de tiazol e (metil) oxazol derivados
de residuos de cisteina, serina e treonina por meio da ciclodeidratagdao dependente de ATP e
subsequente desidrogenacdo dependente de mononucleotideos de flavina (MELBY; NARD;
MITCHELL, 2011; ALVAREZ-SIEIRO et al., 2016; EGAN et al.,, 2018). Alguns dos
antibidticos mais relevantes sdo a estreptolisina S, microcina B17 e plantazolicina, cujos
agrupamentos génicos completos ainda ndo foram detectados em cianobactérias.

Na biossintese de microcina B17 de E. coli e estreptolisina S do patégeno Streptococcus

pyogenes, os genes que codificam para a ciclodeidratase sio McbB/McbD e SagC/SagD, e para
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desidrogenase sao McbC e SagB, respectivamente, embora mostrem baixa similaridade (LEE
et al., 2008). Entre elas, SagD com dominio conservado YcaO ciclodeidratase e dependente de
ATP, ativa o esqueleto de amida durante as ciclodeidratacbes (DUNBAR; MELBY;
MITCHELL, 2012). Analogos do SagCD em outros grupos de genes frequentemente
encontram-se fundidos como uma tnica proteina (ALVAREZ-SIEIRO et al., 2016).

Interessantemente, a sequéncia da proteina putativa de nitroreductase MJ1384 no
genoma da Oxynema sp. CENA135 mostrou tanto o dominio conservado YcaO da
ciclodeidratase como o dominio da enzima mcbC desidrogenase. Ap6s de verificar a
similaridade da proteina através do algoritmo SmartBLAST do NCBI, encontrou-se
similaridades inferiores a 31% com apenas trés proteinas da familia de SagB/ThcOx de
Sulfolobus acidocaldarius (N° de acesso WP_011277427.1), Pseudomonas aeruginosa PAO1
(N° de acesso NP _252632.1) e Microcystis aeruginosa (N° de acesso WP_012266495.1), e com
uma proteina de YcaO ciclodeidratase de Methanothermobacter thermautotrophicus (N° de
acesso WP _010876618.1). Este resultado, sugere que a proteina identificada no hipotético
agrupamento génico do antibidtico LAP na linhagem Oxynema sp. CENA135 desenvolveria
ambos processos em conjuntos, no entanto, ndo foi possivel atribuir fungdes as ORFs adjacentes
para uma melhor inferéncia.

O agrupamento génico do antibidtico LAP localizou-se na ilha genémica 1 predita no
genoma da Oxynema, atribuindo a funcdo de resisténcia. Da mesma forma, o gene precursor da
bacteriocina-a localizou-se na ilha genémica 9 (Apéndice E). Genes envolvidos na sintese de
bacteriocinas ja foram relatados em elementos genéticos moéveis. A distribui¢do do gene ISLpl1
e regides de mobilizagdo em plasmideos da pediocina foram detectados entre bactérias do acido
lactico (LAB), sugerindo uma possivel transferéncia de todo o operon da pediocina entre as
LAB (MARREC, LE et al., 2000; PETROVIC; NIKSIC; BRINGEL, 2006; REENEN, VAN;
ZYL, VAN; DICKS, 2006; DEVI; HALAMI, 2013).

Os agrupamentos génicos das bacteriocinas lagcopeptideo e sactipeptideo foram preditas
exclusivamente em BAGEL. Os lagopeptideos sao notavelmente resistentes a proteases, ao
calor e agentes desnaturantes, e essa alta estabilidade e suas atividades bioldgicas tém atraido
muito interesse (ARNISON et al., 2013; ALLEN et al., 2016), variando desde atividades
antimicrobianas como citrocina de Citrobacter pasteurii (CHEUNG-LEE et al., 2019) a
atividades anticancerigenas de ulleungdina isolada de Streptomyces sp. KCB13F003 (SON et
al., 2018). A biossintese dos peptideos lago requer uma enzima laco ciclase (proteina C)
homologa a asparagina sintase e uma peptidase lider (proteina B) homologa a transglutaminase

(ALLEN et al., 2016). No nivel estrutural mais basico, eles consistem em um anel de
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macrolactama composto por sete a nove residuos e uma cauda peptidica C-terminal linear
(HEGEMANN et al., 2015). No agrupamento possivelmente envolvido na sintese de
lagopeptideo em Oxynema nao foram determinados com exatitude os genes que codificariam a
proteina C e B, porém detectou-se genes que codificariam para transportadores de macroélidos,
peptidases, o gene regulador LanK que codificaria a proteina quinase, entre outros genes sem

participa¢do determinada (Figura 20).
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orf00008 Cadeia de aloficocianina alfa-B

orf00009 RNA metiltransferase (alr3654)

orf00011 Fungéo indeterminada

orf00013 Proteina n&o caracterizada MT2645

orf00014 Proteina ndo caracterizada Rv2567

orf00016 Proteina nédo caracterizada (sll0335)

orf00018 Peptidase de pirrolidona-carboxilato

orf00020 Subunidade HisH de imidazol glicerol fosfato sintase

LanK C4-dicarboxylate transport sensor protein DctB PF00512; PF02518
orf00023 Funcéo indeterminada

orf00024 Signal peptidase |

orf00028 Dihydroorotase

orf00030 tRNA threonylcarbamoyladenosine biosynthesis protein TsaE
orf00032 Putative gluconeogenesis fator

Figura 20. Genes possivelmente envolvidos na biossintese de PRPT tipo lagopeptideo em Oxynema sp.
CENA135. Esquema inferido em BAGEL.

Ao contrério do agrupamento génico de lagopeptideo, no agrupamento da bacteriocina
tipo sactipeptideo foram detectados genes que participariam da modifica¢do, transporte e
regulacao deste antibidtico. Entre eles, genes que codificariam para uma proteina recombinante
de S-adenosilmetionina (rSAM-SeCys) identificada como micofactocina SAM maturase MftC
e a proteina receptora ciclica de AMP dependente de quinase, localizaram-se adjacentes (Figura
21). Os genes do sistema regulador de dois componentes, lanR e lanK, que codificariam um
regulador de resposta e histidina quinase de forma similar a bacteriocinas tipo lantibioticos

(MARSH et al., 2010; DRAPER et al., 2015; FIELD et al., 2015; EGAN et al., 2018). Entanto,
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os genes que codificariam para transportadores ABC do sistema de transporte de fosfato Pst

também participariam da internalizagdo de arsénio V (Apéndice D).
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LanR Proteina reguladora da transcri¢céo da sintese de fosfatase alcalina SphR PF00486;PF00072
orf00004 Funcéo indeterminada
LanK Proteina do sensor de sintese de fosfatase alcalina PhoR PF00512;PF02518
orf00007 Fungéo indeterminada
orf00009 D-inositol 3-fosfato glicosiltransferase
orf00011 Fungéo indeterminada
orf00017 Metaloprotease de zinco dependente de ATP FtsH 3
orf00021 Proteina semelhante ao fitocromo cph2
orf00022 Fungao indeterminada
orf00024 Provavel transposase para insergado de elementos IS701
orf00030 Proteina receptora ciclica AMP
orf00032 Funcéo indeterminada
orf00033 Proteina Smf
orf00034 LL-diaminopimelate aminotransferase
orf00035 Arsenato redutase de glutaredoxina
orf00038 Proteina de resisténcia a arsénio Acr3
orf00040 Funcéo indeterminada
[ABC  Proteina de ligagao ao ATP de importagdo de fosfato PstB3  PFoooos |
orf00043 Proteina permease do transportador ABC PstC
orf00046 Proteina SphX

Figura 21. Genes possivelmente envolvidos na biossintese de PRPT tipo sactipeptideo em Oxynema sp.
CENA135. Esquema inferido em BAGEL.

A proteina rSAM-SeCys foi determinante na predicdao de agrupamentos génicos de

sactipeptideos durante a mineracdo genémica de bactérias ruminais (AZEVEDO et al., 2015).

Nas modifica¢fes pds-traducionais participariam das ligacdes intramoleculares entre o enxofre
de cisteina e a-carbono de outro residuo (ARNISON et al., 2013).

Em cianobactérias comumente sdo detectadas PRPTs de tipo cianobactinas e

microviridinas, porém de acordo & prospeccao realizada neste estudo ndo foram encontrados o0s

agrupamentos génicos que envolvam sua sintese.
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Estudos in vitro comprovaram a atividade antimicrobiana da linhagem Oxynema sp.
CENAL135 contra a bactéria entérica Salmonella typhimurium (SILVA et al., 2014) e o potencial
para inibir células do cancer de colon (CT26), além de atividade moderada contra células
cancerigenas do pulmdo (3LL) (SILVA-STENICO et al., 2013). Recentemente, a linhagem
CENAU135 foi detectada induzindo apoptoses a linha celular MOLM-13 da leucemia mieloide
aguda (LMA) (SHISHIDO et al., 2019). Em vista que metabolitos secundarios de origem
ribossémico estariam envolvidos a atividades relacionadas, 0s agrupamentos génicos preditos
no estudo poderiam estar sintetizando metabolitos responsaveis da atividade antimicrobiana

e/ou anticancerigena da linhagem.

5.7.1. Hidrocarbonetos derivados de &cidos graxos

As cianobactérias produzem hidrocarbonetos alcanos e alcenos com 13 a 17 carbonos
de comprimento (SCHIRMER et al.,, 2010; TAN et al.,, 2011; WANG; LIU; LU, 2013;
SHAKEEL et al., 2015; XIE et al., 2017; KUDO; HAYASHI; ARAI, 2019), que estdo
naturalmente acumulados nas membranas tilacoides e citoplasmaticas provavelmente
inducindo flexibilidade durante a divisdo celular, o crescimento, ¢ a associagdo eficiente de
proteinas soluveis ligadas @ membrana (LEA-SMITH et al., 2016). Os alcanos sdo os principais
componentes da gasolina, diesel e combustivel de aviagdo (SCHIRMER et al., 2010;
JIMENEZ-DIAZ et al., 2017). A capacidade inerente de fazer fotossintese e facil manipulago
genética, convetem as cianobactérias candidatas promissoras na producdo de biocombustiveis
(WANG:; LIU; LU, 2013). Entanto multiplos estudos visam melhorar o baixo rendimento de

produgdo das cianobactérias.

A via biossintética de alcanos em cianobactérias foi proposta por Schirmer et al. (2010),
mediante a coexpressao das orfl593 (Ado) e orf1594 (Aar) de Synechococcus elongatus PCC
7942 em E. coli. A via consiste em uma proteina transportadora acil-ACP redutase (Aar) e uma
aldeido descarbonilase (Ado), que em conjunto convertem intermediarios do metabolismo de

acidos graxos em alcanos e alcenos (SCHIRMER et al., 2010).

Na linhagem CENA135, o agrupamento génico envolveu duas ORFs homdlogas aos
genes Aar e Ado que codificariam para proteinas putativas de acil-ACP redutase e aldeido
descarbonilase. As proteinas foram altamente similares, 67% e 73% com as sequéncias

Aarsyn7942 (ORF 1594) e Adogsyn7942 (ORF 1593), respectivamente, da Synechococcus elongatus
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PCC 7942, linhagem de referéncia nas andlises in silico e experimentais para producdo de

hidrocarbonetos alcanos.

A proteina acil-ACP redutase ¢ a chave da biossintese de hidrocarbonetos nas
cianobactérias e substitu¢des de aminoacidos simples no gene Aar da Synechococcus sp. PCC
7336 incrementaram 70 vezes a producdo de hidrocarbonetos, especialmente pentadecano,
quando co-expressos com Ado em E. coli (KUDO; HAYASHI; ARAI 2019). Recentemente, a
via olefina sintase (OLS) foi descrita em Synechococcus sp. PCC 7002, envolvendo a modular
policetideo sintase (PKS) para produzir o terminal alceno (MENDEZ-PEREZ; BEGEMANN;
PFLEGER, 2011). Nao obstante, varios genomas de cianobactérias foram relatados codificando
as vias Aar/Ado ou OLS, mas nunca os dois juntos no mesmo taxon. Coates et al. (2014)
indicaram que a produgao de hidrocarbonetos ¢ um fendmeno universal nas cianobactérias, e
por tanto, todas tém a capacidade producao a partir de acidos graxos, mas nem todas conseguem
isso pela mesma via metabolica, incluindo vias ainda desconhecidas. Uma analise filogenética
baseada no operon Aar e Ado de 181 genomas cianobacterianos, revelou que esses genes tém
uma evolucdo semelhante a evolucao de cianobactérias, sugerindo que ambos genes poderiam
ser conservados no filo (Anexo A). A diferenca da via OLS, a qual poderia ser adquirida por

transferéncia horizontal (COATES et al., 2014).

Sequencialmente a estes genes, trés genes codificariam para trés sequéncias putativas
de acetil-CoA carboxil transferase subunidade alfa (EC 6.4.1.2) (AccA), uma desidrogenase de
cadeia curta e GTP ciclo-hidrolase I (EC 3.5.4.16). Estas enzimas putativas foram observadas
adjacentes ao operon biosintético (Aar/Ado), variando a sintenia dos agrupamentos génicos

para sintese de alcanos em cianobactérias (Figura 22).
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Figura 22. Organizacdo génica do agrupamento presumidamente envolvido na biosintese de
hidrocarbonetos alcanos em Oxynema sp. CENA135. A sintenia de varios agrupamentos
cianobacterianos indica a essencialidade dos genes Aar e Ado na sintese de alcanos.

A superexpressao de accA em Symechocystis levou a um aumento da produgdo de
hidrocarbonetos, particularmente do heptadecano (TAN et al., 2011). A linhagem Oxynema sp.
CENAI135 foi detectada produzindo o composto hepatadecano no perfil volatil de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, juntamente com 2-hexadecene
(ARMSTRONG et al., 2019). No entanto, o gene AccA possui um sitio proprio de inicio da
transcrigdo (SIT) identificado em varias linhagens cianobacterianas, semelhante a separacao
transcricional de Aar/Ado e possivelmente indicando um regulamento independente (KLAHN
et al., 2014). Entanto, a enzima desidrogenase de cadeia curta pertenceu a familia SDR de
oxidoredutases dependentes de NAD ou NADP, similar a 3-oxoacil- ACP redutase (EC
1.1.1.100) que também participa de da biossintese de acidos graxos, congruente com o relatado
por klhan et al. (2014). Finalmente, a participacdo do gene para GTP ciclohidrolase I na via

biossintética € ainda desconhecida.

5.7.2. Polimeros de interesse biotecnoldgico

Um total de dois agrupamentos génicos foram identificadas para sintese dos polimeros

cianoficina e poli-hidroxialcanoatos.

A cianoficina ¢ um biopolimero atraente, com propriedades quimicas e materiais
adequadas para aplicagdes industriais nas areas de alimentos, medicamentos, cosméticos,

nutricdo e agricultura (FROMMEYER; WIEFEL; STEINBUCHEL, 2016; TSENG; FANG;
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CHEN, 2016; NAUSCH et al., 2016; NAUSCH; BROER, 2017; ARAHAL et al., 2018; DU;
LI; ZHOU, 2019a). Cianoficina (4cido multi-lI-arginil-poli-l-aspartico) ¢ uma poliamida de
reserva rica em nitrogénio/ carbono, distribuida em varias linhagens de cianobactérias e
algumas bactérias heterotroficas (WATZER; FORCHHAMMER, 2018), e estratégicamente
armazenada durante a noite (LI et al., 2001; MONTI; LUBENSKY; WOLDE, 2018). Este
polimero se acumula de maneira evidente sob condi¢cdes de crescimento desequilibradas,
incluindo fase estacionaria, estresse leve ou limitacdo de nutrientes como sulfato, fosfato ou
potassio (WATZER et al., 2015; WATZER; FORCHHAMMER, 2018).

A biossintese ¢ de origem nao ribossdmico e consiste na regulagdo do gene cianoficina
sintetase (CphA1) a partir dos aminodcidos aspartato e arginina, em uma reacao dependente de
ATP (ZIEGLER et al., 1998; RICHTER et al., 1999; HEJAZI et al., 2002; WATZER;
FORCHHAMMER, 2018; ZHANG; YANG, 2019). A clivagem intracelular da cianoficina a
dipeptideos de B-Asp-Arg ¢ catalizada pelo gene CphB que cofidica a cianoficinase, uma
enzima hidrolizante encontrada em Synechocystis sp. PCC 6803 (RICHTER et al., 1999).

No genoma de Oxynema, o agrupamento génico que envolve a sintese e degradacdo
de cianoficina foi composto por duas OFRs que codificariam a cianoficina sintetase (CphA) e
cianoficinase (CphB). Em frequéncia, ambos genes sdo detectados adjacentes nos genomas das
cianobactérias biossintetizantes (Figura 22).

Na montante, localizou-se a primeira ORF putativa de CphB, que codificaria uma
sequéncia de 287 aminoacidos mostrando 66% de similaridade para cianoficinase (slr2001) da
Synechocystis sp. PCC 6803. A segunda ORF putativa de CphA codificaria uma sequéncia de
903 aminoacidos com 72% de similaridade para cianoficina sintetase (slr2002) da mesma
linhagem modelo.

As cianobactérias nao diazotroficas, como Oxynema, geralmente apresentam um Uinico
tipo de cianoficina sintetase (CphAl) (WATZER; FORCHHAMMER, 2018). No entanto, um
ou varios genes adicionais de CphA e CphB, podem ser encontrados nas cianobactérias
fixadoras de nitrogénio desempenhando um papel importante no metabolismo do nitrogénio
durante a fixa¢do de N> (KLEMKE et al., 2016). Um exemplo pode ser observado no genoma
de Nostoc sp. PCC 7120 (Figura 22).

Em adicao a degradagao feita por CphB, a mobilizagdo total da cianoficina envolve a
clivagem do dipeptideo beta-aspartil-arginina em aspartato e arginina realizada pela isoaspartil
dipeptidase, relacionada as asparaginases do tipo vegetal (HEJAZI et al., 2002; FLORES;
AREVALO; BURNAT, 2019). A enzima asparaginase da cianobactéria Synechocystis sp. PCC
6803 (s110422), bem como Nostoc sp. PCC 7120 (all3922) demonstraram ser sequencialmente
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similares a primeira asparaginase clonada de plantas (WATZER; FORCHHAMMER, 2018) e
capazes de hidrolizar dipeptideo beta-aspartil-arginina (HEJAZI et al., 2002). Recentemente,
homologos do referido gene foram denominados IadA em E. coli e ladC para as cianobactérias
(FLORES; AREVALO; BURNAT, 2019). Uma sequéncia homologa de 65% de similaridade a
OREF 5110422 de Synechocystis sp. PCC 6803 e de 73% de similaridade a ORF all3922 de Nostoc
sp. PCC 7120, também foi detectada na Oxynema sp. CENA135 (Figura 23), provavelmente

desenvolvendo as mesmas fungdes que suas homologas.
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Figura 23. Organizacédo génica do agrupamento presumidamente envolvido na biossintese e degradacéo
do polimero cianoficina em Oxynema sp. CENAL35, em referéncia aos agrupamentos génicos na
cianobactéria ndo-diazotrofica Synechocystis sp. PCC 6803 e a diazotréfica Nostoc sp. PCC 7120.

Outro polimero de com grande atencao biotecnologica € o poli-hidroxialcanoato (PHA).
Considerados dos bioplasticos mais promissores devido a sua semelhanca ao polipropileno
derivado do petroleo (KHOSRAVI-DARANI et al., 2013; MOZEJKO-CIESIELSKA;
KIEWISZ, 2016) e sua natureza biodegradavel (Balakrishna & Kumarapillai, 2017).

Intimeras bactérias heterotroficas, e um grupo de cianobactérias biosintetizam PHAs
como compostos intracelulares de armazenamento de carbono e energia, acumulados em forma
de granulos insoluveis no citoplasma das células (TROSCHL et al., 2018), até ser utilizados
quando o suprimento de carbono for limitado (TARONCHER-OLDENBURG; NISHINA;
STEPHANOPOULOS, 2000). Consequentemente, os microrganismos produtores de PHA
residem em varios nichos ecologicos expostos natural ou acidentalmente a alta matéria organica
ou condi¢des limitadas de crescimento (BERLANGA et al., 2006; MUHAMMADI et al., 2015),

como o manguezal.



75

O agrupamento génico para sintese de PHA na linhagem CENA135, envolveu quatro
ORFs que codificariam para putativas de acetil-CoA acetiltransferase da familia Thiolase (EC
2.3.1.9) (PhaA), acetoacil-ACP redutase (EC 1.1.1.36) (PhaB) da familia desidrogenase-
redutases de cadeia curta (SDRs), e as polimerases PHA sintase tipo III da Subunidade PhaE e
Subunidade PhaC (Figura 24). As quatro sequéncias localizaram-se adjacentes na junsante do
agrupamento. Entretanto , na montante foi identificada uma sequéncia putativa de Phasin PhaP,
proteina que regularia a relagdo superficie-volume dos granulos de PHB (HAUF et al., 2015).
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Figura 24. Organizacdo génica do agrupamento presumidamente envolvido na biossintese de
polihidroxialcanoatos (PHAs) em Oxynema sp. CENAL35, em referéncia ao agrupamento génico da
linhagem produtora Synechocystis sp. PCC 6803.

As sequéncias putativas da biossintese do polimero foram comparadas por similaridade
BLAST com as proteinas putativas PhaAsynesos (slr1993), PhaBsynesos (slr1994), a polimerase
sintetizada por PhaEsynssos (slr1829) e PhaCsynesos (slr1830) da linhagem modelo Synechocystis
sp. PCC 6803. As altas similaridades obtidas (PhA com 72%, PhaB com 76%, PhaE com 42%
e PhaC com 74%), e concordancia nos dominios conservados, permitaram verificar a homologia
dos genes. Do mesmo modo, a proteina putativa de PhaP foi similar (51%) a PhaPsynes03
(ss12501) da linhagem modelo.

Na biossintese de PHA, a PHA sintase € a principal enzima polimerizante que determina
o tipo de PHA a ser produzido pelo microrganismo (Singh & Mallick, 2017). Para tal, o
agrupamento corresponderia a sintese de PHAs clase IIl. O poli-hidroxibutirato (PHB) ¢ o
representante mais importante da classe III dos PHAs (MARKL; GRUNBICHLER;
LACKNER, 2019), formado a partir do precursor acetil CoA e a participagao das trés enzimas
descritas acima (Koller, 2018). Algumas revisdes assomem que os genes PhaABCE participam
da sintesse do tipo PHB (oldenberg), porém o modelo biossintético de PHBs ainda ¢ bastante

discutido (CARPINE et al., 2018).
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5.7.3. Cianotoxinas

As toxinas de cianobactérias constituem uma importante fonte de produtos naturais
encontradas em ambientes aquaticos (CARMICHAEL, 1997). Alguns estudos encontraram
genes em Oxynema, que participam na sintese de cianotoxinas tipo saxitoxinas € microcistinas
(VAZ, 2014; SILVA et al., 2014). Visando essa possibilidade, realizou-se a busca de genes
envolvidos a sintese de cianotoxinas nas sequéncias montadas do genoma, comparando a
homologia dos genes candidatos por analise de dominios conservados.

As saxitoxinas e analogos sdo neurotoxinas, comumente associadas a flora¢des de
cianobactérias, as "marés vermelhas" causadas por floragdes de dinoflagelados marinhos e
como agente ativo em venenos de moluscos paraliticos (WESTRICK et al., 2010; CUSICK;
SAYLER, 2013; LOPES et al., 2015; HE et al., 2016). A sequéncia completa (~35 kb) do
agrupamento génico da biossintese STX codifica 26 proteinas (sxtA-sxtZ) na linhagem
Cylindrospermopsis raciborskii T3, cianobactéria produtora da toxina STX (KELLMANN et
al., 2008). Essencialmente, oito proteinas codificadas por esses genes (sxtA, sxtG, sxtB, sxtD,
sxtS, sxtU, sxtH/T e sxtl) parecem estar envolvidas diretamente na sintese de STX
(KELLMANN et al., 2008; PEARSON et al., 2010; HACKETT et al., 2013). Entre eles, os
genes sxtl e sxtA foram detectados por sequenciamento de produtos de PCR, sugerindo a sintese
da saxitoxina pela linhagem (VAZ, 2014; SILVA et al., 2014). No entanto, somente os genes
sxtH/sxtT, sxtW e sxtO, que codificam para fenilpropionato de dioxigenase, ferredoxina 4-Fe e
4-S e adenililsulfato quinase (KELLMANN et al., 2008), mostraram semelhan¢a com algumas
sequéncias do genoma. A predi¢do funcional da ORF mostrou que a sequéncia aparentemente
homologa a ferredoxina 4-Fe e 4-S (sxtW) estaria ligada ao transporte de elétrons no
fotosistema I.

Por outro lado, microcistinas (MC) estdo entre as cianotoxinas hepatotoxicas mais
difundidas em aguas doces (BURATTI et al., 2017). O sistema sintetase de MC ¢ codificado
por dois operons transcritos em M. aeruginosa, mcyABC e mcyDEFGHIJ, a partir de um
promotor bidirecional central localizado entre mcyA e mcyD (TILLETT et al.,, 2000;
DITTMANN; FEWER; NEILAN, 2013; BOUAICHA et al., 2019), com variagdes entre taxons.
Na linhagem Oxynema, também foram detectados os genes mcyA (SILVA et al., 2014) e mcyG
(VAZ, 2014) a partir de PCR e sequenciamento. Em contraste, sequéncias homologas dos genes
referidos ndo foram identificadas no genoma, sendo detectado apenas uma sequéncia com
dominio conservado das metiltransferases, similar (45%) a sequéncia codificada por mcyJ da

Fischerella sp. CENA161, anteriormente descrita por Heck et al. (2018). Os resultados foram
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coerentes com analises de espectrometria de massas (ES/ES) realizados na linhagem, dando um

resultado negativo para microcistina (SILVA-STENICO et al., 2013; VAZ, 2014).

5.8. Detecc¢do de bactérias da cianosfera
5.8.1. Composigéo da cianosfera

Muitas cianobactérias sdo circundadas por trés camadas mucilaginosas externas de
natureza polisacaridea, como a bainha, a capsula e polisacarideos soltveis (LI; HARDING;
LIU, 2001). Em ambientes naturais, os exopolissacarideos sdo constantemente colonizados por
bactérias e podem originar biofilmes e esteiras microbianas, onde autotréficos e heterotroficos
encontram diversas oportunidades de interacdo (COLE et al., 2014). A interface de interagdo
em comunidades dominadas por cianobactérias foi nomeada de cianosfera, em analogia das
rizosferas e filosferas de plantas (Alvarenga et al., 2017)

Com a finalidade de conhecer que microrganismos conforman a cianosfera da
cianobacteria do manguezal brasileiro Oxynema sp. CENA135 e ainda persistentes aos
tratamentos de purificacdo e lavagem pre-extracdo do DNA genémico, um total de 7083139
pb em 8042 sequéncias ndo cianobacterianas de percentual GC 63+5 %, e recuperadas da
montagem em Spades, foram tratados como dados metagendmicos. Uma prévia identificacdo
taxonémica das sequéncias foi realizada em Blobtools com base de dados nr (e-value 5), cujas
estimativas por taxon do filo Proteobacteria estdo resumidas na Tabela 9.

Tabela 9. Estimativas das sequéncias de bactérias do filo Proteobacteria associadas a Oxynema sp.
CENAZ135, divididas por tdxons no nivel de classe e ordem.

Taxon Tamanho total (pb)  N° de sequéncias (G+C) %

Alphaproteobacteria

Rhizobiales 5341671 2106 60.77
Sphingomonadales 287252 1109 65.09
Rhodobacteriales 2343 8 60.78
Caulobacterales 8385 26 60.51
Gammaproteobacteria

Pseudomonadales 1301384 4371 61.47
Enterobacterales 6097 17 55.44
Alterobacterales 4189 16 51.78
Xanthomonadales 2343 8 60.78

Betaproteobacteria
Burkholderiales 39985 93 60.33
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Em complemento, um perfil taxondmico das sequéncias foi atingida com a base de

dados curada RefSeq (e-value 5) do servidor MG-RAST e representadas na Figura 25.
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Figura 25. Abundancia relativa dos tdxons pertencentes ao filo Proteobacteria associados a Oxynema
sp. CENA135. A divisdo taxomdmica no nivel de classe estéa indicada no circulo interno e no nivel de

ordem no ciculo externo.

Contudo, ja que o que enfoque do estudo foi o genoma da Oxynema e ndo o
sequénciamento das comunidades bacterianas da cianosfera, estes dados representam apenas
uma parte da comunidade total.

O 99% das sequéncias recuperadas corresponderam ao filo Proteobacteria, o qual em
sua grande maioria pertencian as classes Alphaproteobacteria (58%) e Gammaproteobacteria
(39%), além de Betaproteobacteria (3%) como o grupo menor. A ordem Rhizobiales foi o grupo
mais abundante da classe Alfaproteobacteria e também da cianosfera com 49%. Seguidos das

ordens Sphingomonadales (5%), Rhodobacterales (3%) e Caulobacterales (1%). A classe

Gammaproteobacteria foram principalmente representadas  por bactérias da ordem

Pseudomonodales (36%), o segundo grupo mais abundante da cianosfera, e das ordens
Enterobacterales, Alteromonadales e Xanthomonadales que atingiram ao menos 1% na
abundancia do filo Proteobacteria. Nessa condicéo, a classe Betaproteobacteria foi representada

por bactérias da ordem Burkholderiales com 3%.
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A distribuicdo taxonémica e a frequéncia das associa¢Oes cianobactéria-bacteria podem
ser influenciadas por fatores abioticos, incluindo nutrientes, condi¢des de luz e temperatura, pH
e salinidade, além de fatores bioticos (DZIALLAS; GROSSART, 2011, 2012; WOODHOUSE
et al.,, 2018). Uma comparacdo em culturas de cianobactérias revelou que as comunidades
microbianas associadas as linhagens heterocitadas fixadoras de nitrogénio, Aphanizomenon e
Dolichospermum em meio de cultura Z8X sem nitrato, e as linhagens ndo heterocitadas,
Planktothrix e Microcystis em meio de cultura Z8, variaram na composicdo e por sua
capacidade de utilizar diferentes fontes de carbono (ZHU et al., 2016). Estas associacOes
especificas de espécies entre cianoabactérias e bactérias tinham sido demonstradas em culturas
de Mycrocystis aeruginosa, observando que a estrutura da cianosfera foi mais ou menos
conservada entre culturas de M. aeruginosa que com outras culturas de cianobactérias (SHI et
al., 2009). Os microrganismos identificados na cianosfera provavelmente refletem o resultado
de uma série de interacbes entre a linhagem cianobacteriana e 0s microrganismos
remanescentes selecionados pelas condi¢des e procedimentos da cultura, além de mecanismos
de competicdo (ALVARENGA, 2015).

Grande parte das publicacfes referentes a diversidade de bacterias associadas foram
descritas para cianobactérias formadoras de floracGes, e portanto, o estatus de conhecimento
para a cianosfera de outras linhagens é limitado.

O presente estudo apresentou uma breve informagéo sobre a comunidade bacteriana
associada a Oxynema sp. CENAL135, a qual foi dominada por Rhizobiales e Pseudomonadales.
Adicionalmente, linhagens do género Agrobacterium e Rhizobium da ordem Rhizobiales, e do
género Pseudomonas pertencente a ordem Pseudomonadales, foram inferidas com base na
similaridade BLAST de marcadores moleculares bacterianos encontrados entre as sequéncias
da cianosfera e a base de dados GenBank do NCBI (Tabela 10).
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Tabela 10. Similaridade BLAST de sequéncias parciales de marcadores filogenéticos encontrados na
cianosfera, em relacdo a microrganismos depositados na base de dados GenBank.

Gene Tamanho Microraanismo mais proximo Cobertura Identidade
marcador (pb) g P (%) (%)

Rhizobium rosettiformans W3
16S 936 (NR_116445.1) 99 100

Agrobacterium sp. MAO1

165-1T5-235 3366 oPOISESAL) 100 98
235 980 Agro*’gf;%j:gs?'l)'\”AOl 100 100
235 1160 Pse“d(%n;%gi;% f)h bvi 100 100

dnak 1014 Agmb?éts (;'fgzgg SACOG 100 95
ftsA 1332 AgrObg;%j‘;&T‘l)'\AAOl 100 94
ayrB 849 AgrObg;%j‘;&T‘l)'\AAOl 100 90
recA 329 Agmb?éts (;'fgzgg SACOG 100 84

A linhagem Oxynema ndo possui heterocito, célula especializada na fixacédo bioldgica
de nitrogénio atmosférico, porém, curiosamente encontrou-se intimamente relacionada com as
bactérias diazotréficas do género Agrobacterium e Rhizobium, conhecidas por fixar nitrogénio
em ambientes naturais, além do género Pseudomonas. Recentemente, algumas espécies deste
altimo género foram descritas como potenciais fixadoras de N2 em ambientes marinhos (DANG
et al., 2013). Em manguezais, bactérias fixadoras de nitrogénio, como membros dos géneros
Azospirillum, Azotobacter, Rhizobium, Clostridium e Klebsiella, foram isoladas dos
sedimentos, rizosfera e superficies radiculares de varias espécies (SAHOO; DHAL, 2009). Em
culturas, dentro de OTUs dominantes de bactérias associadas as cianobactérias
Aphanizomenon, Dolichospermum, Planktothrix e Microcystis, foram identificadas OTUs
pertencentes aos géneros Rhizobium, Azospirillum e Pseudomonas, semelhante a OTUs de
ambientes com alto conteddo de matéria organica, incluindo a rizosfera (ZHU et al., 2016). N&o
obstante, as atividades especificas na troca de carbono e nitrogénio entre as cianobactérias e
bactérias associadas as diferentes espécies, sdo amplamente desconhecidas, fazendo
interessante trabalhos do metabolismo do nitrogénio entre bacterias diazotroficas associadas a

cianobactérias néo fixadoras em ambientes do manguezal.
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Uma observagdo destacada foi a similaridade 100% de um gene de DNAr 23S,
encontrado entre as sequéncias da cianosfera de Oxynema, com a linhagem Pseudomonas sp.
PhDV1, sugerindo a presenca de uma linhagem similar. Em particular, esta bactéria tem
habilidade para degradar hidrocarbonetos aromaticos como fenol, tolueno, o-cresol, naftaleno
e 1,2,3-trimetilbenzeno, a qual foi comprovada por andlise de espectrometria de massas,
protedmica em coheréncia com sua estrutura génica (POLYMENAKOU; STEPHANOU, 2005;
XIE et al., 2019). Diversos isolados de Pseudomonas foram ligados a degradacdo de
hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos em estudos anteriores (WU et al., 2018; NZILA, 2018).
Além da sua capacidade degradativa, a associacdo de Pseudomonas sp. GM41 a cianobactéria
Synechocystis sp. PCC 6803 potencialisou 0 aumento na biomassa da cianobactéria em até 8
vezes, e em até 12 vezes com a adicdo de hexadecano em 35 dias de crescimento (ABED, 2010).

Na cianosfera, as bactérias intimamente associadas as cianobactérias provavelmente
consomem nutrientes liberados, e a0 mesmo tempo podem produzir vitaminas e outros fatores
Uteis para o crescimento das cianobactérias, além de auxiliar na ciclagem de CO; e fosfato ou
na reducdo dos niveis de O para processos sensiveis ao oxigénio, como a fixacdo de nitrogénio
(PAERL, 1996; EILER; BERTILSSON, 2004; CUMMINGS et al., 2016).

5.8.2. Comparacdo funcional entre Oxynema sp. CENAL35 e bactérias associadas

Rhizobiales foi 0 grupo mais abundante entre as bactérias associadas a Oxynema sp.
CENA135. A analise funcional dos rascunhos genémicos deste grupo foi realizada no servidor
RAST, obtendo um total de 343 subsistemas conhecidos em uma cobertura de apenas o 27%.
Por outro lado, ndo foi possivel a anélise nos outros grupos devido a baixa quantidade de
informacdo recuperada. Entretanto, Rhizobiales mostrou regides codificantes (CDS)

envolvidos em funcdes semelhantes e complementares a Oxynema (Figura 26).
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Figura 26. Comparativa funcional de Oxynema sp. CENA135 e as bactérias associadas da ordem
Rhizobiales. Os subsistemas estdo classificados de acordo com o servidor RAST na categoria Polimeros
derivados de acidos graxos (A), Hormonios vegetais (B), adquisicdo e metabolismo de ferro (C),
Resisténcia a antibioticos e compostos téxicos (D) e Vias periféricas para catabolismo de compostos
aromaticos (E).

Genes envolvidos na biossintese de poliesteres tipo polihidroxialcanoatos (PHAS) e
auxinas também foram detectados nas Rhizobiales. Os PHAs sdo compostos de armazenamento
de carbono e energia, que ganharam popularidade como ‘polimeros verdes', devido a suas
propiedades semelhantes a polipropileno ou poliestireno derivados do petréleo e a completa
biodegradabilidade no ambiente (Balakrishna & Kumarapillai, 2017). Alguns consorcios
microbianos ja foram availiados com a intencdo de atingir uma producdo estavel de
polihidroxibutiratos (tipo de PHAS), como por exemplo a cianobactéria S. elongatus CscB e a
bactéria heterotr6fica Halomonas boliviensis (WEISS; YOUNG; DUCAT, 2017). De outro
lado, a biossintese de auxinas e também giberelinas sdo os mecanismos mais comumente
relatados em bactérias (Chanway, 2002), devido ao potencial dos fitormdnios para melhorar o
crescimento das plantas. A promoc¢do do crescimento radicular € uma caracteristica de
Rhizobiales em Arabidopsis thaliana (GARRIDO-OTER et al., 2018).

Em relagdo a adquisigdo e metabolismo de ferro, observou-se que tanto a cianobactéria
Oxynema como Rhizobiales mostraram CDS envolvidos na biossintese de sideroforos. Apos a
curadoria manual, somente a cianobactéria hospederira apresentou genes envolvidos na

biossintese de siderdforo tipo hidroxamato. No entanto, trés genes (FhuA, PupA e PfeA) que
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codificariam para putativos de proteinas receptoras de sideréforos foram detectados entre as
sequéncias de Rhizobiales.

A sequéncia de 716 aminoacidos codificada por FhuA foi 97% similar a uma proteina
receptora de Agrobacterium albertimagni, disponivel no GenBank (N° de acesso
WP_006726458.1). Esta multifuncional proteina fhuA, participou da internalizacdo do
sideroforo tipo hidroxamato vicibactina em vérias linhagens de Rhizobium leguminosarum
(STEVENS et al., 1999; YEOMAN et al., 2000; KHANAL, 2018), ferricromo e o antibiotico
albomicina, além de conferir sensibilidade para a colicina M, a microcina J25 e os fagos T1,
T5, ¢80 e UC-1 em Escherichia coli (BOS & BRAUN, 2006; BRAUN ET AL., 1998; BRAUN,
1995; ENDRISS, BRAUN, KILLMANN, & BRAUN, 2003). De forma semelhante a R.
leguminosarum e E. coli, genes homologos FhuBCD do sistema de transporte ABC e FhuF,
envolvido na remocédo de ferro de alguns sider6foros do tipo hidroxamato (MATZANKE et al.,
2004), foram detectados para Rhizobiales da cianosfera.

Enquanto as sequéncias de 202 e 332 amino&cidos codificadas respectivamente pelos
genes PupA e PfeA foram altamente similares (>96%) a proteinas receptoras de Agrobacterium.
O gene PupA foi descrito por primeira vez como receptor do sideréforo fluorescente
pseudobactina férrica 358 da bactéria Pseudomonas putida WCS358 (BITTER et al., 1991).
Entretanto, o gene PfeoA age como receptor do sideréforo enterobactina tipo catecolato, tipico
de Pseudomonas aeruginosa (MOYNIE et al., 2019).

A relacdo de genes envolvidos na recepcdo e internalizacdo de sidero6foros encontrados
nas sequéncias de Rhizobiales e o fato de que possivelmente ndo apresentem genes propios
envolvidos na biossintese destes quelantes de ferro, sugerem que o grupo das Rhizobiales
poderiam ser capazes de adquirir ferro mediante a internalizacéo de sideréforos sintetizados por
outros microrganismos, como pseudomonadales e inclusive a cianobacteria hospedeira.

A estrutura génica de resisténcia a antibidticos e compostos toxicos, como metais
pesados, foi semelhante entre a cianobactéria estudada e as rhizobiales associadas. Com
excecdo do agrupamento para resisténcia e detoxificacdo de arsénio somente identificado no
genoma da Oxynema, e 0s genes envolvidos na resisténcia a compostos de cromo detectados
nas Rhizobiales.

Em contraste, genes envolvidos na degradacdo de compostos aromaéticos foram
exclusivos do grupo asssociado. Algumas espécies de cianobactérias sdo capazes de crescer na
preséncia de poluentes industriales e simultaneamete remover hidrocarbonetos aromaticos
(SUNDARAM; SOUMYA, 2011), por exemplo a cianobactéria marinha Phormidium

valderianum, que removeu fenol por atividade das enzimas lacase e polifenol oxidase
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(SHASHIREKHA; UMA; SUBRAMANIAN, 1997); Anabaena foi relacionada a
transformacéo de 2,4,6-trinitrotolueno (PAVLOSTATHIS; JACKSON, 2002) e antraceno
(PATEL; KUMAR; KHAN, 2015); entre outras cianobactérias dos géneros Agmenellum,
Aphanocapsa, Coccochloris, Microcoleus, Nostoc, Oscillatoria e Phormidium, incluindo
Anabaena, foram relatadas transformando naftaleno (CERNIGLIA; BAALEN, VAN;
GIBSON, 1980; CERNIGLIA; GIBSON; BAALEN, VAN, 1980; KUMAR,;
MURALITHARAN; THAJUDDIN, 2009). As cianobactérias se tornaram um dos hospedeiros
mais atraentes para a producdo biotecnoldgica, devido ao seu metabolismo intensivo, alta
capacidade proliferativa e relativa facilidade de manipulagdo genética (ZYSZKA-
HABERECHT; NIEMCZYK; LIPOK, 2019).

Em outros casos, as cianobactérias hospedeiras podem estimular a atividade catalitica
de hidrocarburos aromaticos das bactérias associadas. Dado o exemplo de Pseudomonas,
anteriormente descrita por seu potencial na biodegradacdo, a qual foi levemente estimulada
pelos exsudatos de Pseudanabaena PP16 (KIRKWOOD; NALEWAJKO; FULTHORPE, 2006)
na remoc¢ao do fenol. A exclusividade na degradacdo de hidrocarbonetos por microrganismos
da cianosfera foi demonstrada em Phormidium animale, isolado de tapetes contaminados de
petroleo sem capacidade degradativa para estes compostos (CHAILLAN et al., 2006).
Aparentemente a degradacao de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos ¢ realizada de maneira
eficiente quando as cianobactérias e bactérias associadas interagem em consorcio (ICHOR;
GBERIKON; NEVKAA, 2016). A competi¢cdo por recursos € a cooperagao para a reducao de
poluentes entre essas duas guildas de microrganismos, determinaria o sucesso da engenharia do
consércio e, ao mesmo tempo, aproveitar o potencial biotecnoldgico dos parceiros

(SUBASHCHANDRABOSE et al., 2011).
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6. CONCLUSOES

A abordagem polifasica sugere que a linhagem Oxynema sp. CENA135 é uma nova
espécie do género, entretanto, mais genomas necessitam ser sequenciados e
disponibilizados para uma confirmagéo mais precisa.

O genoma da linhagem brasileira Oxynema sp. CENA135 é o primeiro do género e a
mineracao por genes e agrupamentos génicos envolvidos na biossintese de produtos
naturais mostrou o potencial dessa linhagem para a producdo de diversos metabolitos
bioativos e na biorremediacdo. Com a obtencdo desse genoma, observou-se que 0S
relatos da literatura indicando o potencial da Oxynema sp. CENA135 em sintetizar
microcistinas e saxitoxinas, os quais foram baseados em sequenciamento a partir de
PCR, ndo se sustentam, uma vez que foram identificados somente fragmentos de alguns
genes dessas toxinas.

A maioria das sequéncias da comunidade bacteriana associada a cianobactéria em
cultura correspondeu as ordens Rhizobiales e Pseudomonadales. Uma comparacéo
funcional entre os membros do grupo predominante Rhizobiales e a cianobactéria
Oxynema, evidenciou que ambos apresentam genes envolvidos na sintese de alguns
metabolitos similares. Outra observacdo € a possivel complementariedade de funcéo
entre a cianobactéria e as Rhizobiales associadas. Verificou-se que a CENA135
apresenta o agrupamento génico da biossintese de sider6foro, enquanto as Rhizobiales
possuem genes potencialmente envolvidos com a sintese de proteinas receptoras e
transportadoras de sider6foros. As Rhizobiales também exibem genes envolvidos na
degradacdo de compostos aromaticos, o que ndo foi observado na cianobactéria
hospedeira, evidenciando um possivel mecanismo de protecdo para a linhagem
CENA135.
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APENDICES

APENDICE A.  Meio de cultura ASN 11 utilizado para o crescimento de cianobactérias
tolerantes e/ou halofitas.

Preparo do Meio liquido (1 Litro)

Preparar 4gua salgada artificial:
Dissolver em 500 mL de agua deionizada

NaCl 1259 L*
MgCl2.6H.0 1gL*
KClI 0,259 L~
MgS04.7H20 35gL?T
CaCp2.2H20 05¢gL?

Completar o volume para 1 L com agua deionizada.

Adicionar em 500 mL de agua salgada artificial, as solu¢des estoque do Meio BG-11, listadas
abaixo

NaNO3 5mL
K2HPO4 0,5mL
Acido citrico * 0,5 mL
Citrato de am6nio 0,5mL
férrico

Na,EDTA 0,5mL
Micronutrientes 1mL
Carbonato de sodio 1mL

(*)Esterilizar por filtracéo.

Completar volume para 1 Litro com agua deionizada. Apos autoclavar a 120 °C por 20 minutos.
Adicionalmente pode-se acrescentar vitamina B12 (0,5 mL L) ao esfriar o meio.

Solucao de Micronutrientes (1 Litro)

H3BOs3 2,869 L7
MnCI.4H,0 181gL?
ZnS04.7H,0 0,222 gL~
NazM004.7H20 0,39gL?
CuS04.5H,0 0,079 g L™
Co(NOs)2.6H20 0,049 g L™

Completar o volume para 1 L Esterilizar por filtrag&o.

Preparo do Meio solido (1 Litro)

Adicionar ao meio liquido 1,5 g L-1 de agar bacteriolégico.
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APENDICE B. Alinhamento das duas sequéncias ITS 16S-23S da linhagem Oxynema
thaianum CCALA 960 disponiveis no GenBank (NCBI).

1. >MG825656.1 Oxynema thaianum CCALA 960 16S-23S ribosomal RNA intergenic
spacer, partial sequence

2. >JF729323.1 Oxynema thaianum CCALA 960 16S ribosomal RNA gene, partial
sequence; 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer and tRNA-Ile gene, complete
sequence; and tRNA-Ala gene and 23S ribosomal RNA gene, partial sequence

CLUSTAL format

ITS MGB25E56.1
ITs_JF729323.1

ITS_MGB25656.1
ITS_JF729323.1

ITS _MGB25SE56.1
ITS_JF729323.1

ITS_MGB25656.1
ITS_JF729323.1

ITS _MGBE5SE56.1
IT5 _JF729333.1

ITS_MGR2SES56.1
IT5 _JF7393323.1

ITS _MGBE5SE56.1
IT5 _JF729333.1

ITS_MGRISES6.1
IT5 _JF7329333.1

ITS _MGBE5SE56.1
IT5_JF7293d3.1

ITS _MGR2SE56.1
ITS _JF739333.1

alignment by MAFFT (w7.452)

tEEEERERRctcatctocctttaagggagacccaatttiggaasaggeagacpctctcgag

tptgectggatcacctoctttaagggagacccaagtttggaaaagggagaggcaatcaag
R I L I A T

AcCcoccaaacccagagtatcgogatctotgtcgagpttagagaageaatctcagaaaga

accCcCcasaacca-ageatcccgagetcggtcgagettagagaagganaatcagaaaan
FESEEAEERE AEE BA SHE HES Ak ARSAEAEEAREAREIEREE  BAERAEE @

gactgtcaatcttttagtgopettcgcapcgaggectattatctcagptggttagagogc

gactgtcaaactcttagtgcpgpttcgcagcgaggectattagotcagEtggttagagoge
L e L e e

acccgtpgataaggetpatgtecgtgettegtgtccaggatgEcccacctagaac cggagr
acccctgataagEEtgagEtccctggttegagtccaggatgEcccacct----==-=-=-

HERE EEAFRIER RS BNk R EREENEE kRN EREENERA RN R

gEEtatatctcagttgEtagagcgctgccttcgaacgcagatgocagcggttagtgtoc

gettatctoccaccacccatcgagagecganagagttagctcasagcgaattcaacacage

acccatcatctacasggccgcasagagccggagt agaganacggaatgctggattgaaac

ccagcaaagaaccttgaaaaaagcatagacaccaagagaaaagcatagggaacaaaatce

tataacacgccasaagtgEgcaagctacanagggctaacggtggatacctatgcgacag

dddd



APENDICE C.

género Oxynema.

CENA135
CCALA_960
AP17

AP24

CENA135
CCALA_960
AP17
AP24

CENA135
CCALA_960
AP17

AP24

CENA135
CCALA_960
Ap17

AP24

CENA135
CCALA_960
AP17

AP24

CENA135
CCALA_960
Ap17
AP24

CENA135
CCALA_960
AP17
AP24

CENA135
CCALA_960
AP17
AP24

CENA135
CCALA_960
AP17

AP24

CENA135
CCALA_960
AP17
AP24

16S Lider D1-D1'

TGTGGCTGGATCACCTCCTTTAAGGGAGACCCAACTTTGGAAACAGGGAGAGCCAAAAAG
TGTGGCTGGATCACCTCCTTTAAGGGAGACCCAAGTTTGGAAAAGGGAGAGGCAATCAAG
TGTGGCTGGATCACCTCCTTTAAGGGAGACCCAACTTTGGAAAAGGGAGAGGCAATCAAG
-GTGGCTGGATCACCTCCTTTAAGGGAGACCCAAGTTTGGAAAAGGGAGAGGCAATCAAG

stokokosok sk kol ok ksl sokoskokolokokokok ok ok dokokoskokok dokskokokokokok ko kb ok dkokk
D2+ hélicet+espagador
AGCCCCTCAAACCAAAGCATCCCGAGGTCGGTCGAGGTCAAAGAAGGAAGATCAAAAAAG
ACCCCCCAAAACCA-AGAATCCCGAGGTCGGTCGAGGTTAGAGAAGGAAAATCAGAAAAA
ACCCCCCAAAACCAGAGAATCCCGAGGTCGGTCGAGGTTAGAGAAGGAAAATCAGAAAAA
ACCCCCCAAAACCAAAGAATCCCGAGGTCGGTCGAGGTTAGAGAAGGAAAATCAGAAAAA

k ockckokck | skskskokskok ko skokskokskokoskoskorskokokokokokokokokokok sk skokokokokskokokskokokok | skokokok
D3+espagador

AACTGTCAAACTCTTCGTGCGGTTCGCAGCGAGGGCTATTAGCTCAGGTGGTTAGAGCGC
GACTGTCAAACTCTTAGTGCGGTTCGCAGCGAGGGCTATTAGCTCAGGTGGTTAGAGCGC
GACTGTCAAACTCTTAGTGCGGTTCGCAGCGAGGGCTATTAGCTCAGGTGGTTAGAGCGC
GACTGTCAAACTCTTAGTGCGGTTCGCAGCGAGGGCTATTAGCTCAGGTGGTTAGAGCGC

_************** 3k 3k 3k 3k ok 3k ok ok sk ok sk 3k ok sk 3k sk 3k ok sk sk ok Sk sk sk sk ok sk sk ok Sk ok ok 3k ok sk ok sk sk ok sk ok ok sk k
gene tRNA-lle hélice V2

ACCCCTGATAAGGGTGAGGTCCCTGGTTCGAGTCCAGGATGGCCCACCTAGAACCGGAGG
ACCCCTGATAAGGGTGAGGTCCCTGGTTCGAGTCCAGGATGGCCCACCTAGAACCGGAGG
ACCCCTGATAAGGGTGAGGTCCCTGGTTCGAGTCCAGGATGGCCCACCTAGAACCGGAGG
ACCCCTGATAAGGGTGAGGTCCCTGGTTCGAGTCCAGGATGGCCCACCTAGAACCGGAGG

st sk sk sk ok s ok ok ok ke sk ok ok sk sk ok sk sk sk ok sk ok sk ok ke skok ok sk sk sk ok sk sk ok sk skook sk s sk sk ok sk ok ok sk skok ok ok sk ok ok ok
gene tRNA-Ala
GGGTATAGCTCAGTGGGTAGAGCGCTGCCTTTGCAAGGCAGATGCCAGCGGTTCGAGTCC
GGGTATATCTCAGTTGGTAGAGCGCTGCCTTCGCAACGCAGATGCCAGCGGTTAGTGTCC
GGGTATAGCTCAGTGGGTAGAGCGCTGCCTTTGCAAGGCAGATGCCAGCGGTTCGAGTCC
GGGTATAGCTCAGTGGGTAGAGCGCTGCCTTTGCAAGGCAGATGCCAGCGGTTCGAGTCC

Rk kokok ok kokdkok ok kkokokkokokkokokkokokokok kol okok kR okokokkok ook kok ok ok ok kokok ok
Pre-BoxB
GCTTACCTCCACCTA-=-=-=========u== ACGAATCAAAGTCAAAGGGAATTCAAAACA
GCTTATCTCCACCACCCATCGAGAGCCGAAA--GAGTTAGCTCAAAGCGAATTCAACACA
GCTTACCTCCACCAACCATCGAGTTCAAAGATTAAGCTAGCTCAAAGCGAATTCAACACA
GCTTACCTCCACCAACCATCGAGTTCAAAGATTAAGTTAGCTCAAAGCGAATTCAACACA

ool e ke R ok e ke ke * AT TR e e e ok e A Mok o O B ok 2 sl o e ok

GCACCCGTC----=-====cmmmmumuno AACTCGAGCAGAGAAACGGACTGCTGGATTGAA
GCACCCATCATCTACAAGGCCGCAAAGAGCCGGAGTAGAGAAACGGAATGCTGGATTGAA
GCACCCGTCATCTAGAAGGCAACAAAGAGCCGGAGTAGAGAAACGGAATGCTGGATTGAA
GCACCCGTCATCTAGAAGGCAACAAAGAGCCGGAGTAGAGAAACGGAATGCTGGATTGAA
******'** *'*- ***.*********** 3k 3k 3k ok Sk 3k ok sk ok ok Sk ok
P6s-BoxB BoxA D4 V3

AGCCAGCAAAGAACCTTGAAAAAAGCATAGACACCAAGAGAAAAGCATAGGGAAAAAAAT
ACCCAGCAAAGAACCTTGAAAAAAGCATAGACACCAAGAGAAAAGCATAGGGAACAAAAT
ACCCAGCAAAGAACCTTGAAAAAAGCATAGACACCAAGAGAAAAGCATAGGGAAAAAAAT
ACCCAGCAAAGAACCTTGAAAAAAGCATAGACACCAAGAGAAAAGCATAGGGAAAAAAAT
Sk ok sk ok sk ok sk sk ok sk sk ok sk ok Sk sk ok sk ok sk 3k sk ok 3k sk sk ok sk ok ok sk sk ok Sk ok Sk skok sk ok sk sk koskokoskoskok sk skok sk ko sk ok sk kok

D5 + espaciador 23S

CCTAGAA-AAGCCAAAAGTGG- === == === mmmmm e e e e e mm e e oo o -
CCTATAACACGCCAAAAGTGGGCAAGCTACAAAGGGCTAACGGTGGATACCTATGCGCAC
CCTAGAACAAGCCAAAAGTGGTCAAGCTACAAAGGGCTAACGGTGGATACCTAGGCACAC
CCTAGAACAAGCCAAAAGTGGTCAAGCTACAAAGGGCTAACGGTGGATACCTAGGCACAC

$okkk kk ok kokkokokkkokokk ok
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Alinhamento das regides da ITS 16S-23S das linhagens descritas no
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APENDICE D. Esquema da ciclagem celular de arsénio e mercurio com 0s genes
detectados em Oxynema sp. CENA135. Modificado de Huertas et al., (2014)
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APENDICE E. Ilhas gendmicas preditas com IsladViewer
(http://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/) no genoma da Oxynema sp. CENA135.

RASCUNHO 3 LAP
RASCUNHO 1
RASCUNHO 4
RASCUNHO 2

Oxynema sp. ‘
- ,‘/ / O

Exportador de
sideréforo EntS

Precursor de
bacteriocina

No

©O© 00 ~NOoO O~ WN

e i
g bhwWwN RO

Tamanho  (G:C) N°de fago Transposase Erote’il_'la Tipo de llha
(pb) % genes tall hipotética

11402  46.33 10 0 0 5 llha de Resisténcia
12037 46.21 10 0 1 7 llha Simbidtica
15239 44.54 15 0 0 8 Ilha Metabdlica
20712 35.91 21 0 3 8 Ilha Metabdlica

7688 51.22 8 0 1 1 Ilha Metabdlica

8219 54.26 8 0 0 1 Ilha Metabdlica

8020 49.84 8 0 1 2 llha Metabdlica
9,753 44 9 0 2 4 Ilha Metabdlica
40639 46.48 31 1 1 22 llha de Resisténcia
22581  39.35 22 0 0 9 llha Metabdlica
11570 53 8 0 1 4 Ilha Metabdlica

8272 52 10 0 3 4 Ilha Metabdlica
10758  43.23 12 0 2 8 Ilha Metabdlica

8194  46.81 10 0 4 4 Ilha Metabdlica
13599 54 13 0 2 9 Ilha Metabdlica

119

4


http://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/

120



121

ANEXO

ANEXO A. Arvore filogenético de 181 genomas de cianobacterias baseados en 2
sequéncias de proteinas, acil-ACP reductase (TIGR04058) e aldeido descarbonilase
(TIGR04059).
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