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RESUMO 

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

 

Oxynema é um gênero derivado do polifilético Phormidium, cujas poucas espécies 

registradas foram encontradas em ambientes de manguezal, marinhos, ou com alto teor de sal. 

As informações taxonômica e genômica, são quase inexistentes para ogênero, com algumas 

exceções de sequências de 16S RNAr e ITS 16S-23S disponíveis nos bancos de dados. Estudos 

anteriores realizados com a cianobactéria isolada do manguezal Brasileiro Oxynema sp. 

CENA135 mostraram o seu potencial em sintetizar sideróforos, hidrocarbonetos alifáticos, 

substâncias anticancerígena e antimicrobiana, além de sua eficácia na degradação de alguns 

tipos de corantes têxteis. Neste trabalho, a linhagem Oxynema sp. CENA135 foi analisada sob 

uma abordagem polifásica (morfologia, hábitat, filogenômica, filogenia do gene de 16S RNAr 

e estrutura secundária do ITS 16S-23S), incluindo a busca de genes ou agrupamentos gênicos 

envolvidos na biossíntese de produtos naturais e a detecção de bactérias associadas. Após a 

caracterização morfológica usando microscopia óptica e de varredura, realizou-se o 

sequenciamento genômico de uma biblioteca “mate pair” na plataforma HiSeq (Illumina). Este 

é o primeiro genoma do gênero Oxynema e, portanto, para a montagem foi usado o método de 

novo que resultou em 11 sequências contíguas 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 contaminações (1,22%). A 

mineração do genoma revelou um potencial para biorremediação pela presença de genes 

envolvidos na resistência de cobre, cobalto, zinco, cádmio, mercúrio e detoxificação de arsênio, 

bem como a possível participação da enzima lacase na descolorização de corantes têxteis. Além 

disso, foram anotados agrupamentos gênicos potencialmente ligados à biossíntese e transporte 

do sideróforo schizokinen, bacteriocinas e um pigmento terpeno. Outros agrupamentos gênicos 

envolvidos na síntese de metabólitos de interesse industrial como hidrocarbonetos alcanos, 

cianoficina e polihidroxialcanoatos foram identificados. Alguns genes anotados com função de 

exportação de sideróforos e antibióticos, um precursor de bacteriocina e o agrupamento gênico 

da bacteriocina LAP foram encontrados em ilhas genômicas preditas, sugerindo um possível 

fenômeno de transferência horizontal conferindo mecanismos de resistências. Algumas 

sequências contaminantes foram recuperadas e identificadas como pertencentes ao filo 

Proteobacteria (Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria e Betaproteobacteria). Sequências 

dos taxons de Alphaproteobacteria, especificamente da ordem Rhizobiales apresentaram 

regiões codificantes envolvidos em funções semelhantes e complementares a Oxynema. As 

análises morfológicas e das estruturas secundárias D1-D1’ e BoxB quando comparadas com a 

da linhagem tipo (O. thaianum CCALA 960) sugerem uma nova espécie. Esse estudo contribui 

para a sistemática do filo Cyanobacteria e para o conhecimento do potencial da linhagem na 

síntese de produtos naturais. 

Palavras-chave: Manguezal, Filogenômica, Bioinformática, Produtos naturais, Cianosfera 
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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. INTRODUÇÃO 

As cianobactérias pertencem a um grupo antigo de bactérias fotossintéticas que 

remontam a 3.500 milhões de anos, de morfologia altamente variável e com capacidades 

fisiológicas distintas que favorecem sua sobrevivência em uma ampla faixa de habitats, 

incluindo regiões extremas. Toda sua história evolutiva está refletida nos seus genomas, cujos 

sequenciamentos estão sendo facilitados pelo rápido desenvolvimento de tecnologias. Isto tem 

desencadeado um aumento de genomas disponíveis nas bases de dados, os quais são 

frequentemente utilizados na análise evolutiva e na busca de agrupamentos gênicos envolvidos 

na síntese de produtos naturais.  

A taxonomia das cianobactérias têm sido bastante conturbada e atualmente várias 

propostas de classificação estão baseadas na filogenia de genomas (LANG; DARLING; 

EISEN, 2013; KOMÁREK et al., 2014; WALTER, JULINE M et al., 2017; WALTER, JULINE 

M. et al., 2017; PARKS et al., 2018; YOKONO; SATOH; TANAKA, 2018). Embora esse 

método confira resolução na identificação dos táxons, a dependência da diversidade, quantidade 

e qualidade dos genomas têm limitado a designação de gênero e espécie; em especial para 

táxons pouco estudados ou gêneros novos. Anteriormente, sequências parciais do gene 16S 

RNAr dentre outros marcadores moleculares filogenéticos (tais como ITS 16S-23S, rpoB, gyrB) 

foram amplamente usados para identificação de cianobactérias e apenas em altos níveis 

taxonômicos como ordem, família  e gênero (SHARIATMADARI et al., 2017). Por exemplo, 

as sequências de ITS 16S-23S RNAr são usualmente usadas como ferramentas para 

identificação de espécies e subespécies bacterianas (ITEMAN et al., 2000; JENG et al., 2001; 

NAKANISHI et al., 2005; WANG et al., 2008; RAJENDHRAN; GUNASEKARAN, 2011; 

MARTIJN et al., 2019). 

A classificação moderna utiliza informações genéticas que estão nos genomas e, 

portanto, são obtidas por sequenciamento. Entretanto, por muito tempo, os dados morfológicos, 

de ultraestrutura, ecologia e fisiologia forneceram a base das primeiras revisões taxonômicas 

do filo e formaram os pilares na sistemática de cianobactérias. A junção desses critérios 

taxonômicos tradicionais e as análises moleculares foi denominada de abordagem polifásica 

(VANDAMME et al., 1996; KOMAREK, 2006; KOMÁREK et al., 2014; PALINSKA; 

SUROSZ, 2014; KOMÁREK, 2016, 2018). Continuamente, novos gêneros são incorporados 

ao filo seguindo a taxonomia polifásica moderna (CHATCHAWAN et al., 2012; STOYANOV 

et al., 2014; MARTINS; BRANCO, 2016; BUCH; MARTINS; BRANCO, 2017; MARTINS; 

MACHADO-DE-LIMA; BRANCO, 2019), assim como, várias novas linhagens tipos são 
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denominadas (RAMOS; MORAIS; VASCONCELOS, 2017). No entanto, a taxonomia das 

cianobactérias continua sendo aperfeiçoada na tentativa de encontrar a melhor abordagem, 

inclusive com discussões sobre os critérios evolutivos baseados unicamente nos genomas e a 

abordagem polifásica, na qual a filogenômica está incluída. 

Os genomas cianobacterianos também são constantemente estudados devido ao 

potencial destes organismos como fonte de produtos naturais, dentre eles as atividades 

antimicrobianas, citotóxicas, antioxidantes, entre outras (DEMAY et al., 2019). Além disso, as 

cianobactérias mostram potencial como fertilizantes do solo (SINGH et al., 2016), componentes 

de biocombustíveis e polímeros de relevância industrial (BALAKRISHNA PILLAI; 

KUMARAPILLAI, 2017; DU; LI; ZHOU, 2019b; KUDO; HAYASHI; ARAI, 2019), e na 

produção de quelantes de metais com atrativo interesse para a medicina e biorremediação 

(KHAN; SINGH; SRIVASTAVA, 2018; ARSTOL; HOHMANN-MARRIOTT, 2019). 

Uma abordagem de bioinformática para a descoberta dessas moléculas é a mineração 

genômica (MACHADO; TUTTLE; JENSEN, 2017), a qual torna possível vincular produtos 

naturais conhecidos a agrupamentos de genes biossintéticos (BGC), ou direcioná-los  para 

codificar novas substâncias, ou derivados dentro de classes estruturais de interesse 

(DITTMANN et al., 2015; MACHADO; TUTTLE; JENSEN, 2017).  

Estudos têm relatado que as cianobactérias da ordem Oscillatoriales produzem o maior 

número de famílias de metabólitos, seguidas das linhagens pertencentes a ordem Nostocales 

(DEMAY et al., 2019). No entanto, existem vários membros de Oscillatoriales pouco 

explorados, com gêneros novos sem genomas representativos (Oxynema, Laspinema, 

Koinonema, Sodalinema, Ammasolinea, Pycnacronema, entre outras) ou com escassos 

sequenciamentos de espécies. 

A linhagem CENA135 pertencente ao gênero Oxynema têm sido associada a produção 

de diversos produtos naturais e inclusa em algumas análises filogenéticas baseadas em um gene, 

porém estudos envolvendo este gênero são escassos. O presente estudo forneceu o primeiro 

genoma do gênero, vinculando os metabólitos relatados em trabalhos anteriores a agrupamentos 

gênicos do seu genoma, além de fornecer informação sobre as bactérias associadas. 

. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1. Taxonomia do gênero Oxynema 

Ao longo dos últimos 40 anos, grandes avanços na área de estudos taxonômicos de 

cianobactérias foram realizados devido ao aumento do número de linhagens em cultivos e de 

dados de sequencias de DNA disponíveis. A taxonomia atual do filo inclui análises moleculares, 

critérios clássicos de morfologia, ultraestrutura, bioquímica, ecofisiologia e habitat e o estudo 

polifásico tem sido adotado com o uso combinado desses critérios taxonômicos (VANDAMME 

et al., 1996; KOMAREK, 2006; PALINSKA; SUROSZ, 2014; KOMÁREK, 2016, 2018). A 

determinação da posição filogenética de um gene marcador ou genoma tem sido comumente 

adotado como o primeiro passo para o processo de classificação (STRUNECKY; ELSTER; 

KOMAREK, 2011). Vários representantes, de grupos complexos e taxonomicamente 

problemáticos 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 

táxons novos e recategorizações nas revisões taxonômicas mais atualizadas. 

Uma das mais robustas revisões da ordem Oscillatoriales foi elaborada por Komárek 

& Anagnostidis (2005) utlizando critérios filogenéticos e tradicionais na classificação. Nesse 

estudo, as cianobactérias do tradicional e polifilético gênero Phormidium Kützing ex Gomont 

(1892) foram divididas de I a VIII grupos taxonômicos apenas baseados na morfologia da célula 

apical dos tricomas e em alguns casos de acordo ao hábitat. Este gênero Phormidium Kützing 

ex Gomont (1892) foi usado no passado para abranger morfotipos amplamente distribuidos 

(CASTENHOLZ et al., 2001; MARQUARDT; PALINSKA, 2007). Por exemplo, o grupo I 

estava formado por morfotipos com células apicais apontadas e de afinamento aguçado, no qual 

o nicho ecológico também desempenhou um caráter distintivo, pois as espécies desse grupo 

foram registradas de habitats halofílicos, com menor frequência em fontes termais e solo com 

maior teor de sal. A heterogeneidade do gênero foi comprovada em vários 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), reforçando questões sobre a 

fragilidade dos dados morfológicos na delimitação da taxa (MARTINS; BRANCO, 2016). 

Vários gêneros já tem sido derivados do gênero Phormidium, entre eles, o novo gênero 

Oxynema foi separado do grupo I (CHATCHAWAN et al., 2012) de acordo à filogenia do gene 

de 16S RNAr, com a primeira linhagem descrita Oxynema thaianum CCALA960, isolada de 
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um ambiente hipersalino na província de Petchaburi, Tailândia, (CHATCHAWAN  et al. 2012). 

As espécies Phormidium lloydianum (syn. Oscillatoria lloydiana) e Phormidium acuminatum 

(syn. Oscillatoria acuminata), sendo esta última uma cianobactéria termal, foram relatadas 

como Oxynema lloydianum e Oxynema acuminatum, devido à proximidade morfológica das 

exsicatas (Coleção das cryptogames no Herbarium MNHN Paris - PC) com a holótipo O. 

thaianum CCALA960 (Chatchawan et al., 2012). Não obstante, a cianobactéria Oscillatoria 

acuminata PCC 6304 (RIPPKA AND HERDMANN, 1992) foi separada em um clado externo 

do novo gênero Oxynema, mantendo sua nomenclatura no GenBank do Centro Nacional para a 

Informação Biotecnológica (NCBI). 

O gênero Oxynema está situada na família Microcoleaceae, ordem Oscillatoriales e 

filo Cyanobacteria (KOMÁREK, KAŠTOVSKÝ, MAREŠ, & JOHANSEN, 2014). As espécies 

registradas na AlgaeBase (GUIRY & GUIRY, 2019) e CyanoDB (HAUER & KOMÁREK, 

2019) para o gênero são O. thaianum, O. acuminatum, O. lloydianum e O. aestuarii; esta última 

foi introducida apenas como sugestão de nova espécie. Em geral, as citações do gênero estão 

ligadas a estudos taxonômicos (BHUVANESHWARI, DEVIRAM, UMA, & PRABAHARAN, 

2016; CHAKRABORTY et al., 2018; CHATCHAWAN et al., 2012) ou descritos em 

levantamentos ecológicos (HOKMOLLAHI, RIAHI, SOLTANI, SHARIATMADARI, & 

MEYBODI, 2017; RAMOS et al., 2017; RAMOS et al., 2018), dos quais ainda são pouco 

frequentes. Uma linhagem relacionada devido a sua proximidade filogenética é a CENA135 

(CHATCHAWAN et al., 2012), encontrada no solo próximo à floresta do manguezal da Ilha 

do Cardoso, São Paulo-Brasil (RIGONATO, 2010). Inicialmente, a CENA135 foi identificada 

como Phormidium baseada nas características autapomorficas do grupo I do gênero 

(GENUÁRIO, 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 Antártica embora o valor de reamostragem ter 

sido de apenas 58%. Dessa maneira, a sequência do gene 16S RNAr da linhagem foi depositada 

no Genbank (NCBI) nomeada como Phormidium sp. CENA135 (n° de acesso HQ730084). 

Posteriormente, a análise filogenética de Chatchawan  et al. (2012) mostrou um clado bem 

suportado, formado pela linhagem O. thaianum CCALA 960 do novo gênero Oxynema e a 

referida linhagem CENA135, cujas sequências 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. 

CENA135, sem identificação ao nível de espécie até o momento. Esquemas representativos das 

atuais espécies do gênero Oxynema e a linhagem CENA135 observam-se na Figura 1. 
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Figura 1. Filamentos dos morfotipos descritos no gênero Oxynema. A. Oxynema sp. CENA135 

(Phormidium sp. CENA135). B. Oxynema thaianum CCALA960, linhagem tipo do gênero. C. Oxynema 

lloydianum Chatchawan, Komárek, Strunecky, Smarda & Peerapornpisal 2012 (Oscillatoria lloydiana 

Gomont 1899). D. Oxynema aestuarii Chakraborty & Mukherjee 2018. E. Oxynema acuminatum 

Chatchawan, Komárek, Strunecky, Smarda & Peerapornpisal 2012 (Oscillatoria acuminata Gomont 

1899) sensu Anagnostidis 1961. F.  Laspinema thermalis Heidari & Hauer 2018, espécie mais próxima 

do gênero Oxynema. 

 

2.2. Cianobactérias do manguezal  

Os manguezais são ecossistemas costeiros de transição entre terra, mar e rios; 

encontrados em regiões tropicais e subtropicais ao redor do mundo (KATHIRESAN; 

BINGHAM, 2001; GHIZELINI; MENDONÇA-HAGLER; MACRAE, 2012). No Brasil, os 

manguezais ocuparam áreas de aproximadamente 9900 km2 em 2018, do qual 85% da cobertura 

está distribuído nos estados do Maranhão, Pará, Amapá e Bahia (DINIZ et al., 2019).  No 

entanto, dos primeiros levantamentos de diversidade que abrangeram identificações de 

cianobactérias em manguezais brasileiros foram realizados no litoral do estado de São Paulo 

(BRANCO et al., 1991, 1996, 1997; GENUÁRIO, 2010). Entre eles, os principais manguezais 

estudados são o manguezal da Ilha de Cardoso, um ambiente conservado e protegido do 

desenvolvimento e impactos antropogênicos, e o manguezal de Bertioga, referida como uma 
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área que foi submetida a um derramamento de óleo em outubro de 1983 (RIGONATO et al., 

2013). Usando a abordagem polifásica na determinação taxonômica de cianobactérias coletadas 

do solo, água e amostras periféricas em ambos ecossistemas, Silva et al. (2014) atingiram a 

identificação de 50 linhagens cultiváveis dos gêneros Synechococcus, Cyanobium, 

Cyanobacterium, Clorogloea, Leptolyngbya, Phormidium, Nostoc e Microchaete, incluindo 

linhagens do gênero 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 gêneros 

novos (ALVARENGA et al., 2016, 2017). 

Os manguezais representam um ecossistema complexo e dinâmico de condições 

severas como alta salinidade temperatura, sedimentação, marés extremas e solos anaeróbios 

turvos (THOMPSON et al., 2013; GENUÁRIO et al., 2019).  Os gradientes de salinidade, 

estabelecidos por inundações e variações das marés,  influenciaram fortemente a composição 

da comunidade de cianobactérias nos sedimentos de ambos manguezais (RIGONATO et al., 

2013). As variações na disponibilidade de oxigênio nos sedimentos dos manguezais, 

promovidas pelo regime das marés, também ocasionam que as transformações dos compostos 

e a ciclagem de nutrientes sejam adaptadas às mudanças do oxigênio (ANDREOTE et al., 

2012), o qual é frequentemente reduzido pelas imensas quantidades de matéria orgânica 

provenientes do mangue. Em consequência, outros nutrientes, em especial nitrogênio (N) e 

fósforo (P), nem sempre disponíveis para todos os organismos, são encontrados em baixa 

concentração (DUARTE et al., 2012). Possíveis relações mutualistas entre microrganismos e 

plantas do manguezal foram sugeridas ante a colonização das raízes de mangue pela bactéria 

fixadora de N2, Marinobacterium mangrovicola, em um processo estimulado pela falta de uma 

fonte externa de carbono (ALFARO-ESPINOZA; ULLRICH, 2015). Rigonato et al. (2018) 

observaram uma correlação positiva da estrutura da comunidade entre bactérias e cianobactérias 

diazotróficas, sugerindo a importância funcional desse filo como fixadores de nitrogênio em 

solos de manguezais. Outro mecanismo utilizado por cianobactérias e algumas bactérias 

heterotróficas é a acumulação de polímeros ricos em nitrogênio como cianoficina (WATZER; 

FORCHHAMMER, 2018; ZHANG; YANG, 2019).  

As cianobactérias também resultaram ser relevantes para recuperação de manguezais 

degradados, como bioestimulantes  ou na biorremediação (ALVARENGA et al., 2015), na 

descolorização de corantes têxteis (SILVA-STENICO et al., 2012; DELLAMATRICE et al., 

2017) e como promotoras do crescimento de plantas (SINGH, 2014b). 
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2.3. Metabólitos secundários em cianobactérias do manguezal 

As cianobactérias são  uma fonte prolífica de metabólitos secundários, também 

denominados produtos naturais, com estruturas químicas complexas e atividades biológicas 

variadas (DITTMANN et al., 2015).  Estas moléculas tem, geralmente, baixo peso molecular e 

não são consideradas essenciais para o crescimento, desenvolvimento ou reprodução normal de 

um organismo, porém, capacitam ao organismo produtor a sobreviver à competição entre 

espécies, fornecem mecanismos defensivos contra o estresse e facilitam os processos 

reprodutivos (MANDAL; RATH, 2015). 

Vários produtos naturais de distintas classes já foram relatados em isolados 

cianobacterianos de manguezais. Compostos voláteis como ácidos, álcoois, aldeídos graxos, 

ésteres, cetonas e hidrocarbonetos alifáticos 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 antifúngica e antimicrobiana de cianobactérias do manguezal. 

Inclusive análises contra patógenos 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 atenção é o potencial anticancerígeno de algumas 

linhagens destes ambientes. Recentemente, espécies de Oxynema, Nodosilinea, Chlorogloea, 

Cyanobium, e Halotia (SHISHIDO et al., 2019) revelaram atividade contra leucemia mielóide 

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 cólon (CT-26) (SILVA-STENICO et al., 2013).  

Em contraste, as cianobactérias também podem ter um impacto nocivo para a saúde 

humana e animal, podendo liberar uma variedade de metabólitos tóxicos, denominados 

cianotoxinas (SCIUTO; MORO, 2015). Cianobactérias isoladas de esteiras e pneumatóforos de 

mangues no Mar Vermelho da Arábia 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 química dos produtos naturais observada na natureza é 

atribuída às vias biossintéticas versáteis de peptídeo sintase não-ribossômica (NRPS) e 

policetídeo sintase (PKS) (WELKER; DÖHREN, 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 peptídeos ribossômicos sintetizados e pós-traduzidos (RiPPs), também são 

denominados de produtos naturais do peptídeo ribossômico (PNPRs). Esta classe de produtos 

naturais expandiram-se rapidamente nos últimos anos, destacando por sua potente atividade 

antibiótica, assim como co-fatores, moléculas de sinalização, compostos anticancerígenos, anti-

HIV e toxinas (HUDSON; MITCHELL, 2018). Em cianobactérias, os metabólitos mais 

representativos das vias RiPPs são as microviridinas e as cianobactinas. No entanto, a maioria 

dos produtos finais de vias RiPPs são atualmente desconhecidos (CALTEAU et al., 2014; 

DITTMANN et al., 2015) e a identificação de novas famílias, com poucos membros para 

construir um modelo estatisticamente representativo e a anotação dos peptídeos precursores 

frequentemente curtos a partir de dados genômicos, é um desafío constante na era genômica 

(HETRICK; DONK, VAN DER, 2017). 

Metabólitos sintetizados por outras vías também são distribuídos nos genomas de 

cianobactérias, sendo que uma ampla gama de alcaloides, terpenos e hidrocarbonetos derivados 

de ácidos graxos também são descritos em literatura. Um exemplo clássico 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. Biossíntese de Peptídeos Não Ribossomais 

Os peptídeos não ribossômicos e policetídeos são sintetizados em grandes complexos 

enzimáticos não ribossomais peptídeos sintetase (NRPS) e policetídeo sintase (PKS), 

respectivamente (MARTÍNEZ-NÚÑEZ; LÓPEZ, 2016). Os complexos enzimáticos NRPS e 

PKS são similares em sua lógica bioquímica. Uma linha de montagem NRPS ou PKS consiste 

em vários módulos, com cada módulo responsável pela seleção e adição de um único substrato 

ao alongamento da cadeia de moléculas. A ordem dos módulos geralmente dita a sequência de 

cadeia peptídica ou policetídica, e é referida como a regra de co-linearidade. Dentro de cada 

módulo existem séries de domínios, cada um responsável por uma reação enzimática específica 

(MICALLEF et al., 2015). 
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Os NRPSs são geralmente definidos como enzimas modulares múltiplas (WANG, 

FEWER, HOLM, ROUHIAINEN, & SIVONEN, 2014). O módulo básico de NRPS é 

constituído por um domínio de adenilação (A) responsável pela seleção do substrato, uma 

proteína transportadora peptídica (PCP) que amarrae o substrato ao complexo enzimático e um 

domínio de condensação (C) para catalisar a formação da ligação peptídica e alongamento da 

cadeia (MICALLEF et al., 2015). No entanto, enzimas NRPS não modulares são encontradas 

em vias biossintéticas de sideróforos (WANG et al., 2014).   

Análogo ao NRPS, um módulo PKS mínimo consiste em um domínio de aciltransferase 

(AT), proteína transportadora de acila (ACP) e domínio de cetossintase (KS), respectivamente. 

As PKSs podem diferir na organização de domínios catalíticos, com o que estão atualmente 

divididos em três tipos. PKSs Tipo I são enzimas multilaminadas grandes usando uma estratégia 

modular, com cada módulo sendo composto de domínios catalíticos responsáveis pelo 

reconhecimento, ativação e condensação de acil-CoA. Os sítios catalíticos de PKS tipo II e tipo 

III estão organizados em proteínas separadas (Wang et al., 2014). Embora os genes PKS tipo I 

sejam comuns entre as cianobactérias, os genes de PKS tipo II e III foram raramente 

identificados (MICALLEF et al., 2015).  

Existem metabólitos híbridos obtidos da combinação modular de NRPS e PKS, por 

exemplo a microcistina-LR é biossintetizada usando multi-enzimas dos módulos NRPS e PKS 

e tem potencial como substância principal para o tratamento do câncer devido à sua 

citotoxicidade (KULTSCHAR; LLEWELLYN, 2018). Nesse sentido um determinado número 

de agrupamentos de genes biossintéticos híbridos de NRPS/PKS também foram identificados 

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

 

2.3.2.  Biossíntese de Peptídeos Ribossômicos Modificados Pós-traducionalmente 

Ao contrário dos peptídeos não ribossômicos, que exigem grandes complexos 

enzimáticos multimodulares para incorporar aminoácidos não proteogênicos no componente 

peptídico, os RiPPs são capazes de acessar um grau semelhante de diversidade química através 

de extensas modificações pós-traducionais de um peptídeo precursor sintetizado no ribossomo 

(MCINTOSH; DONIA; SCHMIDT, 2009; STRIEKER; TANOVIĆ; MARAHIEL, 2010; 

ORTEGA; DONK, VAN DER, 2016). O peptídeo possui uma sequência líder de peptídeo 

anexada ao terminal-N do peptídeo principal, que participa no reconhecimento de muitas das 

enzimas de modificação pós-traducionais, assim também, de um segmento denominado de 

peptídeo principal ou região central que será transformado no produto natural (ARNISON et 
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al., 2013) (¡Error! No se encuentra el origen de la referencia.). No processo de modificação 

do peptídeo principal, as regiões adjacentes incluindo a líder são removidas para revelar o 

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

 

 

 

Figura 2. Biossíntese de peptídeos ribossômicos sintetizados e pós-traduzidos, a partir do peptídeo 

precursor (modificado de Arnison et al., 2013). 

 

As modificações pós-traducionais envolvem especialmente resíduos de cistinas (Cys), 

na qual a química do enxofre converte os tiois de cisteínas em dissulfetos (ciclotídeos, 

conopeptídeos, lanthipeptídeos, cianobactinas, lassopeptídeos, sactipeptídeos e glicocinas), 

tioéteres (lanthipeptídeos, sactipeptídeos, faloidinas, alguns tiopeptídeos), tiazol (peptídeos, 

cianobactídeos, liocopeptídeos e glicocinas) e sulfóxidos (lanthipeptídeos, amatoxinas) 

(ARNISON et al., 2013). 

Bacteriocinas é um termo utilizado para abrangir todos os peptídeos antimicrobianos 

secretados sintetizados no ribossomo. Neste caso, os genes para a modificação e exportação 

estão localizados próximos ao gene precursor da bacteriocina, seguidos de transportadores 

como transportadores ABC e exportadores dependentes de sec que são utilizados para a 

secreção (KUMARIYA et al., 2019). 

Usualmente, os metabólitos secundários tipo bacteriocinas são sequências de 

comprimento curto (20 a 60 aminoácidos), catiônicos e hidrofóbicos, capazes de inibir tanto a 

deterioração dos alimentos quanto as bactérias patogênicas 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) atribuíram a transferência natural dos 

genes envolvidos para a produção de bacteriocinas entre microrganismos, por encontrar-se 

operons génicos associados a plasmídeos ou outros elementos genéticos móveis. 
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De acordo com a classificação comumente empregada, as bacteriocinas são agrupadas 

em três classes. As bacteriocinas de classe I tipicamente compreendem de 19 a 50 aminoácidos 

e são extensivamente modificadas após a tradução, por exemplo, temos a lantionina, β-

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 

é subdividida nas classes Ia (lantibióticos), Ib (labirintopeptinas), Ic (sactibióticos) (Cuozzo  et 

al. 2001; Kumariya et al., 2019), Id (peptídeos lineares contendo azol, LAPs), Ie (glicocinas) e 

If (laçopeptídeos) (EGAN et al., 2018). A classe II contém pequenos peptídeos estáveis ao calor, 

não modificados, e pode ser subdividida em IIa (bacteriocinas do tipo pediocina), IIb 

(bacteriocinas não modificadas com dois peptídeos), IIc (bacteriococinas circulares) e IId 

(bactérias-iocinas não modificadas, lineares, do tipo não-pediocina) (Belgismia et al., 2011; 

Drider, Fimland, Hechard, McMullen, & Prevost, 2006; Kumariya et al., 2019; Oppegård et al., 

2007). A classe III é conformada pelas bacteriocinas grandes e lábeis 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. Sideróforos  

Em um ambiente dinámico como o manguezal, os microrganismos são expostos 

continuamente a mudanças 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 combinação de altas concentrações de carbono orgânico 

e de nutrientes com altas taxas de rotatividade microbiana e baixa porosidade, impedem as 

trocas gasosas. Isto aumenta a demanda biológica de oxigênio (DBO) nas camadas de 

sedimentos subterrâneos e, consequêntemente, aumenta a demanda de ferro inorgânico (AMIN, 

2010; SINHA; PARLI, 2020). A demanda de ferro é muito maior nas cianobactérias 

fotossintéticas do que nas bactérias não 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 condições de 

baixas concentrações de ferro, além de alterações no pH, influenciaram o crescimento e a 

produção de sideróforos em alguns isolados bacterianos de sedimentos (SINHA; PARLI, 2020). 
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Os sideróforos são ligantes de baixo peso molecular (20–2000 Da) ampliamente 

distribuidos em bactérias, fungos e plantas gramíneas para solubilizar e internalizar ferro, 

devido a su afinidade pelo ferro férrico (Fe3+) (KRAEMER; CROWLEY; KRETZSCHMAR, 

2006; HIDER; KONG, 2010; AHMED; HOLMSTRÖM, 2014; GAONKAR, 2015). Em 

relação aos sideróforos bacterianos, são divididos em quatro tipos  basados nos ligantes 

primários, doadores de oxigênio que ligam o ferro (KHAN; SINGH; SRIVASTAVA, 2018). 

Estes são os hidroxamatos, catecolatos, carboxilatos (MATZANKE, 1991), e os tipos mistos 

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

 

2.4.1. Biossíntese de sideróforos 

Em geral, os sideróforos são sintetizados dentro da célula e secretados no ambiente 

como compostos livres de ferro. Uma vez ligados pelo ferro férrico (Fe3+), eles são absorvidos 

para o citosol da célula usando uma variedade de sistemas de absorção (WINKELMANN, 2002; 

CARROLL; MOORE, 2018). Em cianobactérias, a biossintese de sideróforos têm sido obtida 

em três vias distintas. Entre elas, duas vias são dependentes de peptídeo sintetase não 

ribossomal (NRPS); das quais a via NRPS é conhecida por utilizar os domínios de adenilação, 

transportador peptídico e condensação para catalizar ligações entre monómeros de aminoácidos 

que são a base da molécula do sideróforo (MISHRA et al., 2018). As NRPSs são acompanhados 

por policetídeos sintase (PKSs) que são conhecidas por catalisar a condensação de grupos 

carboxilato (STAUNTON; WEISSMAN, 2001). Nesta via híbrida, as duas classes principais 

diferem no número de unidades de proteína; enquanto os PKS do tipo I são enzimas 

multifuncionais, os PKS do tipo II são feitos de enzimas separadas com funções únicas (SHEN, 

2003). A diferença das anteriores, a via NIS é 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 proteínas IucA e IucC, como enzimas sintetases da via NIS, durante a 

biossíntese de aerobactinas. As enzimas sintetases do NIS são responsáveis por uma única 

reação enzimática e normalmente funcionam para condensar ácido cítrico, ou aderente, com um 

grupo amina ou álcool. Todas as sintetases NIS caracterizadas possuem um domínio conservado 

IucA-IucC quelante de ferro no N-terminal e um domínio (FhuF) C-terminal relacionado ao 

transporte ou metabolismo do ferro (CARROLL; MOORE, 2018). Assim, enquanto as outras 

duas vias de síntese são importantes para os sideróforos do tipo hidroxamato e catecolato, o 

NIS só foi demonstrado para os sideróforos 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 importação de sideróforos carregados de ferro é semelhante entre muitas bactérias. O 

transporte do complexo sideróforo-ferro para o espaço periplásmico é possibilitado pelas 

proteínas receptoras, transportadoras dependentes de TonB (TBDT) localizadas na membrana 

externa. Os TBDTs consistem em um domínio β-barril e um domínio “plug” no interior do 

barril, que atua em conjunto com uma caixa TonB no lado periplásmico (NOINAJ et al., 2010; 

GONZÁLEZ et al., 2018; ARSTOL; HOHMANN-MARRIOTT, 2019). A energia para 

transporte é derivada da força motriz do próton e é mediada pela associação de TonB com as 

proteínas da membrana interna ExbB e ExbD, formando um complexo TonB-ExbB-ExbD 

(ARSTOL; HOHMANN-MARRIOTT, 2019).  Hipotetiza-se que as proteínas ExbB e ExbD 

utilizam o potencial eletroquímico da membrana interna para energizar TonB e proporcionar 

uma mudança conformacional no receptor de membrana externa do sideróforo (ANDREWS; 

ROBINSON; RODRÍGUEZ-QUIÑONES, 2003; BALHESTEROS; CAULOBACTER; 

CAULOBACTER, 2014). No periplasma, o sideróforo-ferro é transferido atraves de proteínas 

transmembrana, transportadores ABC (ATP-binding cassette) (ANDREWS; ROBINSON; 

RODRÍGUEZ-QUIÑONES, 2003; CARROLL; MOORE, 2018; GONZÁLEZ et al., 2018). 

Um mecanismo semelhante é empregado por bactérias Gram-positivas, mas sem as proteínas 

proteínas receptoras e TonB (CARROLL; MOORE, 2018). Uma vez no citosol, o ferro férrico 

(Fe3+) é reduzido a ferro ferroso (Fe2+) por uma enzima ferro-reductase, a qual é liverada do 

sideróforo devido à pouca afinidade de quelação (WINKELMANN, 2002; CARROLL; 

MOORE, 2018). 

Em Escherichia coli, a exportação do sideróforo enterobacterina envolveu diferentes 

mecanismos (GONZÁLEZ et al., 2018), compreendendo uma proteína canal TolC da 

membrana externa (BLEUEL et al., 2005) e vários transportadores da membrana interna, 

incluindo a proteína EntS da superfamília MFS (Major Facilitator Superfamily) (FURRER et 

al., 2002) e as proteínas de transporte AcrB, AcrD, AcrEF, MdtABC e MdtEF da superfamília 

de Divisão celular,  de Nodulação, de Resistência (RND) (HORIYAMA; NISHINO, 2014). Os 

sistemas de exportação são pouco conhecidos em cianobactérias. Apenas um único sistema de 

exportação de sideróforos  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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sideróforo hidroxamato schizokinen, cuja exportação através da membrana interna foi 

associada à proteína SchE (all4025)  de  domínio MFS, e da membrana externa à proteín do 

tipo TolC, denominado hgdD (alr2887) (NICOLAISEN et al., 2010). O gene hgdD também é 

necessário para a secreção de proteínas e glicolipídios durante o desenvolvimento de heterócitos  

e exportação de metabólitos secundários/ antibióticos (MALDENER; HANNUS; 

KAMMERER, 2003; MOSLAVAC et al., 2007; HAHN et al., 2012; GONZÁLEZ et al., 2018).   

 

 

Figura 3. Esquema do fluxo do sideróforo schizokinen e o mecanismo de internalização do ferro na 

cianobactéria heterocitada Nostoc sp. PCC 7120. O gene SchT codifica a proteína receptora do 

sideróforo e o sistema FhuBCD codifica os transportadores ABC. Modificado de Kransler et al. (2013). 

 

2.4.3. Sideróforos hidroxamatos 

Os sideróforos do tipo hidroxamato são derivados do ácido cítrico e do quelato de ferro 

por meio de dois grupos α-hidroxamato e um grupo α-hidroxi-carboxilato (KRANZLER et al., 

2013). Duas estruturas de sideróforo hidroxamato foram determinadas em cianobactérias, 

schizokinen (NICOLAISEN et al., 2008) e sinechobactina (ITO; BUTLER, 2005) (Figura 4),  

estruturalmente semelhantes a outros sideróforos do tipo di-hidroxamato, como a rizobactina 

1021 e a aerobactina (ARSTOL; HOHMANN-MARRIOTT, 2019). Schizokinen foi relatado 

em algumas linhagens de água 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 diferençãs da cadeia de ácidos graxos ligado ao segundo grupo α-

hidroxamato (ITO; BUTLER, 2005). Atualmente, o agrupamento gênico de sinechobactina não 

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

 

Figura 4. Estruturas dos sideróforos 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 possíveis agrupamentos gênicos envolvidos na síntese de metabólitos 

secundários e sideróforos no genoma dessa linhagem isolada de uma amostra de solo de 

manguezal da Ilha do Cardoso, além de analizar sua estreita relação com as bactérias associadas 

em cultura. 

 

Objetivos específicos: 

I. Caracterizar a morfologia da cianobactéria Oxynema sp. CENA135; 

II. Sequenciar, montar e analisar o genoma da linhagem; 

III. Avaliar a posição evolutiva da linhagem no filo Cyanobacteria, através de análises de 

filogenia do gene 16S RNAr, filogenômica e o espaço intergênico 16S-23S. 

IV. Avaliar agrupamentos gênicos envolvidos na síntese de metabólitos secundários e 

sideróforos; 

V. Identificar as bactérias associadas à Oxynema sp. CENA135; 

VI. Comparar possíveis funções entre a linhagem cianobacteriana e as bactérias associadas. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Origem e condições 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, 

47º57'42'"W). A linhagem desde então foi mantida na Coleção de Culturas de Cianobactérias 

do CENA/USP em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de meio líquido ASN III 

(Apêndice A), à temperatura de 21 ºC ± 1 ºC, sob luz fluorescente (40-50 µmol fótons•μm-2•s-

1), umidade 40±5 % com ciclo claro/escuro de 14/10h. 

 

 

 

Figura 5. Localização geográfica da origem da linhagem Oxynema sp. CENA135, no manguezal da 

Ilha do Cardoso, estado de São Paulo, Brasil. 

 

4.2. Purificação da cultura 

O processo de purificação consistiu em reduzir a abundância da comunidade de 

bactérias associada à linhagem em estudo. Desse modo, lavagens foram realizadas conforme o 

descrito por Heck  et al. (2016), sendo que o processo de centrifugação foi substituída pela 

filtração a vácuo. Para tal, uma alíquota de 2 mL da cultura foi homogeneizada e transferida 
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para uma membrana de filtro de nitrocelulose (8 μm). Em seguida, as células foram lavadas 

adicionando-se: 20 mL de água ultrapura, 5 mL de Extran® (Merck, Darmstadt, Germany) 

0,1%, 20 mL de solução de lavagem (NaCl 50 mM, Tris-HCl 10 mM pH 7.5, EDTA 5 mM pH 

8) e 5 mL de NaCl 0,9%. Posteriormente, as células foram transferidas com o auxílio de uma 

espátula para tubos Eppendorf contendo 1 ml de meio ASN III. Um inóculo foi selecionado e 

estriado em meio sólido ASN III, e o restante foi cultivado em frasco Erlenmeyer de 125 mL 

contendo 50 mL de meio líquido ASN III. A cultura em meio sólido foi utilizada para visualizar 

bactérias cultiváveis associadas à cianobactéria e a cultura do meio líquido para a próxima 

lavagem. Lavagens sucessivas foram realizadas, com intervalo de 15 dias até que não se 

observasse mais crescimento das bactérias cultiváveis. 

 

4.3. Caracterização morfológica 

4.3.1. Microscopia de luz 

Espécimes provenientes das culturas em meio líquido ASN III foram 

microscopicamente examinadas pelo Prof. Luis H. Z. Branco do Laboratório de Biologia, 

Ecologia e Taxonomia de Algas (BETA) da Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita 

Filho” (UNESP) - campus de São José do Rio Preto.  As massas macroscópicas formadas foram 

observadas em microscópio estereoscópico (Zeiss 47 50 52) para registro das características 

gerais. Os filamentos foram estudados individualmente em microscópio fotônico Olympus 

BX53 com contraste de interferência diferencial (DIC) e fotografados com câmera digital DP 71 

e sistema de análise de imagem cellSens. Os caracteres diacríticos utilizados na avaliação 

morfológica e estudo taxonômico foram: estrutura do filamento, forma das células apicais, 

presença/ausência e forma da bainha mucilaginosa, forma e dimensões celulares, constrição da 

parede celular, presença/ausência e disposição de grânulos, presença ou ausência e disposição 

de aerótopos.  O sistema de classificação utilizado foi o de Hoffmann  et al. (2005) modificado 

por Komarek (2006) e a identificação específica foi baseada na literatura relacionada à 

taxonomia do gênero. Adicionalmente, as caracteristicas morfológicas da linhagem de estudo 

foram comparadas com a  informação morfológica das linhagens descritas para o gênero 

(SILVA, 2010; CHATCHAWAN et al., 2012; BHUVANESHWARI et al., 2016; 

CHAKRABORTY et al., 2018). 

4.3.2. Microscopia eletrônica 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 lamínulas circulares, as quais foram previamente aderidas com 

poli-L-Lisina por 20 minutos. O excesso do líquido foi retirado de cada lamínula após 30 

minutos, e adicionado o fixador Karnovsky modificado (Glutaraldeído 2,5%, Formaldeído 

2,5%, tampão cacodilato 0,05 M, CaCl 20,001 M), por 4 horas a 5°C. Em seguida, o material 

biológico fixado foi desidratado com álcool etílico em concentrações crescentes, 30% por 10 

minutos; 50% por 10 minutos; 70% por 10 minutos; 90% por 10 minutos e três vezes em etanol 

100% por 10 minutos. As amostras desidratadas foram secas ao ponto crítico no aparelho 

automático Leica EM CPD 300. Após a secagem foi realizada a montagem das lamínulas nos 

stubs, onde foram primeiramente envolvidos em papel alumínio, coladas com fita de carbono e 

identificadas. A metalização foi feita no Sputter SCD 050 e posteriormente foi armazenado em 

sílica gel até sua utilização. A amostra foi visualizada e fotografada em microscópio eletrônico 

de varredura LEO 435 VP. 

 

4.4. Produção de biomassa e lavagem de células para extração de DNA 

Para a produção de biomassa para extração de DNA genômico, 1 mL da cultura 

purificada foi inoculada em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de meio líquido 

ASN III. As condições de cultivo foram as mesmas aplicadas na coleção de culturas, durante 

60 dias.  

A lavagem das células foi realizada anteriormente à extração de DNA genômico, a fim 

de retirar as bactérias remanecentes. Dessa maneira, as células contidas no frasco de cultivo (50 

mL) foram concentradas por centrifugação (9000 rpm, 10 min, 22 °C), em seguida o 

sobrenadante foi descartado. Posteriormente, 50 mL de água 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 solução de lavagem (NaCl 

50 mM, Tris-HCl 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 ressuspensão por mais duas vezes. Por último, 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 μm) acoplada no filtro a vácuo. 

Consecutivamente foi aplicado 5 ml de Extran 0,1% e 20 ml de NaCl 0,9%. Após este processo, 
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as células foram recuperadas da superfície da membrana de filtro e mantidas em tubo com 10 

mL de NaCl 0,9% a 21ºC, até o momento da extração de DNA total. 

4.5. Extração de DNA total, preparo da biblioteca genômica e sequenciamento 

O DNA genômico foi extraído com o kit AllPrep DNA/RNA Mini Kit (Qiagen, 

Hilden, Alemanha) seguindo as recomendações do fabricante. A qualidade do DNA extraído 

foi verificada em gel de agarose 1% (m/v) e a quantificação foi realizada com o fluorômetro 

(Qubit® 2.0 Fluorometer, Life Technologies™, EUA). Aproximadamente 4 µg de DNA foi 

utilizado para o preparo de bibliotecas genômicas “mate pair” de 8 kb no Centro de Genômica 

Funcional Aplicada à Agropecuária e à Agroenergia, da Universidade de São 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 instruções do fabricante. 

 

4.6. Montagem do genoma e análise de qualidade das sequências 

A qualidade das leituras obtidas no sequenciamento genômico na plataforma HiSeq 

foi verificada e gráficos de análise foram gerados com o programa FastQC 0.11.8 

(https://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 sequências com phred quality 

score <33, sequências com tamanho menor de 30 pb e sequências repetitivas. 

As leituras remanescentes após 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 

anotação taxonômica da montagem, mapeamento e visualização de sequências 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 

sequências 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, o CheckM 1.0.13 (PARKS et al., 2015) forneceu uma anotação 

taxonômica e estimativas de contaminação das bins formadas. Finalmente, as três 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 contaminação com o 

CheckM. Em complementação da avaliação de integridade foi utilizado o programa BUSCO 

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

 

4.7. Filogenômica  

A posição evolutiva da linhagem Oxynema sp. CENA135 no filo Cyanobacteria foi 

determinada pela construição de uma árvore filogenômica, usando o programa GTDBtk v1.0.0 

(CHAUMEIL et al., 2019). O programa utilizou o Prodigal (HYATT et al., 2010) na predição 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 domínio em comúm foram alinhados e concatenados gerando um único 

alinhamento de sequência múltipla (MSA). O concatenado foi filtrado para aproximadamente 

5.000 aminoácidos, e utilizado pelo pplacer (MATSEN; KODNER; ARMBRUST, 2010) para 

inferir a posição do genoma na árvore de referência GTDB-Tk. A árvore de referência foi 

composta pelos genes marcadores concatenados de 230 genomas cianobacterianos, disponíveis na 

Database de Taxonomia de Genomas (GTDB) (PARKS et al., 2018) e construída no método de 

Máxima Verossimilhança, modelo evolutivo WAG + GAMMA e enraizada com o  grupo externo 

Gloeobacter violaceus, usando o FastTree v2.1.7 (PRICE; DEHAL; ARKIN, 2010). A 

classificação taxonômica foi atribuída baseada no recente sistema GTDB. Para tal, o GTDB-Tk 

designou a classificação do genoma de estudo em relação a um genoma de referência, de acordo 

com a divergência evolutiva relativa (RED) e a identidade média de nucleotídeos (ANI), 

calculadas com PhyloRank (https://github.com/dparks1134/PhyloRank/) e FastANI (JAIN et al., 

2018), respectivamente. O equivalente na classificação 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 sequência do mesmo disponível 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 cópias do gene foi verificada de igual forma. 

Na filogenia do gene de 16S RNAr, a sequência completa do gene obtida do genoma, 

sequências de alta similaridade identificadas com BLASTN (disponível em 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e múltiplas sequências de cianobactérias disponíveis 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 predição do melhor modelo de substituição, utilizando o General Time Reversible  

(GTR) com distribuição Gama e sites invariantes (G+I). O estudo filogenético baseou-se na 

construção da árvore filogenética com os métodos de Máxima Verossimilhança (MV) e Inferência 

Bayesiana (IB), usando como grupo externo a linhagem Synechococcus elongatus PCC 6301. A 

árvore de Máxima Verossimilhança foi gerada com o MEGAX a partir da reamostragem 

(bootstrap) de 1000 replicações e n° de categorias para distribuição gama=6. A Inferência 

Bayesiana foi calculada com o programa MrBayes v.3.2.1 (RONQUIST et al., 2012) para duas 

corridas de 5.000.000 gerações em quatro Markov Chain Monte Carlo (MCMC), n° de tipos de 

substituição=6, n° de categorias para distribuição gama=6, frequência de amostragem=100, 

descartando as primeiras 5.000 gerações (burn-in) cujo valor foi verificado com o programa Tracer 

v.1.7.1 (RAMBAUT et al., 2018). As árvores 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 sequência da linhagem CENA135 e sequências 

agrupadas foi estimada no BioEdit v. 7.2.5 (HALL, 1999). As sequências estão descritas na Tabela 

1. 

 

Tabela 1. Relação das sequências de 16S RNAr das linhagens comparadas na matriz de similaridade 

com seus respectivos números de acesso e país de procedência. 

 

Linhagem N° de acceso Tamanho (pb) País de origem 

Oxynema sp. CENA135 - 1486 Brasil 

Oxynema thaianum CCALA 960 NR_125585.1 1152 Tailândia 

Oxynema thaianum BDU 70493 KX452362.1 1354 Índia 

Oxynema thaianum BDU 91992 KX452363.1 1382 Índia 

Oxynema thaianum BDU 10251 KX452361.1 1335 Índia 

Oxynema thaianum BDU 120161 KX452364.1 1362 Índia 

Oxynema aestuarii AP17 MG694263.1 1387 Índia 

Oxynema aestuarii AP24 MG694265.1 1369 Índia 

 

4.9. Análises das estruturas secundárias do espaço intergênico 16S-23S 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://itol.embl.de/itol.cgi
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A sequência do espaçador interno (ITS) 16S – 23S RNAr obtida do genoma da linhagem 

CENA135 e sequências disponíveis no NCBI  de três linhagens do gênero Oxynema, incluindo a 

linhagem tipo O. thaianum CCALA 960, foram analisadas para inferir variabilidade intragenérica. 

As informações referentes aos tamanhos das sequências e o número de acesso das linhagens estão 

fornecidos na Tabela 2. Os domínios conservados do ITS foram identificados usando a 

combinação do alinhamento Clustal em MAFFT v.7 e alinhamento manual utilizando as estruturas 

secundárias. Os genes de RNAt identificados foram confirmados no tRNAscan-SE (LOWE; 

CHAN, 2016). As sequências das regiões da ITS foram comparadas, gerando as estruturas 

secundárias no M-fold v.3.6 (ZUKER, 2003). 

 

Tabela 2. Relação de sequências de ITS 16S-23S da linhagem em estudo e das linhagens descritas do 

gênero Oxynema disponíveis na base de dados do GenBank NCBI até dezembro 2019. 

 

Linhagem N° de acceso Tamanho (pb) Referência 

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. Anotação de genes e potenciais agrupamentos gênicos  

A anotação automática das sequências obtidas foi realizada pelo servidor RAST (AZIZ 

et al., 2008) com a plataforma do SEED (OVERBEEK et al., 2014) e pelo software Prokka 

1.13. Complementarmente, as anotações automáticas de genes contidos em agrupamentos 

gênicos foram detectadas no antiSMASH 2.0 (BLIN et al., 2013) 

(http://antismash.secondarymetabolites.org/) e para peptídeos de origem ribossomal foi utilizado 

BAGEL4 (HEEL, VAN et al., 2018). As anotações automáticas dos agrupamentos gênicos 

foram curadas utilizando Artemis v18.0 (CARVER et al., 2012). Genes e sequências de 

aminoácidos selecionados, quando necessário, foram comparados com BLAST ao banco de 

dados do GenBank (NCBI) ou elaborados manualmente. Os domínios e famílias proteicas 

foram determinadas com o InterProScan (JONES et al., 2014) e CDART (GEER, 2002). 

 

4.11. Detecção das bactérias da cianosfera  

As sequências de nucleotídeos 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 avaliação das sequências foi 

realizada com o QUAST, e a análise de qualidade com o CheckM.  O perfil taxonômico 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 anotação de genes 

marcadores filogenéticos foi obtida com os programas Prodigal e Barnap dentro do pacote do 

Prokka, com a intenção de identificar táxons bacterianos na cianosfera por similidaridade 

BLAST dos genes com a base de dados GenBank/NCBI. Finalmente, a anotação funcional do 

táxon mais abundante foi atribuída em subsistemas do RAST/SEED. 
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5. RESULTADOS E DISCUSÃO 

5.1. Caracterização morfológica  

A morfologia da linhagem CENA135 ajustou-se à descrição do gênero Oxynema feita 

por Chatchawan et al. (2012), separado do grupo I do gênero Phormidium (Komárek & 

Anagnostidis, 2005).  

A linhagem apresentou massas macroscópicas azul-esverdeadas com crescimento em 

forma de esteiras aderidas à superfície dos frascos de cultivo e microscopicamente consistiu de 

tricomas emaranhados, retos ou levemente flexíveis, atenuados, contraídos nas paredes 

transversais (Figura 6a, 7a); células de 1,9 - 5,1 µm de comprimento (3,3 µm em média) e 2,7 

- 3,4 µm de largura (3,1 µm em média), razão comprimento / largura das células de 0,6 a 1,1; 

conteúdo celular azul-esverdeado e com menor frequência verde-azeitona, granulado, às vezes 

vacuolizado (Figura 6c); células apicais maduras pontiagudas, geralmente dobradas, com 3,2-

8,7 µm 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 características morfológicas da CENA135 e os morfotipos descritos para Oxynema 

foram comparados na Tabela 3, observou-se diferenças principalmente na morfologia das 

células. A proporção da largura e comprimento da linhagem de estudo diferiu em quase a 

metade da proporção 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 característica distintiva foi a presença de 

paredes transversais na porção da célula apical em O. thaianum CCALA 960, a qual não foi 

observada nas outras linhagens. A forma pontiaguda e afinada da célula apical foi uma 

característica autapormorfica do gênero Oxynema  (CHATCHAWAN et al., 2012) assim como 

foi diacrítica na formação do “Grupo I- Phormidium” (Komárek & Anagnostidis, 2005), 

embora esse grupo abrangiu espécies de diferentes habitats como P. lloydianum (=Oscillatoria 

lloydiana) encontrada em localidades salinas, P. janthiphorum (=Oscillatoria janthiphora) e P. 

acuminatum (=Oscillatoria acuminata) em fontes termais, minerais ou sulfuretos (Komárek & 

Anagnostidis, 2005). Na revisão do gênero 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. CENA135, em cultura não axênica a. Tricomas 

emaranhados (100x) b. Filamentos, detalhe na célula apical pontiaguda c. Vacúolos presentes em células 

maduras d. bainha de mucilagem colorido com nanquin e. Hormogonios. Escala=10 µm. 

 

 

 

Figura 7. Microscopia eletrônica de varredura de Oxynema sp. CENA135, em cultura não axénica a. 

Filamentos b. célula apical, detalhe de bainha firmemente ligada. 
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Tabela 3. Comparação morfométrica da linhagem CENA135 com as espécies descritas no gênero Oxynema. 

 

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 

Tricoma 

Solitário, reto ou 

ligeiramente 

flexionado, atenuado 

nas extremidades 

Solitário, reto, 

ligeiramente 

curvado nas 

extremidades 

Solitário, reto, 

ligeiramente 

curvado nas 

extremidades 

Solitário, reto com 

célula apical 

curvada 

Solitário, reto com 

célula apical 

ligeiramente 

curvada 

Solitário, reto com 

célula apical 

curvada 

Solitário, reto, 

ligeiramente 

curvado nas 

extremidades 

Bainha 
Firmemente ligada  Facultativa, fluída, 

raramente observado 

Facultativa e Fluída Facultativa Facultativa e fluída Não observada Bem definida, 

firmemente ligada 

Largura da 

Célula   
2,7 – 3,4 µm 7,5 – 9 µm 2 – 2,6 µm 2 µm 2 – 2,4 µm 2 – 2,8 µm 2,0  –  2,5 µm 

Comprimento 

da Célula  
1,9 – 5,1 µm 2,2 – 3 µm 2 - 3 µm 2 - 3 µm 1,8 – 2,1 µm 2 – 3,6 µm 1,5  –  2,5 µm 

Forma 

Tendência a ser 

isodiamétrica,  

principalmente vezes 

mais curto que largo  

Raramente 

isodiamétrica, 

principalmente mais 

curto que largo 

Tendência a ser 

isodiamétrica, 

algumas vezes mais 

longo que largo 

Raramente 

isodiamétrica,  

principalmente mais 

longo que largo 

Raramente 

isodiamétrica,  

principalmente  mais 

curto que largo 

Tendência a ser 

isodiamétrica, 

algumas vezes mais 

longo que largo 

Tendência a ser 

isodiamétrica, 

algumas vezes mais 

curto que largo  

Célula Apical 

Alongada e 

pontiaguda, 

geralmente curvadas, 

sem caliptra 

Alongada, 

pontiaguda com 

paredes transversais 

presentes, sem 

caliptra 

Extremamente 

alongada, 

pontiaguda e 

curvada, sem 

caliptra 

Alongada e 

pontiaguda, sem 

caliptra 

Pouco alongada e 

pontiaguda, sem 

caliptra 

Alongada e 

pontiaguda, sem 

caliptra 

Alongada, 

pontiaguda sem 

paredes transversais, 

sem caliptra 

Constrição 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 

deslizante intensivo 

Movimento 

deslizante 

Movimento 

deslizante restrito 

Movimento 

deslizante restrito 

Movimento 

deslizante restrito 

Movimento 

deslizante restrito 

Movimento 

deslizante 

Habitat 

Solo de manguezal / 

Ilha do Cardoso-

Brasil 

Salinas de  
Petchaburi / 

Tailândia 

Salinas de Arambol/ 

Índia 

Água estagnada de 

ambiente costeiro/ 

Índia 

Aderida na 

superfície de 

embarcações / Índia  

Água estagnada  de 

ambiente costeiro/ 

Índia 

Biofilmes da 

superfície de solo / 

Manguezal de 

Sundarbans-Índia 
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Os hábitats das linhagens associadas a Oxynema também foram variáveis, porém 

mantiveram uma relação de alta salinidade. A linhagem de estudo CENA135 foi isolada do 

Manguezal da Ilha do Cardoso localizada no estado de São Paulo, Brasil, no solo próximo à 

floresta. Ecologicamente, as mais próximas com a linhagem de estudo foram as linhagens 

(AP17 e AP24) coletadas do manguezal de Sundarbans, Índia, em biofilmes da superfície de 

solo, e são as mais recentes em ser integradas no gênero com a sugestão da espécie Oxynema 

aestuarii. Por outro lado, as linhagens BDU foram encontradas em ambientes marinhos da Índia 

(BHUVANESHWARI et al., 2016): a BDU 70493 em àgua estagnada na praia de Kovalam, 

região de Chennai na Baía de Bengala; a BDU 91992 encontrava-se aderida na superfície de 

embarcações no mar da Arábia; a BDU 10251 de águas estagnadas em Vedaranyam de Tamil 

Nadu. A diferença 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, Tailândia, em tapetes de solo salgado úmido ou, às vezes, no fundo 

em águas rasas e foi relacionada à espécie halófita P. lloydianum, porém mostraram algumas 

diferenças morfológicas (CHATCHAWAN et al., 2012).  

 

5.2. Montagem do genoma, análise de qualidade das sequências 

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). 

 

 

 

Figura 8. Qualidade Phred das bases por leitura do sequenciamento da linhagem Oxynema sp. 

CENA135 a. leituras de R1 b. leituras de R2 
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Após a remoção 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 sequências resultantes da montagem das leituras foram geradas por três montadores 

primários (Spades, Platanus e pelo método de binning) para a obtenção de um genoma final 

consenso.  Antes do aprimoramento das montagens realizou-se uma visualização preliminar das 

sequências correspondentes a cianobactérias e microrganismos contaminantes. Para tal, cada 

sequência das montagens primárias de Spades (Montagem1) e Platanus (Montagem 2) foram 

afiliadas a um grupo taxonômico (Figura 9 e 10) utilizando Blobtools.  

Em ambos casos, o particionamento taxonômico facilitou a filtragem das sequências 

cianobacterianas, visto que a inclusão inadvertida de leituras de sequências contaminantes pode 

resultar em uma montagem incorreta, reduções na qualidade geral da montagem ou até mesmo 

a atribuição de material genético não 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 estão altamente contaminados por DNA contaminante. A 

obtenção de DNA cianobacteriano sem sequências contaminantes é, portanto, uma tarefa 

desafiadora, devido a sua estreita relação com comunidades bacterianas na natureza (CORNET; 

BERTRAND; et al., 2018). Essas associações limitam o axenismo das culturas, e a maioria dos 

esforços de isolamento resulta em culturas unicianobacterianas contendo vários 

microrganismos em consórcio (ALVARENGA; FIORE; VARANI, 2017).  
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Figura 9. Proporção de leituras emparelhadas e mapeadas do sequenciamento HiSeq para a montagem 

primária de Spades (a), e sua distribuição por grupo taxonômico no nível de filo (b). A afiliação 

taxonômica de cada sequência montada foi determinada por similaridade BLASTN (e-value 3) no 

GenBank do NCBI. Os gráficos de bolhas mostram a distribuição das sequências de acordo com a 

proporção GC e a cobertura base (c). Nesse caso, os círculos são proporcionais ao comprimento das 

sequências e coloridos por grupo taxonômico. Os histogramas mostram o tamanho acumulado das 

sequências em cada filo pela proporção GC (localização superior) e cobertura (localizado à direita). As 

legendas contêm o número de sequências, tamanho em Mpb e N50 do lado do filo. 
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Figura 10. Proporção de leituras emparelhadas e mapeadas do sequenciamento HiSeq para a montagem 

primária de Platanus (a), e sua distribuição por grupo taxonômico no nível de filo (b). A afiliação 

taxonômica de cada sequência montada foi determinada por similaridade BLASTN (e-value 3) no 

GenBank do NCBI. Os gráficos de bolhas mostram a distribuição das sequências de acordo com a 

proporção GC e a cobertura base (c). Nesse caso, os círculos são proporcionais ao comprimento das 

sequências e coloridos por grupo taxonômico. Os histogramas mostram o tamanho acumulado das 

sequências em cada filo pela proporção GC (localização superior) e cobertura (localizado à direita). As 

legendas contêm o número de sequências, 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 não foi considerado seu aproveitamento. 

Dado que os três métodos de montagem parecem ter suas próprias estratégias e 

limitações, o draft do genoma da linhagem CENA135 resultou do consenso utilizando como 

montagem principal a obtida de Spades; cujos dados estimados após o fechamento de lacunas 

estão resumidos na Tabela 4. 

 

Tabela 4. Estimativa e análise de qualidade das montagens individuais e consensus do sequenciamento 

da linhagem Oxynema sp. CENA135. 

 
 Montagem 1 Montagem 2 Montagem 3 Consensus 

Programa Spades Platanus 
MetaSpades 

+MetaBAT2  
Metassembler 

Nº 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 

Contaminação (%) 1,45 1,69 3,73 1,22 

 

A montagem consenso constou de 11 sequências contíguas 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 o genoma não tenha sido “fechado”, a integridade das sequências atingiu 99,3% na 

análise do CheckM; valor que foi validado com o 99% de integridade obtido a partir de 834 

grupos de genes ortólogos de cópia única, 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 cópia única (821) e duplicados (5), 4 grupos 

fragmentados e 4 grupos ausentes. 

 
O genoma da cianobactéria do manguezal brasileiro Oxynema sp. CENA135 é o 

primeiro registrado para o gênero até o momento. Entretanto, a ausência de mais genomas do 

mesmo gênero impossibilita realizar estimativas de genômica comparativa. Porém, fornecerá 

informação base para futuros estudos do táxon. 

 

5.3. Filogenômica 

Na árvore filogenômica de Máxima Verossimilhança (Figura 12) obtido do GTDBtk, a 

linhagem do manguezal brasileiro Oxynema sp. CENA135 agrupou-se em um clado com a 

extremófila Oscillatoria acuminata PCC 6304 (Nº de acesso GCA_000317105.1) encontrada 

em águas termais dos Estados Unidos. Ambas cianobactérias formaram um clado maior com 

Planktothricoides sp. SR001 (Nº de acesso GCA_001276715.1), isolada do reservatório de 

água doce localizada em Cingapura, com um valor de reamostragem de 100%. O fato de 

encontrar agrupamentos tão próximos de espécies de ambientes bastante divergentes, pode estar 

associado ao limitado número de táxons com genomas sequenciados e disponíveis nos bancos 

de dados são insuficientes.  

O recente sistema taxonômico de bactérias e arquéias do GTDB tem sido baseado 

somente na filogenia do genoma, removendo os grupos polifiléticos e normalizando as 

classificações taxonômicas usando critérios de divergência evolutiva relativa e ANI para 

estabelecer classificações taxonômicas  (PARKS et al., 2018, 2019). O ANI representa a 

identidade nucleotídica média de todos os genes ortólogos compartilhados entre dois genomas, 

embora sua estimativa não representa estritamente a relação evolutiva do genoma central, já 

que os genes ortólogos podem variar amplamente entre pares de genomas comparados (JAIN 
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et al., 2005). No entanto, foi considerada uma medida robusta da distância genética e evolutiva, 

de forte correlação com a similaridade da sequência do gene 16S RNAr e a taxa de mutação do 

genoma (KONSTANTINIDIS; TIEDJE, 2005). Um suporte adicional ao uso do ANI, foi a 

estreita relação com os valores obtidos de hibridação DNA-DNA (GORIS et al., 2007), 

considerado o método padrão 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 circunscrição ANI definido para separação de espécies é de 

95%, embora tenha algumas exceções de 97% a fim de excluir algumas espécies de Shigella do 

gênero Escherichia. Para o ANI inter-espécie entre os representantes mais próximos de um 

gênero tem sido observado uma distribuição de 78 a 95% (PARKS et al., 2019). Baseados nessa 

estimativa, o genoma de Oscillatoria acuminata PCC 6304 utilizado como referência da 

Oxynema sp. CENA135 pelo programa GTDBtk, mostrou grande distância evolutiva da 

linhagem de estudo com um ANI de 76,63%, evidenciando a falta de genomas sequenciados de 

gêneros mais próximos. O sistema então infere que o genoma da linhagem Oxynema sp. 

CENA135 posiciona-se na ordem Cyanobacteriales, sem conseguir uma classificação mais 

específica devido à falta de um genoma de referência mais próximo. 

Em contrapartida do esquema anterior, o sistema tradicional de classificação do filo 

Cyanobacteria proposto por Komárek et al. (2014), posicionou o genoma da CENA135 no 

gênero Oxynema da ordem Oscillatoriales. O NCBI adotou este sistema exclusivo para a 

taxonomia do filo, onde os critérios citomorfológicos e ecológicos foram consistentes no mais 

possível com a filogenômica. A combinação desses critérios é nomeada de abordagem 

polifásica, na qual a avaliação genética formaria a base (KOMÁREK, 2016). Durante bastante 

tempo o gene de 16S RNAr tem sido essa base genética e, em muitos casos, permitiu a 

demarcação de táxons em espécies distintas, mas suas limitações em vários grupos resultaram 

no uso continuado da hibridação DNA-DNA. Já com os avanços bioinformáticos e o next 

generation sequencing (NGS), a incorporação da genômica na taxonomia e sistemática das 

bactérias e arquéias aumentam a credibilidade da taxonomia na era genômica (CHUN; 

RAINEY, 2014). Dessa forma, o estudo polifásico abrange continuas adaptações de acordo com 

as novas descobertas e com a introdução de novas metodologias (KOMÁREK, 2018). Um 

recente exemplo da avaliação polifásica no contexto genômico foi o novo gênero Elainella 

derivado de Pseudophormidium (JAHODÁŘOVÁ et al., 2018). 

 



49 
 

 

Figura 12. Posição evolutiva da linhagem Oxynema sp. CENA135 no filo Cyanobacteria. Os valores 

de reamostragem (bootstrap) foram indicados em uma escala de 0 a 1. A classificação taxonômica no 

nível de ordem foi designada de acordo com a taxonomia proposta por Komárek 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. CENA135 apresentou cinco cópias idênticas da 

região contígua do gene 16S RNAr, espaçador intergênico (ITS) e o gene 23S RNAr. O gene 

16S RNAr é um marcador molecular tradicionalmente utilizado na filogenética bacteriana 

(YARZA et al., 2014; KOMÁREK, 2018). Embora o operon 16S‐ITS‐23S RNAr tenha sido 

proposto para uma identificação confiável de bactérias, a falta de sequências da referida região 

nos bancos de dados limita sua utilização, razão pela qual a árvore filogenética baseou-se 

apenas na sequência do gene 16S RNAr. Sendo que primeiro, verificou-se a confiabilidade de 

uma cópia do gene obtida do genoma com 100% de similaridade para a sequência de 16S RNAr 

disponível na database do NCBI (N° de acesso HQ730084), da anteriormente identificada como 

Phormidium sp. CENA135. 

As árvores filogenéticas obtidas pelos métodos de MV e IB, apesar de não serem 

idênticas, mostraram topologia semelhante. Motivo pelo qual a árvore 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 asiáticas de Oxynema formando um clado bem suportado e restrito do gênero. A 

análise MV dividiu o clado em três sub-clados em concordância com o país de procedência das 

linhagens (Figura 13). Inclusive, a análise MV e IB mostraram que o sub-clado da Índia 

apresentou um ramo interno composto pelas linhagens de ambiente marinho separado das 

linhagens isoladas de salinas (BDU 120161) e do manguezal (AP24 e AP17).  

 

 

 

Figura 13. Detalhe do clado do gênero Oxynema. A árvore de Máxima Verossimilhança (MV) baseou-

se em sequências parciais do gene 16S RNAr e a topologia foi validada por inferência Bayesiana (IB). 

Apenas os valores de reamostragem maiores a 70% para o método MV e de 0,7 de probabilidade a 

posteriori para IB são indicados nos nós. A linhagem de estudo Oxynema sp. CENA135 está exibida em 

negrito.  
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A análise de similaridade feita por BLASTN revelou que a sequência de 1152 pb do 

gene de 16S RNAr da linhagem holótipo O. thaianum CCALA 960 (N° de acesso 

NR_125585.1) teve uma alta similaridade (98,7%) com a sequência de 1486 pb do gene de 16S 

RNAr da CENA135, mas apenas uma cobertura de 77%, faltando a parte inicial da sequência 

(aproximadamente 334 pb). Os bancos de dados contêm sequências incompletas que dificultam 

a reconstrução da história evolutiva da linhagem. Portanto, a matriz de similaridade foi gerada 

com base apenas na região consenso (1064 pb) entre as sequências de 16S RNAr das linhagens 

do clado. Dessa forma, as oito linhagens agrupadas apresentaram similaridade variável de 98,5 

a 100%, para uma fração de 1064 nucleotídeos do 16S RNAr com uma divergência de até 16 

nucleotídeos (Tabela5), superando à taxa mínima (≥94,5%) para diferenciação de gêneros de 

acordo com Yarza et al. (2014). Em suporte dos dados avaliados, confirma-se que a linhagem 

CENA135 corresponde ao gênero Oxynema, sendo coerente com as análises prévias de 

Chatchawan et al. ( 2012) e Silva et al. (2014).  

 

Tabela 5. Similaridade do gene de 16S RNAr das linhagens pertencentes ao gênero Oxynema, baseado 

em 1064 nucleotídeos. Porção superior contém os valores porcentuais de similaridade e a porção inferior 

o número de nucleotídeos divergentes. Valores inferiores a 99% são exibidos em negrita 

 

Linhagem 1 2 3 4 5 6 7 8 

1. Oxynema sp. CENA135  98,7 98,7 98,7 98,7 98,7 98,7 98,5 

2. Oxynema thaianum CCALA 960 13  100 100 100 99,9 99,9 99,6 

3. Oxynema sp. AP24 13 0  100 100 99,9 99,9 99,6 

4. Oxynema sp. AP17 13 0 0  100 99,9 99,9 99,6 

5. Oxynema thaianum BDU 120161 13 0 0 0  99,9 99,9 99,6 

6. Oxynema thaianum BDU 70493 13 1 1 1 1  100 99.7 

7. Oxynema thaianum BDU 91992 13 1 1 1 1 0  99.7 

8. Oxynema thaianum BDU 10251 16 4 4 4 4 3 3   

 

Na visualização mais ampla da árvore filogenética (Figura 14), a sequência do gene 

16S claramente divide Oxynema do clado irmão (A) compartilhando menos de 92% de 

identidade. A espécie mais próxima foi Laspinema thermale do novo gênero Laspinema, 

recentemente separado de Phormidium Kützing ex Gomont (1892) baseado na exsicata da 

linhagem HK S5, a qual apresentou células apicais cônicas e arredondadas contrárias a 

Oxynema (Heidari et al., 2018). A proximidade da linhagem polifilética Oscillatoria acuminata 

PCC 6304 (ISHIDA, 2001), basônimo de Phormidium acuminatum, guarda relação com a 

filogenômica descrita anteriormente. No entanto, a revisão de Chatchawan et al. (2012) 
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reclassifica esta espécie como Oxynema acuminatum baseado apenas em semelhanças 

morfológicas das exsicatas, porém a baixa similaridade de 91,37% com Oxynema sp. CENA135 

e diferença na típica forma da célula apical do gênero sugerem que não pertence a Oxynema. 

Por outro lado, o clado B agrupou a espécie Planktothricoides raciborskii, cujo único genoma 

disponível (Planktothricoides sp. SR001) esteve bem relacionado à linhagem de estudo de 

acordo com a filogenômica, embora a distância genética foi mais aprofundada na filogenia do 

16S RNAr.  

As análises MV e IB do gene 16S RNAr, corroboraram a notável separação do clado 

Oxynema do verdadeiro clado Phormidium. O tradicional grupo VIII de Phormidium 

(KOMÁREK & 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 ilustração. A cianobactéria P. irrigum tem representado o gênero 

em estudos onde vários novos gêneros foram derivados (MARTINS et al., 2019). 
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Figura 14. Relação filogenética do gênero Oxynema com outras taxas da ordem Oscillatoriales. A 

árvore de Máxima Verossimilhança (MV) baseou-se em sequências parciais do gene 16S RNAr e a 

topologia foi validada por inferência Bayesiana (IB). Apenas os valores de reamostragem maiores a 50% 

para o método MV e de 0,6 de probabilidade a posteriori para IB são indicados nos nós. (*) representa 

valores inferiores e (-) valores ausentes. Os círculos pretos mostram as espécies tipo dos gêneros 

cianobacterianos. O clado A é o mais próximo para Oxynema, na qual agrupa-se a polifilética 

Oscillatoria acuminata PCC 6304 em concordância com a filogenômica. O próximo gênero com 

genoma disponível 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. Análises das estruturas secundárias do espaço intergênico 16S-23S 

O ITS 16S-23S da linhagem Oxynema sp. CENA135 consistiu de 447 nucleotídeos, 

sendo mais curto que a linhagem de referência O. thaianum CCALA 960 com 477 nucleotídeos 

e as Oxynema sp. AP17 e AP24, ambas com 480 nucleotídeos. Estas duas últimas foram 

sugeridas como uma nova espécie e identificadas como O. aestuarii por Chakraborty  et al. 

(2018). Em resumo, o grupo apresentou 14 regiões (Tabela 6) de acordo com Itemam et al. 

(2000). Dessas regiões foram identificados 2 genes RNA transportadores para Ileucina e 

Alanina, 4 regiões idênticas e outras 8 com um histórico evolutivo de substituições de base 

única e múltiplas deleções. 

 

Tabela 6. Tamanho em nucleotídeos das regiões do ITS 16S-23S das linhagens descritas no gênero 

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 sequências de ITS 16S-23S da linhagem tipo O. thaianum CCALA 

960 (N° de acesso MG825656 e JF729323) disponíveis no GenBank (NCBI) não foram 

idênticas (Apêndice B). A ITS com Nº de acesso MG825656 apresentou 25 substituições de 

base e 1 inserção, quando comparada com a se ITS com Nº de acesso JF729323, ocorrendo em 

sua maioria na primeira metade da sequência. Esta divergência nas ITS foi relacionada a erros 

na sequência da MG825656, principalmente evidenciado na sequência da hélice basal TCTC-

3’do domínio D1-D1', a qual não concordava com seu equivalente  altamente conservado entre 

cianobactérias GGTC-3’ (ITEMAN et al., 2000).  Razão pela qual, optou-se por utilizar a 

sequência ITS com N° de acesso JF729323, conseguindo identificar só as quatro primeiras 

regiões D1-D1’, D2, D3 e o gene RNA transportador para Ileucina, por ser uma sequência 

incompleta. As 10 regiões restantes foram necessariamente identificadas a partir da sequência 
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ITS com Nº de acesso MG825656. No entanto, sugere-se a posterior revisão desta sequência 

devido as suas particularidades. 

Nas regiões não idênticas, a linhagem Oxynema sp. CENA135 mostrou sete 

substituições em D2, uma substituição em Pós-Box B e uma deleção no final da ITS, a qual 

contem à região D5; quando comparadas com as sequências das outras linhagens. Essa 

divergência da linhagem foi mais evidente na Pre-BoxB, provavelmente devido à deleção 

contígua de 15 nucleotídeos e até 9 casos de substituição. Ademais, várias diferenças foram 

observadas na estrutura primária das regiões 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 secundária da D1-D1’ foi conservada em todas as linhagens, porém, a 

Oxynema sp. CENA135 apresentou até 13 substituições quando comparados com as linhagens 

AP17 e AP24 (Figura 15), gerando uma inclinação na bolha terminal. A configuração da hélice 

Box B foi bem variável entre as linhagens (Figura 16), assim a deleção de 18 nucleotídeos 

contíguos e 5 substituições originaram a perda de um abaulamento bilateral para a linhagem de 

estudo. 

 

Tabela 7. Similaridade das regiões D1-D1’ e Box B do ITS 16S-23S. Porção superior contém os valores 

porcentuais de similaridade e a porção inferior o número de nucleotídeos divergentes. 

 

Região Linhagem 1 2 3 4 

D1-D1’ 

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

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

3. Oxynema sp. AP17 2 14  96,7 

4. Oxynema sp. AP24 1 14 2  

BoxB 

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

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

3. Oxynema sp. AP17 4 23  100 

4. Oxynema sp. AP24 4 23 0  

 

A sequência ITS 16S-23S é frequentemente utilizado em cianobactérias na 

determinação de espécies, sendo as estruturas secundárias 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 regiões (D1-D1’ e Box B) foram informativas para os membros do gênero Oxynema, 
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cujas estruturas secundárias foram congruentes com o obtido por Chakraborty  et al. (2018). 

Entanto, as diferenças observadas na Pre-Box B forneceram informação 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 separação das espécies Pynacronema brasiliensis da P. 

rubrum com similaridade menor a 85% nos domínios D1-D1’ e Box B. Portanto, a linhagem 

Oxynema sp. CENA135 poderia representar uma nova espécie do gênero Oxynema, de acordo 

com as análises moleculares realizadas neste trabalho, suportada pelas grandes diferenças 

morfológicas e ecológicas da linhagem em relação  a espécie Oxynema thaianum.  

 

 

Figura 15. Estruturas secundárias dos domínios D1-D1’ das sequências do espaço intergênico 16S-23S. 

a. Oxynema sp. CENA135 b. Oxynema thaianum CCALA960 c. Oxynema sp. AP17 d. Oxynema sp. 

AP24. A inserção de nucleotídeos está indicada com uma seta.  

 

 

Figura 16. Estruturas secundárias dos domínios BoxB das sequências do espaço intergênico 16S-23S. 

a. Oxynema sp. CENA135 b. Oxynema thaianum CCALA960 c. Oxynema sp. AP17 d. Oxynema sp. 

AP24. A inserção de nucleotídeos está indicada com uma seta. 
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5.6. Anotação funcional do genoma de Oxynema sp. CENA135 

O genoma da Oxynema sp. CENA135 constou de 4846 genes preditos, 10 RNAs 

ribossômicos (RNAr) e 76 RNAs transportadores (RNAt) de acordo com a predição do Prokka. 

Aproximadamente 46% desses genes codificaram para proteínas hipotéticas ou de funções 

desconhecidas. 

Os genomas procariotos representam uma fonte atrativa de produtos naturais, e, 

portanto, diferentes métodos de prospeção são aplicados visando principalmente novas 

descobertas ou a correlação de espécies na síntese de metabólitos secundários. A mineração do 

genoma utilizando ferramentas bioinformáticas usualmente é o primero passo na busca de 

agrupamentos gênicos biossintéticos conhecidos além de genes potenciais contornando a 

estrutura de novas vias biossintéticas. Este processo é dependente de bancos de dados de 

proteínas públicos que são uma parte crucial dos estudos biológicos modernos 

(OMEERSHFFUDIN; KUMAR, 2019), embora ainda uma grande fração corresponde a 

proteínas que são designadas a funções hipotéticas. Existem vários métodos in silico 

disponíveis para as previsões funcionais de proteínas hipotéticas, no entanto estas predições 

devam ser comprovadas ainda mais pela análise experimental (SIVASHANKARI; 

SHANMUGHAVEL, 2006; BENSO et al., 2013; IJAQ et al., 2015). 

O servidor RAST forneceu uma visão panorâmica da funcionalidade gênica de 

Oxynema, resultando na identificação 6006 regiões codificantes (CDS). Entre os quais, 

unicamente 30% foi classificado em 375 subsistemas conhecidos (Figura 17) e o 70% restante 

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

 

Muitas cianobactérias liberam vários tipos de substâncias biologicamente ativas, como 

proteínas, vitaminas, carboidratos, aminoácidos, polissacarídeos e fito-hormônios que 

funcionam como moléculas elicitoras para promover o crescimento das plantas e ajudá-las para 

combater o estresse biótico e abiótico (SINGH, 2014a). Em congruência, a abundância de CDS 

nas categorias de aminoácidos e derivados (1); carboidratos (2); parede celular e cápsula (4); 

co-fatores, vitaminas, grupos protéticos e pigmentos (5); e metabolismo de proteínas (20), 

foram notáveis no genoma.  

Genes envolvidos na biossíntese de auxinas foram detectados na categoría de 

metabólitos secundários (24). Outra cianobactéria do manguezal, Phormidium Sp. MI405019 

isolada da rizosfera, também foi observada producindo o fito-hormônio auxina, ácido indol-3-

acético (IAA) em análises de FT-IR e FPLC (BOOPATHI et al., 2013). A relação de ambos 

microrganismos pertencerem a ambientes de solo ou sedimento próximos a plantas, poderia 

explicar a capacidade gênica de produzir este tipo de metabólitos. Vários gêneros de 

cianobactérias já foram relatados como produtores de uma ampla gama de produtos químicos 

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 virulência, doenças e defesa (27), encontraram-se várias regiões 

codificantes associadas à resistência de antibióticos e compostos tóxicos. Durante a prospecção, 
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foram observados quadros de leitura abertos (ORFs) que codificarim enzimas envolvidas na 

resistência de metais pesados como cobre, cobalto, zinco, cádmio, mercúrio e arsênio.  

Em um sistema biológico equilibrado, o cobre, zinco e cobalto são microelementos 

essenciais que participam da fisiologia celular (HUERTAS et al., 2014). Esta homeostase de 

metais é especialmente importante nas cianobactérias, já que a fotossintesis impõe uma alta 

demanda de metais como cofatores de várias proteínas (MERCHANT; HELMANN, 2012). No 

entanto, o cádmio, mercúrio e arsênio não tem uma função biológica, sendo tóxicas em todos 

os organismos. Uma barreira biológica contra a entrada desses metaloides tóxicos  na cadeia 

alimentar é 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 metalotioneínas, redução de 

íons metálicos tóxicos em formas menos tóxicas ou biodisponíveis e transporte ativo foram 

consistentes com os genes identificados no genoma da linhagem. Entretanto, no genoma 

também foram encontrados genes associados à transformação de arsênio (arsR, arsB e arsC) 

que reduziriam o arsênio de uma forma tóxica (arsenato, AsV) a outra ainda mais tóxica 

(arsenito, AsIII), porém este mecanismo poderia ser compensado com a presença do gene arsM 

(Apêndice D), o qual foi ligado à detoxificação de arsenito como doadores de metil na formação 

do composto volátil trimetilarsina (YIN et al., 2011; MARAPAKALA et al., 2015). Dessa 

forma, a linhagem poderia ser uma candidata  promissora na biorremediação de áreas 

contaminadas por metais pessados. 

O potencial da Oxynema sp. CENA135 na biorrediação foi testada anteriormente. O 

estudo de Silva-Stenico et al. (2012), mostrou que a linhagem do manguezal foi capaz de 

remover os corantes têxteis amarelo palanil 3G, amarelo indantireno 5GF e o índigo 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 às classes azoide (amarelo palanil), antraquinoide (amarelo 

indantireno) e indigoide (índigo). Apesar dos corantes serem extensivamente utilizados na 

industria têxtil, farmaceutica, alimentar e em cosmeticos, pouco se sabe do mecanismo gênico 

de degradação 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 ligações azo (–N = N–) para produzir aminas aromáticas incolores 

(CLAUS; GUILLOU; ELLERO-SIMATOS, 2016; ZAHRAN et al., 2019). Porém, sequências 
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que codifiquem para putativos de azoreductase não foram encontradas no genoma, sugerindo 

que a degradação dos corantes azoide pode estar acontecendo por outra via. 

Uma alternativa na biorrediação de corantes são as lacases bacterianas,  enzimas 

oxireductases multicobre (MCOs) envolvidas na degradação de lignina, pigmentação, produção 

de melanina e resistência 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 descolorização de 

corantes antraquinoides (AFREEN et al., 2017). Algumas lacases de Streptomyces  foram 

relacionados à descoloração e desintoxicação de corantes índigo (DUBÉ et al., 2008; 

BLÁNQUEZ et al., 2019) e azoides (BLÁNQUEZ 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 expressão heteróloga da lacase (CotA) 

de Bacillus subtilis, industrialmente relevante, foi capaz de descolorir as três 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 sequência de 497 aminoácidos  foi similar 

(29%) a lacase CotA, compreendendo três domínios catalíticos da família cupredoxina. Esta 

nova lacase de Oxynema sp. CENA135 poderia estar envolvida na remoção de corantes têxteis 

avaliados por Silva-Stenico et al. (2012). 

 

5.7. Detecção de potenciais agrupamentos gênicos em Oxynema sp. CENA135 

A busca de agrupamentos gênicos envolvidos na síntese de metabólitos secundários, foi 

realizada por meio das ferramentas bioinformáticas antiSMASH e BAGEL4. Entre eles, o 

antiSMASH detectou cinco agrupamentos de tipo sideróforo (1), bacteriocin (2), LAP (1) e 

terperno. Em adição, o BAGEL4 detectou dois agrupamentos que poderiam estar envolvidos 

com a síntese de laçopeptídeo e sactipeptídeo. Os agrupamentos gênicos detectados estão 

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

 

 

A prospeção manual do genoma revelou outros três agrupamentos gênicos relacionados 

à síntese de polímeros e hidrocarbonetos. De forma geral, todos os agrupamentos gênicos 

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

referência a estudos que relacionaram a linhagens com a produção de cianotoxinas, adicionou-

se uma categoría de toxinas no estudo. 

 

5.7.1. Sideróforo e sistemas de exportação 

Um agrupamento de 11 genes foi identificado para biossíntese do sideróforo 

hidroxamato tipo schizokinen e internalização do sideróforo ligado ao ferro (Figura 18). 

 

N° 
Tamanho 

(pb) 
Categoria 

Agrupamento 

mais similar 

Genes Similares - 

Microrganismo 

1 7787 Bacteriocina não identificado 80% - Calothrix sp. PCC 6303 

2 10234 Bacteriocina não identificado 
57% - Oscillatoria acuminata 

PCC 6304 

3 16805 Laçopeptídeo não identificado - 

4 22211 LAP não identificado 
3% - Hyphomicrobium zavarzinii 

ATCC 27496 

5 19723 Sactipeptídeo não identificado - 

6 16840 Sideróforo não identificado 100% - Nostoc sp. PCC 7120 

7 20933 Terperno não identificado 
57% - Oscillatoria acuminata 

PCC 6304 
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Figura 18. Organização gênica do agrupamento presumidamente responsável da biossíntese e 

transporte do sideróforo schizokinen no genoma de Oxynema sp. CENA135, em referência aos 

agrupamentos gênicos de schizokinen em Nostoc sp. PCC 7120 e de rhizobactina em Sinorhizobium 

meliloti 1021. 

 

Na montante, localizou-se o gene receptor que codificaria a proteína responsável pelo 

transporte do sideróforo  hidroxamato ligado ao ferro, através da membrana externa. Em vista 

de existir vários tipos de receptores para sideróforos hidroxamatos, a sequência de aminoácidos 

deduzida para este gene foi comparada com os transportadores putativos dos sideróforos 

schizokinen (alr3097, SchT) de Nostoc sp. PCC 7120 (NICOLAISEN et al., 2008) e 

rhizobactina 1021 (RhtA) localizado no plasmídeo 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. CENA135 foi 51% similar ao gene SchT de 

schizokinen, quando comparado com RhtA (28%) de rhizobactina1021 e IutA (31%) de 

aerobactina.  

No sideróforo schizokinen de Nostoc sp. PCC 7120, a expressão de SchT foi induzida 

sob limitação de ferro (NICOLAISEN et al., 2008) e regulada directamente pelo gene FurA, 

um homólogo do regulador da captação férrica (Fur) em bactérias heterotróficas (GONZÁLEZ 

et al., 2010). A proteína transportadora do sideróforo é dependente de TonB (TBDT) e localiza-

se na membrana externa, reconhecendo o sideróforo 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; GONZÁLEZ et al., 2018; ARSTOL; HOHMANN-
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MARRIOTT, 2019). Os genes que codifican para TonB-ExbB-ExbD foram identificados 

adjacentes ao agrupamento gênico, fato não observado nos agrupamentos das  linhagens 

comparadas, e portanto, uma vantagem no seu sequênciamento por métodos menos 

abrangentes. 

Sequencialmente ao gene receptor foram localizados outros dois genes, Dat e Ddc, que 

codificariam para as enzimas L-2,4-diaminobutirate:2-cetoglutarate 4-aminotransferase 

(DABA AT) e  L-2,4-diaminobutirate decarboxilase (DABA  DC) . Os genes envolvidos na 

biosintese do sideróforo (IucABCD) foram colindantes a Dat e Ddc. Entre eles, os genes IucA 

e Iuc C são o núcleo sintético do sideróforo, entretanto o gene IucB codificaria a proteína 

hidroxilisina acetiltransferase e o gene IucD codificaria a L-lisina 6-monoxigenase. Um gene 

adicional da superfamilia MFS, o qual age como transportador secundário, localizou-se  entre 

os genes IucC e IucD similarmente ao agrupamento gênico 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 sideróforo ligado ao ferro do periplasma ao citoplasma. 

Todos os genes envolvidos na biossíntese e o transporte interno mostraram uma 

similaridade ≥50% às proteínas putativas identificadas para o sideróforo eschizokinem em 

Nostoc sp. PCC 7120.  

As enzimas DABA AT e DABA DC foram identificadas na produção de 1,3-

diaminopropano em Acinetobacter baumannii (IKAI; YAMAMOTO, 1997) e em Vibrio 

cholerae (LEE; YEH, 2009). Estes genes também foram encontrados no agrupamento gênico 

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 

biossíntese do sideróforo independente a complexos enzimáticos NRPS em Anabaena 

variabilis, e portanto, a necessidade de um módulo biossintético DABA AT / DABA DC no 

agrupamento gênico. Na cianobactéria Synechococcus sp. PCC 7002, conhecida pela 

biosíntesse de sideróforos 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 gênico hipotetizado para este sideróforo (ARSTOL, 2017). Os 

sideróforos tipo schizokinen são considerados estruturalmente similares a sinechobactina, cuja 

derivação é dada pela subtituição dos ácidos hidroxâmicos por uma longa cadeia de ácidos 

graxos (ITO; BUTLER, 2005). Esta adição dos ácidos graxos  foi designada ao papel hipotético 

do gene SidH do sideróforo sinechobactina em Synechococcus sp. PCC 7002 (ARSTOL, 2017). 

Na linhagem Oxynema sp. CENA135 não foi identificado o gene da derivação de 
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sinechobactina no agrupamento do sideróforo, pelo que o agrupamento do sideróforo 

encontrado corresponderia a schizokinen. Esta análise gênica responderia o observado por Silva 

(2010), na qual a leitura da Resonancia Magnética Nuclear (RMN) obtida para linhagem 

identifica um sideróforo parecido a sinechobactina mas não idêntico. 

O sistema de exportação do sideróforo não foi definido para a linhagem. O único modelo 

de exportação de sideróforos 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 secreção dos sideróforos. Em 

adição, outro gene que codifica uma proteína β-barril da família TolC localizada na membrana 

externa (all2887, gene HgdD) completaria o processo de secreção (NICOLAISEN et al., 2010). 

Baseados nesse modelo, realizou-se a busca dos genes no genoma da Oxynema, identificando 

um transportador transmembrana da família proteica TolC similar (54%) à ORF all2887 

(HgdD) e localizado adjacente a duas ORFs envolvidas na translocação de cobre. Entretanto, 

um transportador da superfamilia MFS foi associada com baixa similiaridade (24%) à ORF 

all4025 (SchE). Interessantemente, também foi identificado um transportador da família MFS, 

que codificaria o exportador putativo de enterobactin (EntS), inserto na ilha genômica de 

resistência N°9 predita em Islandviewer para linhagem  (Apêndice E) e, por tanto, provalmente 

ganho por transferência de outro organismo . 

Na exportação do sideróforo enterobactina de E. coli, o transporte do sideróforo ao 

periplasma foi mediado por proteínas da superfamilia MFS, localizadas na membrana interna 

(FURRER; SANDERS; MCINTOSH, 2002), enquanto a secreção no meio externo foi 

dependente de proteínas do tipo TolC (BLEUEL et al., 2005). O homólogo cianobacteriano da 

proteína tipo TolC codificada pelo gene HgdD foi denominado como proteína de deposição do 

heterócito glicolipídica  D e está envolvida na secreção de proteńas, ácidos graxos 

(MOSLAVAC et al., 2007), metabólitos secundários tipo antibióticos (HAHN et al., 2012), além 

do sideróforo schizokinen (NICOLAISEN et al., 2010). Nesse contexto, sugere-se que a ORF 

identificada no genoma da Oxynema sp. CENA135 é homóloga ao gene HgdD da Nostoc sp. 

PCC 7120 e participaria da exportação do sideróforo schizokinen. Porém, a proximidade desse 

gene com um transportador putativo de cobre (PacS) gerou várias interrogantes sobre a ligação 

do sideróforo e o cobre. Nicolaisen et al. (2010) demostraram que em condições de alta 

concentração de cobre e baixa concentração de ferro, o esquizokinen  complexa o cobre e, 

portanto, o ferro não pode ser transportado com eficiência. Recentemente, verificou-se que o  

sideróforo yersiniabactina produzido por E. coli uropatogênica ligava-se a íons de cobre durante 
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infecções humanas como medida de proteção ante toxicidade do cobre (KOH; HENDERSON, 

2015).  

 

5.7.2. Peptídeos de origem ribossômica 

A busca de potenciais agrupamentos gênicos através dos programas AntiSMASH e 

Bagel, resultou em um total de cinco agrupamentos gênicos envolvidos na síntese de 

bacteriocinas como produtos naturais do peptídeo ribossômico modificados pós-

traducionalmente (PRPTs), dos quais nenhum correspondia a agrupamentos gênicos já relatados 

anteriormente. Apesar que muitos genes possivelmente associados à maquinaria biossintética 

tenham codificado para proteínas hipotéticas, entre algumas com funções desconhecidas, genes 

precursores entre outros responsáveis pela modificação pós-traducional e transporte, foram 

detectados e curados manualmente.Nesse contexto, dois agrupamentos gênicos de 7,8 Kb e 10,2 

Kb de comprimento, envolvidos na síntese 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 peptídeo precursor. Os peptídeos 

precursores constaram de 69 para bacteriocina-a e de 77 aminoácidos para bacteriocina-b, e um 

domínio conservado Nif11.   

As bacteriocinas são peptídeos antimicrobianos naturais que apenas recentemente 

foram explorados no tratamento e prevenção de infecções microbianas (DICKS; STADEN, 

VAN; KLUMPERMAN, 2017). Em frequência, numerosos agrupamentos gênicos codificando 

para bacteriocinas putativas são detectadas em cianobactérias. O estudo de Wang et al. (2011) 

revelou que pode existir mais de um gene precursor participando da síntese de uma bacteriocina, 

já que foram detectados 290 precursores no total de 145 agrupamentos preditos, com um rango 

de comprimento de 28 a 164 aminoácidos. A proteína codificada pelo gene precursor podem 

ser membros da família de peptídeos líderes da hidratase nitrílica (NHLP) ou da família N11P , 

a qual é anotada como proteínas fixadoras de nitrogênio Nif11 (HAFT; BASU; MITCHELL, 

2010). 

O agrupamento gênico de outra bacteriocina foi classificado ao tipo LAP, devido à 

detecção de um gene que codificaria uma sequência de 736 aminoácidos, putativa de 

nitroreductase MJ1384 com função de ciclodeidratação. O inferido agrupamento de 22 Kpb de 
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comprimento também envolve proteínas putativas com atividade protease, polimerase e 

transposase (Figura 19).  

 

 

ORF Função predita Motivos 

orf00001 Função indeterminada  

orf00003 Metaloprotease putativa de zinco (sll0528)  

orf00006 Função indeterminada  

orf00009 Nuclease SbcCD subunidade C  

orf00012 Protease putativa de montagem de barril beta  

orf00014 Função indeterminada  

orf00017 Proteína não caracterizada de repetição WD (alr2800)  

orf00018 Função indeterminada  

Ciclodeidratação Nitroreductase MJ1384 putativa PF00881 

orf00021 Função indeterminada  

orf00023 Função indeterminada  

orf00025 Função indeterminada  

orf00027 Transposase YncI putativa  

orf00029 Função indeterminada  

orf00034 Função indeterminada  

orf00044 Carbamoil-fosfato sintase de cadeia longa  

orf00045 Função indeterminada  

orf00047 Função indeterminada  

orf00053 RNA polimerase de fator sigma SigA3  

 

Figura 19. Gene possivelmente envolvido na biosíntese de PRPT tipo LAP em Oxynema sp. CENA135. 

Esquema inferido em BAGEL. 

 

Os LAPs são peptídeos lineares contendo azol da classe Id de bacteriocinas, que se 

distinguem por conter uma variedade de anéis heterocíclicos de tiazol e (metil) oxazol derivados 

de resíduos de cisteína, serina e treonina por meio da ciclodeidratação dependente de ATP e 

subsequente desidrogenação dependente de mononucleotídeos de flavina (MELBY; NARD; 

MITCHELL, 2011; ALVAREZ-SIEIRO et al., 2016; EGAN et al., 2018). Alguns dos 

antibióticos mais relevantes são a estreptolisina S, microcina B17 e plantazolicina, cujos 

agrupamentos gênicos completos ainda não foram detectados em cianobactérias.  

Na biossíntese de microcina B17 de E. coli e estreptolisina S do patógeno Streptococcus 

pyogenes, os genes que codificam para a ciclodeidratase são McbB/McbD e SagC/SagD, e para 
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desidrogenase são McbC e SagB, respectivamente, embora mostrem baixa similaridade (LEE 

et al., 2008). Entre elas, SagD com domínio conservado YcaO ciclodeidratase e dependente de 

ATP, ativa o esqueleto de amida durante as ciclodeidratações (DUNBAR; MELBY; 

MITCHELL, 2012). Análogos do SagCD em outros grupos de genes frequentemente 

encontram-se fundidos como uma única proteína (ALVAREZ-SIEIRO et al., 2016).  

Interessantemente, a sequência da proteína putativa de nitroreductase MJ1384 no 

genoma da Oxynema sp. CENA135 mostrou tanto o domínio conservado YcaO da 

ciclodeidratase como o domínio da enzima mcbC desidrogenase. Após de verificar a 

similaridade da proteína através do algoritmo SmartBLAST do NCBI, encontrou-se 

similaridades inferiores a 31% com apenas três proteínas 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 proteína de YcaO ciclodeidratase de Methanothermobacter thermautotrophicus (N° de 

acesso WP_010876618.1). Este resultado, sugere que a proteína identificada no hipotético 

agrupamento gênico do antibiótico LAP na linhagem Oxynema sp. CENA135 desenvolveria 

ambos processos em conjuntos, no entanto, não foi possível atribuir funções às ORFs adjacentes 

para uma melhor inferência. 

O agrupamento gênico do antibiótico LAP localizou-se na ilha genômica 1 predita no 

genoma da Oxynema, atribuindo a função de resistência. Da mesma forma, o gene precursor da 

bacteriocina-a localizou-se na ilha genômica 9 (Apêndice E). Genes envolvidos na síntese de 

bacteriocinas já foram relatados em elementos genéticos móveis. A distribuição do gene ISLpl1 

e regiões de mobilização em plasmídeos da pediocina foram detectados entre bactérias do ácido 

láctico (LAB), sugerindo uma possível transferência 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 gênicos das bacteriocinas laçopeptídeo e sactipeptídeo foram preditas 

exclusivamente em BAGEL. Os laçopeptídeos são notavelmente resistentes a proteases, ao 

calor e agentes desnaturantes, e essa alta estabilidade e suas atividades biológicas têm atraído 

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 anticancerígenas de ulleungdina isolada de Streptomyces sp. KCB13F003 (SON et 

al., 2018). A biossíntese dos peptídeos laço requer uma enzima laço ciclase (proteína C) 

homóloga à asparagina sintase e uma peptidase líder (proteína B) homóloga à transglutaminase 

(ALLEN et al., 2016). No nível estrutural mais básico, eles consistem em um anel de 
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macrolactama composto por sete a nove resíduos e uma cauda peptídica C-terminal linear 

(HEGEMANN et al., 2015). No agrupamento possivelmente envolvido na síntese de 

laçopeptídeo em Oxynema não foram determinados com exatitude os genes que codificariam a 

proteína C e B, porém detectou-se genes que codificariam para transportadores de macrólidos, 

peptidases, o gene regulador LanK que codificaria a proteína quinase, entre outros genes sem 

participação determinada (Figura 20).  

 

 
 

ORF Função predita Motivos 

ABC Proteína do transportador ABC  YvrO PF00005 

ABC Proteína de exportação de macrólidos MacB PF00005 

orf00008 Cadeia de aloficocianina alfa-B  

orf00009 RNA metiltransferase (alr3654)  

orf00011 Função indeterminada  

orf00013 Proteína não caracterizada MT2645  

orf00014 Proteína não caracterizada Rv2567  

orf00016 Proteína não 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 Função indeterminada  

orf00024 Signal peptidase I  

orf00028 Dihydroorotase  

orf00030 tRNA threonylcarbamoyladenosine biosynthesis protein TsaE  

orf00032 Putative gluconeogenesis fator  

 

Figura 20. Genes possivelmente envolvidos na biossíntese de PRPT tipo laçopeptídeo em Oxynema sp. 

CENA135. Esquema inferido em BAGEL. 

 

Ao contrário do agrupamento gênico de laçopeptídeo, no agrupamento da bacteriocina 

tipo sactipeptídeo foram detectados genes que participariam da modificação, transporte e 

regulação deste antibiótico. Entre eles, genes que codificariam para uma proteína recombinante 

de S-adenosilmetionina (rSAM-SeCys) identificada como micofactocina SAM maturase MftC 

e a proteína receptora cíclica 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 lantibióticos 

(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 internalização de arsênio V (Apêndice D).  

 

 
 

 
ORF Função predita Motivo 

LanR Proteína reguladora da transcrição da síntese de fosfatase alcalina SphR PF00486;PF00072 

orf00004 Função indeterminada  

LanK Proteína do sensor de síntese de fosfatase alcalina PhoR PF00512;PF02518 

orf00007 Função indeterminada  

orf00009 D-inositol 3-fosfato glicosiltransferase  

orf00011 Função indeterminada  

orf00017 Metaloprotease de zinco dependente de ATP FtsH 3  

orf00021 Proteína semelhante ao fitocromo cph2  

orf00022 Função indeterminada  

orf00024 Provável transposase para inserção de elementos IS701  

BmbF Radical de micofactocina SAM maturase MftC putativo Sac_1;PF04055 

orf00030 Proteína receptora cíclica AMP  

orf00032 Função indeterminada  

orf00033 Proteína Smf  

orf00034 LL-diaminopimelate aminotransferase  

orf00035 Arsenato redutase de glutaredoxina  

orf00038 Proteína de resistência a arsênio Acr3   

orf00040 Função indeterminada  

ABC Proteína de ligação ao ATP de importação de fosfato PstB 3 PF00005 

orf00043 Proteína permease do transportador ABC PstC  

orf00046 Proteína SphX  

 

Figura 21. Genes possivelmente envolvidos na biossíntese de PRPT tipo sactipeptídeo em Oxynema sp. 

CENA135. Esquema inferido em BAGEL. 

 

A proteína rSAM-SeCys foi determinante na predição de agrupamentos gênicos de 

sactipeptídeos durante a mineração genômica de bactérias ruminais (AZEVEDO et al., 2015). 

Nas modificações pós-traducionais participariam das ligações intramoleculares entre o enxofre 

de cisteína e α-carbono de outro resíduo (ARNISON et al., 2013). 

Em cianobactérias comumente são detectadas PRPTs de tipo cianobactinas e 

microviridinas, porém de acordo à prospecção realizada neste estudo não foram encontrados os 

agrupamentos gênicos que envolvam sua síntese.  
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Estudos in vitro comprovaram a atividade antimicrobiana da linhagem Oxynema sp. 

CENA135 contra a bactéria entérica Salmonella typhimurium (SILVA et al., 2014) e o potencial 

para inibir células do câncer de cólon (CT26), além de atividade moderada contra células 

cancerígenas do pulmão (3LL) (SILVA-STENICO et al., 2013). Recentemente, a linhagem 

CENA135 foi detectada induzindo apoptoses à linha celular MOLM-13 da leucemia mieloide 

aguda (LMA) (SHISHIDO et al., 2019). Em vista que metabólitos secundários de origem 

ribossômico estariam envolvidos a atividades relacionadas, os agrupamentos gênicos preditos 

no estudo poderiam estar sintetizando metabólitos responsáveis da atividade antimicrobiana 

e/ou anticancerígena da linhagem. 

 

5.7.1. Hidrocarbonetos derivados de ácidos 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 estão 

naturalmente acumulados nas membranas tilacóides e citoplasmáticas provavelmente 

inducindo flexibilidade durante a divisão celular, o crescimento, e a associação eficiente de 

proteínas solúveis ligadas à membrana (LEA-SMITH et al., 2016). Os alcanos são os principais 

componentes da gasolina, diesel e combustível de aviação (SCHIRMER et al., 2010; 

JIMÉNEZ-DÍAZ et al., 2017). A capacidade inerente de fazer fotossíntese e fácil manipulação 

genética, convetem às cianobactérias candidatas promissoras na produção de biocombustíveis 

(WANG; LIU; LU, 2013). Entanto múltiplos estudos visam melhorar o baixo rendimento de 

produção das cianobactérias.  

A via biossintética de alcanos em cianobactérias foi proposta por Schirmer et al. (2010), 

mediante a coexpressão das orf1593 (Ado) e orf1594 (Aar) de Synechococcus elongatus PCC 

7942 em E. coli. A via consiste em uma proteína transportadora acil-ACP redutase (Aar) e uma 

aldeído descarbonilase (Ado), que em conjunto convertem intermediários do metabolismo de 

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

Na linhagem CENA135, o agrupamento gênico envolveu duas ORFs homólogas aos 

genes Aar e Ado que codificariam para proteínas putativas de acil-ACP redutase e aldeído 

descarbonilase. As proteínas foram altamente similares, 67% e 73% com as sequências 

Aarsyn7942 (ORF 1594) e Adosyn7942 (ORF 1593), respectivamente, da Synechococcus elongatus 
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PCC 7942, linhagem de referência nas análises in silico e experimentais para produção de 

hidrocarbonetos alcanos. 

A proteína acil-ACP redutase é a chave da biossíntese de hidrocarbonetos nas 

cianobactérias e substituções de aminoácidos simples no gene Aar da Synechococcus sp. PCC 

7336 incrementaram 70 vezes a produção 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 

policetídeo sintase (PKS) para produzir o terminal alceno (MENDEZ-PEREZ; BEGEMANN; 

PFLEGER, 2011). Não obstante, vários genomas de cianobactérias foram relatados codificando 

as vias Aar/Ado ou OLS, mas nunca os dois juntos no mesmo táxon. Coates et al. (2014) 

indicaram que a produção de hidrocarbonetos é um fenômeno universal nas cianobactérias, e 

por tanto, todas têm a capacidade produção a partir de ácidos graxos, mas nem todas conseguem 

isso pela mesma via metabólica, incluindo vias ainda desconhecidas. Uma análise filogenética 

baseada no operon Aar e Ado de 181 genomas cianobacterianos, revelou que esses genes têm 

uma evolução semelhante à evolução de cianobactérias, sugerindo que ambos genes poderiam 

ser conservados no filo (Anexo A). A diferença da via OLS, a qual poderia ser adquirida por 

transferência horizontal (COATES et al., 2014). 

Sequencialmente a estes genes, três genes codificariam para três sequências 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 gênicos 

para síntese de alcanos em cianobactérias (Figura 22). 
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Figura 22. Organização gênica do agrupamento presumidamente envolvido na biosíntese de 

hidrocarbonetos alcanos em Oxynema sp. CENA135. A sintenia de vários agrupamentos 

cianobacterianos indica a essencialidade dos genes Aar e Ado na síntese de alcanos. 

 
A superexpressão de accA em Synechocystis levou a um aumento da produção de 

hidrocarbonetos, particularmente do heptadecano (TAN et al., 2011). A linhagem Oxynema sp. 

CENA135 foi detectada produzindo o composto hepatadecano no perfil volátil de 

cromatografía gasosa acoplada a espectrometria de massas, juntamente com 2-hexadecene 

(ARMSTRONG et al., 2019). No entanto, o gene AccA possui um sítio próprio de início da 

transcrição (SIT) identificado em várias linhagens cianobacterianas, semelhante à separação 

transcricional de Aar/Ado e possivelmente indicando um regulamento independente (KLAHN 

et al., 2014). Entanto, a enzima desidrogenase de cadeia curta pertenceu à família SDR de 

oxidoredutases dependentes de NAD ou NADP, similar a 3-oxoacil- ACP redutase (EC 

1.1.1.100) que também participa de da biossíntese de ácidos graxos, congruente com o relatado 

por klhan et al. (2014). Finalmente, a participação do gene para GTP ciclohidrolase I na via 

biossintética é ainda desconhecida.  

 

5.7.2. Polímeros de interesse biotecnológico 

Um total de dois agrupamentos gênicos foram identificadas para síntese dos polímeros 

cianoficina e poli-hidroxialcanoatos. 

A cianoficina é um biopolímero atraente, com propriedades químicas e materiais 

adequadas para aplicações industriais nas áreas de alimentos, medicamentos, cosméticos, 

nutrição e agricultura (FROMMEYER; WIEFEL; STEINBÜCHEL, 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 (ácido multi-l-arginil-poli-l-aspártico) é uma poliamida de 

reserva rica em nitrogênio/ carbono, distribuida em várias linhagens de cianobactérias e 

algumas bactérias heterotróficas (WATZER; FORCHHAMMER, 2018), e estratégicamente 

armazenada durante a noite (LI et al., 2001; MONTI; LUBENSKY; WOLDE, 2018).  Este 

polímero se acumula de maneira evidente sob condições de crescimento desequilibradas, 

incluindo fase estacionária, estresse leve ou limitação de nutrientes como sulfato, fosfato ou 

potássio (WATZER et al., 2015; WATZER; FORCHHAMMER, 2018).  

A biossíntese é de origem não ribossômico e consiste na regulação do gene cianoficina 

sintetase (CphA1) a partir dos aminoácidos aspartato e arginina, em uma reação 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 

dipeptídeos de β-Asp-Arg é 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 gênico que envolve a síntese e degradação 

de cianoficina foi composto por duas OFRs que codificariam a cianoficina sintetase (CphA) e 

cianoficinase (CphB). Em frequência, ambos genes são detectados adjacentes nos genomas das 

cianobactérias biossintetizantes (Figura 22).  

Na montante, localizou-se a primeira ORF putativa de CphB, que codificaria uma 

sequência de 287 aminoácidos mostrando 66% de similaridade para cianoficinase (slr2001) da 

Synechocystis sp. PCC 6803. A segunda ORF putativa de CphA codificaria uma sequência de 

903 aminoácidos com 72% de similaridade para cianoficina sintetase (slr2002) da mesma 

linhagem modelo. 

As cianobactérias não diazotróficas, como Oxynema, geralmente apresentam um único 

tipo de cianoficina sintetase (CphA1) (WATZER; FORCHHAMMER, 2018). No entanto, um 

ou vários genes adicionais de CphA e CphB, podem ser encontrados nas cianobactérias 

fixadoras de nitrogênio desempenhando um papel importante no metabolismo do nitrogênio 

durante a fixação de N2 (KLEMKE et al., 2016). Um exemplo pode ser observado no genoma 

de Nostoc sp. PCC 7120 (Figura 22). 

Em adição à degradação feita por CphB, a mobilização total da cianoficina envolve a 

clivagem do dipeptídeo beta-aspartil-arginina em aspartato e arginina realizada pela isoaspartil 

dipeptidase, relacionada às asparaginases do tipo vegetal (HEJAZI et al., 2002; FLORES; 

ARÉVALO; BURNAT, 2019). A enzima asparaginase da cianobactéria Synechocystis sp. PCC 

6803 (sll0422), bem como Nostoc sp. PCC 7120 (all3922) demonstraram ser sequencialmente 



74 

similares à primeira asparaginase clonada de plantas (WATZER; FORCHHAMMER, 2018) e 

capazes de hidrolizar dipeptídeo beta-aspartil-arginina (HEJAZI et al., 2002). Recentemente, 

homólogos do referido gene foram denominados IadA em E. coli e IadC para as cianobactérias 

(FLORES; ARÉVALO; BURNAT, 2019). Uma sequência homóloga de 65% de similaridade à 

ORF sll0422 de Synechocystis sp. PCC 6803 e de 73% de similaridade à ORF all3922 de Nostoc 

sp. PCC 7120, também foi detectada na Oxynema sp. CENA135 (Figura 23), provavelmente 

desenvolvendo as mesmas funções que suas homólogas. 

 

 

Figura 23. Organização gênica do agrupamento presumidamente envolvido na biossíntese e degradação 

do polímero cianoficina em Oxynema sp. CENA135, em referência aos agrupamentos gênicos na 

cianobactéria não-diazotrófica Synechocystis sp. PCC 6803 e a diazotrófica Nostoc sp. PCC 7120. 

 

Outro polímero de com grande atenção biotecnológica é o poli-hidroxialcanoato (PHA). 

Considerados dos bioplásticos mais promissores devido à sua semelhança ao polipropileno 

derivado do petróleo (KHOSRAVI-DARANI et al., 2013; MOŻEJKO-CIESIELSKA; 

KIEWISZ, 2016) e sua natureza biodegradável (Balakrishna & Kumarapillai, 2017).  

Inúmeras bactérias heterotróficas, e um grupo de cianobactérias biosintetizam PHAs 

como compostos intracelulares de armazenamento de carbono e energia, acumulados em forma 

de grânulos insolúveis 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 vários nichos ecológicos expostos natural ou acidentalmente a alta matéria orgânica 

ou condições limitadas de crescimento (BERLANGA et al., 2006; MUHAMMADI et al., 2015), 

como o manguezal.  
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O agrupamento gênico para síntese de PHA na linhagem CENA135, envolveu quatro 

ORFs que codificariam para putativas de acetil-CoA acetiltransferase da família 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 sequências localizaram-se adjacentes na junsante do 

agrupamento. Entretanto , na montante foi identificada uma sequência putativa de Phasin PhaP, 

proteína que regularia a relação superfície-volume dos grânulos de PHB (HAUF et al., 2015).  

 

 

 

Figura 24. Organização gênica do agrupamento presumidamente envolvido na biossíntese de 

polihidroxialcanoatos (PHAs) em Oxynema sp. CENA135, em referência ao agrupamento gênico da 

linhagem produtora Synechocystis sp. PCC 6803. 

 

As sequências putativas da biossíntese do polímero foram comparadas por similaridade 

BLAST com as proteínas putativas PhaAsyn6803 (slr1993), PhaBsyn6803 (slr1994), a polimerase 

sintetizada por PhaEsyn6803 (slr1829) e PhaCsyn6803 (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 concordância nos domínios conservados, permitaram verificar a homologia 

dos genes. Do mesmo modo, a proteína putativa de PhaP foi similar (51%) a PhaPsyn6803 

(ssl2501) da linhagem modelo. 

Na biossíntese de PHA, a PHA sintase é a principal enzima polimerizante que determina 

o tipo de PHA a ser produzido pelo microrganismo (Singh & Mallick, 2017). Para tal, o 

agrupamento corresponderia à síntese de PHAs clase III. O poli-hidroxibutirato (PHB) é o 

representante mais importante da classe III dos PHAs (MARKL; GRÜNBICHLER; 

LACKNER, 2019), formado a partir do precursor acetil CoA e a participação das três enzimas 

descritas acima (Koller, 2018). Algumas revisões assomem que os genes PhaABCE participam 

da  síntesse do tipo PHB (oldenberg), porém o modelo biossintético de PHBs ainda é 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 aquáticos (CARMICHAEL, 1997). Alguns estudos encontraram 

genes em Oxynema, que participam na síntese de cianotoxinas tipo saxitoxinas e  microcistinas 

(VAZ, 2014; SILVA et al., 2014). Visando essa possibilidade, realizou-se a busca de genes 

envolvidos à síntese de cianotoxinas nas sequências montadas do genoma, comparando a 

homologia dos genes candidatos por análise de domínios conservados. 

As saxitoxinas e análogos são neurotoxinas, comumente associadas a florações de 

cianobactérias, às "marés vermelhas" causadas por florações de dinoflagelados marinhos e 

como agente ativo em venenos de moluscos paralíticos (WESTRICK et al., 2010; CUSICK; 

SAYLER, 2013; LOPES et al., 2015; HE et al., 2016). A sequência completa (∼35 kb) do 

agrupamento gênico da biossíntese STX codifica 26 proteínas (sxtA-sxtZ) na linhagem 

Cylindrospermopsis raciborskii T3, cianobactéria produtora da toxina  STX (KELLMANN et 

al., 2008). Essencialmente, oito proteínas codificadas por esses genes (sxtA, sxtG, sxtB, sxtD, 

sxtS, sxtU, sxtH/T e sxtI) parecem estar envolvidas diretamente na síntese de STX 

(KELLMANN et al., 2008; PEARSON et al., 2010; HACKETT et al., 2013). Entre eles, os 

genes sxtI e sxtA foram detectados por sequenciamento de produtos de PCR, sugerindo a síntese 

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 semelhança com algumas 

sequências do genoma. A predição funcional da ORF mostrou que a sequência aparentemente 

homóloga a ferredoxina 4-Fe e 4-S (sxtW) estaria ligada ao transporte de elétrons no 

fotosistema I. 

Por outro lado, microcistinas (MC) estão entre as cianotoxinas hepatotóxicas mais 

difundidas em águas doces (BURATTI et al., 2017). O sistema sintetase de MC é 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; BOUAÏCHA et al., 2019), com variações entre taxóns. 

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, sequências homólogas dos genes 

referidos não foram identificadas no genoma, sendo detectado apenas uma sequência com 

domínio conservado das metiltransferases, similar (45%)  à sequência codificada por mcyJ da 

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

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

 

5.8. Detecção de bactérias da cianosfera  

5.8.1. Composição da cianosfera  

Muitas cianobactérias são circundadas por três camadas mucilaginosas externas de 

natureza polisacarídea, como a bainha, a capsula e polisacarídeos solúveis (LI; HARDING; 

LIU, 2001).  Em ambientes naturais, os exopolissacarídeos são constantemente colonizados por 

bactérias e podem originar biofilmes e esteiras microbianas, onde autotróficos e heterotróficos 

encontram diversas oportunidades de interação (COLE et al., 2014). A interface de interação 

em comunidades dominadas por cianobactérias foi nomeada de cianosfera, em analogía 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 purificação e lavagem pre-extração do DNA genômico, um  total de 7083139 

pb em 8042 sequências não cianobacterianas de percentual GC 63±5 %, e recuperadas da 

montagem em Spades, foram tratados como dados metagenômicos. Uma prévia identificação 

taxonômica das sequências foi realizada em Blobtools com base de dados nr (e-value 5), cujas 

estimativas por táxon do filo Proteobacteria estão  resumidas na Tabela 9.  

 

 

Tabela 9. Estimativas das sequências de bactérias do filo Proteobacteria associadas a Oxynema sp. 

CENA135, divididas por táxons no nível de classe e ordem. 

 

Táxon Tamanho total (pb) N° de sequências (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 taxonômico das sequências foi atingida com a base de 

dados curada RefSeq (e-value 5) do servidor MG-RAST e representadas na Figura 25.  

 

 

Figura 25. Abundância relativa dos táxons pertencentes ao filo Proteobacteria associados a Oxynema 

sp. CENA135. A divisão taxomômica no nível de classe está indicada no círculo interno e no nível de 

ordem no cículo externo. 

 

Contudo, já que o que enfoque do estudo foi o genoma da Oxynema e não o 

sequênciamento das comunidades bacterianas da cianosfera, estes dados representam apenas 

uma parte da comunidade total. 

O 99% das sequências recuperadas corresponderam ao filo Proteobacteria, o qual em 

sua grande maioria pertencian às 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 

abundância do filo Proteobacteria. Nessa condição, a classe Betaproteobacteria foi representada  

por bactérias da ordem Burkholderiales com 3%. 
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A distribuição taxonômica e a frequência das associações cianobactéria-bacteria podem 

ser influenciadas por fatores abióticos, incluindo nutrientes, condições de luz e temperatura, pH 

e salinidade, além de fatores bióticos (DZIALLAS; GROSSART, 2011, 2012; WOODHOUSE 

et al., 2018). Uma comparação em culturas de cianobactérias revelou que as comunidades 

microbianas associadas às linhagens heterocitadas fixadoras de nitrogênio, Aphanizomenon e 

Dolichospermum em meio de cultura Z8X sem nitrato, e as linhagens não heterocitadas, 

Planktothrix e Microcystis em meio de cultura Z8, variaram na composição e por sua 

capacidade de utilizar diferentes fontes de carbono (ZHU et al., 2016). Estas associações 

específicas 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 interações entre a linhagem cianobacteriana e os microrganismos 

remanescentes selecionados pelas condições e procedimentos da cultura, além de mecanismos 

de competição (ALVARENGA, 2015). 

Grande parte das publicações referentes à diversidade de bacterias associadas foram 

descritas para cianobactérias formadoras de florações, e portanto, o estatus de conhecimento 

para a cianosfera de outras linhagens é limitado. 

O presente estudo  apresentou uma breve informação sobre a comunidade bacteriana 

associada a Oxynema sp. CENA135, a qual foi dominada por Rhizobiales e Pseudomonadales. 

Adicionalmente, linhagens do gênero Agrobacterium e Rhizobium da ordem Rhizobiales, e do 

gênero Pseudomonas pertencente à ordem Pseudomonadales, foram inferidas com base na 

similaridade BLAST de marcadores moleculares bacterianos  encontrados entre as sequências 

da cianosfera e a base de dados GenBank do NCBI (Tabela 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



80 

Tabela 10. Similaridade BLAST de sequências parciales de marcadores filogenéticos encontrados na 

cianosfera, em relação a microrganismos depositados na base de dados GenBank. 

 

Gene 

marcador 

Tamanho 

(pb) 
Microrganismo mais próximo 

Cobertura 

(%) 

Identidade 

(%) 

16S 936 
Rhizobium rosettiformans W3 

(NR_116445.1) 
99 100 

16S-ITS-23S 3366 
Agrobacterium sp. MA01 

(CP045854.1) 
100 98 

23S 980 
Agrobacterium sp. MA01 

(CP045854.1) 
100 100 

23S 1160 
Pseudomonas sp. phDV1 

(CP031606.1) 
100 100 

dnaK 1914 
Agrobacterium sp. RAC06 

(CP016499.1) 
100 95 

ftsA 1332 
Agrobacterium sp. MA01 

(CP045854.1) 
100 94 

gyrB 849 
Agrobacterium sp. MA01 

(CP045854.1) 
100 90 

recA 329 
Agrobacterium sp. RAC06 

(CP016499.1) 
100 84 

 

A linhagem Oxynema não possui heterócito, célula especializada na fixação biológica 

de nitrogênio atmosférico, porém, curiosamente encontrou-se intimamente relacionada com as 

bactérias diazotróficas do gênero Agrobacterium e Rhizobium, conhecidas por fixar nitrogênio 

em ambientes naturais, além do gênero Pseudomonas. Recentemente, algumas espécies deste 

último gênero foram descritas como potenciais fixadoras de N2 em ambientes marinhos (DANG 

et al., 2013). Em manguezais, bactérias fixadoras de nitrogênio, como membros dos gêneros 

Azospirillum, Azotobacter, Rhizobium, Clostridium e Klebsiella, foram isoladas dos 

sedimentos, rizosfera e superfícies radiculares de várias espécies (SAHOO; DHAL, 2009). Em 

culturas, dentro de OTUs dominantes de bactérias associadas às cianobactérias 

Aphanizomenon, Dolichospermum, Planktothrix e Microcystis, foram identificadas OTUs 

pertencentes aos gêneros Rhizobium, Azospirillum e Pseudomonas, semelhante a OTUs de 

ambientes com alto conteúdo de matéria orgánica, incluindo a rizosfera (ZHU et al., 2016). Não 

obstante, as atividades específicas na troca de carbono e nitrogênio entre as cianobactérias e 

bactérias associadas às diferentes espécies, são amplamente desconhecidas, fazendo 

interessante trabalhos do metabolismo do nitrogênio entre bacterias diazotróficas associadas a 

cianobactérias não fixadoras em ambientes do manguezal. 
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Uma observação destacada foi a similaridade 100% de um gene de DNAr 23S, 

encontrado entre as sequências da cianosfera de Oxynema, com a linhagem Pseudomonas sp. 

PhDV1, sugerindo a presença de uma linhagem similar. Em particular, esta bactéria tem 

habilidade para degradar hidrocarbonetos aromáticos como fenol, tolueno, o-cresol, naftaleno 

e 1,2,3-trimetilbenzeno, a qual foi comprovada por análise de espectrometria de massas, 

proteômica em coherência com sua estrutura gênica (POLYMENAKOU; STEPHANOU, 2005; 

XIE et al., 2019). Diversos isolados de Pseudomonas foram ligados à degradação de 

hidrocarbonetos alifáticos e aromáticos em estudos anteriores (WU et al., 2018; NZILA, 2018). 

Além da sua capacidade degradativa, a associação de Pseudomonas sp. GM41 à cianobactéria 

Synechocystis sp. PCC 6803 potencialisou o aumento na biomassa da cianobactéria em até 8 

vezes, e em até 12 vezes com a adição de hexadecano em 35 dias de crescimento (ABED, 2010).  

Na cianosfera, as bactérias intimamente associadas às cianobactérias provavelmente 

consomem nutrientes liberados, e ao mesmo tempo podem produzir vitaminas e outros fatores 

úteis para o crescimento das cianobactérias, além de auxiliar na ciclagem de CO2 e fosfato ou 

na redução dos níveis de O2 para processos sensíveis ao oxigênio, como a fixação de nitrogênio 

(PAERL, 1996; EILER; BERTILSSON, 2004; CUMMINGS et al., 2016). 

 

5.8.2. Comparação funcional entre Oxynema sp. CENA135 e bactérias associadas 

Rhizobiales foi o grupo mais abundante entre as bactérias associadas a Oxynema sp. 

CENA135. A análise funcional dos rascunhos genômicos deste grupo foi realizada no servidor 

RAST, obtendo um total de 343 subsistemas conhecidos em uma cobertura de apenas o 27%. 

Por outro lado, não foi possível a análise nos outros grupos devido à baixa quantidade de 

informação recuperada. Entretanto, Rhizobiales mostrou regiões codificantes (CDS) 

envolvidos em funções 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 estão classificados de acordo com o servidor RAST na categoria Polímeros 

derivados de ácidos graxos (A), Hormônios vegetais (B), adquisição e metabolismo de ferro (C), 

Resistência a antibióticos e compostos tóxicos (D) e Vias periféricas para catabolismo de compostos 

aromáticos (E). 

 

Genes envolvidos na biossíntese de poliesteres tipo polihidroxialcanoatos (PHAs) e 

auxinas também foram detectados nas Rhizobiales. Os PHAs são compostos de armazenamento 

de carbono e energia, que ganharam popularidade como 'polímeros verdes', devido a suas 

propiedades semelhantes a polipropileno ou poliestireno derivados  do petróleo e  a completa 

biodegradabilidade no ambiente (Balakrishna & Kumarapillai, 2017). Alguns consorcios 

microbianos já foram availiados com a intenção de atingir uma produção estável de 

polihidroxibutiratos (tipo de PHAs), como por exemplo a cianobactéria S. elongatus CscB e a 

bactéria heterotrófica Halomonas boliviensis (WEISS; YOUNG; DUCAT, 2017). De outro 

lado, a biossíntese de auxinas e também giberelinas são os mecanismos mais comumente 

relatados em bactérias (Chanway, 2002), devido ao potencial dos fitormônios para melhorar o 

crescimento das plantas. A promoção do crescimento radicular é uma característica de 

Rhizobiales em Arabidopsis thaliana (GARRIDO-OTER et al., 2018). 

Em relação à adquisição e metabolismo de ferro, observou-se que tanto a cianobactéria 

Oxynema como Rhizobiales mostraram CDS envolvidos na biossintese de sideróforos. Após a 

curadoria manual, somente a cianobactéria hospederira apresentou genes envolvidos na 

biossintese de sideróforo tipo hidroxamato. No entanto, três genes (FhuA, PupA e PfeA) que 
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codificariam para putativos de proteínas receptoras de sideróforos foram detectados entre as 

sequências de Rhizobiales. 

A sequência de 716 aminoácidos codificada por FhuA foi 97% similar a uma proteína 

receptora de Agrobacterium albertimagni, disponível no GenBank (N° de acesso 

WP_006726458.1). Esta multifuncional proteína fhuA, participou da internalização do 

sideróforo tipo hidroxamato vicibactina em várias linhagens de Rhizobium leguminosarum 

(STEVENS et al., 1999; YEOMAN et al., 2000; KHANAL, 2018), ferricromo e o antibiótico 

albomicina, além de conferir sensibilidade para a colicina M, a microcina J25 e  os fagos T1, 

T5, φ80 e UC-1  em Escherichia coli (BÖS & BRAUN, 2006; BRAUN ET AL., 1998; BRAUN, 

1995; ENDRISS, BRAUN, KILLMANN, & BRAUN, 2003). De forma semelhante a R. 

leguminosarum e E. coli, genes homólogos FhuBCD do sistema de transporte ABC  e FhuF, 

envolvido na remoção de ferro de alguns sideróforos do tipo hidroxamato (MATZANKE et al., 

2004), foram detectados para Rhizobiales da cianosfera. 

Enquanto às sequências de 202 e 332 aminoácidos codificadas respectivamente pelos 

genes PupA e PfeA foram altamente similares (>96%) a proteínas receptoras de Agrobacterium. 

O gene PupA foi descrito por primeira vez como receptor do sideróforo fluorescente 

pseudobactina férrica 358 da bactéria Pseudomonas putida WCS358 (BITTER et al., 1991). 

Entretanto, o gene PfeoA age como receptor do sideróforo enterobactina tipo catecolato, típico 

de Pseudomonas aeruginosa (MOYNIÉ et al., 2019). 

A relação de genes envolvidos na recepção e internalização de sideróforos encontrados 

nas sequências de Rhizobiales e o fato de que possivelmente não apresentem genes própios 

envolvidos na  biossíntese destes quelantes de ferro, sugerem que o grupo das Rhizobiales 

poderiam ser capazes de adquirir ferro mediante a internalização de sideróforos sintetizados por 

outros microrganismos, como pseudomonadales e inclusive a cianobacteria hospedeira. 

A estrutura gênica de resistência a antibióticos e compostos tóxicos, como metais 

pesados, foi semelhante entre a cianobactéria estudada e as rhizobiales associadas. Com 

exceção do agrupamento para resistência e detoxificação de arsênio somente identificado no 

genoma da Oxynema, e os genes envolvidos na resistência a compostos de cromo detectados 

nas Rhizobiales.  

Em contraste, genes envolvidos na degradação de compostos aromáticos foram 

exclusivos do grupo asssociado. Algumas espécies de cianobactérias são capazes de crescer na 

presência de poluentes industriales e simultaneamete remover hidrocarbonetos aromáticos 

(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 à 

transformação de 2,4,6-trinitrotolueno (PAVLOSTATHIS; JACKSON, 2002) e antraceno 

(PATEL; KUMAR; KHAN, 2015); entre outras cianobactérias dos gêneros 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 produção biotecnológica, devido ao seu metabolismo intensivo, alta 

capacidade proliferativa e relativa facilidade de manipulação genética (ŻYSZKA-

HABERECHT; NIEMCZYK; LIPOK, 2019). 

Em outros casos, as cianobactérias hospedeiras podem estimular a atividade catalítica 

de hidrocarburos aromáticos das bactérias associadas. Dado o exemplo de Pseudomonas, 

anteriormente descrita por seu potencial na biodegradação, a qual foi levemente estimulada 

pelos exsudatos de Pseudanabaena PP16 (KIRKWOOD; NALEWAJKO; FULTHORPE, 2006) 

na remoção do fenol. A exclusividade na degradação de hidrocarbonetos por microrganismos 

da cianosfera foi demonstrada em  Phormidium animale, isolado de tapetes contaminados de 

petróleo sem capacidade degradativa para estes compostos (CHAILLAN et al., 2006). 

Aparentemente a degradação de hidrocarbonetos aromáticos policíclicos é realizada de maneira 

eficiente quando as cianobactérias e bactérias associadas interagem em consorcio (ICHOR; 

GBERIKON; NEVKAA, 2016). A competição por recursos e a cooperação para a redução de 

poluentes entre essas duas guildas de microrganismos, determinaria o sucesso da engenharia do 

consórcio e, ao mesmo tempo, aproveitar o potencial biotecnológico dos parceiros 

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

 A abordagem polifásica sugere que a linhagem Oxynema sp. CENA135 é uma nova 

espécie do gênero, entretanto, mais genomas necessitam ser sequenciados e 

disponibilizados para uma confirmação mais precisa.  

 O genoma da linhagem brasileira Oxynema sp. CENA135 é o primeiro do gênero e a 

mineração por genes e agrupamentos gênicos envolvidos na biossíntese de produtos 

naturais mostrou o potencial dessa linhagem para a produção de diversos metabólitos 

bioativos e na biorremediação. Com a obtenção desse genoma, observou-se que os 

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, não se sustentam, uma vez que foram identificados somente fragmentos de alguns 

genes dessas toxinas. 

 A maioria das sequências da comunidade bacteriana associada à cianobactéria em 

cultura correspondeu às ordens Rhizobiales e Pseudomonadales. Uma comparação 

funcional entre os membros do grupo predominante Rhizobiales e a cianobactéria 

Oxynema, evidenciou que ambos apresentam genes envolvidos na síntese de alguns 

metabólitos similares. Outra observação é a possível complementariedade de função 

entre a cianobactéria e as Rhizobiales associadas. Verificou-se que a CENA135 

apresenta o agrupamento gênico da biossíntese de sideróforo, enquanto as Rhizobiales 

possuem genes potencialmente envolvidos com a síntese de proteínas receptoras e 

transportadoras de sideróforos. As Rhizobiales também exibem genes envolvidos na 

degradação de compostos aromáticos, o que não foi observado na cianobactéria 

hospedeira, evidenciando um possível mecanismo de proteção para a linhagem 

CENA135. 
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APÊNDICES 

 

APÊNDICE A. Meio de cultura ASN III utilizado para o crescimento de cianobactérias 

tolerantes e/ou halófitas. 

 

Preparo do Meio líquido (1 Litro) 

Preparar água salgada artificial: 

Dissolver em 500 mL de água deionizada 

NaCl 12,5 g L-1 

MgCl2.6H2O 1 g L-1 

KCl 0,25 g L-1 

MgSO4.7H2O 3,5 g L-1 

CaCl2.2H2O 0,5 g L-1 

Completar o volume para 1 L com água deionizada. 

 

Adicionar em 500 mL de água salgada artificial, as soluções estoque do Meio BG-11, listadas 

abaixo 

NaNO3 5 mL 

K2HPO4 0,5 mL 

Àcido cítrico * 0,5 mL 

Citrato de amônio 

férrico 

0,5 mL 

Na2EDTA 0,5 mL 

Micronutrientes 1 mL 

Carbonato de sódio 1 mL 

(*)Esterilizar por filtração. 

 

Completar volume para 1 Litro com água deionizada. Ápos autoclavar a 120 ºC por 20 minutos. 

Adicionalmente pode-se acrescentar vitamina B12 (0,5 mL L-1) ao esfriar o meio.  

 

Solução de Micronutrientes (1 Litro) 

H3BO3 2,86 g L-1 

MnCl.4H2O 1,81 g L-1 

ZnSO4.7H2O 0,222 g L-1 

Na2MoO4.7H2O 0,39 g L-1 

CuSO4.5H2O 0,079 g L-1 

Co(NO3)2.6H2O 0,049 g L-1 

Completar o volume para 1 L Esterilizar por filtração. 

 

Preparo do Meio sólido (1 Litro) 

Adicionar ao meio liquido 1,5 g L-1 de ágar bacteriológico. 
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APÊNDICE B. Alinhamento das duas sequências ITS 16S-23S da linhagem Oxynema 

thaianum CCALA 960 disponíveis 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 
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APÊNDICE C. Alinhamento das regiões da ITS 16S-23S das linhagens descritas no 

gênero Oxynema.  

 

 

 



118 

APÊNDICE D. Esquema da ciclagem celular de arsênio e mercúrio com os genes 

detectados em Oxynema sp. CENA135. Modificado de Huertas et al., (2014) 
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APÊNDICE E. Ilhas genômicas preditas com IsladViewer 4 

(http://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/) no genoma da Oxynema sp. CENA135.  

 

 

 

 

 

N° 
Tamanho 

(pb) 
(G+C) 

% 
N° de 
genes 

fago 
tail 

Transposase 
Proteína 
hipotética 

Tipo de Ilha 

1 11402 46.33 10 0 0 5 Ilha de Resistência 

2 12037 46.21 10 0 1 7 Ilha Simbiótica 

3 15239 44.54 15 0 0 8 Ilha Metabólica 

4 20712 35.91 21 0 3 8 Ilha Metabólica 

5 7688 51.22 8 0 1 1 Ilha Metabólica 

6 8219 54.26 8 0 0 1 Ilha Metabólica 

7 8020 49.84 8 0 1 2 Ilha Metabólica 

8 9,753 44 9 0 2 4 Ilha Metabólica 

9 40639 46.48 31 1 1 22 Ilha de Resistência 

10 22581 39.35 22 0 0 9 Ilha Metabólica 

11 11570 53 8 0 1 4 Ilha Metabólica 

12 8272 52 10 0 3 4 Ilha Metabólica 

13 10758 43.23 12 0 2 8 Ilha Metabólica 

14 8194 46.81 10 0 4 4 Ilha Metabólica 

15 13599 54 13 0 2 9 Ilha Metabólica 
  

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

 

ANEXO A. Árvore filogenético de 181 genomas de cianobacterias baseados en 2 

sequências de proteínas, acil-ACP reductase (TIGR04058) e aldeído descarbonilase 

(TIGR04059).  

 

 

 

 


