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RESUMO

As cianobactérias apresentam uma ampla variabilidade fenotípica e ecológica. Porém, esta

variabilidade, muitas vezes, não corresponde à sua diversidade genética. Assim, o uso de

marcadores moleculares é fundamental para os estudos de filogenia neste grupo. Entretanto, a

filogenia molecular enfrenta um desafio na seleção dos marcadores devido à ocorrência

relativamente frequente da transferência de genes de forma lateral entre os procariotos. Em

cianobactérias os marcadores dos espaçadores dos genes ribossomais (16S-23S-ITS rDNA) e

do operon da ficocianina (PC-IGS) estão entre os mais utilizados nestes estudos. Contudo,

alguns trabalhos sugerem que o PC-IGS possa ter sito transferido lateralmente em sua história

evolutiva. A identificação de morfoespécies dos gêneros Microcystis e Geitlerinema é

baseada em caracteres morfológicos que em geral não correspondem à sua variabilidade

genética. Com o objetivo de investigar a transferência lateral do operon da ficocianina em

Geitlerinema e Microcystis, foram obtidas e comparadas árvores filogenéticas de ambas

espécies baseadas nos marcadores PC-IGS e 16S-23S-ITS rDNA. As topologias das árvores

obtidas para ambos os marcadores foram muito semelhantes e indicaram que o PC-IGS é

estável e indicado para os estudos de taxonomia e filogenia de linhagens de Geitlerinema e

Microcystis. Assim, hipótese inicial de transferência lateral foi refutada. Algumas linhagens

tiveram seu posicionamento divergente entre um marcador e outro, o que ressalta a

importância do uso de mais de um marcador em estudos de filogenia. O marcador PC-IGS

apresentou melhor desempenho que 16S-23S-ITS rDNA. As árvores filogenéticas de

Geitlerinema baseadas em ambos os marcadores indicaram a ocorrência de espécies crípticas

dentre as linhagens estudadas e corroboraram que G. amphibium e G. unigranulatum devem

ser consideradas sinonímias. A árvore filogenética do PC-IGS formou um clado monofilético

para as linhagens da morfoespécie M. wesenbergii concordando com os dados de morfologia.

No entanto, o mesmo não ocorreu para as demais morfoespécies de Microcystis estudadas,

reafirmando a necessidade de revisão do grupo.

Palavras chave: 16S-23S-ITS rDNA. Filogenia. Geitlerinema. Microcystis. PC-IGS.

Transferência lateral de genes.
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ABSTRACT

Cyanobacteria show a wide phenotypic and ecological variability, but frequently this

variability does not correspond to their genetic variation. Therefore, the use of molecular

markes is critical for phylogenetic studies in this group. At the same time, the selection of

molecular markers represents a challenge for the molecular phylogeny due to the horizontal

gene transfer, witch is a relatively common process among the prokaryotes. In cyanobacteria,

makers for the ribosomal genes spacer (16S-23S-ITS rDNA) and for the phycocyanin operon

spacer (PC-IGS) are among of the most used for phylogeny. However, some studies suggest

that the PC-IGS marker may have been horizontally transferred during its evolutionary

history. The identification of the morphospecies from the genus Microcystis and Geitlerinema

is based in their morphological characters, but they generally do not correspond to genetic

variability. In order to investigate the possibility of horizontal transfer of the phycocyanin

operon in Microcystis and Geitlerinema, phylogenetic trees based on the PC-IGS and 16S-

23S-ITS rDNA were generated and compared. The topologies obtained for both markers were

very similar, indicating that the PC-IGS marker is stable and suitable for taxonomical and

phylogenetic studies in Microcystis and Geitlerinema. Therefore, the initial hypothesis of

horizontal transfer was rejected. Some strains were found to have divergent positions between

the trees based on the two molecular markes, witch highlights the importance of using more

than one marker in phylogenetic studies. The PC-IGS marker performed better than 16S-23S-

ITS rDNA. The Geitlerinema phylogenetic trees based on both markers indicated the

occurrence of cryptic species among the strains and corroborated that G. amphibium and

G. unigranulatum should be treated as synonyms. The phylogenetic tree based on PC-IGS

formed a monophyletic clade for the M. wesenbergii morphospecies, witch is in agreement

with morphological data, but the same situation did not occur to any of other morphospecies

of Microcystis studied reaffirming the need for revision of the group.

Key words: 16S-23S-ITS rDNA. Geitlerinema. Horizontal gene transfer. Microcystis. PC-

IGS. Phylogeny.
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Além de seu importante papel ecológico como organismos fotossintetizantes e

fixadores de nitrogênio e, consequentemente, como base das cadeias alimentares em muitos

ambientes, as cianobactérias também são conhecidas por sua capacidade de formação de

florações e produção de toxinas. As florações de cianobactérias causam alterações na

qualidade das águas utilizadas pela população humana para consumo e recreação. O consumo

das cianotoxinas podem causar prejuízos à saúde de humanos e animais (CARMICHAEL

1994).

Agrupadas na divisão Cyanophyta, as cianobactérias compõem um agrupamento

monofilético dentro do domínio Bacteria (CASTENHOLZ, 2001). A taxonomia do grupo é

tradicionalmente baseada em caracteres morfológicos e ecológicos de acordo com os critérios

de classificação botânicos (ANAGNOSTIDIS; KOMÁREK 1985, 1988, 1990; KOMÁREK;

ANAGNOSTIDIS 1986, 1989, 1999, 2005).

Baseando-se em caracteres como forma do talo (unicelular, filamentosa, etc.), padrão

de divisão celular e de presença/ausência de células especializadas, Anagnostidis e Komárek

(1985) dividiram as cianobactérias em quatro ordens: Chroococcales, incluindo as formas

unicelulares e coloniais; Oscillatoriales, as filamentosas homocitadas (ausência de heterócitos

e acinetos); Nostocales, as heterocitadas (presença de heterócitos e/ou acinetos) e sem

ramificações verdadeiras (apenas um plano de divisão celular) e Stigonematales, os

filamentos heterocitados e com ramificações verdadeiras.

Entretanto, as características morfológicas a serem avaliadas nas cianobactérias são

relativamente poucas e em muitos casos se sobrepõem entre táxons próximos. Além disso, a

variabilidade morfológica muitas vezes não corresponde à diversidade genética do grupo

(PREMANANDH et al., 2006; WILLAME et al., 2006; WILSON et al., 2000). Assim, o uso

exclusivo de caracteres morfológicos na taxonomia tem acarretado problemas de identificação

e, conseqüentemente, causado confusão na classificação e filogenia de seus grupos.

O uso de técnicas moleculares tem promovido o acesso à variabilidade genética e

possibilitado a reconstrução da história evolutiva das cianobactérias e consequentemente

ajudado a elucidar muitos destes problemas (WILMOTTE, 1994). Estas técnicas são

particularmente importantes na discriminação e filogenia de espécies (BOLCH et al., 1996,

CASAMATTA et al., 2005; NEILAN, 1995, NEILAN et al.,1994, THOMAZEAU et al 2010;

WILLAME et al., 2006) por apresentarem a vantagem de independer de condições de cultivo

e plasticidade fenotípica, características que muitas vezes representam um desafio à

identificação baseada em caracteres morfológicos (BELTRAN; NEILAN, 2000; OTSUKA et

al.,1998, 1999).
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Além da aplicabilidade na classificação correta dos organismos, a filogenia molecular

vem permitindo estudos sobre diversidade genética de linhagens oriundas de regiões

geográficas e condições ambientais diversas, gerando dados sobre processos ecológicos e

evolutivos, como os mecanismos de dispersão e produção de toxinas (BELTRAN; NEILAN,

2000; CHONUDOMKU et al., 2004; DYBLE; PAERL; NEILAN, 2002; NEILAN et al.,

2003; RANTALA et al., 2004).

Uma das primeiras técnicas moleculares a serem aplicadas ao estudo das

cianobactérias foi a comparação de padrões de isoenzimas por eletroforese em gel, que apesar

de não serem numerosos (HOLTON, 1981) produziram alguns resultados que já indicavam a

não correspondência entre dados morfológicos e moleculares (SCHENK et al., 1973 apud

WILMOTTE, 1994; WEEDEN; HIGGINS.; GOTTLIEB, 1982). Além desta técnica, o padrão

de outras enzimas revelado por gel de eletroforese e técnicas imunológicas, como

fluorescência de anticorpo e anticorpo monoclonal, também produziram resultados neste

mesmo sentido (LADHA; WATANABE, 1982; ZILINSKAS; HOWELL, 1987).

A técnica de hibridização DNA-DNA foi proposta por Wayne (1987) como um

critério de delimitação de espécies bacterianas indicando que cepas que apresentassem acima

de 70% de hibridização deveriam ser consideradas da mesma espécie. Em cianobactérias, a

técnica foi aplicada pela primeira vez por Stan e Venema (1975) e utilizada por vários outros

autores mais tarde (STAM; BOELE-BOS; STULP, 1985; STULP; STAM, 1984; OTSUKA et

al., 2001). Otsuka et al., (2001) aplicou a proposta de delimitação de espécies por hibridização

DNA-DNA no estudo de linhagens de Microcystis. Porém, esta técnica apresenta dificuldades

relacionadas à sensibilidade a fatores físico-químicos, como temperatura de hibridização entre

outras. Em decorrência disto seu uso na determinação de espécies não foi consensual entre os

bacteriologistas (BAPTESTE; BOUCHER, 2008; VANDAMME et al., 1996)

As técnicas de detecção de variações e polimorfismos nas sequências de DNA foram

as que mais se desenvolveram no estudo das cianobactérias. Algumas destas técnicas são úteis

especialmente no acesso á variabilidade genética dentro de espécies ou populações. Nestas

técnicas é realizada a comparação de padrões de fragmentos de DNA dos diferentes táxons

em gel de agarose. A saber, RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

(BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2009b; BOLCH et al., 1996; ITEMAN et al., 2002;

LYRA et al., 2001; LU et al., 1997) e DNA fingerprinting como, RAPD (Random Amplified

Polymorphic DNA) (CASAMATTA et al., 2003; NISHIHARA et al., 1997; PRABINA;

KUMAR; KANNAIYAN, 2005; SHALINI et al.,, 2007), STRR (Short Tandemly Repeated

Repetitive) (CHONUDOMKUL et al., 2004; VALÉRIO et al., 2009; WILSON et al., 2000) e
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HIP1 (Highly Iterated Palindrome) (BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2007a, 2007b;

NEILAN et al.,2003; ORCUTT et al., 2002; POMATI et al., 2004; WILSON et al., 2005;

ZHENG et al., 2002).

Um grande avanço nas técnicas moleculares no estudo das cianobactérias,

especialmente para os estudos de filogenia molecular, foi o advento do sequenciamento direto

dos marcadores moleculares (WILLMOTE, 1994).

O gene 16S rDNA foi o primeiro a ser estudado e é um dos marcadores moleculares

mais utilizados para estudos de filogenia e inferências sobre história evolutiva das

cianobactérias (CASAMATTA et al., 2003; ENGENE; COATES; GERWICK, 2010;

FOSTER; ZEHR, 2006; GIOVANNONI et al., 1988; HEATH; WOOD; RYAN, 2010;

HERRY; NASRI; BOUAÏCHA, 2008; LEE; BAE, 2002; LÈPERE; WILMOTTE; MEYER,

2000; LYRA et al., 2001; NEILAN et al., 1994; 1997; NELISSEN et al., 1992; 1994; 1995;

1996; NÜBEL et al., 1997; OTSUKA et al.,1998; PALINSKA et al., 1996; SVENNING;

ERIKSSON; RASMUSSEN, 2005; TILLET; PARKER; NEILAN, 2001; THOMAZEAU et

al., 2010; TOMITANI et al., 2006; VALÉRIO et al., 2009; WILLAME et al., 2006).

Este gene constitutivo codifica a subunidade menor do ribossomo e corresponde a uma

região altamente conservada do genoma. Como os demais genes ribossomais são moléculas

universais e a similaridade na sua estrutura sugere que tenha evoluído muito cedo em um

ancestral comum a todos os seres vivos e se alterado relativamente pouco até hoje

(WILMOTTE, 1994). Sequências do 16S rDNA também são utilizadas pelos bacteriologistas

para delimitação de táxons, sendo considerados como pertencentes à mesma espécie

organismos que apresentam acima de 97% de similaridade (VANDAMME et al., 1996). Em

cianobactérias, sua estrutura foi revelada por Doolittle et al. (1975) que confirmaram a

semelhança genética entre as cianobactérias e outras bactérias.

Giovannoni et al. (1988) foram os primeiros a apresentar uma filogenia baseada em

sequências do 16S rDNA contendo diversos grupos de cianobactérias. Os autores analisaram

29 linhagens deste grupo juntamente com sequências de cloroplastos de algas e plantas

superiores. Seus resultados demonstraram que a separação das cianobactérias unicelulares e

filamentosas homocitadas não apresentava suporte filogenético. Além disso, confirmaram que

os cloroplastos formavam um agrupamento monofilético junto com as cianobactérias e

sugeriram o posicionamento destes como um agrupamento interno na radiação das

cianobactérias e não mais como grupo irmão como era proposto até então.

Recentemente, Hoffmann, Komárek e Kastovský (2005) propuseram uma nova

classificação para as cianobactérias baseada em sequências do 16S rDNA juntamente com
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características morfológicas e ultraestruturais, especialmente de posicionamento dos tilacóides

em relação à superfície celular. Nesta classificação as cianobactérias foram divididas em seis

ordens: Gloeobacterales, Synechococcales e Chroococcales incluindo as unicelulares e

coloniais; Oscillatoriales e Pseudanabaenales com as filamentosas homocitadas e Nostocales

com todas as heterocitadas. Entretanto, a maioria dos estudos confirmam apenas a monofilia

das cianobactérias heterocitadas, estando os demais grupos ainda com posicionamento

controverso (TOMITANI et al., 2006; VALÉRIO et al., 2009).

Por tratar-se de uma região bastante conservada do genoma, o marcador 16S rDNA,

em muitos casos, mostrou-se inadequado para estudos com grupos mais próximos, os quais

visaram discriminar espécies dentro de gêneros ou linhagens dentro de espécies

(CHONUDOMKUL et al., 2004; FOX; WISOTZKEY; JURTSHUK, 1992).

Assim, vários outros marcadores vêm sendo utilizados em cianobactérias tanto

objetivando atender a estes estudos, quanto buscando genes que possam ser usados em

conjunto com o 16S rDNA. Dentre estes marcadores estão: a subunidade B da DNA girase

(gyrB) (SEO; YOKOTA, 2003); o gene hetR envolvido na diferenciação dos heterócitos

(JANSON; GRANÉLI, 2002; FOSTER; ZEHR, 2006; TOMITANI et al., 2006); a subunidade

grande da RUBISCO (ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase) (rbcL) e proteína

chaperonina proteína X (rbcLX) (GUGGER et al., 2002; RUDI; SKULBERG; JAKOBSEN,

1998; TOMITANI et al., 2006); genes codificantes de subunidades da RNA polimerase DNA-

dependente (rpoB), (rpoC1) e (rpoC2) (PALENIK; SWIFT, 1996; VALÉRIO et al., 2009;

WILSON et al., 2000); o gene tuf responsável pela transcrição do fator de elongação EF-Tu

(tufA) (DELWICHE; KUNSEL; PALMER, 1995); genes nif da nitrogenase (nifH) (DYBLE;

PAERL; NEILAN, 2002; ZEHR; MELLON; HIORNS, 1997); além do espaçador interno

transcrito entre os genes ribossomais (16S-23S-ITS rDNA) e o operon da ficocianina (PC)

O marcador do espaçador interno transcrito entre os genes ribossomais 16S e 23S

(16S-23S-ITS rDNA) contém pequenos trechos dos genes 16S e 23S e o espaçador ITS entre

eles. Em cianobactérias a região do ITS pode conter um ou dois RNA transportadores

inseridos em sua sequência, sendo eles tRNA(Ala) e tRNA(Ile), ou não possuí-los (BOYER;

FLECHTNER; JOHANSEN, 2001). Este marcador foi sequenciado pela primeira vez em

cianobactérias por Otsuka et. al (1999) para inferir a filogenia de linhagens tóxicas e não

tóxicas do gênero Microcystis. Neste trabalho os autores demonstraram que o marcador

apresentou regiões menos conservadas que o 16S rDNA.

Devido a esta maior variabilidade e por ser parte do operon dos genes ribossomais, o

16S-23S-ITS rDNA tornou-se um dos marcadores mais utilizados em trabalhos de filogenia
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envolvendo linhagens próximas (CADEL-SIX et al., 2007; CHEN et al., 2006; FINSINGER

et al., 2008; GUGGER et al., 2005; HUMBERT et al., 2005; ITEMAN, et al., 2000;

OTSUKA et. al 1999; TAN et al., 2010; VALÉRIO et al., 2005). Entretanto, alguns autores

indicam que o marcador deve ser utilizado com cautela devido à existência de variabilidade

intragenômica nas sequências das múltiplas cópias dos genes ribossomais presentes nas

cianobactérias (BOYER; FLECHTNER; JOHANSEN, 2001; ENGENE; COATES;

GERWICK, 2010; ITEMAN et al., 2000, 2002).

Outro marcador bastante utilizado, especialmente em estudos em nível infra-genérico,

é o baseado no locus da ficocianina (BARKER et al., 2000; BITTENCOURT-OLIVEIRA et

al., 2001, 2009a; BOLCH et al., 1999; DYBLE; PAERL; NEILAN, 2002; HANNDE et al.,

2007; HAVERKAMP et al., 2008, 2009; JONSON; GRANÉLI, 2002; MANEN; FALQUET,

2002; ROBERTSON; TEZUKA; WATANABE, 2001; SANCHIS et al., 2005; SIX et al.,

2007; TAN et al., 2010; WU et al., 2010).

A ficocianina é um pigmento fotossintético acessório que confere às cianobactérias a

coloração verde-azulada (GLAZER, 1984). Os genes que codificam a ficocianina como o

cpcB e cpcA estão presentes em todas as cianobactérias, ausentes em outras bactérias e

presentes em algumas microalgas de água doce, como as das Divisões Cryptophyta e

Glaucophyta.

O fragmento do operon da ficocianina analisado em estudos de filogenia (PC-IGS)

inclui partes dos genes cpcB e cpcA e a região intergênica (IGS) entre eles (BOLCH et al.,

1996; NEILAN; JACOBS; GOODMAN, 1995). O espaçador IGS caracteriza-se como uma

região de alta variabilidade possuindo sequências com taxas de substituições mais altas do que

aquelas do 16S rDNA (NEILAN; JACOBS; GOODMAN, 1995). Estudos recentes mostram

que o marcador pode ser até mais eficiente que o 16S-23S-ITS rDNA na discriminação de

algumas espécies e no acesso à diversidade genética de algumas linhagens (HAVERKAMP et

al., 2009; TAN et al 2010).

Apesar da comprovada aplicabilidade das técnicas moleculares para estudos de

filogenia, alguns trabalhos mostram que resultados baseados em diferentes loci podem

apresentar diferenças significativas indicando que o uso de um único locus nestes estudos

pode ser insuficiente para a obtenção de resultados consistentes (FOSTER; ZEHR, 2006;

HAN; FAN; HU, 2009; JANSON; GRANELI, 2002; TAN et al., 2010; WU et al., 2010).

Uma das possíveis causas destas divergências é a ocorrência de transferência lateral de genes

(TLG).



7

A transferência lateral (ou horizontal) de genes consiste na incorporação de um gene

exógeno, ou parte dele, por transformação, transdução ou conjugação (JAIN et al., 2002 ). Em

cianobactérias de água doce as formas mais comumente identificadas têm sido a

transformação natural e a conjugação (YERRAPRAGADA; SIEFERT; FOX, 2009).

Este evento passou a ser intensamente estudado quando se descobriu que linhagens

bacterianas podiam adquirir genes de resistência a antibióticos de forma horizontal e que isto

ocorria não apenas entre membros da mesma espécie, mas também entre organismos mais

distantes (GRAY; FITCH, 1983; TRIEU-CUOT et al., 1987).

A transferência lateral de genes e a substituição de genes ortólogos são fatores de

grande importância na história evolutiva dos procariotos (BOUCHER et al., 2003;

GRIBALDO; BROCHIER, 2009; ZHAXYBAYEVA; GOGARTEN 2002). Várias técnicas

vêm sendo desenvolvidas e aprimoradas para tentar detectar e mensurar estes eventos. A

hipótese da transferência lateral de genes é comumente levantada quando uma sequência de

DNA ou proteína de um organismo apresenta uma similaridade mais forte com sua sequência

homóloga de um organismo mais distante do que com aquelas de seus parentes obviamente

mais próximos. Neste caso reflete um evento de transferência lateral de genes relativamente

recente (YERRAPRAGADA; SIEFERT; FOX, 2009).

Alguns métodos mais elaborados também são utilizados como marcadores da

transferência lateral de genes e visam indicar a ocorrência destes eventos mesmo que não

sejam tão recentes. Dentre estes métodos destacam-se a observação de padrões não usuais de

evolução na filogenia de genes, a distribuição atípica de nucleotídeos, métodos estatísticos e a

observação de filogenias incongruentes baseadas em diferentes marcadores (HAVERKAMP

et al., 2008, 2009; KOONIN; MAKAROVA; ARAVIND, 2001; OCHMAN; LAWRENCE;

GROISMAN, 2000; RAGAN, 2001; SHI; FALKOWSKI, 2008; SIX et al., 2007;

ZHAXYBAYEVA; GOGARTEN; CHARLEBOIS , 2006)

Apesar dos resultados baseados em diferentes métodos serem ainda controversos sobre

a abrangência da transferência lateral de genes sobre os genomas dos procariotos

(NAKAMURA et al., 2004; OCHMAN et al., 2000; SHI; FALKOWSKI, 2008;

ZHAXYBAYEVA; GOGARTEN; CHARLEBOIS, 2006), em cianobactérias estes eventos

parecem ser ainda subestimados (ZHAXYBAYEVA; GOGARTEN; CHARLEBOIS, 2006).

Acredita-se que virtualmente qualquer gene pode ter sido transferido pelo menos uma vez

durante os mais de 3 bilhões de anos de evolução microbiana (GRIBALDO; BROCHIER,

2009).
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Esta possibilidade de ocorrência massiva de transferência lateral de genes em

procariotos levou a busca por agrupamentos de genes que apresentassem evidências de serem

mais estáveis, ou seja, menos favoráveis a serem transferidos, e consequentemente mais

indicados ao uso em estudos filogenéticos (MAKAROVA et al., 1999).

Em cianobactérias, Shi e Falkowski (2008) analisaram 13 genomas completos

sequenciados e identificaram um grupo de 682 genes ortólogos presentes em todos eles.

Destes, 323 demonstraram ter uma história evolutiva similar, ou seja, não teriam sofrido

transferência lateral ou teriam sido raramente transferidos. Estes 323 genes representam

apenas cerca de 3% do maior genoma analisado pelos pesquisadores e correspondem

principalmente a genes ribossomais e essenciais para o processo fotossintético. Os autores

também verificaram que genes mais conservados tenderam a apresentar menor probabilidade

de serem transferidos. Porém, utilizando metodologia diferente Zhaxybayeva; Gogarten e

Charlebois (2006) demonstraram que genes de praticamente todas as funções podem estar

sujeitos à transferência lateral. Assim, são necessários estudos caso a caso, focando

especialmente os loci mais amplamente aplicados aos estudos de taxonomia e filogenia.

Questionamentos sobre a ocorrência de transferência lateral do operon da ficocianina

surgiram quanto foram observados padrões não usuais de evolução e anomalias na sequência

de seu marcador. Também foram observadas divergências entre as filogenias baseadas no

marcador da ficocianina em comparação com aquelas baseadas em outros marcadores

(HAVERKAMP et al., 2008, 2009; JANSON; GRANÉLI, 2002; SIX et al., 2007).

Manen e Falquet (2002), investigando a diversidade genética de Arthrospira e sua

relação com outros gêneros de cianobactérias, verificaram a presença de um padrão de

mosaico de substituição nucleotídica nas sequências do marcador da ficocianina das linhagens

estudadas. Os autores sugeriram eventos de recombinação do locus entre as linhagens para

explicar tanto este padrão, quanto a não congruência entre a filogenia resultante e os dados de

morfologia e localização geográfica.

Comparando as filogenias produzidas pelos marcadores PC-IGS e hetR para 41

sequências de Anabaena, Aphanizomenon e Nodularia, Janson e Granéli (2002) obtiveram

filogenias divergentes e verificaram a presença de padrões anômalos na região do PC-IGS

demonstrando que, ao contrário do esperado, em algumas linhagens a região codificante do

marcador foi mais variável que a do espaçador IGS.

Six et al. (2007) sequenciaram e analisaram 11 linhagens de Synechococcus

provenientes de ambiente marinho e constataram que as árvores filogenéticas baseadas no PC-
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IGS e no 16S-23S-ITS rDNA foram distintas. Além disso, identificaram um gene cpcB

adicional externo ao operon da ficocianina em uma das linhagens analisadas.

Haverkamp et al. (2008), analisando picocianobactérias do Mar Báltico, verificaram

que as análises realizadas com sequências do PC-IGS reuniram as linhagens de coloração

verde, as aproximaram de cianobactérias verdes de água doce e as distinguiram das

avermelhadas. Por outro lado, as análises realizadas com 16S-23S-ITS rDNA tenderam a

reunir as linhagens marinhas e distingui-las das de água doce independente da coloração. Em

um trabalho posterior, pesquisadores do mesmo grupo utilizando um número maior de

linhagens confirmaram a não congruência das filogenias obtidas a partir dos marcadores 16S-

23S-ITS rDNA e PC-IGS para linhagens de picocianobactérias e verificaram novamente que a

árvore do PC-IGS era congruente com o agrupamento pela coloração das linhagens, padrão

não observado para o 16S-23S-ITS rDNA (HAVERKAMP et al., 2009).

Esses autores sugerem que esta possível evolução divergente entre o operon da

ficocianina e os demais genes possa ter sido viabilizada pela transferência lateral do operon

ou de parte dele (HAVERKAMP et al., 2008, 2009; JANSON; GRANÉLI 2002; SIX et al.,

2007).

O gênero Microcystis é composto por espécies coloniais delimitadas por uma bainha

mucilaginosa homogênea. Suas células apresentam três planos de divisão e a presença de

aerótopos (vesículas gasosas) (KOMÁREK; ANAGNOSTIDIS 1986, 1999). Espécies deste

gênero são responsáveis pelo maior número de relatos de florações em lagos e reservatório no

mundo (CARMICHAEL 1996; CODD; MORRISON; METCALF, 2005). A toxina

microcistina, um peptídeo hepatotóxico produzido por linhagens de diferentes espécies deste

gênero, é responsável por diversos relatos de danos à saúde de humanos e outros animais

(BOURKE et al., 1983; BRIAND et al., 2003; CARMICHAEL 1996; FALCONER;

BERESFORD; RUNNEGAR, 1983; JEWEL; AFFAN; KHAN, 2003; JOCHIMSEN et al.,

1998; PADILLA; SANZ-ALFÉREZ; DEL CAMPO, 2005; SIVONEN; JONES 1999).

O gênero está incluso na ordem Chroococcales, de acordo com a classificação de

Anagnostidis e Komárek (1985), sendo a identificação de suas morfoespécies baseada em

caracteres morfológicos observados em amostras de campo. As principais características

morfológicas utilizadas para a identificação são: distribuição das células na colônia, forma e

estrutura da colônia e sua mucilagem e dimensões celulares (KOMÁREK; ANAGNOSTIDIS

1986, 1999). Entretanto, em cultivo muitas destas características são alteradas ou perdidas,

tornando impossível a distinção de algumas morfoespécies (BITTENCOURT-OLIVEIRA et

al., 2001; OTSUKA et al., 2000; SANCHIS et al., 2005).
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Zhang et al. (2007) demonstraram que além das alterações na morfologia, cultivos de

M. aeruginosa (Kützing) Kützing com células desagregadas apresentaram concentrações mais

baixas de clorofila a, ficocianina e carboidratos quando comparadas àquelas em formato

colonial. Assim, esta ampla plasticidade fenotípica apresentada pelo grupo e a sobreposição

da delimitação dos caracteres morfológicos podem levar a confusões na taxonomia e filogenia

do grupo (OTSUKA et al., 2000, 2001).

Estudos de filogenia baseados em dados moleculares demonstraram que como gênero

Microcystis representa um agrupamento monofilético, porém o mesmo não ocorre dentre suas

morfoespécies e, por isso, que estas precisam ser revistas (LEE; BAE, 2002; THOMAZEAU

et al., 2010; VALÉRIO et al., 2009).

A não correspondência entre dados moleculares e morfológicos entre as morfoespécies

de Microcystis já foi verificada por diversos autores com base em vários marcadores,

incluindo 16S rDNA (HERRY; NASRI; BOUAÏCHA, 2008; LEE; BAE, 2002; LÈPERE;

WILMOTTE; MEYER, 2000; NEILAN et al., 1997; OTSUKA et al.,1998; TILLET;

PARKER; NEILAN, 2001), 16S-23S-ITS rDNA (HAANDE et al., 2007; HERRY; NASRI;

BOUAÏCHA, 2008; OTSUKA et al.,1999; SANCHIS et al., 2005; YOSHIDA et al., 2008;

ZHANG et a., 2007), PC-IGS (BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2001; HAANDE et al.,

2007; SANCHIS et al., 2005) e rpoC1 (YOSHIDA et al., 2008).

Considerando esta não correspondência entre a variabilidade fenotípica e genética no

grupo, e baseando-se na delimitação de espécies por hibridização DNA-DNA do Código de

Nomenclatura de Bactérias e na filogenia do marcador 16S rDNA, Otsuka et al. (2001)

propuseram a união de seis morfoespécies deste gênero, M. aeruginosa, M. ichthyoblabe

Kützing, M. novacekii Komárek (Compère), M. viridis (A.Braun) Lemmermann e M.

wesenbergii Komárek (Komárek) em um táxon único.

Da mesma forma que o observado para os dados de morfologia, também não foi

verificada correspondência significativa entre a diversidade genética das morfoespécies de

Microcystis e características bioquímicas ou de produção de toxinas (OTSUKA et al.,1998,

1999; TILLET; PARKER; NEILAN, 2001; YOSHIDA et al., 2006).

A ocorrência de transferência lateral de genes envolvidos na síntese de metabólitos

secundários no gênero Microcystis vem sendo estudada, especialmente para os genes

codificantes das peptídeo sintetases responsáveis pela produção das toxinas microcistinas

(FEWER et al., 2007; TANABE et al., 2004). Porém, ainda são escassos estudos

investigando a possibilidade de ocorrência deste evento em outras regiões do genoma.
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Dada sua relevância como marcador, o envolvimento do PC-IGS na transferência

lateral de genes precisa ser investigado, pois, caso confirmado, tornaria inviável sua utilização

para inferências filogenéticas e demais estudos taxonômicos e comprometeria os dados já

obtidos com base nele.

Assim, considerando-se as dificuldades enfrentadas pelos estudos baseados em

caracteres morfológicos em cianobactérias, a relevância da busca por marcadores mais

estáveis em relação à transferência lateral de genes em procariotos, a importância do

marcador PC-IGS nos estudos filogenéticos com cianobactérias e a necessidade de

investigação de sua participação na transferência lateral de genes a presente dissertação teve

como hipótese e objetivos:

Hipótese:

O operon da ficocianina (PC), ou parte dele, foi transferido lateralmente durante sua

história evolutiva.

Objetivo Geral:

� Investigar a transferência lateral de genes do operon da ficocianina (PC) em Geitlerinema

e Microcystis comparando-se as filogenias produzidas através dos loci 16S-23S-ITS

rDNA e PC-IGS.

Objetivos Específicos:

� Inferir a filogenia molecular de linhagens brasileiras Microcystis e Geitlerinema através

dos loci 16S-23S-ITS rDNA e PC-IGS.

� Investigar as relações filogenéticas entre populações brasileiras de Microcystis e

Geitlerinema com as de outras localidades geograficamente distintas através de

sequências disponíveis no GenBank.

� Contribuir para o conhecimento da diversidade genética de cianobactérias de regiões

tropicais.
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2. MATERIAL E MÉTODOS

2.1. Linhagens e condições de cultivo

As linhagens clonais e não axênicas utilizadas neste trabalho são pertencentes ao

Brazilian Cyanobacteria Collection of University of São Paulo (BCCUSP) do Laboratório de

Cianobactérias - Departamento de Ciências Biológicas, ESALQ, USP.

Foram analisadas 12 linhagens de Geitlerinema amphibium e G. unigranulatum

(Figura 1) e oito de Microcystis aeruginosa, M. panniformis Komárek et al. e M. wesenbergii

(Figura 2). A designação de morfoespécies (segundo Bittencourt-Oliveira 2001, 2009a), o

local de origem das linhagens, bem como o número de acesso das sequências no GenBank

encontram-se na Tabela 1. A caracterização morfológica das linhagens de Geitlerinema e

Microcystis sequenciadas neste trabalho encontram-se em Bittencourt-Oliveira et al. (2009a) e

Bittencourt-Oliveira et al. (2001), respectivamente.

As linhagens foram mantidas em câmaras climáticas (mod. 122FC, EletroLab, São

Paulo, Brasil) com condições controladas de 22º C ± 0,5º C de temperatura, fotoperíodo

14:10hs claro:escuro e intensidade luminosa de 30μmol.m-2.s-1 (fotômetro LI-COR, mod. LI-

250), em meio de cultivo BG-11 (RIPPKA et al., 1979), pH 7.4, modificado por Bittencourt-

Oliveira (2000).

2.2. Extração de DNA

Para a extração de DNA genômico foram centrifugados aproximadamente 3ml dos

cultivos de cada linhagem em fase exponencial de crescimento. Foi utilizado o tampão CTAB

(Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide) 2% (m/v) (ROGERS; BENDICH, 1985) com

incubação a 60ºC por 30 minutos. Foi realizada a purificação com a adição de 60μl de

clorofórmio-isoamílico (24:1) seguida de agitação e centrifugação (14.000 rpm por cinco

minutos a 25ºC). Em seguida, foram adicionados 5μl de RNAse (10 mg/μl) e realizada uma

nova incubação a 37º por 15 minutos. O DNA foi finalmente precipitado com isopropanol e

eluído em 50 μl do tampão TE (Tris-EDTA).
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2.3. Amplificação de DNA (PCR)

A amplificação do DNA genômico foi realizada em termociclador GeneAmp PCR

System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA) utilizando-se kit pureTaq Ready-To-Go

PCR Beads TM (GE Healthcare, Fairfield, CT), segundo recomendações do fabricante. Em

cada reação foram adicionados 5 a 10 ng do DNA extraído e 20 μM de cada primer. O

volume final da reação foi de 25 μL.

Foram utilizados dois conjuntos de primers, sendo o primeiro para amplificar a região

do espaçador da ficocianina. Estes primers se anelam nos genes cpcB e cpcA e amplificam

toda a extensão do espaçador IGS, de acordo com o esquema abaixo:

O segundo conjunto de primers foi utilizado para amplificar a região do espaçador

interno transcrito dos genes ribossomais. Estes se anelam nos genes 16S rDNA e 23S rDNA e

amplificam toda a extensão do espaçador ITS, de acordo com o esquema abaixo:

Os primers utilizados, suas sequências, fonte de consulta e condições de amplificação

encontram-se na Tabela 2. Todos os primers foram sintetizados por laboratórios

especializados e adquiridos comercialmente. Reações de controle negativo foram realizadas

sob as mesmas condições e utilizando os mesmos primers porém com ausência do DNA

genômico.

2.4. Quantificação

A quantificação do DNA genômico e dos fragmentos amplificados foi realizada

através de eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etídio (2μg/ml), com

fotodocumentação (EDAS 290 Kodak, Japão) e análise a partir do programa Kodak Digital

cpcB cpcAIGS

F R

16S 23SITS

F R
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Science 1D 3.6 utilizando o marcador de concentração molecular Low DNA MassTM

(Invitrogen, USA).

2.5. Purificação

Os fragmentos de DNA amplificados a serem utilizados no sequenciamento foram

purificados utilizando o kit comercial Purelink (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) segundo

normas do fabricante. Quando necessário, as bandas de tamanho esperado foram extraídas do

gel de agarose utilizando o kit QIAquick (Qiagen, Hilden, Germany) como recomendado pelo

fabricante.

2.6. Sequenciamento do DNA

As regiões PC-IGS e 16S-23S-ITS rDNA das linhagens foram diretamente

sequenciadas utilizando-se os oligonucleotídeos forward e reverse com o Kit DYEnamic ET

(GE Healthcare) e sequenciador 3100 ABI (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)

seguindo orientações do fabricante. Em cada reação foi utilizada cerca de 70ng do produto da

PCR. As reações de sequenciamento foram realizadas em cada sentido (foward e reverse), até

que não existissem ambiguidades em toda a extensão do fragmento de DNA investigado.

2.7. Análise das sequências

As sequências obtidas foram alinhadas juntamente com outras selecionadas do

GenBank utilizando o programa ClustalW dentro do programa BioEdit (HALL, 1999) e,

posteriormente, inspecionadas e ajustadas manualmente.

Foram selecionadas no GenBank apenas sequências publicadas e que apresentassem o

tamanho mínimo para realização das análises. Para as análises de Geitlerinema com o

marcador 16S-23S-ITS rDNA nenhuma sequência foi selecionada devido à ausência destas

em artigos publicados ou com identificação de morfoespécies que pudessem ser confirmadas.

As distâncias evolutivas entre as sequências foram calculadas por P distance no

programa MEGA 4.0.2 (TAMURA et al., 2007). Para a avaliação do sinal filogenético foi

realizado o teste de permutação PTP (Permutation Tail Probability Test) (ARCHIE, 1989)

com 1000 repetições e índice de confiança de 99% (p<0,01). O número de sítios informativos

e os índices de consistência (IC) de retenção (IR) e de consistência rescalonado (RC) foram
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obtidos pela busca baseada na parcimônia com auxílio do programa PAUP* versão 4.0b10

(SWOFFORD 2000).

Para comparar a variação entre os marcadores nas diferentes matrizes de alinhamento

foi utilizado o índice de informação de Shannon-Wiener (Hx) (SHANNON; WEAVER,

1949), definido como:

Onde p é a proporção de A, T, C e G.

Os valores para cada sítio foram calculados e plotados como gráfico de entropia pelo

programa BioEdit.

2.8. Análises filogenéticas

As analises filogenéticas foram realizadas com os programas PAUP* versão 4.0b10

(SWOFFORD 2000) e Mr. Bayes v3.1.2 (RONQUIST; HUELSENBECK 2003). Modelos

evolutivos apropriados para cada matriz de alinhamento foram selecionados com o uso dos

programas jModelTest (POSADA, 2008) e MrModeltest 2.2 (NYLANDER, 2004) utilizando-

se o critério AIC (Akaike information criterion).

O dendrograma baseado no método de Neighbor-Joining (NJ) (SAITON; NEI 1987)

foi construído seguindo o modelo de Tamura e Nei (1993). As árvores de Máxima Parcimônia

(MP) e Máxima Verossimilhança (MV) foram obtidas por pesquisa heurística. Árvores

iniciais foram obtidas por stepwise oie com adição de sequências aleatória (10 repetições)

usando o algoritmo tree bisection-reconnection (TBR) branch-swapping. Nas análises de NJ e

MP os gaps foram tratados como dados ausentes e todos os sítios foram igualmente

ponderados. Análises de bootstrap (FELSENSTEIN, 1985) foram realizadas com 2000

réplicas pelos métodos descritos acima. Para as análises de MV com linhagens de Microcystis

incluindo sequências selecionadas do GenBank o número de réplicas foi reduzido para 200

devido a limitações computacionais. Os valores de bootstrap foram considerados baixos

quando menores que 70%, moderados de 71% a 90% e alto acima de 90%. Apenas os valores

acima de 70% foram apresentados nas figuras.

Para a análise Bayesiana foram realizadas duas corridas de quatro cadeias de Markov

sobre 5.000.000 de gerações, amostrando-se a cada 100. As primeiras 2.500 gerações foram

descartadas por burn-in. Os mesmos critérios aplicados para os valores de bootstrap foram

�� ��� �pi �	pi

���

�
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utilizados para os valores de probabilidade a posteriori (PP). Com isso, foram apresentados

apenas valores de PP (multiplicado por 100) maiores de 70.

As linhagens Spirulina subsalsa Örsted PD2002/gca, AY575949 (PC-IGS);

AY575935 (16S-23S-ITS rDNA) e Cyanothece sp. ATCC51142, CP000806 (PC-IGS e 16S-

23S-ITS rDNA), foram utilizadas como grupo externo para a construção das árvores com

sequências de Geitlerinema e Microcystis, respectivamente. Estas linhagens foram escolhidas

por apresentarem sequências disponíveis para os dois marcadores utilizados neste trabalho e

por estas apresentarem um nível de similaridade que possibilitou o alinhamento com o grupo

interno.

2.8.1 Construção das árvores filogenéticas com sequências de Geitlerinema

Para as análises de Geitlerinema com as sequências do PC-IGS foram obtidas duas

matrizes de alinhamento e duas árvores filogenéticas (segundo a metodologia acima descrita)

contendo os seguintes conjuntos de sequências:

a) Apenas as linhagens que tiveram o marcador 16S-23S-ITS rDNA sequenciado neste

trabalho. Esta topologia foi construída visando obter árvores que contivessem as mesmas

linhagens para os dois marcadores.

b) As linhagens sequenciadas neste trabalho mais as selecionadas do GenBank.

2.8.2 Construção das árvores filogenéticas com sequências de Microcystis

Para as análises de Microcystis com as sequências tanto do PC-IGS quanto do 16S-

23S-ITS rDNA foram obtidas três matrizes de alinhamento e três árvores filogenéticas

(segundo a metodologia acima descrita) contendo os seguintes conjuntos de sequências:

a) Apenas as sequências que tiveram o marcador 16S-23S-ITS rDNA sequenciado

neste trabalho.

b) As linhagens sequenciadas neste trabalho e algumas selecionadas no GenBank.

Estas árvores apresentam as mesmas linhagens para os dois marcadores.

c) As linhagens sequenciadas neste trabalho e todas as demais as selecionadas do

GenBank.
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3. RESULTADOS

3.1. Análises filogenéticas das linhagens de Geitlerinema

Foram obtidas 16 sequências das linhagens de Geitlerinema spp., sendo quatro para o

marcador PC-IGS e 12 para o 16S-23S-ITS rDNA (Tabela 1).

As topologias das árvores obtidas pelos diferentes métodos (NJ, MP, MV e Bayesiana)

foram muito semelhantes. Assim, apenas as árvores filogenéticas obtidas a partir da análise

Bayesiana foram apresentadas (Figuras 3-4 e 7).

3.1.1. Filogenia das linhagens de Geitlerinema baseada no PC-IGS

O fragmento obtido para o marcador PC-IGS variou entre 427 e 637 pares de bases

devido à presença de inserções e deleções e incluiu trechos dos genes cpcB e cpcA e toda a

extenção do espaçador IGS.

Para este marcador foram obtidas duas árvores, a primeira contendo apenas as

linhagens que tiveram o marcador 16S-23S-ITS rDNA sequenciado neste trabalho (vide

material e métodos 2.8.1 a) (Figura 3) e a segunda adicionando-se a estas as linhagens

selecionadas do GenBank (vide material e métodos 2.8.1 b) (Figura 4).

A árvore filogenética resultante da análise com maior número de sequências (Figura 4)

não alterou o posicionamento relativo das linhagens e apresentou menos politomias. Sendo

assim, esta árvore (Figura 4) e sua matriz de alinhamento (PC-IGS Geitlerinema) foram

utilizadas para apresentação dos resultados e desenvolvimento da discussão.

A matriz de alinhamento (PC-IGS Geitlerinema) está apresentada no Anexo A e seus

dados resumidos na Tabela 3. O teste PTP confirmou a presença de sinal filogenético e os

índices IC, IR e RC indicaram um baixo índice de homoplasias (Tabela 3).

Na árvore filogenética obtida a partir da análise das sequências deste marcador

formaram-se dois agrupamentos principais (I e II) (Figura 4).

O grupo I incluiu três linhagens, uma de G. amphibium (BCCUSP80) (sequenciada

neste trabalho) e duas de G. unigranulatum (BCCUSP352 acesso FJ545643 e BCCUSP94

acesso FJ545642) (obtidas do GenBank). Estas linhagens apresentaram a região

correspondente ao espaçador IGS mais curto, com apenas 84 pares de bases, enquanto que as

demais linhagens apresentaram até 294 pares de bases. Tais linhagens também mostraram-se
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morfoespécie G. unigranulatum. Já o II reuniu linhagens de ambas as morfoespécies e pode

ser dividido em dois (A e B). O grupo A apresentou apenas linhagens de G. amphibium e o B

duas G. amphibium e uma G. unigranularum. A linhagem de G. amphibium BCCUSP80

formou um ramo independente como grupo irmão do grupo II.

De forma semelhante ao que ocorreu na filogenia baseada no PC-IGS, as linhagens do

grupo I mostraram-se evolutivamente bastante distantes das do grupo II. A distância calculada

por P distance entre as linhagens inclusas no grupo I em relação àquelas inclusas no II foi de

até 0.162, enquanto que dentre as do II a maior distância foi de 0.089.

3.1.3. Comparação entre as filogenias baseadas no PC-IGS e 16S-23S-ITS rDNA

para linhagens de Geitlerinema

O marcador 16S-23S-ITS rDNA mostrou-se mais variável que o PC-IGS. O PC-IGS

apresentou índices de homoplasias levemente mais baixos, porém ambos apresentaram o valor

do IC alto. Portanto, para ambos os marcadores não foram indicados problemas com

homoplasias (Tabela 3).

Comparando-se as árvores filogenéticas construidas pelos marcadores PC-IGS (Figura

4) e 16S-23S-ITS rDNA (Figura 7) algumas diferenças puderam ser observadas. A linhagem

de G. amphibium BCCUSP80 foi inserida no grupo I na árvore do PC-IGS enquanto que na

árvore do 16S-23S-ITS rDNA posicionou-se como grupo irmão do grupo II. Entretanto, deve-

se notar que na árvore baseada no PC-IGS os valores de bootstrap e PP foram mais altos.

Diferenças de posicionamento também foram observadas dentro dos subgrupos do

agrupamento II. As linhagens de G. amphibium BCCUSP 85 e 91 foram inclusas no sub-

grupo B na árvore do PC-IGS e no A na do 16S-23S-ITS rDNA, porém o posicionamento da

linhagem BCCUSP91 na árvore do 16S-23S-ITS rDNA não é bem suportado estatisticamente.

Apesar destas divergências, as árvores filogenéticas baseadas nos dois marcadores

foram muito semelhantes. Em ambas houve a formação de dois grupos principais incluindo

relativamente as mesmas linhagens. Destaca-se o fato de que as linhagens de G.

unigranulatum BCCUSP 94 e 352, que contêm o espaçador IGS mais curto e formam um

grupo bem separado na árvore do PC-IGS, apresentaram comportamento semelhante na

árvore resultante da análise do 16S-23S-ITS rDNA. Além disso, tanto para o marcador da

ficocianina quanto para o dos genes ribossomais estas linhagens apresentaram

aproximadamente o dobro da distância evolutiva observada entre as demais linhagens,
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3.2.1. Filogenia das linhagens de Microcystis baseada no PC-IGS
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3.2.2. Filogenia das linhagens de Microcystis baseada no 16S-23S-ITS rDNA
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3.2.3. Comparação entre as filogenias baseadas no PC-IGS e 16S-23S-ITS rDNA

para linhagens de Microcystis
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Comparando-se os dados das matrizes PC-IGS Microcystis A e 16S-23S-ITS rDNA

Microcystis A (Tabela 3), que incluiram as mesmas linhagens, notou-se que o marcador 16S-

23S-ITS rDNA apresentou índices moderados de homoplasias e um número muito grande de

árvores mais parcimoniosas, o que não ocorreu com marcador PC-IGS (tabela 3).

Comparando-se as árvores filogenéticas obtidas pela análise com o maior número de

sequências com os marcadores PC-IGS (Figura 10) e 16S-23S-ITS rDNA (figura 14), notou-

se que a árvore baseada no marcador da ficocianina apresentou um número menor de

politomias.

O marcador PC-IGS formou um clado monofilético com alta PP contendo todas as

linhagens de M. wesenbergii (Figura 10, grupo I). Já na árvore obtida pela análise do 16S-

23S-ITS rDNA, três linhagens de M. wesenbergii (BCCUSP011, NIES 107 e NIES 604) não

foram inclusas no grupo que incluiu a maioria as linhagens desta morfoespécie (Figura 14,

grupo I). Além disso, este grupo apresentou PP apenas moderada e ainda incluiu uma

linhagem de M. novacekii (UAM 259) que havia formado um ramo isolado na árvore do PC-

IGS (Figura 10).

Apesar destas diferenças no posicionamento de algumas linhagens, pode-se observar

correspondência entre as árvores resultantes da utlização dos dois marcadores, PC-IGS e 16S-

23S-ITS rDNA.

Considerando-se as linhagens que estão presentes em ambas as árvores (linhagens

marcadas com ** nas figuras 10 e 14), observou-se que as linhagens do grupo I do PC-IGS

correspondem às mesmas do grupo I do 16S-23S-ITS rDNA, com exceção de BCCUSP011.

As do II do PC-IGS, exceto NIES 99 e 102, correspondem às dos grupos VI, VII e VIII e às

linhagens que não foram inclusas em nenhum agrupamento pelo 16S-23S-ITS rDNA. As

linhagens inseridas no grupo III do PC-IGS ficaram agrupadas dentro do II do 16S-23S-ITS

rDNA. Já as dos grupos IV , V e VI do PC-IGS correspondem àquelas inclusas no grupo III

do 16S-23S-ITS rDNA.

De forma semelhante ao observado para as linhagens de Geitlerinema, a congruência

entre as árvores obtidas pelos dois marcadores analisados não indicaram a ocorrência de

transferência lateral do operon da ficocianina nas linhagens de Microcystis utlizadas neste

estudo.
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4. DISCUSSÃO

A ampla plasticidade e variabilidade fenotípica, de habitats e de processos fisiológicos

apresentada pelas cianobactérias, e a não correspondência destas com sua variabilidade

genética, tornam a taxonomia e a filogenia, baseadas em caracteres morfológicos, em muitos

casos, inviáveis para este grupo (OTSUKA et al., 2000, PREMANANDH et al., 2006;

WILLAME et al., 2006). Além disso, como ocorre para outros organismos procarióticos os

caracteres morfológicos disponíveis para avaliação são poucos e geralmente insuficientes para

uma caracterização adequada dos táxons.

Neste contexto, a filogenia molecular tornou-se uma ferramenta de extrema relevância,

pois vem proporcionando dados e ferramentas que possibilitam tanto a classificação mais

adequada dos grupos, quanto a exploração da diversidade genética e a reconstrução da história

evolutiva das cianobactérias e dos demais procariotos (CASAMATTA et al., 2005; NEILAN

et al., 1994, THOMAZEAU et al., 2010; WILLAME et al., 2006).

Apesar de suas vantagens, as análises baseadas em dados moleculares dependem de

uma série de fatores, tais como, a escolha de um marcador adequado para o conjunto de dados

e a realização de um cuidadoso alinhamento das sequências, para que sejam eficientes na

reconstrução de filogenias consistentes (BRINKMAN; LEIPE; 2001).

Dentre os desafios enfrentados na seleção de um marcador destaca-se, especialmente

para os procariotos, a necessidade da avaliação da possibilidade deste marcador ter sido

transferido lateralmente durante sua história evolutiva (GRIBALDO; BROCHIER, 2009).

Uma preocupação crescente entre os pesquisadores que utilizam as técnicas moleculares para

inferência de filogenias em cianobactérias é a possibilidade da ocorrência da transferência

lateral do marcador dos genes da ficocianina PC-IGS (HAVERKAMP et al., 2008, 2009;

JANSON; GRANÉLI, 2002; SIX et al., 2007).

No presente trabalho foi avaliada a hipótese da ocorrência de transferência lateral do

operon da ficocianina comparando-se as árvores filogenéticas de linhagens de Geitlerinema e

Microcystis, obtidas com sequências do marcador PC-IGS, com aquelas do 16S-23S-ITS

rDNA.

Avaliando a filogenia baseada no PC-IGS de linhagens de Geitlerinema, Bittencourt-

Oliveira et al. (2009a) observaram que duas linhagens morfologicamente indistintas das

demais formaram um grupo isolado na árvore, apresentaram o espaçador IGS bem mais curto

e os trechos dos genes cpcB e cpcA bastante divergentes quando comparadas às demais
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linhagens. Os autores sugeriram que a filogenia baseada nos genes ribossomais deveria ser

investigada para confirmar se tais linhagens representavam realmente táxons geneticamente

bastante distintos dos demais, ou se essa variabilidade do marcador PC-IGS poderia ter sido

promovida por outro processo, como a transferência lateral de genes.

No presente estudo, a reconstrução da filogenia baseada no marcador PC-IGS destas

mesmas linhagens de Geitlerinema com adição de outras sequenciadas demonstrou o mesmo

padrão, ou seja, a formação de dois grupos principais e uma alta divergência genética entre as

linhagens de um agrupamento e outro (Figura 4). De forma semelhante, a árvore filogenética

obtida com as mesmas linhagens, porém baseada em sequências do 16S-23S-ITS rDNA

também formou os dois grupos principais (Figura 7) e as linhagens do grupo I novamente

apresentaram uma divergência genética bastante superior àquela observada dentre as demais

linhagens estudadas, demonstrando uma alta congruência entre as árvores resultantes dos dois

marcadores.

Em adição a estas, foram obtidas árvores filogenéticas baseadas nos marcadores PC-

IGS (Figura 10) e 16S-23S-ITS rDNA (Figura 14) para linhagens de Microcystis. Neste caso

as árvores foram também relativamente congruentes. Esta relevante congruência observada

entre as árvores indicam uma história evolutiva comum entre os marcadores da ficocianina e

dos genes ribossomais. Sendo assim, não foram encontradas evidências de que o marcador

PC-IGS teria sofrido o processo de transferência lateral de genes.

A transferência de genes de forma horizontal é muito comum entre os procariotos,

porém, não afeta da mesma forma todos os genes. Além disso, os genomas tendem a

apresentar agrupamentos de genes com menor probabilidade de serem transferidos

(GRIBALDO; BROCHIER, 2009; SHI; FALKOWSKI 2008). Considerando-se a importância

da filogenia molecular para os procariotos, a busca por estes genes mais estáveis tem se

tornado fundamental para a filogenia e taxonomia destes organismos (GRIBALDO;

BROCHIER, 2009; MAKAROVA et al., 1999).

O marcador PC-IGS é amplamente utilizado em estudos de reconstrução filogenética

em cianobactérias (BARKER et al., 2000; BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2001, 2009a;

BOLCH et al., 1999; DYBLE; PAERL; NEILAN, 2002; HANNDE et al., 2007; JONSON;

GRANÉLI, 2002; MANEN; FALQUET, 2002; ROBERTSON; TEZUKA; WATANABE,

2001; TAN et al., 2010; WU et al., 2010) e a comprovação de tenha sido transferido

lateralmente comprometeria toda uma gama de dados já obtidos com base nele. Os resultados

obtidos neste trabalho não corroboraram com esta hipótese e indicaram que o marcador da
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ficocianina é estável e indicado para os estudos de taxonomia e filogenia de linhagens de

Geitlerinema e Microcystis.

Apesar da correspondência observada entre as árvores resultantes das análises dos dois

marcadores utilizados neste trabalho, algumas diferenças foram observadas.

Para as árvores obtidas com as linhagens de Geitlerinema a principal diferença

observada está no posicionamento da linhagem de G. amphibium BCCUSP80. Entretanto

deve-se notar que em ambas as árvores (Figuras 4 e 7) esta linhagem é a primeira a divergir

na linha evolutiva e que na árvore do marcador dos genes ribossomais o suporte estatístico foi

mais baixo. Portanto, provavelmente esta diferença de posicionamento se deve a um menor

poder de resolução apresentando por este último marcador.

Entre as árvores obtidas para as linhagens de Microcystis (Figuras 10 e 14) foram

encontradas diferenças no posicionamento de várias linhagens. Destacou-se o fato de que a

árvore obtida pelo 16S-23S-ITS rDNA não ficou bem resolvida apresentando várias

politomias.

Em ambos os casos as divergências de posicionamento das linhagens parecem estar

ligadas a uma diferença de qualidade entre marcadores, ou seja, marcador PC-IGS além de

resolver melhor a filogenia das linhagens de Microcystis ainda apresentou, tanto para as

árvores filogenéticas de Geitlerinema, quanto para as de Microcystis, ramos mais bem

suportados estatisticamente.

A presença de homoplasias, causadas por convergências, paralelismos ou reversões é

um dos fatores que podem reduzir a qualidade de certos marcadores (PAGE; HOLMES,

1998). Os índices IC, IR e RC demonstraram que o marcador dos genes ribossomais foi mais

homoplásico que o PC-IGS para ambos os gêneros estudados. No caso das linhagens de

Microcystis, esta diferença foi mais relevante sendo também observado um baixo número de

sítios informativos e um número muito alto de árvores mais parcimoniosas (tabela 3). Todas

estas características favorecem o padrão de politomias apresentado pelas árvores baseadas no

16S-23S-ITS rDNA. Han et al. (2009) avaliando quatro marcadores moleculares (rpoC1,

hetR, rbcLX e 16S-23S-ITS rDNA) em linhagens de Nostoc também verificaram que o

marcador dos genes ribossomais foi o que apresentou o valor de IC mais baixo, sendo,

portanto, o mais homoplásico.

Além das diferenças entre as árvores obtidas utilizando os dois marcadores,

evidenciou-se uma maior dificuldade com o 16S-23S-ITS rDNA na obtenção dos

dados, tanto nos processos de amplificação e sequenciamento dos

fragmentos, quanto no alinhamento das sequências obtidas. Já o PC-IGS não apresentou
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dificuldades nestes mesmos processos, caracterizando-se como um marcador de fácil

manipulação em laboratório.

Ambos os marcadores utilizados neste trabalho apresentaram padrões complexos de

substituição nucleotídica, apresentando tanto sítios bastante variáveis quanto regiões muito

conservadas em seus fragmentos. Esta característica pode ser verificada tanto nos gráficos de

índice de informação de Shannon-Wiener (Hx) (Figuras 5, 6, 11 e 15), quanto pelos modelos

evolutivos selecionados para cada uma das matrizes (Tabela 3). Este fato pode explicar o

melhor desempenho (gerando menos politomias) apresentado pela análise Bayesiana em

comparação com os demais métodos de inferência filogenética utilizados. A análise

Bayesiana tem maior poder de resolução de politomias e se adapta melhor a modelos

evolutivos mais complexos e com mais parâmetros (HOLDER; LEWIS, 2003).

Nos gráficos de índice de informação de Shannon-Wiener (Hx) do marcador 16S-23S-

ITS rDNA pode-se ainda notar que o RNA transportador tRNA(Ile) corresponde a uma região

bastante conservada, tanto para as linhagens de Geitlerinema (Figuras 6) quanto para as de

Microcystis (Figura 15). Assim o marcador 16S-23S-ITS rDNA apresentou regiões

relativamente longas de sítios não variáveis intercaladas com as regiões variáveis (Figuras 6 e

15). Esta distribuição mais complexa e a maior proporção de sítios invariáveis também pode

ter contribuído para o pior desempenho apresentado pelo marcador em comparação ao PC-

IGS.

Além disso, a escolha de modelos evolutivos diferentes para matrizes contendo as

mesmas linhagens (Tabela 3) demonstraram que os marcadores não apresentaram o mesmo

padrão de evolução. Diferentes regiões do genoma podem apresentar padrões diversos de

evolução. Esta diferença de padrão, em alguns casos, promove o processo de incomplete

lineage sorting, que se caracteriza quando a taxa de fixação da linhagem gênica diverge da

taxa de fixação do táxon (GOGARTEN; ZHAXYBAYEVA, 2008; MADDISON;

KNOWLES, 2006;).

Maddison e Knowles (2006) demonstraram que mesmo um marcador apresentando

sinal filogenético significativo, como ocorreu para o 16S-23S-ITS rDNA neste trabalho, pode

estar sob este processo e, consequentemente, a filogenia obtida a partir de suas sequências não

refletirá a filogenia do táxon. Os autores ressaltam ainda que quanto menor o tempo de

divergência entre os táxons maior as chances das linhagens gênicas estarem sujeitas ao

incomplete lineage sorting. Com isso, os estudos envolvendo táxons de nível infragenéricos,

como o presente trabalho estão mais suscetíveis a este problema.
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reconstrução de filogenias mais consistentes. Neste sentido, destacando-se os trabalhos que

utilizam as análises multilocus, nas quais sequências de vários marcadores são concatenadas

para a geração das árvores filogenéticas. Este processo pode minimizar os efeitos de

problemas como o das homoplasias e do incomplete lineage sorting, dentre outros

(GRIBALDO; BROCHIER, 2009; MADDISON; KNOWLES 2006; THOMAZEAU et al.,

2010; WU et al., 2010).

Nas árvores filogenéticas resultantes da análise com as linhagens de Geitlerinema para

ambos os marcadores (Figuras 4 e 5) observou-se que as morfoespécies G. amphibium e G

unigranulatum não formaram clados monofiléticos isolados entre si, demonstrando que não

são distintas geneticamente e corroborando assim, com a proposição de Bittencourt-Oliveira

et al. (2007a e 2009a) de que estas devam ser tratadas como sinonímias. Tal fato é reforçado

com os resultados obtidos com dados oriundos do operon dos genes ribossomais.

Bittencourt-Oliveira et al. (2009a) discutiram ainda que, baseando-se nos dados do

marcador PC-IGS, as linhagens BCCUSP 352 e 94, por apresentarem alta divergência

genética em relação às demais linhagens estudadas, poderiam ser consideradas uma espécie

distinta. Na árvore filogenética resultante da análise das sequências do marcador 16S-23S-ITS

rDNA no presente estudo (Figura 7) estas também formaram um grupo isolado e, de forma

semelhante ao que ocorreu para o PC-IGS, apresentaram uma divergência genética

relativamente alta em relação às demais. Estes dados corroboram com a observação de que se

tratam de linhagens que, apesar da ausência de diferenças morfológicas significativas, são

geneticamente bastante divergentes das outras linhagens estudadas. Assim, estas linhagens

podem representar uma espécie críptica de Geitlerinema.

Alta variabilidade genética entre linhagens deste gênero foi anteriormente observada

por alguns outros autores (MARGHERI et al., 2003; WOOD et al., 2002). Wood et al. (2002)

utilizando sequências do 16S rDNA também identificaram a presença de espécies crípticas

dentre as linhagens de Geitlerinema. Na árvore filogenética obtida por estes autores,

linhagens para as quais eles não observaram diferenças morfológicas demonstraram serem

geneticamente mais próximas a outros gêneros que umas às outras. Estes resultados ressaltam

a importância do uso das técnicas moleculares na taxonomia e filogenia por serem capazes de

identificar a ocorrência de espécies crípticas.

Nas árvores das árvores de Geitlerinema observou-se ainda que não houve separação

dos clados por distribuição geográfica e algumas linhagens brasileiras mostraram-se mais

próximas de linhagens européias que de outras brasileiras.
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Na árvore filogenética obtida para as sequências do PC-IGS de Microcystis as

sequências da morfoespécie M. wesenbergii formaram um clado monofilético (Figura 10,

grupo I). Em comparação com as demais morfoespécies do gênero Microcystis, as colônias de

M. wesenbergii podem ser mais facilmente distinguidas de outras devido às suas células de

grandes dimensões e à espessa bainha mucilaginosa (KOMÁREK; ANAGNOSTIDIS 1986).

A formação de um grupo monofilético contendo tais linhagens demonstra uma concordância

entre os dados morfológicos e moleculares.

Outros trabalhos também relataram a formação de um clado monofilético para as

linhagens de M. wesenbergii em árvores baseadas no marcador dos genes da ficocianina

(BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2001; SANCHIS et al., 2005; TAN et al., 2010). Além

disso, Bittencourt-Oliveira et al. (2001) relataram a presença de uma região distinta,

característica para as linhagens de M. wesenbergii. Tan et al. (2010) desenharam primers

dentro desta região específicos para esta morfoespécie, e indicaram o PC-IGS como um

marcador efetivo para sua caracterização. Esta região está dentro do gene cpcA, região

codificante e, em geral, mais conservada.

No presente estudo, verificou-se no gráfico de índice de informação de Shannon-

Wiener (Hx) (Figura 11) que esta mesma região se destacou por apresentar uma concentração

de sítios bastante variáveis. Assim, a região codificante do gene cpcA mostrou-se mais

variável que a região não codificante do espaçador PC (Figura 11), situação não comum.

Porém, grande parte desta variação deveu-se exatamente à divergência entre as linhagens de

M. wesenbergii e as demais linhagens.

Na árvore baseada no 16S-23S-ITS rDNA, houve a formação de um grupo com a

maioria das linhagens de M. wesenbergii (Figura 14, grupo I). Entretanto três linhagens de M.

wesenbergii ficaram fora deste agrupamento e M. novacekii (UAM 258) foi inclusa. Este

resultado está de acordo com outros trabalhos que utilizaram o mesmo marcador (OTSUKA et

al., 1999; SANCHIS et al., 2005; TAN et al., 2010; YOSHIDA et al., 2008). M. novacekii

(UAM 258) foi sequenciada por Sanchis et al. (2005) e os autores já haviam relatado sua

proximidade com as linhagens de M. wesenbergii. Outros marcadores como o rpoC1 e o 16S

rDNA também não formaram um grupo monofilético para as linhagens de M. wesenbergii

(LÈPERE; WILMOTTE; MEYER, 2000; NEILAN et al., 1997; OTSUKA et al., 2000;

YOSHIDA et al., 2008).

Para as demais morfoespécies inclusas nas análises, M. aeruginosa, M. viridis, M. flos-

aquae, M. novacekii e M. panniformis, não foram formados clados monofiléticos em nenhum

dos dois marcadores analisados. A caracterização destas morfoespécies, assim como das
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demais do gênero Microcystis, é baseada em caracteres observados em amostras da natureza.

Estes caracteres estão sujeitos à plasticidade fenotípica e muitas vezes são perdidos em

cultivo, impossibilitando sua identificação (OTSUKA et al., 2000; SANCHIS et al., 2005).

A não formação de grupos monofiléticos pelas morfoespécies de Microcystis já é bem

documentada na literatura (BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2001; HAANDE et al., 2007;

HERRY; NASRI; BOUAÏCHA, 2008; OTSUKA et al.,1998, 1999; TILLET; PARKER;

NEILAN, 2001; YOSHIDA et al., 2008; ZHANG et al., 2007). Otsuka et al. (2001)

realizaram hibridização DNA-DNA de morfoespécies do gênero de Microcystis e observaram

que a divergência entre elas nunca ultrapassou 70%. Baseando-se nestes resultados e na

filogenia do 16S, os autores propuseram a união de várias morfoespécies de Microcystis,

dentre elas M. aeruginosa, M viridis, M. novacekii e M. wesenbergii em um táxon único.

Além disso, consideraram que M. flos-aquae seria apenas uma variação morfológica deste

táxon.

Os resultados do presente trabalho corroboraram que várias morfoespécies de

Microcystis não correspondem a agrupamentos monofiléticos e precisam ser revistas. Porém,

a filogenia baseada no marcador PC-IGS indicou que a morfoespécie M. wesenbergii, ao

contrário do proposto por Otsuka et al. (2001), é geneticamente divergente e não deve ser

considerada um táxon único juntamente com as demais. A técnica de hibridização DNA-DNA

utilizada por estes autores é questionada tanto na sua aplicabilidade na delimitação de espécie

quanto na sensibilidade de seu processo (BAPTESTE; BOUCHER, 2008; VANDAMME et

al., 1996). Além disso, o marcador 16S rDNA, em muitos casos, mostra-se muito conservado

e não indicado para a distinção entre táxons próximos (FOX; WISOTZKEY; JURTSHUK,

1992). Assim, os estudos visando a reavaliação e possível unificação de morfoespécies do

gênero Microcystis devem utilizar outros marcadores, além do 16S rDNA.

A exemplo do que ocorreu em Geitlerinema, para as linhagens de Microcystis também

não foi observado nenhum padrão significante de agrupamento por distribuição geográfica,

tendo ocorrido, por exemplo, o agrupamento no mesmo clado de linhagens brasileiras,

européias, asiáticas e africanas tanto para o marcador PC-IGS (Figura 10, grupo II) quanto

para o 16S-23S-ITS (Figura 14, grupo III).
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5. CONCLUSÕES

� A hipótese inicial de transferência lateral do operon da ficocianina foi refutada,

pois as árvores obtidas para os marcadores PC-IGS e 16S-23S-ITS rDNA foram muito

semelhantes, tanto para as linhagens de Geitlerinema quanto para as de Microcystis.

� O uso de mais de um marcador molecular é importante em estudos de

filogenia.

� O marcador 16S-23S-ITS rDNA apresentou maiores dificuldades na

amplificação e sequenciamento das linhagens comparado com o PC-IGS.

� O marcador PC-IGS foi menos homoplásico e construiu árvores filogenéticas

com menor número de politomias e suporte estatístico mais significativo nos ramos principais

em comparação com as aquelas pelo 16S-23S-ITS rDNA, portanto, é o mais indicado quando

houver a necessidade de utilização de um único marcador

� A árvore filogenética baseada no marcador 16S-23S-ITS rDNA corroborou

com a proposta de que as morfoespécies G. amphibium e G. unigranulatum devem ser

consideradas sinonímias.

� As árvores filogenéticas das linhagens de Geitlerinema revelaram a presença

de linhagens geneticamente muito divergentes das demais e que podem representar espécies

crípticas dentro do grupo.

� A árvore filogenética baseada no marcador PC-IGS formou um clado

monofilético para as linhagens da morfoespécie M. wesenbergii concordando com os dados de

morfologia.

� Não foram formados clados monofiléticos para as morfoespécies M.

aeruginosa, M. viridis, M. flos-aquae e M. panniformis indicando que estas precisam ser

revistas.
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Figura 1. Morfoespécies de Geitlerinema. A. G. amphibium. B. G. unigranulatum. Barra de escala = 10μm.
Fonte: Bittencourt-Oliveira et al. (2009a).

A B
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A B

Figura 2. Morfoespécies de Microcystis. A. M. wesenbergii. B. M. aeruginosa. C. M. panniformis. Fonte:
A e B- Bittencourt-Oliveira et al. (2001); C- Bittencourt-Oliveira et al (2007b).

C



41

Figura 3. Árvore filogenética resultante da análise Bayesiana com sequências do PC-IGS contendo apenas as
linhagens de Geitlerinema spp. que tiveram o marcador 16S-23S-ITS rDNA sequenciado neste estudo. Valores
de bootstrap e probabilidade a posteriori (PP) foram apresentados nos ramos: NJ fonte em negrito, MP em
itálico, MV sublinhado e valor de PP (x100) marcado com *. As análises de bootstrap foram realizadas com
2000 réplicas. Para a análise Bayesiana foram realizadas duas corridas de quatro cadeias de Markov sobre
5.000.000 de gerações, amostrando-se a cada 100. Apenas valores de bootstrap e PP (x100) maiores que 70
foram apresentados. Linhagens em negrito foram sequenciadas neste estudo. Grupo externo: Spirulina subsalsa
PD2002/gca (AY575949) utilizado na análise mas não mostrado. A barra de escala corresponde a 0,05
substituições.
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Figura 4. Árvore filogenética resultante da análise Bayesiana com sequências do PC-IGS contendo as linhagens
de Geitlerinema spp. sequenciadas neste estudo e as selecionadas do GenBank. Valores de bootstrap e
probabilidade a posteriori (PP) foram apresentados nos ramos: NJ fonte em negrito, MP em itálico, MV
sublinhado e valor de PP (x100) marcado com *. As análises de bootstrap foram realizadas com 2000 réplicas.
Para a análise Bayesiana foram realizadas duas corridas de quatro cadeias de Markov sobre 5.000.000 de
gerações, amostrando-se a cada 100. Apenas valores de bootstrap e PP (x100) maiores que 70 foram
apresentados. Linhagens em negrito foram sequenciadas neste estudo. Grupo externo: Spirulina subsalsa
PD2002/gca (AY575949) utilizado na análise mas não mostrado. ** Linhagens identificadas por Bittencourt-
Oliveira (2009a) como Geitlerinema sp. A barra de escala corresponde a 0,06 substituições.
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Figura 5. Gráfico do Índice de Shannon-Wiener (Hx) para o alinhamento das sequências do PC-IGS de
Geitlerinema sequenciadas neste estudo e selecionadas do GenBank (PC-IGS Geitlerinema). O índice Hx
apresenta a variação em cada uma das posições do alinhamento.
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Figura 6. Gráfico do Índice de Shannon-Wiener (Hx) para a matriz de alinhamento das sequências do 16S-23S-
ITS rDNA de Geitlerinema (ITS-23S-ITS rDNA Geitlerinema). O índice Hx apresenta a variação em cada uma
das posições do alinhamento.
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Figura 7. Árvore filogenética resultante da análise Bayesiana com sequências do 16S-23S-ITS rDNA contendo
as linhagens de Geitlerinema spp. sequenciadas neste estudo. Valores de bootstrap e probabilidade a posteriori
(PP) foram apresentados nos ramos: NJ fonte em negrito, MP em itálico, MV sublinhado e valor de PP (x100)
marcado com *. As análises de bootstrap foram realizadas com 2000 réplicas e para a Bayesiana foram
realizadas duas corridas de quatro cadeias de Markov sobre 5.000.000 de gerações, amostrando-se a cada 100.
Apenas valores de bootstrap e PP (x100) maiores que 70 foram apresentados. Todas as linhagens foram
sequenciadas neste estudo. Grupo externo: Spirulina subsalsa PD2002/gca (AY575935) utilizado na análise mas
não mostrado. A barra de escala corresponde a 0,06 substituições.
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Figura 8. Árvore filogenética resultante da análise Bayesiana com sequências do PC-IGS contendo apenas as
linhagens de Microcystis spp. que tiveram o marcador 16S-23S-ITS rDNA sequenciado neste estudo. Valores de
bootstrap e probabilidade a posteriori (PP) foram apresentados nos ramos: NJ fonte em negrito, MP em itálico,
MV sublinhado e valor de PP (x100) marcado com *. As análises de bootstrap foram realizadas com 2000
réplicas. Para a análise Bayesiana foram realizadas duas corridas de quatro cadeias de Markov sobre 5.000.000
de gerações, amostrando-se a cada 100. Apenas valores de bootstrap e PP (x100) maiores que 70 foram
apresentados. Grupo externo: Cyanothece sp. ATCC 51142 (CP000806) utilizado na análise mas não mostrado.
A barra de escala corresponde a 0,03 substituições.
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Figura 9. Árvore filogenética resultante da análise Bayesiana com sequências do PC-IGS contendo as linhagens
de Microcystis spp. que tiveram o marcador 16S-23S-ITS rDNA sequenciado neste estudo e algumas
selecionadas do GenBank. Valores de bootstrap e probabilidade a posteriori (PP) foram apresentados nos ramos:
NJ fonte em negrito, MP em itálico, MV sublinhado e valor de PP (x100) marcado com *. As análises de
bootstrap foram realizadas com 2000 réplicas para NJ e MP e 200 réplicas para MV. Para a análise Bayesiana
foram realizadas duas corridas de quatro cadeias de Markov sobre 5.000.000 de gerações, amostrando-se a cada
100. Apenas valores de bootstrap e PP (x100) maiores que 70 foram apresentados. Grupo externo: Cyanothece
sp. ATCC 51142 (CP000806) utilizado na análise mas não mostrado. A barra de escala corresponde a 0,03
substituições.
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Figura 10. Árvore filogenética resultante da análise Bayesiana com sequências do PC-IGS contendo as
linhagens de Microcystis spp. que tiveram o marcador 16S-23S-ITS rDNA sequenciado neste estudo e todas as
demais selecionadas do GenBank. Valores de probabilidade a posteriori (PP) foram apresentados nos ramos.
Para a análise Bayesiana foram realizadas duas corridas de quatro cadeias de Markov sobre 5.000.000 de
gerações, amostrando-se a cada 100. Apenas valores de PP (x100) maiores que 70 foram apresentados. **
Linhagens presentes também na árvore do 16S-23S-ITS rDNA (Figura 14). Grupo externo: Cyanothece sp.
ATCC 51142 (CP000806) utilizado na análise mas não mostrado. A barra de escala corresponde a 0,01
b i i
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Figura 11. Gráfico do Índice de Shannon-Wiener (Hx) para o alinhamento das sequências do PC-IGS de
Microcystis (PC-IGS Microcystis B). O índice Hx apresenta a variação em cada uma das posições do
alinhamento.
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Figura 12. Árvore filogenética resultante da análise Bayesiana com sequências do marcador 16S-23S-ITS
rDNA sequenciadas neste estudo. Valores de bootstrap e probabilidade a posteriori (PP) foram apresentados nos
ramos: NJ fonte em negrito, MP em itálico, MV sublinhado e valor de PP (x100) marcado com *. As análises de
bootstrap foram realizadas com 2000 réplicas. Para a análise Bayesiana foram realizadas duas corridas de quatro
cadeias de Markov sobre 5.000.000 de gerações, amostrando-se a cada 100. Apenas valores de bootstrap e PP
(x100) maiores que 70 foram apresentados. Todas as linhagens foram sequenciadas neste estudo. Grupo externo:
Cyanothece sp. ATCC 51142 (CP000806) utilizado na análise mas não mostrado. A barra de escala corresponde
a 0,01 substituições.
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Figura 13. Árvore filogenética resultante da análise Bayesiana com sequências do marcador 16S-23S-ITS
rDNA sequenciadas neste estudo e algumas selecionadas do GenBank. Valores de bootstrap e probabilidade a
posteriori (PP) foram apresentados nos ramos: NJ fonte em negrito, MP em itálico, MV sublinhado e valor de PP
(x100) marcado com *. As análises de bootstrap foram realizadas com 2000 réplicas para NJ e MP e 200
réplicas para MV. Para a análise Bayesiana foram realizadas duas corridas de quatro cadeias de Markov sobre
5.000.000 de gerações, amostrando-se a cada 100. Apenas valores de bootstrap e PP (x100) maiores que 70
foram apresentados. ** Linhagens presentes também na árvore do PC-IGS (Figura 10). Linhagens em negrito
foram sequenciadas neste estudo. Grupo externo: Cyanothece sp. ATCC 51142 (CP000806) utilizado na análise
mas não mostrado. A barra de escala corresponde a 0,04 substituições.
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Figura 14. Árvore filogenética resultante da análise Bayesiana com sequências do marcador 16S-23S-ITS
rDNA sequenciadas neste estudo e todas as demais selecionadas do GenBank. Valores de probabilidade a
posteriori (PP) foram apresentados nos ramos. Para a análise Bayesiana foram realizadas duas corridas de quatro
cadeias de Markov sobre 5.000.000 de gerações, amostrando-se a cada 100. Apenas valores de PP (x100)
maiores que 70 foram apresentados. Linhagens em negrito foram sequenciadas neste estudo. Grupo externo:
Cyanothece sp. ATCC 51142 (CP000806) utilizado na análise mas não mostrado. A barra de escala corresponde
a 0,4 substituições.
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Figura 15. Gráfico do Índice de Shannon-Wiener (Hx) para a matriz de alinhamento das sequências do 16S-
23S-ITS rDNA de Microcystis (ITS-23S-ITS rDNA Microcystis B). O índice Hx apresenta a variação em cada
uma das posições do alinhamento.
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