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RESUMO 

 

DEXTRO, R. B. Biossíntese de metabólitos fotoprotetores em cianobactérias isoladas do 

Pantanal Brasileiro. 2023. 109 p. Tese (Doutorado em Ciências) – Centro de Energia Nuclear 

na Agricultura, Universidade de São Paulo, Piracicaba, 2023. 

O filo Cyanobacteria integra um importante grupo de organismos fotossintéticos oxigênicos e 

fixadores de nitrogênio atmosférico dos ecossistemas aquáticos e terrestres. A captação de 

energia solar para fotossíntese pode expor as cianobactérias a doses letais de radiação 

ultravioleta (RUV) em seus habitats naturais. Esses organismos neutralizam o efeito prejudicial 

da RUV sintetizando metabólitos secundários, tais como os aminoácidos do tipo micosporina 

(MAAs) e o alcaloide indólico heterocíclico escitonemina. Essas substâncias são altamente 

foto-estáveis e atuam como potentes fotoprotetores e antioxidantes, portanto, podem ser 

explorados biotecnologicamente pela indústria cosmética, além de apresentarem atividades 

anti-inflamatórias e anticoagulantes. A dominância das cianobactérias em muitas lagoas salino-

alcalinas do Pantanal brasileiro é frequente, onde estão expostas a altos índices de RUV e, 

teoricamente, devem sintetizar potentes substâncias fotoprotetoras. Desta forma, este estudo 

teve como objetivo realizar análises de agrupamentos gênicos e da produção de substâncias 

fotoprotetoras de cianobactérias isoladas das lagoas salino-alcalinas da região do Pantanal da 

Nhecolândia, MS, Brasil. Genes com a mesma função daqueles responsáveis pela síntese de 

MAAs e escitonemina foram encontrados nos genomas cianobacterianos das lagoas salino-

alcalinas e de linhagens adicionais e as produções constitutiva e estimulada por 72h de UVA+B 

destas cianobactérias mantidas em cultivo foi estimada. Os resultados demonstram que as 

linhagens do Pantanal não utilizam a síntese dos MAAs avaliados como estratégia central de 

proteção UV em contraste às linhagens de outros habitats. A principal contribuição deste projeto 

foi para a avaliação ecológica das cianobactérias isoladas do Pantanal e o conhecimento de 

substâncias fotoprotetoras produzidas por algumas cianobactérias brasileiras que possuem 

potencial para aplicações biotecnológicas.   

Palavras-chave: Ambientes extremos. Anotação gênica. Escitonemina. Micosporina. Radiação 

ultravioleta. 
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ABSTRACT 

 

DEXTRO, R. B. Biosynthesis of photoprotective metabolites in cyanobacteria isolated in 

the Brazilian Pantanal. 2023. 109 p. Tese (Doutorado em Ciências) – Centro de Energia 

Nuclear na Agricultura, Universidade de São Paulo, Piracicaba, 2023. 

The Cyanobacteria Phylum includes an important group of photosynthetic and atmospheric 

nitrogen-fixing organisms from aquatic and terrestrial ecosystems. The absorption of solar 

energy for photosynthesis potentially exposes cyanobacteria to lethal doses of UV radiation in 

their natural habitats. These organisms neutralize the negative effects of UV radiation by 

synthesizing secondary metabolites, such as mycosporine-like amino acids (MAAs) and the 

heterocyclic indole alkaloid scytonemin. These substances are very photo-stable and act as 

potent photo-protectors and antioxidants, which allows them to be biotechnologically explored 

by the cosmetics industry, also presenting anti-inflammatory and anticoagulant activity. The 

dominance of cyanobacteria in many alkaline soda lakes of the Brazilian wetlands (Pantanal) 

is frequent, in which they are exposed to high levels of UV and must synthesize photo-protector 

substances to survive. In this context, this project aimed to find gene groups and estimate photo-

protector molecule production from cyanobacteria isolated from the alkaline soda lakes of the 

wetlands in Nhecolândia (MS) and from additional strains. The genes responsible for MAAs 

and scytonemin production were located at the cyanobacterial genomes. Constitutive and UV-

induced production of all these lineages kept under cultivation were estimated. Both 

constitutive and UV-induced productions showed that Pantanal strains do not use the evaluated 

MAAs as their main UV-protection strategy, in contrast to strains from other habitats. The main 

contribution of this work was the ecological evaluation of cyanobacteria isolated from Pantanal, 

also adding knowledge concerning photo-protector substances produced by some Brazilian 

cyanobacteria with potential for biotechnological applications.  

 

Keywords: Extreme environment. Gene annotation. Micosporine. Scitonemin. Ultraviolet 

radiation. 
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1. Introdução e Revisão de Literatura 

 

Genômica e a taxonomia de cianobactérias  

As cianobactérias, microrganismos foto autotróficos, habitam o planeta Terra deste a 

era Paleoproterozóica há mais de 3,6 ± 0,2 bilhões de anos, contribuindo para a oxigenação da 

atmosfera (Garcia-Pichel et al., 2019). Graças ao seu metabolismo, as cianobactérias foram 

diretamente responsáveis pela formação da camada de ozônio, o que permitiu o florescimento 

das formas vida em um amplo espectro de complexidade. Além de seu interesse evolutivo, as 

cianobactérias atraem a atenção da comunidade científica devido à sua diversidade 

morfofisiológica, a qual as permite sobreviver e ocupar praticamente qualquer ecossistema 

terrestre e aquático, desde as tundras até os trópicos (Whitton; Potts, 2000). 

Os fatores principais que movem a pesquisa científica e o interesse econômico ao redor 

das cianobactérias estão envolvidos com seu papel ecológico nos ciclos biogeoquímicos dos 

nutrientes, seu valor agregado devido a síntese de produtos naturais ou a formação de florações 

em ambientes aquáticos. Contudo, seja qual for o motivo, o estudo de cianobactérias se 

beneficia de um agrupamento e classificação ordenados do grande volume de dados produzidos 

sobre estes microrganismos. Inicialmente, sua taxonomia era meramente baseada em 

morfologia utilizando regras pré-estabelecidas (Geitler, 1932; Desikachary, 1959; Bourrelly, 

1970), mas com a observação de sua enorme diversidade morfológica e genética, ficou claro 

que seria necessário agregar mais informações aos sistemas de classificação para melhor 

organizar sua diversidade. Também é relevante citar que um grande número de linhagens 

permanece não cultivável nos atuais métodos de cultivo laboratorial devido tanto à 

procedimentos de isolamento ineficientes ou requerimentos biológicos específicos. Isto cria 

uma barreira para a descrição da diversidade e papéis funcionais das cianobactérias que talvez 

só possa ser superada com o uso das “ômicas” (metagenômica, proteômica e transcriptômica, 

que são as análises de genomas, proteínas e RNA de uma amostra em escala de comunidade) e 

o contínuo desenvolvimento de novos métodos de cultivo, como live-FISH, iChip e incubadores 

microbianos em microescala (Kilbane, 2002; Teeling; Glöckner, 2012; Lewis et al., 2021). 

Deste modo, os sequênciamentos gênicos unidos aos bancos de dados de acesso público podem 

auxiliar a organizar os diferentes gêneros e famílias cianobacterianos, otimizando sua 

classificação e contribuindo para os esforços de descrever sua biologia, diversidade, genética e 

evolução.   
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As cianobactérias, apesar de serem amplamente estudadas, representam uma pequena 

fração dos genomas bacterianos depositados no banco de dados do National Center for 

Biotechnology Information (NCBI), inferior a 1,5% do total (Dextro et al., 2021). Desde sua 

fundação em 1988, o NCBI abriga dezenas de milhares de genomas e sequências gênicas de 

organismos com acesso público e gratuito, contribuindo para o desenvolvimento da taxonomia 

baseada em parâmetros genéticos, que foi o fator decisivo para a reformulação da maneira como 

a árvore filogenética da vida é organizada e como os alvos biotecnológicos são procurados nos 

organismos (Komárek; Kastovsky, 2003; Moustafa et al., 2009; Wang et al., 2011; Mueller et 

al., 2013; Zhu et al., 2019). A contínua produção de informações também permite a busca por 

novas formas de organização taxonômica e de formação de bancos de dados, difundindo cada 

vez mais estudos que se utilizam de metadados. 

A taxonomia de cianobactérias clássica, feita somente através da descrição morfológica 

das células de cada linhagem, se mostrou insuficiente para propriamente caracterizar os 

diferentes gêneros (Castenholz, 2015; Dvorak et al., 2015). A introdução da filogenética 

molecular feita por Woese et al. (1975) com o início das análises do RNA ribossomal 16S 

explorou a natureza conservativa deste marcador gênico através dos grupos cianobacterianos. 

Seu uso recente tem levado a uma reconstrução do filo Cyanobacteria, causando mudanças 

consideráveis nos níveis taxonômicos de família e ordem e revelando uma grande abundância 

de espécies crípticas (Komárek et al., 2014). Apesar das análises filogenéticas baseadas em 

RNA terem elucidado parte do agrupamento taxonômico destes microrganismos, elas ainda 

foram insuficientes para descrever as diferenças entre espécies cianobacterianas (Dvorak et al., 

2015). Com o advento do sequênciamento de alto rendimento, a popularização das ferramentas 

de bioinformática e o uso de múltiplas proteínas de cópia simples, foi possível construir árvores 

filogenômicas que melhoraram a resolução taxonômica das cianobactérias quando comparado 

às abordagens que utilizavam somente o RNA ribossomal (Komárek et al., 2014). 

Mais recentemente, com a melhoria das técnicas moleculares, a nova tendência tem sido 

o sequênciamento de reads longos visando a descrição completa dos genomas, contribuindo 

ainda mais com a classificação taxonômica (Paul et al., 2019). Ao invés de eliminar ou substituir 

as descrições morfológicas, ecológicas e fisiológicas, as informações moleculares constituem 

um dado complementar que fortalecem abordagens taxonômicas polifásicas (Komárek, 2016). 

Seu uso tem sido cada vez mais aceito na comunidade científica, permitindo a combinação dos 

dados de sequênciamento com critérios ecológicos e citomorfológicos. Deste modo, o 

sequênciamento do rRNA 16S se tornou a informação molecular mínima para a descrição de 

um táxon, sendo o passo inicial para a correta identificação taxonômica de uma espécie.  
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O uso universal de uma taxonomia baseada em dados genômicos permitiria que bancos 

de dados públicos como o NCBI evitassem problemas em nomenclatura e disseminassem suas 

informações de modo padronizado para aprimorar ainda mais os sistemas de classificação. 

Apesar de alguma resistência contrária ao uso de genomas e parâmetros genéticos para 

identificar gêneros e espécies de cianobactérias, deve-se destacar que os esforços mais recentes 

de classificação que utilizam este tipo de dado (como o GTDB, Genome Taxonomy Database) 

se baseiam no agrupamento das sequências através de similaridade com o genoma das espécies 

tipo, que são as espécies originalmente descritas pela primeira vez para cada gênero utilizando 

o método polifásico. Deste modo, ainda que os dados genéticos e moleculares se tornem 

relevantes e mais usuais, eles ainda estarão sendo usados juntamente aos dados de descrição 

ecológica e morfológica. Estas propostas de classificação que utilizam dados genômicos são 

apenas um exemplo de como o material genético dos organismos pode ser utilizado como uma 

ferramenta que favorece a organização taxonômica da diversidade microbiana.   

 

Identificando agrupamentos gênicos e descrevendo moléculas provenientes de culturas 

cianobacterianas 

Aliado à identificação da produção de substâncias de grande interesse biotecnológico, a 

maior disponibilidade de genomas tem facilitado a identificação e caracterização de 

agrupamentos gênicos de produtos naturais (Leikoski et al., 2010; Li et al., 2010; Donia; 

Schmidt, 2011; Kersten et al., 2011; Ziemert et al., 2012; Wang et al., 2015). Uma infinidade 

de agrupamentos gênicos codificadores de presumíveis substâncias biologicamente ativas tem 

se tornado disponível. As sequências genômicas de microrganismos têm permitido identificar 

genes precursores de produtos naturais conhecidos e também de novas substâncias. Estes 

estudos utilizam bancos de dados com sequências de genes envolvidos nas vias biossintéticas 

de moléculas já descritas, resultando em análogos de substâncias conhecidas, e algoritmos que 

detectam conjuntos de genes possivelmente codificantes de novas vias metabólicas secundárias, 

com produtos finais ainda desconhecidos. Essa abordagem genômica fornece informações do 

possível tipo de composto resultante de vias codificadoras em um agrupamento gênico 

biossintético e, em alguns casos, das predições estruturais dos produtos naturais gerados (Corre; 

Challis, 2009; Müller; Wink, 2014; Nett, 2014; Micallef et al., 2015). 

A análise do extrato orgânico da Anabaena variabilis PCC 7937, por exemplo,  

mostrou a produção da substância shinorina. A bioinformática revelou que essa linhagem 

possuía um agrupamento gênico homólogo de uma 3-dehidroquinase sintase (DHQS) e uma  

O-metiltransferase (OMT), propostos de estar envolvidos na biossíntese de MAAs. Análises 
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desta mesma cianobactéria encontraram outro DHQS supostamente relacionado com a 

biossíntese de chiquimato, mas não na montagem de MAAs (Singh et al., 2010). A mineração 

de mais genomas para homólogos de DHQS e OMT revelou que, quando presentes, eles 

estavam frequentemente no mesmo locus e que muitas cianobactérias tem o potencial genético 

para a biossíntese de MAAs. 

Em cianobactérias, policetídeo sintases, peptídeo sintetases não ribossômicas, ou 

moléculas híbridas destes dois tipos são mais comumente encontradas e são geralmente 

passíveis de deduções com base em métodos de bioinformática (Micallef et al., 2015). Na 

abordagem metabolômica baseada em espectrometria de massa, as deduções podem ser feitas 

sobre o número de substâncias e classes de substâncias presentes no extrato de um produto 

natural. Além disso, combinando a espectrometria de massa de alta resolução (HRMS), 

juntamente com o padrão isotópico molecular e análises de fragmentação baseada em MS-MS, 

é possível obter informações estruturais de substâncias desconhecidas. Por conseguinte, 

combinando genômica e metabolômica torna-se possível correlacionar substâncias específicas 

com agrupamentos gênicos, descobrindo e isolando novos produtos naturais (Kersten et al., 

2011; Medema et al., 2014). 

Metodologias que conjugam as estruturas de metabólitos secundários (quimiotipo) e o 

agrupamento gênico codificante (genótipo) têm levado ao desenvolvimento de minerações 

genômicas guiadas por espectrometria de massas (MS) (Kersten et al., 2011). A detecção de 

toxinas e outros metabólitos secundários de cianobactérias é um amplo campo de estudo que 

obteve grande desenvolvimento graças à aplicação de MS (Msagati et al., 2006; Lawton; 

Edwards, 2008; Dörr et al., 2011; Kaushik; Balasubramanian, 2013; Rambla-Alegre et al., 

2017). Apesar da existência de alguns compostos voláteis, como geosmina e terpenos, diversos 

metabólitos secundários de cianobactérias são não voláteis, relativamente hidrofílicos e 

ionizáveis, o que confere sucesso a métodos de análise como cromatografia líquida acoplada à 

espectrometria de massas (LC-MS). A LC-MS combina as funcionalidades da separação física 

da cromatografia líquida de alta performance (HPLC) com a capacidade de analisar massas da 

espectrometria de massas (MS). Esta ferramenta física caracteriza as moléculas pela medida da 

relação massa/carga (m/z) de espécies ionizadas. Uma vez que a espectrometria de massas mede 

a relação entre massa/carga, um espectrômetro de massas consiste em uma fonte de ionização 

para a obtenção de íons, um analisador de massas, o qual separa os íons formados, um detector 

desses íons e um sistema de aquisição dos dados gerados (Rambla-Alegre et al., 2017). 
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Enquanto a cromatografia líquida separa misturas com componentes múltiplos, a 

espectrometria de massas fornece a identidade estrutural dos componentes individuais, com alta 

especificidade molecular e sensibilidade de detecção. Esta técnica permite analisar substâncias 

bioquímicas de origens complexas (e.g. metabólitos de cianobactérias) (Stobiecki et al., 2006; 

Dass, 2007). Vários espectrômetros de massas com diversas combinações de fontes e 

analisadores são comercializados atualmente, entretanto as fontes de ionização FAB (fast atom 

bombardment), MALDI (matrix-assisted laser desorption/ionization) e ESI (electrospray 

ionization) têm sido as mais comumente aplicadas às análises de toxinas e outras moléculas 

cianobacterianas (Rambla-Alegre et al., 2017).  

A metabolômica baseada em espectrometria de massas (MS) tem se tornado a técnica 

preferida para detecção rápida e desreplicação de metabólitos secundários em culturas 

microbianas. Estas podem ser analisadas diretamente sem a necessidade de 

purificação/isolamento e grandes conjuntos de dados podem ser processados de uma só vez.  

A MS em tandem molecular (MS/MS) evoluiu nos últimos 5 anos para ajudar com êxito a 

prospecção de coleções químicas de produtos naturais, identificação de substâncias e 

priorização de linhagens microbianas para isolamento de metabólitos e sequênciamento de 

genoma (Wang et al., 2016). Resumidamente, a rede molecular baseada em MS é uma 

abordagem que organiza dados MS/MS com base na similaridade espectral. Como um 

determinado espectro é característico de uma determinada estrutura química, é possível 

organizar substâncias conhecidas e desconhecidas baseando-se na sua similaridade estrutural. 

Portanto, redes moleculares baseadas em MS são uma ferramenta poderosa para a desreplicação 

de amostras químicas complexas, como produtos naturais (Yang et al., 2013). Além disso, esta 

técnica é compatível com o Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS), 

um banco de dados de acesso aberto para organização e compartilhamento de dados espectrais 

MS/MS brutos, processados ou identificados (Wang et al., 2018). Desta forma, a combinação 

de redes moleculares e do GNPS pode reforçar a identificação de classes e compostos químicos 

específicos e auxiliar a priorização de amostras para investigações adicionais (Larson et al., 

2017). 

 

Efeitos da radiação ultravioleta  

A radiação ultravioleta (RUV) é provavelmente o fator abiótico que mais influenciou a 

evolução e a ecologia da biosfera (Banaszak; Lesser, 2009). Sob as condições anteriores à 

ocorrência de vida na Terra, a exposição direta a radiação solar (em todas as suas frações, UVA, 

UVB e UVC) teria rapidamente causado danos ao DNA e a consequente morte dos organismos 
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expostos. O enriquecimento gradual de O2 da atmosfera pelas cianobactérias, o provável 

primeiro grupo de organismos a realizar a fotossíntese oxigênica, propiciou o desenvolvimento 

de novas formas de vida, autotróficas e heterotróficas, mas foi somente depois da foto-oxidação 

atmosférica de O2 em ozônio, fato que criou um eficiente escudo antirradiação, que a vida 

terrestre foi possível. Atualmente, a camada fotoprotetora de ozônio tem se exaurido devido a 

poluentes, deixando “buracos” acima das grandes zonas tropicais, as quais estão sob risco 

progressivo de superexposição a ondas curtas prejudiciais de radiação UVB (Lubin; Jensen, 

1995). 

A radiação solar consiste principalmente em radiação ultravioleta-B (parcialmente 

absorvida pelo ozônio) altamente energética (UVB; 280-315 nm), que pode ser letal para a 

maioria dos organismos expostos continuamente ao sol, desde procariotos até eucariotos (Sinha 

et al., 2007; Häder; Gao, 2015). Seus efeitos, como queimaduras nas áreas expostas, estão 

associados a absorção direta de radiação por biomoléculas, sendo que indiretamente o UVB 

causa a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS). A radiação UVA (315-400 nm), que 

chega à Terra em quase sua totalidade (99%), possui efeitos indiretos via transferência de 

energia e está mais associada ao envelhecimento precoce. Já a radiação UVC (100-280 nm) é 

totalmente absorvida pelo oxigênio e o ozônio da atmosfera. 

Os organismos dependentes da luz não podem evitar a exposição à RUV; assim, as 

cianobactérias sempre enfrentaram altos índices de radiação em seu delicado equilíbrio entre 

excesso e falta de exposição à luz suficiente para a fotossíntese. Pode-se dizer que este fator 

abiótico agiu como pressão evolutiva levando à seleção de mecanismos de proteção contra esta 

radiação (Sinha; Häder, 2008). Para neutralizar o efeito prejudicial da RUV, as cianobactérias 

sintetizam metabólitos secundários, como os aminoácidos do tipo micosporina (MAAs) e a 

escitonemina, que servem como fotoprotetores naturais (Richa et al., 2011). A escitonemina 

tem sido encontrada somente em cianobactérias, mas os MAAs são produzidos também por 

microalgas e macroalgas, leveduras, fungos, corais e outras formas de vida marinha (Llewellyn; 

Airs, 2010).  

 

Produção de metabólitos fotoprotetores em cianobactérias 

Os membros pertencentes ao filo Cyanobacteria são as únicas bactérias conhecidas por 

realizar a fotossíntese oxigênica e, mesmo expostos a doses letais de RUV, elas desenvolveram 

vários mecanismos de defesa para atenuar, proteger ou reparar os efeitos prejudiciais da 

radiação (Figura 1). Especificamente os metabólitos secundários fotoprotetores têm sidos 

explorados biotecnológica e comercialmente de várias maneiras. Considerando a ampla 
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distribuição das cianobactérias nos ambientes tropicais e subtropicais do Brasil, inclusive nas 

lagoas salino-alcalinas do Pantanal onde alguns gêneros formam florações quase que 

intermitentes (Andreote et al., 2018), e a falta de estudos sobre a genética e produção dessas 

substâncias fotoprotetoras por cianobactérias brasileiras, torna-se importante a identificação e 

classificação dessas substâncias visando uma futura aplicação biotecnológica na indústria 

cosmética, farmacêutica e alimentícia. 

 

 

Figura 1. Estratégias utilizadas pelas cianobactérias para lidar com os efeitos prejudiciais da radiação 

UV solar (adaptado de Derikvand et al., 2016). 

 

Aminoácidos do tipo micosporina (MAAs) em cianobactérias 

Os MAAs são um grupo de mais de 20 metabólitos hidrossolúveis, absorventes de UV, 

que fornecem proteção contra fótons altamente energéticos nos comprimentos de onda de 

radiações UVA nocivas e UVB de ondas curtas (Schmid et al., 2003). A forte proteção é  

devida aos seus coeficientes de extinção molar extremamente altos (Ɛ) (Ɛ = 28100−50000 l 

mol−1 cm −1) (Wada et al., 2013). Os MAAs são encontrados no citoplasma e bainha externa de 

cianobactérias, onde atuam como filtros para prevenir danos induzidos por UV (Llewellyn; 

Airs, 2010; Carreto; Carignan, 2011; Wada et al., 2015), também sendo moléculas incolores de 

baixo peso molecular (<400 Da) com absorção máxima que varia entre 310−362 nm e que 

contêm um anel cicloexanona central ou ciclohexenimina que é responsável pela absorção do 

UV (Nakamura et al., 1982).  
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A biossíntese de shinorina, um dos MAAs mais explorados, foi elucidada em 

cianobactérias em 2010 (Balskus; Walsh, 2010; Singh et al., 2010). Em Anabaena variabilis 

ATCC 29413 (sinônimo de PCC 7937), o agrupamento gênico da biossíntese de shinorina 

consiste de quatro genes: ava_3855 a ava_3858 (Figura 2A). Nessa via do ácido chiquímico, o 

primeiro passo na biossíntese de shinorina é a conversão do 3-deoxi-D-arabino-heptulosonato 

(DAHP) a 3-dihidroquinato (DHQ) por uma DHQ sintase (DHQS, gene Ava_3858) (Figura 

2B). Em seguida, o DHQ é convertido em 4-desoxigadusol (4DG) por uma O-metiltransferase 

(O-MT) (gene Ava_3857). A glicilação de 4DG é catalisada por uma ligase ATP-grasp (gene 

Ava_3856), resultando na produção de micosporina-glicina. A anexação de serina a 

micosporina-glicina por um peptídeo não ribossômico sintetase (NRPS) (gene Ava_3855) 

resulta no produto final shinorina. 

Uma rota alternativa de produção de 4DG foi descoberta na cianobactéria Nostoc 

punctiforme ATCC29133 (sinônimo de PCC73102) e envolve a via da pentose fosfato 

(Balskus; Walsh, 2010). A biossíntese é semelhante ao do precursor DAHP da via do ácido 

chiquímico e envolve genes homólogos (NpR5598 a NpR5600, Figura 2A). Nessa via o 

precursor é o sedoheptulose-7-fosfato (SH7P) que é convertido a 2-epi-5-epi-valiolone (EVS) 

por uma EVS sintase (EEVS, NpR5600) (Figura 2B). Em seguida, o EVS é convertido a  

4-desoxigadusol (4DG) por uma O-metiltransferase (O-MT) (gene NpR5599). A glicilação de 

4DG é catalisada por uma ATP-grasp (gene NpR5598), resultando na produção de micosporina-

glicina. A anexação de serina a micosporina-glicina e consequente produção da shinorina nesta 

via é feita pela ligase D-Ala-D-Ala (gene NpR5597) e não por uma NRPS. 
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Figura 2. Diagrama esquemático da via biossintética de shinorina em cianobactérias.  

(A) Agrupamentos gênicos biossintéticos da shinorina nos genomas da Anabaena variabilis ATCC 

29413 e Nostoc puctiforme ATCC 29133. (B) Síntese dos intermediários da via do ácido chiquímico 

(A. variabilis ATCC 29413) e da pentose fosfato (N. puctiforme ATCC 29133). Enzimas e genes  

(em itálico) envolvidos no processo são mencionados nas laterais das setas para ambas as vias. 

 

Esses metabólitos secundários têm sido explorados de várias maneiras. Os MAAs com 

alta propriedade de absorção de radiação podem ser usados como protetores UV e ativadores 

de proliferação celular em cosméticos e produtos de higiene (Conde et al., 2000; Whitehead; 

Hedges, 2005; Torres et al., 2006). Alguns deles têm potencial para proteger as células de 

fibroblastos da morte celular e o envelhecimento da pele humana quando estes processos são 

induzidos pela radiação UV (Schmid et al., 2004; Oyamada et al., 2008). Estudos mostraram 

que os MAAs têm atividade antioxidante e mantêm este sistema de defesa da pele ativo, bem 

como a expressão de proteínas de estresse tipo Hsp70 (De la Coba et al., 2007a; 2007b; 2009). 

Análogos de MAAs, como os produtos de tetrahidopiridina, têm uso comercial como agentes 

de proteção solar (Chalmers et al., 1990; Bird et al., 1991; De la Coba et al., 2007b). Além 

disso, dois produtos comerciais de filtros solares (Helioguard 365® e Helionori®) contendo 

extrato de MAAs (shinorina e porphyra-334) da alga vermelha Porphyra umbilicalis já estão 

no mercado (Lawrence, 2017). Os MAA também podem ser utilizados como aditivos foto 

estabilizantes em plásticos, tintas e vernizes (Bandaranayake, 1998). 
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Escitonemina em cianobactérias 

Outro mecanismo de defesa desenvolvido pelas cianobactérias é a síntese e o acúmulo 

da substância escitonemina, a qual tem uma absorção máxima a 380 nm e é encontrada na 

bainha de polissacarídeo extracelular de cianobactérias, servindo como proteção contra a RUV 

solar de curto comprimento de onda. Esse pigmento lipossolúvel é uma pequena molécula 

dimérica (544 Da) exclusiva entre os produtos naturais, sendo composto por subunidades 

indólicas e fenólicas ligadas por um átomo de carbono olefínico (Figura 3). Devido ao seu 

grande coeficiente de extinção (Ɛ = 250 l g−1 cm−1 a 384 nm), a escitonemina é considerada uma 

substância fotoprotetora altamente eficiente (Wada et al., 2013). Existem duas formas de 

escitonemina com base nas condições redox e ácido-base durante o processo de extração: uma 

forma oxidada (Figura 3A) chamada fuscoclorina e uma forma reduzida (Figura 3B), conhecida 

como fuscorodina. 

 

 
Figura 3. Estrutura química da escitonemina. (A) forma oxidada e (B) forma reduzida  

(adaptado de Derikvand et al., 2016). 

 

 

A escitonemina é sintetizada a partir de metabólitos da biossíntese de aminoácidos 

aromáticos (triptofano e tirosina) (Figura 4A). Os mecanismos específicos da indução de 

escitonemina não são claros, mas múltiplos sinais ambientais atuam para determinar o nível 

desse pigmento em várias espécies cianobacterianas (Rastogi et al., 2015). O tratamento de 

células cianobacterianas com UVA induz eficientemente a síntese de escitonemina, enquanto a 

luz azul, verde ou vermelha não tem efeito significativo (Garcia-Pichel; Castenholz, 1991). 

Outros fatores de estresse também podem afetar a síntese desse alcalóide em cianobactérias. 

Em Chroococcidiopsis sp., o aumento da temperatura e das condições foto-oxidativas em 

conjunto com a exposição a UVA provocam um aumento sinérgico na taxa de produção de 

escitonemina, enquanto o aumento da concentração de sal inibi sua síntese (Dillon et al., 2002). 
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Em contraste, outro estudo mostrou que a salinidade induziu a produção de escitonemina em 

Lyngbya aestuarii (Rath et al., 2012). O estudo dos efeitos da fonte de nitrogênio (N2, NO3
- ou 

NH4
+) na síntese de escitonemina em Nostoc punctiforme, mostrou que está espécie de 

cianobactéria sintetizou de três a sete vezes mais escitonemina enquanto fixava N2 atmosférico 

através de seus heterócitos do que quando utilizava nitrato ou amônio (Fleming; Castenholz, 

2008). 

O agrupamento gênico biossintético putativo de escitonemina contendo 18 quadros 

abertos de leitura (ORFs: NpR1259 – NpR1276) foi primeiramente descrito na Nostoc 

punctiforme ATCC 29133 (Figura 4B, Soule et al., 2007). Genes ortólogos associados a 

escitonemina da linhagem ATCC 29133 foram encontrados nos genomas sequênciados de 

Anabaena PCC 7120, Lyngbya PCC 8106, Nodularia spumigena CCY 9414 e nas linhagens de 

Cyanothece sp. PCC 7822 e PCC 7424 (Sorrels et al., 2009; Soule et al., 2009a). Os níveis de 

transcrição de todos os 18 genes foram aumentados após 48 horas de exposição a UVA e todos 

foram transcritos em conjunto como parte de uma única unidade de transcrição (Soule et al., 

2009b). Uma vez que a escitonemina tenha alcançado quantidades suficientes na camada da 

bainha extracelular para bloquear a entrada de UVA, a expressão gênica retorna aos níveis 

mínimos e a síntese é interrompida (Sorrels et al., 2009; Soule et al., 2009b). Um estudo de 

expressão heteróloga da escitonemina produziu a fração monomérica desta molécula a partir de 

triptofano e tirosina em Escherichia coli e mostrou que apenas três enzimas foram necessárias 

para sua produção in vivo (Malla; Sommer, 2014). O mecanismo preciso da biossíntese de 

escitonemina ainda é ambíguo, mas sua biossíntese em cianobactérias parece ser um processo 

altamente conservado (Rastogi et al., 2015). Uma via biossintética proposta pressupõe que as 

enzimas scyA, B e C catalisam a síntese de monômeros de escitonemina, enquanto scyC, D e F 

catalisam a dimerização das subunidades (Figura 4B, Wada et al., 2013). 
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Figura 4. Diagrama esquemático da via biossintética de escitonemina em cianobactérias. (A) Proposta 

da via biossintética de escitonemina (Wada et al., 2013). (B) Agrupamento gênico biossintético 

putativo de escitonemina no genoma da Nostoc punctiforme ATCC 29133 (adaptado de Soule et al., 

2009). As setas representam genes e sua orientação transcricional. Genes reguladores  

(setas preenchidas azuis); genes biossintéticos estruturais do núcleo (setas preenchidas vermelhas); 

genes biossintéticos centrais antecipados para o passo de dimerização final (setas abertas vermelhas); 

glicosiltransferase (seta preenchida verde); genes biossintéticos de aminoácidos aromáticos  

(setas preenchidas pretas); função desconhecida (seta aberta preta). 

 

A escitonemina, como um produto natural, poderia ser estabilizada e isolada para uso 

em filtros solares e cosméticos, visto que ela foi refinada por centenas de milhões de anos em 

processos biológicos de adaptação e seleção que a tornam eficiente na absorção da radiação 

ultravioleta (Gao; Garcia-Pichel, 2011a). O papel biológico da escitonemina como um protetor 

solar tem gerado grande interesse entre os dermatologistas para seu uso na proteção da pele 

(Karlsson, 2011; Siezen, 2011). Soma-se a isso relatos do potencial da escitonemina como uma 

droga anti-inflamatória e anti-proliferativa, inibindo seletivamente quinases, a proliferação de 

fibroblastos e de células endoteliais (Stevenson et al., 2002a; 2002b) e tumorais (McInnes et 

al., 2005; Zhang et al., 2007; Duan et al., 2010). A escitonemina também tem potencial 

anticancerígeno indutor de apoptose (Eble et al., 2004), inibindo a quinase 1 do tipo Polo 

(“polo-like kinase 1”, PLK1), agindo de maneira dependente da concentração (Stevenson et al., 
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2002b; Zhang et al., 2013). Por fim, a escitonemina também mostrou ter atividade antioxidante 

(Takamatsu et al., 2003; Ninomiya et al., 2011; Matsui et al., 2012) e ser um forte antagonista 

de cálcio (Helms et al., 1988). 

 

Potencial biotecnológico nas lagoas salinas do Pantanal 

Com relação aos microrganismos de interesse deste estudo, destaca-se que as primeiras 

publicações sobre as cianobactérias na região do Pantanal foram em levantamentos florísticos 

realizados no século passado por pesquisadores estrangeiros (Borge, 1925; Drouet, 1938). 

Passados mais de 50 anos, vários trabalhos sobre a distribuição espacial e/ou temporal do 

fitoplâncton no Pantanal foram publicados contendo alguns táxons de cianobactérias (De-

Lamonica-Freire; Heckman, 1996; Oliveira; Calheiros, 2000; Domitrovic, 2002, Malone et al., 

2007). Entretanto, somente anos mais tarde houve trabalhos publicados com as descrições mais 

detalhadas ou ilustrações focadas nos táxons cianobacterianos encontrados no Pantanal (Santos; 

Sant’Anna, 2010; Malone et al., 2012). 

A abordagem molecular para classificação utilizando o gene de 16S rRNA amplificados 

por PCR a partir de DNA extraído de cianobactérias isoladas do Pantanal foi aplicada pela 

primeira vez em 2014 (Andreote et al., 2014), sendo também usada em outros trabalhos 

posteriores (Vaz et al., 2015; Genuário et al., 2017; Santos et al., 2018). Um estudo usando o 

sequênciamento massivo do 16S rRNA de amostras de água coletadas nas lagoas do Pantanal 

foi publicado em 2016 (Costa et al., 2016), seguido de outro de metagenômica das lagoas salino-

alcalinas do Pantanal da Nhecolândia (Andreote et al., 2018).  

A predominância de florações dos gêneros de Anabaenopsis e Arthrospira nas lagoas 

salino-alcalinas do Pantanal tem sido relatada tanto nos estudos de levantamentos florísticos 

(Santos; Sant’Anna, 2010; Malone et al., 2012) como nos estudos moleculares independentes 

de cultivo (Costa et al., 2016; Andreote et al., 2018). Em muitas dessas lagoas, devido às 

condições ambientais extremas, não existem plantas em seu interior ou periferia (Costa; Telmer, 

2006). Assim, a importância relativa de outros organismos fotoautotróficos, como as 

cianobactérias, é ampliada, principalmente com relação aos processos de sequestro de carbono 

e sustentação da cadeia alimentar microbiana. Um estudo realizado com uma linhagem de 

Anabaenopsis elenkinii isolada de uma lagoa salino-alcalina do Pantanal comprovou que as 

maiores taxas de crescimento ocorrem em pH 10,5, e que em valores menores de pH (9,5 e 7,0) 

esta espécie apresenta crescimento limitado tanto em termos de densidade como em biomassa 

(Santos et al., 2011). O isolado de Arthrospira, no entanto, mostrou as maiores taxas de 

crescimento em pH 9,5, mas com maior disponibilidade de nitrogênio (Santos, 2013).  
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A caracterização morfológica e filogenética de alguns isolados de Anabaenopsis elenkinii das 

lagoas do pantanal foi recentemente relatada contribuindo para a melhor descrição deste gênero 

(Santos et al., 2018; Delbaje et al., 2021). 

Este projeto de pesquisa está inserido dentro do projeto temático “Mudanças Climáticas 

e Impactos Ambientais em áreas alagadas (Wetlands) do Pantanal (Brasil): quantificação, 

fatores de controle e previsão em longo prazo” (FAPESP 2016/14227-5) como uma vertente de 

análise de potencial biotecnológico das cianobactérias das lagoas salinas do Pantanal.  

Por ocorrerem em um ambiente exposto a elevados índices de radiação UV, teoriza-se que as 

linhagens do Pantanal apresentarão os genes envolvidos na síntese de MAAs e que 

provavelmente sintetizem estes metabolitos como parte de suas estratégias de proteção contra 

danos relacionados a radiação solar.  

 

1.1. Objetivo 
 

Este estudo visa avaliar a capacidade de produção de substâncias fotoprotetoras por 

cianobactérias isoladas de lagoas salino-alcalinas do Pantanal da Nhecolândia, MS, Brasil. 

Além da produção constitutiva e aquela estimulada por UV, serão identificados os genes 

funcionais envolvidos na biossíntese desses metabólitos secundários.  

 

1.2. Objetivos específicos 
 

I. Acessar, por meio de ferramentas de bioinformática, a presença de genes 

envolvidos na produção de MAAs e escitoneminas nos genomas cianobacterianos do 

Pantanal; 

II. Identificar e quantificar a produção constitutiva de MAAs selecionados nos 

cultivos cianobacterianos por cromatografia líquida de alta performance e 

espectrometria de massas; 

III. Promover a indução da produção de MAAs utilizando radiação ultravioleta 

(UV); 

IV. Avaliar o gene mysD e sua enzima em relação a síntese de MAAs provenientes 

de espécies cianobacterianas que possuem o agrupamento gênico mys organizado em 

seus genomas. 
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1.3. Estrutura da Tese 

 

Esta tese de doutorado foi organizada com a introdução e revisão bibliográfica geral, 

que contempla as grandes áreas do tema de trabalho, seguida de quatro capítulos fundamentados 

nas experimentações que buscaram atender a cada um dos objetivos específicos, facilitando 

assim sua compreensão e detalhamento.  
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2. Anotação gênica relacionada a escitonemina e MAAs 

 

Resumo 
O uso de ferramentas de bioinformática para a busca de genes biossintéticos de interesse em genomas 

sequênciados tem se popularizado nas últimas décadas. Moléculas especificas e bem descritas, tais como 

a escitonemina e os aminoácidos do tipo micosporina (MAAs), podem ser anotadas diretamente nos 

genomas utilizando-se bibliotecas de sequências conhecidas. As cianobactérias brasileiras, expostas ao 

clima tropical e a grande incidência de radiação solar, têm grandes chances de possuir estes genes em 

seus genomas. A anotação automática de cada genoma foi feita através dos programas Blast e Prokka, 

seguida de uma anotação manual no software Artemis. Adicionalmente, exploraram-se as relações 

filogenéticas de um gene central da via da escitonemina (scyA) através do programa Phylogeny.fr e as 

semelhanças evolutivas das linhagens estudadas com uma análise filogenômica realizada com o GTDB-

tk. A maior parte dos agrupamentos funcionais necessários para a síntese de escitonemina e MAAs 

foram encontrados e descritos como agrupados de forma contínua (cluster) ou não. As relações 

filogenéticas apontam para uma possível explicação evolutiva dos padrões gênicos encontrados. 

 

2.1. Introdução específica 

 

A produção de aminoácidos do tipo micosporinas (MAAS) e escitonemina em 

cianobactérias tem sido cada vez mais vinculada a presença de arranjos gênicos específicos que 

induzem a produção destes compostos (Gao; Garcia-Pichel, 2011a; Hu et al., 2015; Katoch et 

al., 2016; Geraldes; Pinto, 2021). A organização destes genes pode ocorrer de diversas formas 

nos genomas cianobacterianos, mas evidências descritas para outros compostos, como a 

bacteriocina (Wang et al., 2011) e os próprios MAAs (Geraldes et al., 2020) apontam para a 

hipótese de que uma maior organização e proximidade dos genes envolvidos na biossíntese de 

produtos naturais resulta em maiores produções constitutivas e também induzidas por fatores 

de estresse.  

Outra vertente de estudo na literatura aponta para a relação entre a síntese de compostos 

fotoprotetores e o habitat de origem das linhagens. Isto poderia ser não somente determinante 

para a história evolutiva dos arranjos gênicos como também induzir uma expressão diferencial 

dos genes codificadores das enzimas envolvidas, estimulados por fatores ambientais (Huang et 

al., 2016). Os biomas brasileiros representam uma porção considerável da diversidade global 

de microrganismos, induzindo metabolismos celulares que podem levar a produção de 

compostos biologicamente ativos de interesse biotecnológico (Thajuddin; Subramanian, 2005). 
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Cianobactérias de ecossistemas dominados por cobertura florestal, como a Mata 

Atlântica e a Amazônia, estão expostas a condições ambientais muito distintas daquelas que 

habitam corpos d’água altamente expostos a radiação, como as lagoas salino-alcalinas do 

Pantanal e os reservatórios continentais de água doce presentes em todo o território brasileiro. 

Se por um lado florestas mantêm a umidade local através de elevadas taxas de 

evapotranspiração, elas também criam um efeito de sombreamento sobre os riachos e as 

superfícies em que cianobactérias colonizam abaixo das copas das árvores (Malhi et al., 2002). 

Em contraste, partes do Pantanal, do Cerrado, da Caatinga, em lagos e reservatórios sem 

cobertura vegetal, a exposição à radiação solar é direta, acelerando o processo de quebra da 

matéria orgânica dissolvida e causando a formação de espécies reativas de oxigênio (Häder; 

Gao, 2015). Devido à localização geográfica, no Pantanal, por exemplo, são registrados índices 

de radiação ultravioleta (RUV) que variam de elevados no inverno (6 a 8) à extremamente 

elevados (acima de 11) durante o solstício de verão (Côrrea, 2015). 

A busca por genes envolvidos com substâncias de interesse médico e econômico em 

microrganismos vem se tornando uma prática cada vez mais difundida em virtude das 

ferramentas de bioinformática que permitem acessar estes dados (Huang et al., 2007). 

Programas de anotação automática permitem a descrição de informações taxonômicas e 

funcionais de sequências-alvo a partir de bancos de dados. Contudo, é relevante realizar a 

curadoria manual das predições, a fim de confirmar a presença de genes em um organismo 

específico (Winnenburg et al., 2008). Embora consuma tempo, esta etapa pode corrigir erros 

provenientes dos programas automáticos. Assim, este capítulo explorou por meio de 

ferramentas de bioinformática a presença de genes envolvidos na produção de escitonemina nos 

genomas cianobacterianos do Pantanal e de MAAs em linhagens isoladas de diversos locais do 

Brasil a fim de estabelecer relações entre o arranjo gênico, habitat e suas afinidades 

taxonômicas. Portanto, a hipótese a ser testada é de que cianobactérias como as do Pantanal, 

intensamente expostas à radiação solar em seus habitats de origem, possuem o arcabouço gênico 

relacionado aos MAAs e escitonemina de modo organizado em seus genomas, o que otimizaria 

a síntese destes compostos utilizados em foto proteção.  
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2.2. Materiais e Métodos 

 

Análise de agrupamentos gênicos envolvidos na produção de escitonemina em genomas de 

cianobactérias do Pantanal 

 

Para as anotações envolvendo a escitonemina, foram usadas apenas as linhagens de 

cianobactérias isoladas das lagoas salino-alcalinas do Pantanal (Anabaenopsis elenkinii 

CCIBt3563, Geminocystis sp. CENA526, Pantanalinema rosanae CENA516, Alkalinema 

pantanalense CENA528, Arthrospira platensis CENA597 e Arthrospira platensis CENA650). 

Seus genomas, sequênciados pelo Laboratório de Ecologia Molecular de Cianobactérias 

(CYANOS) do CENA/USP, foram utilizados na anotação dos genes putativos envolvidos na 

produção de escitonemina, sendo eles TyrA, TrpA, TrpB, TrpC, TrpD, TrpE, AroB, AroG, a 

família scy (A, B, C, D, E e F), DsbA e genes envolvidos com a codificação de 

glicosiltransferases, hidrolases, fosfatases e PP-transferases (Soule et al., 2007; Sorrels et al., 

2009; Wada et al., 2013).  

A fim de explorar a relação dos genes encontrados nas linhagens do Pantanal com outras 

cianobactérias descritas como produtoras de escitonemina, realizou-se a filogenia do gene scyA 

a partir das sequências de aminoácidos dos genes descritos como codificadores da acetolactase 

sintase dependente de difosfato de tiamina, enzima responsável pela junção das moléculas 

índole-3-piruvato (I3P) e p-hidroxifenil piruvato (HPP), formando um β-cetoácido precursor do 

monômero de escitonemina (Gao; Garcia-Pichel, 2011a; Siezen, 2011; Pathak et al., 2017).  

Este gene foi escolhido por estar envolvido com a formação de um composto essencial desta 

via biossintética. 

Para a filogenia do gene scyA, as sequências com maior identidade (>70%) e cobertura 

(>85%) advindas do BLAST 2.8.1+ (Boratyn et al., 2013) da linhagem Chlorogloeopsis sp. 

CGS089 (Soule et al., 2009b) foram agrupadas e organizadas filogeneticamente na plataforma 

online Phylogeny.fr (Dereeper et al., 2008; 2010). O alinhamento foi feito através do MUSCLE 

(Edgar, 2004), a curadoria utilizou o Gblocks (Castresana, 2000), a montagem da filogenia foi 

feita através do PhyML (Guindon; Gascuel, 2003; Anisimova; Gascuel, 2006) e a renderização 

da árvore foi realizada através do TreeDyn (Chevenet et al., 2006). 
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Análise de agrupamentos gênicos envolvidos na produção de MAAs em cianobactérias dos 

biomas brasileiros 

 

Os genomas de 24 cianobactérias utilizados nas avaliações dos arranjos gênicos 

envolvidos com aminoácidos do tipo micosporina foram selecionados de modo a representar os 

biomas nacionais (Figura 5). Alkalinema sp. CACIAM70d, Limnothrix rosea CACIAM69d, 

Nostoc piscinale CENA21 e Amazonocrinis nigriterrae CENA67 são linhagens isoladas de 

amostras de solo e água da Amazônia. Alkalinema pantanalense CENA528, Anabaenopsis 

elenkinii CCIBt3563, Geminocystis sp. CENA526, Arthrospira platensis CENA597 e 

CENA650, Pannus brasiliensis CCIBt3594 e Pantanalinema rosanae CENA516 foram 

amostradas em diferentes lagoas salino-alcalinas do Pantanal. Coletadas em um lago de água 

doce e de água salobra de criadouros de camarões, respectivamente, Cylindrospermopsis 

raciborskii CENA303 e Nodularia spumigena CENA596 representam o bioma Pampa na 

região sul do Brasil. O bioma com maior representação foi a Mata Atlântica, com Brasilonema 

bromaliae SPC951, as linhagens de Brasilonema octagenarum UFV-E1 e UFV-OR1, 

Brasilonema sennae CENA114 e Brasilonema sp. UFV-L1, isoladas em sua maioria da 

superfície foliar de diversas plantas. Ainda neste bioma, Cylindrospermopsis raciborskii 

CENA302 e Microcystis aeruginosa SPC777 foram isoladas de amostras de água da represa 

Billings (SP) e a linhagem Oxynema sp. CENA135 foi coletada no mangue da ilha do Cardoso. 

Fischerella sp. CENA161 foi isolada em uma amostra de água do Cerrado e a única amostra da 

Caatinga foi Sphaerospermopsis torques-reginae ITEP-024, proveniente do reservatório 

Tapacurá em Pernambuco. Por fim, Aliterella atlantica CENA595 foi a única linhagem de uma 

amostra não continental, coletada no oceano Atlântico na costa do Brasil. 
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Figura 5. Mapa pop-out do Brasil na América do Sul, com cores realçando cada bioma e pontos 

vermelhos mostrando a localização original de isolamento de cada linhagem cianobacteriana. 

 

Dezesseis dos genomas investigados foram provenientes de bancos de dados públicos, 

sendo os oito genomas restantes montagens ainda sendo aprimoradas pelo grupo CYANOS, do 

laboratório de Biologia Celular e Molecular do CENA/USP. Os agrupamentos gênicos 

envolvidos na produção dos MAAs foram comparados entre biomas. Segundo resultados 

preliminares, os genes envolvidos na síntese especificamente de MAAs podem ocorrer 

agrupados de forma sequêncial (em sintenia) e colinearmente (na mesma direção) no genoma 

(em cluster num mesmo loci). O arranjo de genes descrito como mysABCD, que engloba quatro 

genes putativos (codificando para as enzimas essenciais da biossíntese de MAAs, descritos na 

Figura 2B) e sequências gênicas homólogas não agrupadas foram os alvos usados para 

identificação. Por fim, avaliou-se o tamanho médio (em pares de base) dos genes relacionados 

aos MAAs encontrados nas linhagens brasileiras, determinando pontos fora da média e os 

maiores e menores valores através do cálculo da distância interquartil (McGill et al., 1978).  
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Anotação automática dos genomas 

 

Todos os genomas utilizados neste projeto foram anotados de maneira automática 

através dos programas Prokka (Seemann 2014) e BLAST 2.8.1+, que identificam os trechos 

codificadores do genoma como genes putativos, predizendo seus produtos de transcrição. Esta 

anotação foi feita utilizando-se um roteiro bash específico (Garrels, 2010). Como exemplo, o 

modelo de roteiro usado na anotação de Nostoc piscinale CENA21 é apresentado na Tabela 1.  

 

Tabela 1. Roteiro utilizado para a anotação automática dos genomas 

 

Comandos do roteiro Significado 

#!/bin/bash Shebang = identifica o arquivo como um roteiro bash  

 

#$ -q all.q 

#$ -V 

#$ -cwd 

#$ -pe smp 4 

Solicitações de recursos são identificadas por #$.  

-q all.q = reconhece a localização na qual o trabalho será 

realizado;  

-V e -cwd = permite que os arquivos criados sejam 

armazenados no mesmo local do roteiro; 

-pe smp 4 = aloca e reserva, neste caso, 4 núcleos do 

módulo computacional usado para o roteiro 

module load prokka/1.13  Carrega o programa Prokka no servidor 

module load blast/2.8.1+  Carrega o programa Blast no servidor 

cd /Storage/data1/rafael.dextro/Genomes/ 

 

Identificação do caminho no qual o arquivo contendo o 

genoma está localizado 

 

prokka --outdir prokka_cena21 --locustag NZ --

genus Nostoc --species piscinale --strain 

CENA21 --Kingdom Bacteria --cpus 4 

CENA21.fasta 

 

Comandos específicos utilizados pelo Prokka para criar o 

arquivo de resultados (--outdir), com identificadores 

detalhados escolhidos pelo usuário, indicando quantos 

núcleos serão usados para completar o trabalho (--cpus), 

sendo o mesmo valor indicado no início do roteiro (-pe 

smp).  

 

Curadoria e anotação manual dos genes de interesse 

 

Uma biblioteca com sequências de nucleotídeos referentes aos genes descritos na 

literatura como envolvidos na síntese de MAAs e escitonemina (Sorrels et al., 2009; Singh et 

al., 2010; Balskus; Walsh, 2010; Hu et al., 2015; Katoch et al., 2016) foi criada com sequências 

extraídas do banco de dados GenBank, filtrando cópias que possuíssem identidade superior a 

70% com os genes já conhecidos destas vias de síntese. Baseado nos resultados da anotação 

automática, um novo BLAST da biblioteca criada com os genomas permitiu localizar a posição 
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de cada gene putativo utilizando o programa Artemis (Carver et al., 2012). Por fim, os produtos 

de síntese preditos foram avaliados através do banco de dados de famílias e domínios proteicos 

PFAM (El-Gebali et al., 2019), sendo comparados aos genes que foram usados na própria 

biblioteca de busca. Nesta etapa, mesmo os genes com baixa identidade em relação a biblioteca 

(inferior a 70%) foram considerados a partir de seus motifs funcionais, ou seja, baseados em 

seu potencial de gerar enzimas da mesma família proteica que aquelas descritas na literatura 

como envolvidas com a produção de micosporinas. 

 

Relações filogenéticas 

 

Somado à anotação dos genes, uma árvore filogenômica de máxima verossimilhança foi 

feita utilizando o programa GTDB-Tk (Chaumeil et al., 2019) e o iTOL para árvores 

filogenéticas online (Letunic; Bork, 2007). Estes programas agrupam os genomas de acordo 

com domínios proteicos específicos baseados em 120 marcadores bacterianos. Cada genoma é 

alocado para um domínio de acordo com a maior proporção de identidade com cada marcador, 

concatenado em alinhamentos de sequências únicas. A classificação taxonômica é feita através 

de uma combinação entre o posicionamento referência do GTDB, a divergência evolutiva 

relativa (DER ou RED do inglês) e a identidade média de nucleotídeos (IMN ou ANI do inglês) 

comparadas a linhagens modelo. Para guiar o posicionamento das linhagens brasileiras em 

ordens cianobacterianas conhecidas, foram utilizadas dezenas de genomas de espécies de 

cianobactérias depositados publicamente, incluindo algumas das quais foram utilizadas para a 

montagem da biblioteca de genes relacionados à síntese de MAAs. 

 

2.3. Resultados 

 

Os genes com motifs relacionados às mesmas funções dos genes de síntese da 

escitonemina foram localizados nos genomas das cianobactérias do Pantanal (Figura 6). 

Nenhuma das linhagens apresentou os genes organizados de maneira contínua, nem mesmo os 

genes principais scyA, scyB, scyC e scyF. Os genes scyD e E, encontrados em 5 das 6 linhagens, 

foram anotados como um tandem fusionado.  
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Figura 6. Anotação dos genes relacionados à síntese de escitonemina, com cores relacionando as 

sequências gênicas e as enzimas hipoteticamente sintetizadas por elas. A escala (em kpb) permite 

mensurar o tamanho médio de cada gene, que estão dispostos de acordo com sua orientação 5′→3′. 

 

A filogenia do gene scyA (Figura 7) indica que as cópias deste gene encontradas nas 

linhagens do Pantanal formam um clado distinto com ancestralidade comum que difere de todas 

as demais linhagens utilizadas na análise, cuja similaridade máxima foi 70%.   
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Figura 7. Árvore filogenética de máxima verossimilhança do gene scyA mostrando a relação entre as 

linhagens do Pantanal e as cianobactérias provenientes do NCBI com homólogos deste gene. 

 

Em relação aos aminoácidos do tipo micosporinas (MAAs), os genes alvo descritos 

como envolvidos em sua produção foram localizados nos genomas e, através da anotação 

manual, tiveram seus arranjos gênicos descritos (Figura 8). Nota-se que a organização destes 

genes putativos é muito variada dentre as diferentes linhagens, podendo ser encontrado em 

agrupamentos (clusters) parciais ou integrais ou com cada gene disperso no genoma e distantes 

(com milhares de pares de base entre si). O elemento NRPS não foi encontrado em todas as 

linhagens e, em alguns agrupamentos, ele substituiu o gene mysD (D-Ala-D-Ala ligase) como 

quarto componente. Em algumas linhagens foram identificadas duplicações gênicas e em outras 

a ausência dos genes, que podem demonstrar o efeito de eventos gênicos aleatórios de rearranjo 

ou refletir fragmentos perdidos no sequênciamento ou montagem dos genomas. 
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Figura 8. Anotação dos genes relacionados à síntese de aminoácidos do tipo micosporina, com cores 

relacionando as sequências gênicas e as enzimas hipoteticamente sintetizadas por elas. Quadro 

pontilhado indica os genes agrupados sequêncialmente nos genomas e as linhas verticais pareadas 

indicam a presença de fragmentos separando os genes. O tamanho de cada gene putativo é indicado 

acima das setas (em bp), dispostas de acordo com sua orientação 5′→3′. 
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O tamanho médio de cada gene foi similar dentre as linhagens avaliadas, com exceção 

do gene codificador do NRPS (Figura 9). O gene mysB (O-metiltransferase) foi o menor dentre 

todos, enquanto o NRPS foi o maior, sendo a cópia encontrada em Pantanalinema rosanae 

CENA516, com 6608 pb, muito maior que a média de 4022 pb estimada de acordo com os 

demais NRPSs. Isto porque, nesta cópia, foi identificada uma duplicação da porção de 

condensação do gene. A menor variação foi observada no gene que transcreve a D-Alanina 

ligase, variando apenas cerca de 100 pb entre os valores máximo e mínimo.  

 

 

Figura 9. Box plot do tamanho médio de cada gene (em pares de base) das linhagens de cianobactérias 

avaliadas. O (*) representa valores fora dos quartis (outliers). 

 

A árvore filogenômica montada para avaliar as relações evolutivas das linhagens 

organizou cada cianobactéria de acordo com a similaridade dos marcadores usados (Figura 10). 

O agrupamento dos genes relacionados a MAAs em cluster foi identificado apenas em 

linhagens pertencentes a ordem Nostocales e Chroococcales. O clado formado por todos os 

genomas do gênero Brasilonema juntamente com a Fischerella sp. CENA161 pode estar 

relacionado a ancestralidade comum da herança do agrupamento destes genes em sequência. 
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Figura 10. Árvore filogenética de máxima verossimilhança baseada em 120 marcadores proteicos 

bacterianos conservados e de cópia única mostrando a relação evolutiva entre os genomas das 

linhagens utilizadas (em negrito) com as cianobactérias provenientes do NCBI. 

 

2.4. Discussão 

 

Embora diversos genes relacionados a produção de escitonemina tenham sido 

encontrados nas linhagens do Pantanal, eles não estavam agrupados em conjunto, como os 

clusters descritos em Nodularia spumigena CCY9414, Cyanothece sp. PCC7424, Lyngbya sp. 

PCC8106, Nostoc sp. PCC7120 (Sorrels et al., 2009) e Chlorogloeopsis sp. O89-Cgs (Garcia-

Pichel et al., 1992). A escitonemina, enquanto pigmento fotoprotetor, parece ter seus domínios 

gênicos conservados em diversas famílias de cianobactérias relacionado à evolução das 

primeiras formas de vida fotossintetizantes (Dillon; Castenholz, 1999). Contudo, sua expressão 

RAFAEL 
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ocorre efetivamente nas espécies que possuem o agrupamento gênico organizado e que 

produzam mucilagem no entorno de suas células vegetativas. Além disso, evidências recentes 

mostram que algumas espécies terrestres ou que crescem como biofilmes em rochas, solo e 

superfícies vegetais produzem escitonemina e podem ser induzidas através de radiação UVB 

(Pandey et al., 2020).  

Na rota de biossíntese proposta por Wada et al. (2013), a produção da escitonemina 

envolve a transcrição de dezenas de genes para edição, montagem e transporte dos diversos 

precursores desta molécula. Um gene em especial, o scyA, está relacionado à codificação da 

enzima responsável pela última reação de síntese que ocorre no interior do citoplasma, essencial 

para a formação dos monômeros de escitonemina (Pathak et al., 2020). A fim de avaliar se as 

cópias homólogas encontradas nos genomas das linhagens do Pantanal possuíam similaridade 

estrutural e evolutiva com os genes descritos em espécies produtoras de escitonemina, uma 

árvore filogenética deste gene foi construída (Figura 7). Nela, nota-se que as cianobactérias 

isoladas do Pantanal, refletindo a anotação gênica, formam um clado separado entre si e 

possuem baixa identidade com os genes de espécies que possuem o agrupamento gênico da 

escitonemina organizado de modo a propiciar uma produção detectável deste composto. Este 

importante resultado demostra que as cianobactérias das lagoas salino-alcalinas do Pantanal 

brasileiro não possuem o arcabouço gênico ideal para produzir escitonemina. Contudo, sem 

uma medição da produção efetiva não se pode afirmar que este composto não seja um dos 

mecanismos utilizados por elas para proteção da radiação solar. 

Uma estratégia alternativa à proteção da radiação ultravioleta são os aminoácidos do 

tipo micosporina (MAAs). Na anotação dos genes relacionados aos MAAs nos genomas das 

cianobactérias de diversos locais do Brasil, observou-se diversos tipos de arranjos gênicos. O 

mais comum, encontrado em gêneros de diferentes ordens e isolados de habitats distintos, foi a 

presença dos quatro ou cinco genes-alvo dispersos pelo genoma, sem proximidade e não 

formando um arranjo contínuo (linhagens CENA597, CENA650, CCIBt3563, CCIBt3594, 

CENA135, CACIAM69d, CENA528, CENA526, CENA21, CENA516, CENA595, 

CENA302, CENA303, CACIAM70d e SPC777). Todas as linhagens pertencentes ao gênero 

Brasilonema possuíram algum tipo de organização dos genes associados aos MAAs, seja 

parcial (SPC951 e UFV-E1) ou completa, com todos os genes-alvo presentes no cluster (UFV-

L1), além de genes adicionais encontrados durante a anotação como no caso das linhagens 

UFV-OR1 e CENA114.  
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O arranjo gênico clássico, como descrito em Nostoc punctiforme por Gao e Garcia-

Pichel (2011b) formado pelos genes mysA, B, C e D (sendo mysD o gene que codifica a  

D-Alanina ligase) foi encontrado em quatro linhagens: CENA67, CENA596, ITEP-024 e  

UFV-L1. Estas foram isoladas de locais muito distantes entre si no Brasil e ambientes diversos 

como amostra de solo, água salobra, água doce e superfície foliar de alfeneiro (Ligustrum 

lucidum), respectivamente. Outro arranjo observado foi o similar ao descrito em Anabaena 

variabilis (Balskus; Walsh, 2010), no qual o quarto elemento do cluster é substituído por um 

NRPS (na linhagem CENA161). Por fim, encontrou-se nas linhagens CENA114 e UFV-OR1 

um cluster que apresenta a adição de alguns genes (um transportador, uma metiltransferase e 

uma dioxigenase) e que difere dos demais. Este arranjo em particular foi descrito recentemente 

em Nostoc linckia NIES25 (Chen et al., 2021), na qual os autores nomearam a dioxigenase de 

mysH e o NRPS de mysE (como feito anteriormente em A. variabilis), associando sua 

arquitetura com a síntese otimizada de palitina. 

A presença dos arranjos parciais, com apenas dois ou três genes do agrupamento 

próximos entre si, pode ser explicada através de eventos evolutivos aleatórios que removem ou 

introduzem novas porções de material genético no genoma, algo comumente observado em 

clusters gênicos biossintéticos (BGC, do inglês) de cianotoxinas (Pacheco et al., 2016; Dreher 

et al., 2021). Como esta organização parcial ocorreu somente em linhagens do gênero 

Brasilonema, cujas demais espécies avaliadas possuíam o arranjo completo, esta hipótese se 

fortalece. Uma vez que a expressão gênica é regulada por regiões promotoras que flanqueiam 

os genes, os arranjos parciais e os genes dispersos e desorganizados podem refletir uma síntese 

baixa ou inexistente de MAAs na maior parte das linhagens avaliadas (Geraldes et al., 2020). 

A variação no tamanho dos genes-alvo relacionados a MAAs observada entre as 

linhagens representa um desvio esperado para genes ortólogos, que são aqueles que divergem 

através de especiação e são encontrados nos descendentes com ancestralidade comum em 

cópias únicas (Shimura et al., 2015; Zhang et al., 2021). As alterações de tamanho ocorrem 

através de eventos evolutivos que impactam a sequência de nucleotídeos no genoma, como 

deleções, duplicações e inserções no domínio codificante ou nos fragmentos adjacentes.  

A ausência dos clusters organizados e as variações em tamanho também podem refletir um 

efeito de relíquia gênica, na qual pode haver a perda de função de porções do genoma que 

estejam expostas a eventos genéticos randômicos (Soule et al., 2009b).  Em alguns casos, estas 

modificações podem alterar a integridade e funcionalidade do gene, modificando o produto 

final sintetizado. Mesmo em genes com alta similaridade, podem ocorrer pequenas 

modificações na sequência de aminoácidos durante a tradução (Vermaas et al., 1987).  
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O ponto fora da média (outlier) observado em Pantanalinem rosanae CENA516, referente ao 

gene NRPS, possui uma repetição em si mesmo que pode ser efeito de um evento evolutivo 

pretérito de duplicação. Para testar se esse gene de tamanho alterado teve sua função 

inviabilizada ou estimulada, se faz necessário a medição da concentração de MAAs sintetizados 

por esta linhagem, seja em condição normal de crescimento ou sob estímulos externos, como a 

exposição a luz ultravioleta (Sinha et al., 1999). 

Sobre as relações filogenéticas das cianobactérias brasileiras estudadas, não houve 

correlação nítida entre ecossistema de origem e organização dos genes relacionados a síntese 

de MAAs, uma vez que linhagens provenientes de um mesmo nicho apresentaram variações 

entre si e com àquelas espécies pertencentes a outros biomas. O arranjo dos genes mysABCD 

de forma organizada foi observado em linhagens de origem Amazônica, da Mata Atlântica e de 

corpos d’água localizados no sul e nordeste brasileiros. Assim, não há parâmetro direto de 

comparação que possa ser estabelecido entre habitat original e organização do cluster de MAAs. 

No entanto, taxonomicamente este arranjo foi observado apenas em linhagens das ordens 

Nostocales e Chroococcales (identificado também em Microcystis aeruginosa PCC7806, 

Microcystis panniformis FACHB1757, Staniera sp. NIES3757 e Staniera cyanosphaera 

PCC7437) o que pode indicar que um dos fatores determinantes da organização dos genes 

relacionados a produção de MAAs está conectado às relações filogenéticas de cada linhagem, 

ao invés do habitat de ocorrência.    

Esta vertente de pensamento foi explorada por Jain et al. (2017), onde foram compilados 

dados da literatura que demonstram a produção de MAAs majoritariamente em espécies da 

ordem Nostocales. Contudo, os autores também relatam determinações constitutivas ou através 

de estímulos físico-químicos em espécies das ordens Chroococcales e Oscillatoriales. Segundo 

eles, as demais ordens de cianobactérias ainda não foram amplamente exploradas, o que 

dificulta a compreensão da história evolutiva dos genes desta via.  O grupo monofilético (que 

compartilha um ancestral em comum) das Nostocales é, sem dúvidas, o mais estudado na 

pesquisa científica global. Contudo, sua plasticidade fenotípica, que lhes permite colonizar 

habitats tropicais, temperados e polares, somado ao seu arsenal metabólico diverso, com 

centenas de produtos naturais e moléculas de interesse descritas, posiciona esta ordem em um 

local de destaque que causou este viés científico (Sukenik et al., 2012; Driscoll et al., 2018; 

Gavriilidou et al., 2022). A observação do arranjo gênico deste estudo parece refletir a 

existência de mais dados acerca da ordem Nostocales, somando ao conhecimento público 

comum às observações acerca das linhagens brasileiras. 
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Em relação à origem taxonômica dos genes relacionados à produção de metabólitos 

fotoprotetores, especificamente os MAAs, sua distribuição dispersa os coloca presentes nos 

genomas da maior parte do filo Cyanobacteria, o que denota a relevância destes compostos com 

funções associadas à melhoria do fitness das cianobactérias frente a adversidades ambientais 

enfrentadas em uma escala geológica de tempo muito ampla (Jain et al., 2017; Garcia-Pichel et 

al., 2019). Enquanto vantagem evolutiva, estes genes compõem sequências conservadas através 

das gerações desde quando os ancestrais das cianobactérias, durante a diversificação dos 

procariotos, tiveram que resistir ao estresse da exposição UV direta (Sorrels et al., 2009). 

Sobre a correlação entre distribuição geográfica e relações filogenéticas, a plasticidade 

das cianobactérias limita o estabelecimento de conclusões sólidas. Marquardt e Palinka (2007) 

descreveram algo similar ao que foi observado para os genes de MAA neste estudo, quando 

observaram a posição taxonômica de 30 linhagens do gênero Phormidium. Através de uma 

abordagem polifásica, unindo dados genéticos e morfológicos, os autores não conseguiram 

estabelecer uma afinidade das relações filogenéticas com os habitats de isolamento de cada 

amostra. Do mesmo modo, um estudo focado em analisar a capacidade de produção de 

ficoeritrinas em diversas linhagens do gênero Microcystis não obteve uma correlação nítida, 

descrevendo ainda variações em espécies que ocorrem num mesmo ecossistema (Otsuka et al., 

2001). Bittencourt-Oliveira et al. (2001) e Wilson et al. (2005) ambos analisaram linhagens de 

Microcystis isoladas em lagos e reservatórios do Brasil e Estados Unidos, descrevendo 

variações genéticas (relacionadas a genes de toxinas, regiões flanqueadoras e espaçadores 

intergênicos de ficocianinas) em lagos próximos e até mesmo dentro do mesmo lago. Estas 

descobertas corroboram a hipótese de que muitas ordens e famílias de cianobactérias ainda são 

polifiléticas, sendo que as descrições baseadas em morfologia que as agrupam podem estar 

mascarando diferenças genéticas de linhagens que possuem distribuição cosmopolita e 

ancestralidade complexa (Garcia-Pichel et al., 1996; Wilmotte et al., 1997).  

Ainda assim, em clados específicos de cianobactérias em menores níveis taxonômicos, 

existem correlações de ocorrência geográfica e genética sendo feitas. Haande et al. (2008) 

realizou uma análise filogenética abrangente com dezenas de linhagens da espécie 

Cylindrospermopsis raciborskii, identificando padrões de similaridade relacionados a geografia 

para diversos genes, como o nifH (nitrogenases), ITS1 e o PC-IGC (espaçador intergênico de 

ficocianina). Esta espécie de cianobactéria tem demostrado recentemente a capacidade de 

invadir ecossistemas temperados, sendo que sua expansão global pode estar interligada a 

colonização gradual e continua de habitats diversos. Isto ocorre graças a plasticidade fisiológica 

e tolerância genética descritas nas cianobactérias (Badger et al., 2006; Ishida et al., 2009).  
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No ambiente natural, o que pode estar de fato ocorrendo é a interação de subespécies de uma 

mesma linhagem dentro de cada comunidade. Esta ocorrência conjunta (ou compartilhamento 

de nicho) pode estar relacionada à convergência de traços e interações metabólicas entre 

organismos que afetam aspectos físico-químicos (como disponibilidade de nutrientes), 

tornando-se fatores determinantes para a explicar a confluência entre filogenia e habitat 

(Tromas et al., 2018). 

Em suma, a hipótese inicial deste capítulo foi refutada, levando à conclusão de que a 

presença do cluster de genes relativos a escitonemina e MAAs não ocorre necessariamente 

organizada nos genomas de cianobactérias originarias de habitats com alta incidência de 

radiação solar. Portanto, relações filogenéticas evolutivas podem ser uma alternativa para 

explicar a presença organizada dos genes envolvidos na síntese de MAAs nos genomas 

cianobacterianos. A anotação destes genes é o primeiro passo para determinar o potencial 

biotecnológico de cianobactérias brasileiras tropicais para a produção de escitonemina e MAAs. 

Análises por espectrometria dos extratos de linhagens de interesse podem adicionar dados mais 

contundentes em relação aos níveis de síntese de MAAs, sejam constitutivamente produzidos 

ou estimulados em bioensaios através de fatores fisioquímicos. 
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3. Produção constitutiva de MAAs em cianobactérias brasileiras 

 

Resumo 

Substâncias com potencial fotoprotetor, tais como os aminoácidos do tipo micosporina (MAAs), podem 

ser sintetizados de modo constitutivo por cianobactérias como estratégia de mitigação dos danos 

associados à radiação solar. Contudo, esta síntese ocorre de maneira efetiva se associada à presença de 

genes específicos organizados em sintenia. A fim de explorar o efeito da arquitetura gênica na produção 

constitutiva de MAAs, analisou-se quantitativamente os extratos cianobacterianos em cromatografia 

líquida acoplada a espectrometria de massas (LC/MS-MS). As linhagens originárias do Pantanal, que 

não apresentam arranjos gênicos ordenados, não exibiram concentrações mensuráveis dos MAAs 

avaliados, enquanto que as linhagens ITEP-024 e CENA596 com agrupamentos gênicos lineares, 

apresentaram valores detectáveis de shinorina e porphyra-334 em diferentes meios de cultura testados. 

Este resultado indica que a organização gênica serve como uma informação preliminar que reflete o 

potencial biossintético mensurável da produção constitutiva de MAAs em cianobactérias.  

 

3.1. Introdução específica 

 

Os aminoácidos do tipo micosporina (MAAs) constituem um grupo diverso de 

metabolitos sem cor e solúveis em água produzidos por cianobactérias e outros organismos com 

diversos papéis em processos biológicos, incluindo foto proteção UV (Jain et al., 2017; 

Lawrence et al., 2018), propriedades antioxidantes (Rastogi et al., 2016), regulação osmótica 

(Waditee-Sirisattha et al., 2014), defesa contra a dissecação (Feng et al., 2012) e contra estresse 

térmico (Michalek-Wagner, 2001). Além da presença dos genes relacionados às enzimas que 

sintetizam os MAAs de maior interesse, como shinorina e porphyra-334, de forma agrupada no 

genoma (Hu et al., 2015; Geraldes; Pinto, 2021), uma outra forma de abordagem muito utilizada 

para avaliar o potencial produtor de cada linhagem cianobacteriana tem sido a determinação da 

produção de MAAs em condições normais de cultivo (produção constitutiva) versus aquela 

estimulada por estresse, como temperatura, salinidade, acidez ou radiação UV (Geraldes et al., 

2019; Rosic, 2021). 

Nos estudos sobre síntese de produtos naturais, o foco de avaliação vai além das bases 

genéticas e inclui o metabolismo celular como um todo, que é dependente das condições 

nutricionais mínimas para o crescimento das cianobactérias de maneira eficiente (Lau et al., 

2015). A presença de micronutrientes (como cobre, manganês, zinco e outros) é essencial para 

fixação de nitrogênio, uso eficiente de luz e funcionamento do maquinário enzimático  

(Rueter; Peterson, 1987). A remoção das condições ótimas de crescimento, como a ausência de 



46 

fósforo (P), podem causar alterações metabólicas com efeitos secundários que muitas vezes são 

desejados, como o acumulo de lipídeos (Cordeiro et al., 2017). Especificamente para os MAAs, 

os pesquisadores sugerem que sob baixas concentrações de nitrogênio (N) no meio há uma 

redução da produção de MAAs, uma vez que estas substâncias são derivadas de anéis 

aminociclohexenona ou aminociclohexenimina (Karentz, 2001). Todavia, deficiências 

moleculares particulares, como de enxofre (S), parecem causar um aumento no rendimento de 

MAAs específicos que agem para contrabalancear as condições estressantes e proteger o 

metabolismo celular (Singh et al., 2010), sendo que algumas espécies de cianobactérias são 

capazes de manter seu crescimento sem alterar as concentrações de MAAs produzidos mesmo 

sob ausência de N ou P (Mohlin; Wulff, 2008). 

Estas distinções fisiológicas entre linhagens cianobacterianas dificultam seu 

agrupamento quando consideramos suas vias de biossíntese. Cada espécie tem potencial de 

adaptação metabólica distinta, relacionada tanto a fatores ambientais quanto genéticos. Já foi 

descrito para algumas espécies que o crescimento em ambientes sombreados produz menos 

MAAs do que naquelas que crescem em habitats expostos diretamente a luz (Aigner et al., 

2018). Isto pode estar relacionado a economia de energia e substratos nas espécies sombreadas 

que não necessitam da proteção adicional dos MAAs ou que apresentam a falta da capacidade 

em produzi-los. Compreender esta diferença é crucial na busca por linhagens que podem ser 

usadas como modelos em estudos biotecnológicos.  

A fim de prosseguir a investigação da produção de aminoácidos do tipo micosporina em 

cianobactérias isoladas do Pantanal brasileiro, as linhagens Arthrospira platensis CENA597, 

Arthrospira platensis CENA650, Alkalinema pantanalense CENA528, Geminocystis sp. 

CENA526, Pantanalinema rosanae CENA516 e Anabaenopsis elenkinii CCIBt3563 foram 

cultivadas e sua biomassa submetida a extração para mensurar a produção constitutiva de 

MAAs. Adicionalmente, quatro espécies com arranjos gênicos organizados identificados no 

capítulo anterior (Nodularia spumigena CENA596, Sphaerospermopsis torques-reginae ITEP-

024, Brasilonema sennae CENA114 e Brasilonema octagenarum UFV-OR1) foram cultivadas 

a fim de servir como comparação para os dados obtidos nas linhagens do Pantanal, que não 

possuem os genes relativos a MAAs agrupados. Deste modo, a hipótese central testada neste 

capítulo foi a de que, quando presente, o arranjo dos genes relacionados a síntese de MAAs 

organizado em sequência linear no genoma está diretamente relacionado a produção efetiva de 

concentrações mensuráveis de MAAs, mesmo sem o uso de fatores de estresse para estimular 

sua síntese. 
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3.2. Materiais e Métodos 

 

Condições de cultivo das cianobactérias 

 

As espécies a serem estudadas são as linhagens de cianobactérias isoladas das lagoas  

salino-alcalinas do Pantanal em trabalhos anteriores (Andreote et al., 2014; Malone et al., 2014;  

Vaz et al., 2015; Genuário et al., 2017) além de outras quatro linhagens de outros habitats para 

comparação, presentes no biobanco de culturas do Laboratório de Ecologia Molecular de 

Cianobactérias do CENA/USP (Tabela 2). Como descrito anteriormente, as linhagens 

adicionais representam cianobactérias que tiveram os arranjos gênicos identificados no capítulo 

anterior como organizados em cluster, diferindo das linhagens isoladas do Pantanal.  

 

Tabela 2. Informações gerais sobre as cianobactérias utilizadas 

Linhagem Meio de cultura Habitat de origem Montagem do genoma 

Nodularia spumigena 

CENA596 

Z8 (Kotai, 1972) 

 

Água salobra em criação 

de camarões (Rio Grande 

do Sul/Brasil) 

Gca_001623485.1 

(Popin et al., 2016) 

Sphaerospermopsis torques-

reginae ITEP-024 

Z8 (Kotai, 1972) Reservatório Tapacurá 

(Pernambuco/Brasil) 

Gca_019598945.1 (Lima 

et al., 2017) 

Geminocystis sp. CENA526 Z8 (Kotai, 1972) Lagoa salino-alcalina 

(Mato Grosso do 

Sul/Brasil) 

Em elaboração 

Arthrospira platensis 

CENA597 

Z8 (Kotai, 1972) Lagoa salino-alcalina 

(Mato Grosso do 

Sul/Brasil) 

Em elaboração 

Arthrospira platensis 

CENA650 

Z8 (Kotai, 1972) Lagoa salino-alcalina 

(Mato Grosso do 

Sul/Brasil) 

Em elaboração 

Pantanalinema rosanae 

CENA516 

Z8 (Kotai, 1972) Lagoa salino-alcalina 

(Mato Grosso do 

Sul/Brasil) 

Em elaboração 

Alkalinema pantanalense 

CENA528 

Z8 (Kotai, 1972) Lagoa salino-alcalina 

(Mato Grosso do 

Sul/Brasil) 

Em elaboração 

Anabaenopsis elenkinii 

CCIBt3563 

Z8 modificado 

com adição de sal 

Lagoa salino-alcalina 

(Mato Grosso do 

Sul/Brasil) 

Gca_015245355.1 

(Delbaje et al., 2021) 

Brasilonema sennae 

CENA114 

Z8[0] sem fonte de 

nitrogênio 

Interior de cano de ferro 

para passagem da água de 

uma nascente (São 

Paulo/Brasil) 

Gca_006968745.1 

(Alvarenga et al., 2020) 

Brasilonema octagenarum 

UFV-OR1 

Z8[0] sem fonte de 

nitrogênio  

Porção axilar da folha de 

uma orquídea (Espírito 

Santo/Brasil) 

Gca_012912125.1 

(Alvarenga et al., 2020) 
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Para a avaliação da produção constitutiva de MAAs, as linhagens cresceram em 

triplicata por 45 dias com rotação da posição dos frascos em relação às lâmpadas. Ambas 

Brasilonema octagenarum e Brasilonema sennae cresceram por 45 dias adicionais, totalizando 

90 dias, uma vez que seus inóculos iniciais foram retirados de meio de cultivo sólido e tiveram 

uma longa fase de aclimatação (lag) ao meio líquido. Todas as linhagens foram cultivadas no 

mesmo meio de cultura (Tabela 2) e, a fim de testar a influência da variação do estado 

nutricional causado pelo uso de diferentes meios, as linhagens Geminocystis sp. CENA526, 

Nodularia spumigena CENA596, Sphaerospermopsis torques-reginae ITEP-024 e 

Brasilonema octagenarum UFV-OR1 cresceram também em meio BG-11 (Allen, 1968), sendo 

que as três primeiras foram cultivadas em um terceiro meio, o ASM-1 (Gorham et al., 1964). A 

ideia inicial era incluir Brasilonema octagenarum UFV-OR1 em ambos os meios adicionais 

(BG-11 e ASM-1), mas esta linhagem não apresentou crescimento considerável no meio  

ASM-1, mesmo depois dos 90 dias estipulados.  

As culturas utilizadas foram mantidas em frascos Erlenmeyers de 125 mL, em 

temperatura de 22 ±1 ºC, luz fluorescente (40-50 µmol fótons·μm-2·s-1), com ciclo claro/escuro 

de 14/10h e rotação aleatória dos frascos. Todos os meios de cultura e frascos utilizados foram 

previamente esterilizados em autoclave vertical por 20 min à 120 ºC e 1 atm de pressão (Fabbe 

LTDA, Brasil). 

 

Avaliação da produção constitutiva de MAAs em isolados cianobacterianos   

 

No fim do período designado de crescimento, os cultivos de cada linhagem (n = 3) 

tiveram seus volumes totais centrifugados sob 10.000 rpm por 15 minutos à 5 ºC (centrifuga 

Hettich Universal 320R, Alemanha), congelados a -18 ºC e liofilizados por 48h sob vácuo 

inferior a 500 μHg e temperatura menor que -40 ºC (Liofilizador Liotop L101, Brasil) para 

posterior extração. 

Na extração ácida, aproximadamente 5,0 mg de biomassa liofilizada foram pesadas 

(balança de precisão OhausAR3130, Brasil) em tubos falcon, e 2 mL de solvente 0,1% ácido 

fórmico + 0,2 mM formiato de amônio (Fisher Scientific, grau LC/MS, Estados Unidos)  

(pH ~ 2,55) foram adicionados. Colocou-se os tubos para agitar no vórtex por 5s (Labnet Mixer 

S200, Estados Unidos) e no sonicador por 1 min com amplitude 30% e impulso 10 (Sonicador 

modelo 705 Fisher Scientific, Estados Unidos) antes de retornar ao vórtex por mais 5s.  

Essa agitação física tem o intuito de facilitar e agilizar o processo de extração mediada pelo 



49 

 

solvente. Após a sonicação e vórtex, o processo de extração ocorreu por uma hora em 

temperatura ambiente. 

Passado o período de extração, uma nova centrifugação foi feita para remover os restos 

celulares (10.000 rpm, 10 min, 5 ºC). O sobrenadante foi pipetado em uma seringa contendo 

filtros de 0,45 μm PVDF (Analitica, Brasil), sendo filtrado diretamente em frascos próprios 

para análise de HPLC previamente identificados. Este protocolo de extração próprio para 

análises de MAAs em cianobactérias foi desenvolvido e validado por Geraldes et al. (2020). 

 

Determinação das concentrações de MAAs através de cromatografia líquida acoplada a 

espectrometria de massas (LC/MS-MS)  

 

A quantificação de MAAs presentes nas amostras foi realizada em um sistema de 

cromatografia líquida série 1290 operando em modo positivo de ionização equipado com uma 

bomba 1290 VL e um sistema injetor HiP ALS 1260 acoplado em um espectrômetro de massas 

de triplo quadrupolo (QqQ) 6460 (Agilent Technologies, Estados Unidos). Para quantificar a 

concentração de MAAs específicos, como shinorina e porphyra-334, utilizaram-se padrões com 

concentrações conhecidas adicionados para leitura nas mesmas corridas que as amostras. Estes 

padrões foram doados pelo Professor Ernani Pinto, do laboratório de Ecotoxicologia do 

CEA/USP.  

O solvente de extração foi usado como Buffer A na corrida (0,1% ácido fórmico +  

0,2 mM formiato de amônio), enquanto o Buffer B continha acetonitrila e água Milli-Q (8:2) + 

0,1% ácido fórmico (v/v) em um quociente de vazão de 0,5 mL/min. O início da corrida de 

separação continha 100% de Buffer A até os dois primeiros minutos de corrida, seguida pela 

injeção de 95% de Buffer B no sexto minuto e uma manutenção de gradiente por um minuto e 

meio. Após isso, um equilíbrio de 0% Buffer B era mantido por quatro minutos até a próxima 

injeção de amostra. Por terem baixo peso molecular e serem altamente polares, os picos de 

MAAs ocorrem nos primeiros minutos de corrida, agilizando as leituras e permitindo a 

economia de reagentes. Entre as amostras, correu-se um branco composto por Buffer A  

(o solvente de extração). Todos os dados obtidos foram analisados com o software MassHunter 

Workstation B.04.01. Esses parâmetros de corrida seguem o que foi descrito em Geraldes et al. 

(2020). 
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A fim de quantificar a produção constitutiva detectada em cada linhagem,  

foram utilizadas as equações das retas obtidas a partir dos dados estimados para cada  

padrão (Figura 11). Como houve nas amostras apenas picos de detecção mensuráveis  

para shinorina e porphyra-334, os dados de micosporina-glicina-alanina e do padrão de palitina 

não foram apresentados.  

 

 

Figura 11. Curvas padrões para a shinorina (A) e porphyra-334 (B) com as respectivas equações das 

retas usadas para estimar a produção constitutiva dos extratos cianobacterianos. Pontos representam a 

média dos valores obtidos com os respectivos desvios padrões. 
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3.3. Resultados 

 

Os valores obtidos para a produção constitutiva de shinorina (SHI) e porphyra-334  

(P-334) que foram mensurados para cada linhagem estão descritos na Tabela 3. A maior parte 

das cianobactérias testadas não apresentou concentrações detectáveis destes MAAs, sendo que 

a Nodularia spumigena CENA596 e a Sphaerospermopsis torques-reginae ITEP-024 possuem 

tanto shinorina quanto porphyra-334. Enquanto a ITEP-024 apresentou a maior concentração 

total de shinorina obtida neste experimento, CENA596 teve o nível mais alto de porphyra-334. 

 

Tabela 3. Concentração de shinorina (SHI) e porphyra-334 (P-334) detectadas nas cianobactérias de 

acordo com o meio de cultura usado. Os resultados são apresentados com μgMAAs/ mgbiomassa. O (--) indica 

ausência de detecção do MAA. O (X) indica presença do MAA em níveis abaixo do limite inferior de 

detecção 

 

 

Linhagem 

 

Meio de 

Cultura 

 

SH (µg mg-1) 

 

P-334 (µg mg-1) 

 

Palitina 

Micosporina-

glicina-

alanina 

Nodularia spumigena 

CENA596 

Z8 

ASM-1 

BG-11 

0,06 ± 0,04 

0,05 ± 0,02 

0,07 ± 0,04 

4,79 ± 3,64 

2,59 ± 1,58 

6,17 ± 4,56 

-- 

-- 

-- 

-- 

-- 

-- 

Sphaerospermopsis 

torques-reginae ITEP-

024 

Z8 

ASM-1 

BG-11 

3,14 ± 0,98 

2,76 ± 1,32 

4,07 ± 1,47 

0,32 ± 0,18 

0,26 ± 0,09 

0,36 ± 0,19 

X 

-- 

X 

-- 

-- 

X 

Geminocystis sp. 

CENA526 

Z8 

ASM-1 

BG-11 

-- 

-- 

-- 

-- 

-- 

-- 

-- 

-- 

-- 

-- 

-- 

-- 

Brasilonema 

octagenarum UFV-

OR1 

Z8 (0) 

BG-11 

-- 

-- 

-- 

-- 

X 

X 

-- 

-- 

Brasilonema sennae 

CENA114 

Z8 (0) -- -- X -- 

Alkalinema 

pantanalense 

CENA528 

 

Z8 

 

-- 

 

-- 

 

-- 

 

-- 

Anabaenopsis elenkinii 

CCIBt3563 

 

Z8 mod. 

 

-- 

 

-- 

 

-- 

 

-- 

Arthrospira platensis 

CENA597 

 

Z8 

 

-- 

 

-- 

 

-- 

 

-- 

Arthrospira platensis 

CENA650 

 

Z8 

 

-- 

 

-- 

 

-- 

 

-- 

Pantanalinema 

rosanae CENA516 

 

Z8 

 

-- 

 

-- 

 

-- 

 

-- 
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As concentrações de porphyra-334 detectadas em N. spumigena CENA596 

apresentaram variação nítida em seus valores absolutos mensurados entre os meios de cultura 

testados (BG-11  Z8 > ASM-1), apesar de não exibir significância estatística. Em relação aos 

demais MAAs avaliados, tanto a palitina (PAL) quanto a micosporina-glicina-alanina  

(MGA) não apresentaram valores acima do limite inferior de detecção. No entanto, foram 

identificados picos similares ao padrão de palitina em Brasilonema sennae CENA114, 

Brasilonema octagenarum UFV-OR1 (em ambos os meios testados) e S. torques-reginae ITEP-

024 (somente nos meios BG-11 e Z8). A micosporina-glicina-alanina, por sua vez, teve um pico 

característico somente na linhagem ITEP-024 cultivada em BG-11. Nota-se que para estes 

quatro MAAs, avaliados apenas as linhagens com arranjo gênico organizado obtiveram 

resultado positivo. 

Uma vez que a linhagem ITEP-024 foi a única que apresentou sinais de detecção 

associados a todos os MAAs avaliados, apresenta-se seu cromatograma em comparação aos 

padrões utilizados (Figura 12). O intuito é mostrar que a identificação dos MAAs segue diversos 

parâmetros que permitem afirmar com segurança a identidade da molécula captada pelo 

detector. Observa-se que o tempo de retenção dos padrões é o mesmo que o observado na 

amostra do extrato de ITEP-024. Além disso, os valores de massa carga (m/z) e padrões de 

fragmentação para cada MAA (não representados) seguem os mesmos moldes observados nos 

padrões. A análise foi realizada em modo positivo com ionização por eletrospray (+ESI). Além 

disso, se trata de uma análise de corrente iônica total (TIC), que representa a magnitude somada 

em toda a faixa de massas detectadas para cada ponto da corrida. Por se tratar de um resultado 

obtido em MS/MS, a análise também ocorre através do monitoramento de reações múltiplas 

(MRM), que detecta simultaneamente vários analitos com diferentes íons de origem e/ou 

produtos, utilizando uma energia de fragmentação de 100,0V neste caso. 
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Figura 12. Cromatograma de íons totais vs cromatograma de íon extraído em modo positivo com 

ionização por eletrospray (+ESI) e monitoramento de reações múltiplas (MRM) dos padrões utilizados  

(A- shinorina 4 μg/mL e palitina 4 μg/mL / B- porphyra-334 4 μg/mL e micosporina-glicina-alanina 

0,8 μg/mL) em cores, versus os picos obtidos em Sphaerospermopsis torques-reginae ITEP-024  

(em preto). 

 

3.4. Discussão 

 

Segundo a hipótese original, aparentemente existe uma sobreposição dos dados 

apresentados na anotação gênica (do capítulo anterior) com as produções constitutivas de 

MAAs específicos das cianobactérias analisadas. As linhagens originárias das lagoas salino-

alcalinas do Pantanal (Arthrospira platensis CENA597, Arthrospira platensis CENA650,  

Alkalinema pantanalense CENA528, Geminocystis sp. CENA526, Pantanalinema rosanae 

CENA516 e Anabaenopsis elenkinii CCIBt3563) possuem longos fragmentos intergênicos 
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(superiores a 15.000 pb) distanciando cada gene com função similar aos relacionados a síntese 

de MAAs, não formando um cluster contínuo colinear e em sintenia ou adjacente que favorece 

a transcrição gênica (Graham, 1995). De modo prático, isto pareceu refletir nos níveis dos 

MAAs avaliados, que foram indetectáveis nestas linhagens. Contudo, a avaliação de MAAs 

direcionada (com apenas 4 padrões) permite concluir apenas que as linhagens do Pantanal não 

produzem os MAAs mais comumente encontrados em cianobactérias. 

Para as espécies de Brasilonema avaliadas, apesar da presença do arranjo gênico 

organizado, ambas não apresentaram concentrações mensuráveis de SHI, P-334, PAL e MGA. 

Houve apenas a presença de um pico característico de palitina, contudo este foi menor que o 

limite inferior de detecção. O cluster gênico identificado nestas linhagens, diferente daquele 

presente em S. torques-reginae ITEP-024 e N. spumigena CENA596, possui genes adicionais 

após mysABC, como mysH e mysE além de um transportador e outra metiltransferase, sendo 

recentemente descrito como propicio para a síntese particular da palitina (Chen et al., 2021), 

que é considerada um MAA secundário. Pode-se dizer que as linhagens dotadas do arranjo 

gênico organizado estão se beneficiando de seu arcabouço genético para produzir compostos 

protetores de UV (Boucar et al., 2021).  

Diversos estudos na literatura discutem uma ampla variedade de estratégias utilizadas 

pelas cianobactérias para evitar danos causados pela RUV que vão além da síntese de moléculas 

fotoprotetoras. O acumulo de carotenoides e a motilidade de deslizamento (Quesada; Vicent, 

1997; Demay et al., 2019), foto-inibição auto induzida e dissipação de calor (Karsten, 2008), 

produção de enzimas antioxidantes e sistemas eficientes de reparo de DNA (Castenholz; 

Garcia-Pichel, 2012) são apenas alguns exemplos. Todas as linhagens testadas sob condições 

de cultivo controle (sem fatores de estresse, como incrementos na intensidade de luz ou na 

temperatura) podem estar utilizando uma ou diversas destas táticas para evitar danos associados 

a luz. 

A ideia de estratégias adicionais para evitar danos causados por UV é particularmente 

relevante para as cianobactérias isoladas nas lagoas do Pantanal. Como discutido por 

Castenholz e Garcia-Pichel (2012), as linhagens originárias de habitats hipersalinos podem lidar 

com o estresse da radiação ultravioleta através da mobilidade na coluna d’água mediada por 

aerótopos (estruturas similares a vesículas de gás utilizadas para flutuabilidade).  

Esta movimentação ao longo do dia permite capturar níveis ótimos de luz para fotossíntese sem 

expor as cianobactérias à foto-inibição. Este comportamento já foi descrito em filamentos 

móveis da espécie Spirulina labyrinthiformis (Garcia-Pichel et al., 1994) em comunidades 

provenientes de ecossistemas hipersalinos. Com a exceção de Geminocystis sp. CENA526, 
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todas as demais linhagens do Pantanal testadas (Tabela 2) também são filamentosas com 

capacidade de se deslocar por deslizamento, possivelmente utilizando desta aptidão ao invés de 

sintetizar MAAs para absorver UV. 

Tanto Nodularia spumigena CENA596 quanto Sphaerospermopsis torques-reginae 

ITEP-024 foram as únicas espécies testadas que produziram MAAs em concentrações 

detectáveis, estando nas mesmas condições de luz que as demais linhagens e sem radiação  

UVA ou UVB adicionais, que é descrito na literatura como um fator de indução de MAAs 

(Shang et al., 2018; Le Moigne et al., 2021). N. spumigena e S. torques-reginae diferem das 

linhagens do Pantanal por possuírem o arranjo gênico relativo às MAAs organizado em seus 

genomas e também quanto ao habitat de origem, sendo a primeira de um lago salobre usado 

para criação de camarões na zona subtropical do Brasil e a segunda de um reservatório de água 

doce no Nordeste, ambientes nos quais ambas são capazes de formar florações (Werner et al., 

2012; Popin et al., 2016). Neste caso, a capacidade de sintetizar altas concentrações de MAAs 

as favoreceriam diante do crescimento descontrolado que ocorre em florações. Além disso, 

ambas são espécies filamentosas que possuem a capacidade de utilizar diversas estratégias 

combinadas para se proteger da radiação solar. A presença do cluster gênico, que beneficia as 

condições ótimas para a produção de MAAs, acrescenta um dado importante para a biologia da 

CENA526 e da ITEP-024, ainda que já reportada anteriormente em ambas as linhagens, mas 

sem a associação direta ao arcabouço gênico (Geraldes et al., 2019; Geraldes et al., 2020a), 

quando se descreveu pela primeira vez a presença de MGA em uma cianobactéria (ITEP-024). 

Na triagem feita por Geraldes et al. (2019) com 69 diferentes linhagens de cianobactérias, a 

síntese de MAAs foi detectada em apenas 37% de todas as espécies testadas. Isto demonstra 

que apesar do estudo contínuo por mais de três décadas do potencial das cianobactérias como 

produtoras de substâncias para absorção de UV, somente uma pequena fração de toda a 

diversidade destes organismos é realmente relevante como alvos biotecnológicos viáveis para 

produção de MAAs em larga escala. 

Uma combinação de fatores é importante quando avaliamos a produção de MAAs em 

cianobactérias. O arranjo genético associado à história evolutiva de cada linhagem e a presença 

do cluster gênico organizado importa, assim como as condições físicas de cultivo (foto período, 

pH e temperatura usados) e a composição química dos meios (presença de sal e amônia,  

por exemplo), podendo causar flutuações nos níveis de aminoácidos do tipo micosporinas 

detectados (Singh et al., 2008; Mushir; Fatma, 2011). Hartmann et al. (2015) não  

encontrou concentrações mensuráveis de MAAs em Leptolyngbya foveolarum CCALA081 e 

Calothrix sp. CCALA032, mas descreveu 0,31 μg por mg de peso seco de porphyra-334 em 



56 

Nostoc commune CCALA118. As três linhagens cresceram em meio BG-11 à 20ºC num 

período claro/escuro 16:8h. Esta concentração de P-334 é maior do que o que já foi reportado 

para outras linhagens do gênero Nostoc, como em Nostoc sp. CCIBt3247 e Nostoc sp. 

CCIBt3292 cultivadas em ASM-1 sob 24ºC e foto período 12:12h (Geraldes et al., 2020b) ou 

Nostoc sp. R76DM em BG-11 a 25ºC com 72h de exposição a UV (Rastogi et al., 2016). Estas 

diferenças em níveis de MAAs podem ser parcialmente causadas pelas variações nutricionais 

no cultivo celular. Por outro lado, a produção diferencial de MAAs nestas Nostoc podem refletir 

diferenças espécie-específicas ligadas aos seus habitats de origem, o que induziria diversos 

perfis metabólicos (CCALA118 foi isolada dos Alpes Italianos, R76DM é proveniente de 

Gujarat, Índia e CCIBt3247 e CCIBt3292 são do bioma Mata Atlântica do Brasil). 

Aigner et al. (2018) adicionou dados relevantes para a compreensão da produção de 

MAAs em cianobactérias e sua relação com seus habitats naturais. Analisando três espécies de 

Chamaesiphon, os autores identificaram altos índices de P-334 em duas espécies isoladas de 

biofilmes epilíticos (que crescem sobre rochas) presentes em riachos dos alpes Austríacos 

expostos diretamente a luz solar (C. starmachii 1,65 ± 0,68 µg mg-1 e C. geitleri 0,79 ±  

0,15 µg mg-1) contra uma produção muito inferior de uma espécie isolada de um riacho 

sombreado por vegetação (C. polonicus 0,064 ± 0,013 µg mg-1). Se o habitat de origem 

realmente tem ligação com a produção constitutiva de MAAs, então os resultados observados 

em Brasilonema sennae CENA114 e B. octagenarum UFV-OR1 podem ser explicados deste 

modo. Apesar de possuírem o arranjo gênico organizado, ambas foram isoladas de ambientes 

sombreados, seja de um biofilme crescendo no interior de um cano de ferro ou de um biofilme 

epifítico (que cresce sobre superfícies vegetais) presente na região axilar de folhas de orquídea 

da Mata Atlântica (Tabela 2). Isto demostra ainda mais a importância de amostrar 

cianobactérias de localidades diversas e ainda pouco exploradas, a fim de identificar linhagens 

que sejam naturalmente adaptadas para produzir metabólitos de interesse com altos rendimentos 

(Dextro et al., 2021). 

Dada a produção constitutiva detectada no meio de cultura Z8, uma hipótese secundária 

que motivou este experimento surgiu do questionamento de que diferentes condições 

nutricionais poderiam influenciar a síntese de MAAs. O Z8 é considerado um meio padrão para 

crescimento de microrganismos, especialmente cianobactérias (Niva, 1976; Costa et al., 2014; 

Monteiro et al., 2017), possuindo uma mistura diversa de micronutrientes que podem estar 

ausentes em outros meios, como I, Cr, Cd, Al e Ni (Kotai, 1972). Para avaliar esta influência, 

dois outros meios utilizados por pesquisadores para o cultivo de cianobactérias, o BG-11 e o 

ASM-1, também foram testados. Notou-se que o uso destes meios afetou mais expressivamente 
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os valores mensurados de P-334, especificamente em Nodularia spumigena CENA596, sem 

alterar consideravelmente as concentrações de SHI detectadas (variação observada na  

ITEP-024 menor que 1.5x). As linhagens CENA596 e ITEP-024, crescendo em BG-11, 

apresentaram respectivamente os maiores valores absolutos de P-334 (6,17 ± 4,56 µg mg-1) e 

SHI (4,07 ± 1,47 µg mg-1) medidos. Independente do meio de cultura usado, ambas exibiram 

níveis detectáveis de MAAs, dando suporte à importância de possuir os genes desta via de 

síntese arranjados de modo organizado e em sintenia no genoma. As demais linhagens que 

foram cultivadas em BG-11 (CENA526 e UFV-OR1) não produziram níveis mensuráveis dos 

MAAs alvo. Com isto, podemos compreender que a organização genética e o ambiente 

nutricional de crescimento são apenas alguns dos fatores associados a complexa produção de 

aminoácidos do tipo micosporina em cianobactérias.  

O meio ASM-1 pode ser considerado nutricionalmente menos favorecido que outros 

meios de cultivo, principalmente devido às suas baixas concentrações de N e P. Geraldes et al. 

(2020b) não detectaram MAAs em 21 linhagens de cianobactérias cultivadas em ASM-1, 

mesmo depois de 72h expostas a UVA + UVB. Neste caso, pode ter sido observada a 

incapacidade de síntese de MAAs destas linhagens por fatores genéticos, ou ainda o efeito do 

estado nutricional do meio, não concedendo suporte suficiente para que houvesse biossíntese 

destas substâncias secundárias em detrimento de moléculas essências para a sobrevivência 

celular. Os autores também estimaram a produção constitutiva de MAAs em duas espécies 

presentes neste trabalho, N. spumigena e S. torques-reginae, em meio ASM-1, detectando  

0,002 µg mg-1 e 0,96 µg mg-1 de SHI e 1,31 µg mg-1 e 0,002 µg mg-1 de P-334 respectivamente. 

Comparado com os resultados obtidos neste estudo, todos os valores mensurados em ASM-1 

para ambas as linhagens foram superiores aos reportados previamente. Esta variação, observada 

nas mesmas espécies que cresceram nos mesmos meios de cultura, ilustra a importância dos 

demais parâmetros de crescimento, como a temperatura, ciclo de luz e inóculo inicial utilizado, 

influenciando na concentração final de MAAs detectada. Para a espécie Geminocystis sp. 

CENA526, que não possui o arranjo dos genes relacionados com MAAs organizado em seu 

genoma, o cultivo em diferentes condições nutricionais (ASM-1, BG-11 e Z8) não teve efeito 

na síntese de aminoácidos do tipo micosporina. Isso pode ser um indicio de que a organização 

gênica seja um fator de maior relevância em comparação ao estado nutricional. 

Não obstante, fatores de estresse parecem ser capazes de induzir a síntese de MAAs 

mesmo em linhagens sem produção constitutiva evidente. A espécie do Pantanal Anabaenopsis 

elenkinii CCIBt3563 testada não produziu valores detectáveis de SHI, PAL, P-334 ou MGA no 

meio Z8(0), mas Bairwa et al. (2021) reportou uma produção de shinorina de 0,1 µg mg-1 de 
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peso seco em uma cultura de Anabaenopsis sp. SCLyA (isolada do lago hipersalino Sambar, na 

Índia) crescendo em BG-11 e exposta a luz UVB. Apesar de ambas pertencerem ao mesmo 

gênero e serem encontradas em habitats similares (lagoas salino-alcalinas), outros fatores 

bióticos e abióticos podem atuar para determinar seus perfis metabólicos. Neste caso, a indução 

por UV e o meio de cultura mais rico podem ser parcialmente responsáveis pela síntese de 

MAAs. Não se pode desconsiderar também a possibilidade de que a linhagem SLCyA tenha a 

base genética para síntese de MAAs em arranjo organizado, diferentemente do que foi 

observado na CCIBt3563. Ou ainda, que sua identificação taxonômica no gênero Anabaenopsis 

esteja equivocada. Infelizmente o genoma da SLCyA ainda não foi sequênciado ou ainda não 

foi publicamente disponibilizado, para que seu status taxonômico fosse confirmado ou o cluster 

biossintético de MAAs fosse anotado. 

O meio BG-11 possui um espectro diverso de nutrientes e uma alta concentração de 

nitrogênio proveniente de duas fontes distintas, nitrato e amônio (Allen, 1968). Em contraste 

aos demais meios testados, o BG-11 é muito mais rico em N (aproximadamente 1,51 g/L) que 

o Z8 (0,52 g/L) e o ASM-1 (0,17 g/L), sendo o único dos três meios testados a conter amônio 

diretamente como um componente adicionado na formulação (citrato férrico de amônio, 

(NH4)5[Fe(C6H4O7)2]). Shiio e Nakamori (1970) estudaram a produção de treonina em 

bactérias, descrevendo que aspectos nutricionais do meio de cultura afetam a quantidade de 

treonina sintetizada. Eles associaram uma maior concentração de treonina à presença de 

amônio, a qual pode ser diretamente utilizado na via do ácido aspártico. As diferenças medidas 

neste estudo podem estar conectadas a um ambiente nutricional enriquecido, uma vez que  

P-334 é um composto obtido através da reação química que liga a micosporina-glicina  

(um intermediário de MAA compartilhado entre SHI, MGA e P-334) a treonina, um aminoácido 

comumente utilizado na biossíntese de proteínas (Rees, 1946). Para a SHI, as pequenas 

diferenças observadas no BG-11 podem estar simplesmente relacionadas a um ambiente mais 

nutritivo e saudável, melhorando o fitness celular em geral. Estudos adicionais são necessários 

para compreender os pormenores da biossíntese de shinorina. É possível que uma produção 

aumentada de serina (SHI é formada pela ligação da micosporina-glicina com a serina) seja um 

dos gatilhos para o aumento de sua concentração. O ambiente nutricional testado pode ter 

causado alterações no nível de MAAs mensurados, constituindo um fator relevante na busca de 

metabolitos alvo para ensaios biotecnológicos e seus respectivos substratos essenciais, uma área 

de estudo que carece de pesquisa aprofundada quando pensamos nos produtos naturais 

produzidos especificamente por cianobactérias. 



59 

 

Ao avaliar os resultados obtidos neste estudo, é necessário considerar que as linhagens 

usadas são monoculturas de muitas gerações crescendo em condições laboratoriais controladas 

de temperatura, luminosidade e disponibilidade elevada de nutrientes. Isto contrasta 

enormemente com as circunstâncias ambientais que impõem estresses bióticos e abióticos 

capazes de alterar a expressão gênica e a metabolômica celular (Burford et al., 2020). Lakeman 

et al. (2009) descreve que condições de laboratório fixas gradualmente alteram traços naturais 

do fitoplâncton quando vistos na natureza, como a morfologia de filamentos e a capacidade de 

produzir toxinas. Nas devidas proporções, este efeito também pode estar ocorrendo na produção 

constitutiva de MAAs estimada nesta pesquisa. Para testar esta hipótese, estudos com foco em 

trasncriptomas de amostras recém-isoladas do habitat de origem seriam necessários. Llewellyn 

et al. (2020a) identificaram uma regulação positiva no cluster gênico relacionado a MAAs no 

trasncriptoma de Chlorogloeopsis fritschii PCC6912 como uma resposta a exposição à luz 

infravermelha, indicando que esta técnica pode ser uma ferramenta aliada nas pesquisas de 

cunho ecológico e biotecnológico.  

Observando este capítulo, a hipótese de que o arranjo gênico relativo à síntese de MAAs 

está ligado a produção constitutiva detectável destes compostos em cianobactérias parece ter 

fundamento. Esta correlação foi observada especialmente nas linhagens Nodularia spumigena 

CENA596 e Sphaerospermopsis torques-reginae ITEP-024, ambas capazes de formar florações 

e provenientes de lagoas expostas diretamente a luz solar. As outras linhagens deste estudo que 

também apresentaram o arranjo dos genes de MAA organizados, Brasilonema sennae 

CENA114 e Brasilonema octagenarum UFV-OR1, não apresentaram concentrações 

mensuráveis dos MAAs testados (apesar da presença de picos de palitina). Porém, ambas foram 

isoladas de biofilmes em habitats terrestres sombreados. As demais linhagens, originárias das 

lagoas salino-alcalinas do Pantanal brasileiro, não possuem os genes relacionados a biossíntese 

de MAAs como cluster colinear em sintenia e não apresentaram produção constitutiva 

detectável das variantes que foram medidas. Os resultados discutidos neste capítulo 

demonstram que a produção de metabólitos fotoprotetores em cianobactérias engloba múltiplos 

fatores (ambiental, nutricional, evolutivo e genético) e requer pesquisas científicas adicionais, 

como o uso de estímulos físicos e/ou químicos para uma possível indução de níveis mensuráveis 

em espécies sem arranjo gênico organizado e um maior rendimento nas espécies com a presença 

do cluster de genes associados aos aminoácidos do tipo micosporina. 
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4. Produção de MAAs estimulada por radiação UV 

 

Resumo 
A produção de compostos fotoprotetores em cianobactérias pode ser estimulada através da exposição a 

fatores de estresse, tais como a composição e quantidade de luz, concentração de nitrogênio e salinidade 

e temperatura aumentadas. Contudo, ainda existe uma lacuna no conhecimento científico quando se 

estabelece uma relação entre as bases gênicas e a produção de metabólitos induzidos especificamente 

pela exposição a luz UV. Para avaliar isto, as linhagens deste estudo foram cultivadas com 72h de 

indução por UVA+UVB e seus extratos foram analisados em busca da produção de aminoácidos do tipo 

micosporina (MAAs) através de cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas. 

Adicionalmente, inferiu-se a concentração de carotenoides e a motilidade em meio sólido de todas as 

linhagens a fim de descrever estratégias complementares de foto proteção que podem ser empregadas 

pelas cianobactérias estudadas. Observou-se que somente as linhagens com agrupamentos gênicos 

organizados foram efetivamente estimuladas pela radiação UV, gerando mais subsídios para a 

importância da análise prévia de clusters gênicos quando se pretende buscar modelos biológicos para a 

produção biotecnológica de compostos alvo.    

 

4.1. Introdução específica 

 

Estudos biotecnológicos realizados para avaliar o crescimento celular e induzir a 

produção de moléculas alvo em microalgas e cianobactérias utilizam-se rotineiramente de 

estímulos físicos e químicos, testando desde o aumento ou a redução de temperatura e/ou 

salinidade e fontes distintas de nutrientes essenciais até a adição de concentrações estressantes 

de metais e intensidades luminosas variadas (Pade; Hagemann, 2014; Dextro et al., 2018; Silva 

et al., 2018; Nalley et al., 2018; Cassier-Chauvat et al., 2021; Dextro 2021). 

Para organismos autotróficos, um dos pontos focais de estudos metabólicos gira em 

torno das enzimas, moléculas e estruturas relacionadas a fotossíntese (Stramski; Morel, 1990; 

MacIntyre et al., 2002). A qualidade e a intensidade da luz que chega às células são pontos 

importantes que afetam a biomassa gerada e os produtos naturais sintetizados em cultivos 

laboratoriais (Silaban et al., 2014; Khatoon et al., 2018). Neste âmbito, destaca-se o uso da 

radiação ultravioleta (RUV) e sua influência sob diferentes linhagens de cianobactérias como o 

objetivo principal de diversos pesquisadores nas últimas três décadas (Aráoz et al., 1998; 

Karsten et al., 1998; Castenholz; Garcia-Pichel, 2012; Rastogi et al., 2014; Chandra et al., 2020; 

Singh et al., 2020; Bairwa et al., 2021).  
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Para cianobactérias, descreve-se na literatura que a exposição à RUV induz a síntese de 

moléculas com funções protetoras, de aminoácidos do tipo micosporina (MAAs) a 

antioxidantes e carotenoides (Wada et al., 2015; Boucar et al., 2021). Isto demonstra os 

mecanismos celulares herdados pelas cianobactérias, refletindo suas adaptações aos danos 

causados pelo UV. Como exemplo de prejuízo mediado por radiação, sabe-se que a porção 

específica da radiação solar com comprimento de onda entre 280 e 315 nm, conhecida como 

UVB, pode alterar a estrutura das proteínas, afetar a integridade do DNA e inativar inúmeras 

moléculas bioativas essenciais à sobrevivência celular (Karentz et al., 1991; Bothwell et al., 

1994). Além de modular a síntese de pigmentos fotossintéticos e de MAAs, a ausência ou o 

excesso de luz parece ser capaz de estimular a motilidade das cianobactérias não-sésseis.  

O movimento orientado em resposta a estímulos luminosos conhecido como fototropismo vem 

sendo descrito em algumas linhagens, como a Rivularia sp. IAM M261 (Hirose; Katayama, 

2021). Esta motilidade para fugir da luz danosa pode ser outro mecanismo de proteção UV 

empregado por cianobactérias através do deslizamento (Quesada; Vincent, 1997).  

Independente da mobilidade, quando expostos a intensidades elevadas de UVA e UVB, 

microrganismos fotossintetizantes parecem ser induzidos a sintetizar MAAs em concentrações 

mais elevadas do que àquelas observadas em crescimento normal (Sinha et al., 2003; Shang et 

al., 2018). Em alguns casos, a presença de MAAs em cianobactérias só é identificada após a 

indução por UV (Geraldes et al., 2020). A regulação positiva da transcrição gênica e da 

atividade enzimática das moléculas envolvidas na via de biossíntese de MAAs e de parte da via 

do chiquimato podem ser estimuladas pela radiação UV (Shick et al., 1999), sendo que esta 

indução aparentemente ocorre de maneira significativa apenas no início desta rota metabólica, 

causando o acúmulo dos chamados MAAs primários, como shinorina, micosporina-glicina e 

porphyra-334 (Rosic; Dove, 2011). O processamento e conversão destas substâncias em MAAs 

secundários, tais como a palitina, não parecem ser afetados pelo aumento da exposição a RUV 

(Shick, 2004). 

Desta forma, para investigar o efeito específico das frações UVA e UVB na síntese de 

aminoácidos do tipo micosporina nas linhagens de cianobactérias brasileiras utilizadas 

previamente neste trabalho, a produção de MAAs de cada uma delas após 72 h de exposição ao 

UV foi mensurada. Com os resultados obtidos nos capítulos anteriores, foi possível estabelecer 

uma relação entre a presença do agrupamento gênico de MAAs organizado em cluster  

com uma concentração constitutiva detectável de MAAs específicos. O passo seguinte nesta 

linha de raciocínio, e que fundamenta este capítulo, é observar o efeito da exposição à radiação 

UVA e UVB na produção estimulada de MAAs. As hipóteses aqui testadas foram as de que  
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(A) a radiação UV adicional não causará diferenças significativas em relação ao que foi 

observado no capítulo anterior para a produção constitutiva (contrariando o descrito na 

literatura); (B) a radiação UV adicional estimulará a produção de moléculas fotoprotetoras em 

todas as linhagens, independentemente de suas concentrações constitutivas anteriormente 

estimadas e de seus arranjos gênicas previamente descritos; (C) a radiação UV adicional 

estimulará diferencialmente as linhagens, de acordo com a organização de seus genes e suas 

produções constitutivas, induzindo maiores concentrações nas cianobactérias que já produziam 

MAAs mesmo sem exposição a UVA e UVB. 

 

4.2. Materiais e Métodos 

 

Indução de substâncias fotoprotetoras com UV 

 

Foram utilizadas neste bioensaio todas as linhagens previamente testadas e que tiveram 

suas produções constitutivas de MAAs estimadas (Anabaenopsis elenkinii CCIBt3563, 

Geminocystis sp. CENA526, Pantanalinema rosanae CENA516, Alkalinema pantanalense 

CENA528, Arthrospira platensis CENA597, Arthrospira platensis CENA650, 

Sphaerospermopsis torques-reginae ITEP-024, Nodularia spumigena CENA596, Brasilonema 

sennae CENA114 e Brasilonema octagenarum UFV-OR1). Todas cresceram em meio Z8  

(Z8 modificado com adição de NaCl para a linhagem CCIBt3563 e Z8[0] sem nitrogênio  

para as linhagens CENA114 e UFV-OR1) sob as mesmas condições de cultivo utilizadas no 

capítulo anterior (temperatura de 22 ± 1ºC, luz fluorescente de 40-50 µmol fótons·μm-2·s-1, 

ciclo claro/escuro de 14/10h). O período experimental total foi o mesmo que o utilizado para 

estimar a produção constitutiva (42 dias para as linhagens do Pantanal, CENA596 e ITEP-024; 

87 dias para ambas CENA114 e UFV-OR1) com a diferença de que os três últimos dias de 

crescimento contaram com um período de exposição à luz UVA e UVB (totalizando  

72h de exposição) provenientes de duas lâmpadas TLK 40W 10R-UVA e duas lâmpadas  

TL 40W 12RS-UVB (Philips, Holanda), completando o período total de 45 dias de bioensaio 

(90 dias para as linhagens do gênero Brasilonema).  

Uma vez que o vidro bloqueia a passagem de luz ultravioleta, os cultivos crescidos em 

Erlenmeyer foram transferidos para garrafas estéreis de cultura feitas de poliestireno virgem, 

opticamente claras, de 250 mL e com tampas ventiladas equipadas com filtros, livres  

de DNase e RNase (Kasvi, modelo KII-2250, Brasil). A fim de garantir que as  

garrafas utilizadas realmente permitiam a passagem de radiação UV, testou-se a  
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absorbância das mesmas em comparação à uma cubeta de poliestireno transparente (Figura 13), 

concluindo-se que o modelo de garrafas testado poderia ser utilizado neste experimento sem 

afetar os resultados obtidos. 

 

 

Figura 13. Teste de passagem de radiação UV nas garrafas modelo KII-2250 da Kasvi. Absorbância 

inferida nos comprimentos de onda que abrangem UVA e UVB em uma cubeta de poliestireno (linha 

azul contínua) e na amostra da garrafa KII-2250 (linha laranja descontínua) representando a média de 

cinco leituras em cada comprimento de onda com desvio padrão.  

 

Após as 72h de exposição ao UV e completando o período experimental planejado, os 

cultivos foram processados do modo já descrito no capítulo anterior, através de centrifugação, 

congelamento e liofilização para então passarem pela extração ácida (subitem Avaliação da 

produção constitutiva de MAAs em isolados cianobacterianos do Materiais e Métodos do 

capítulo 2). Uma vez feita a extração, as amostras dos cultivos submetidos ao estimulo de RUV 

foram analisadas por cromatografia líquida acoplada ao espectrômetro de massas, segundo as 

especificações descritas por Geraldes et al. (2020), também utilizadas na determinação da 

produção constitutiva. Por fim, a quantificação da produção de MAAs estimulada por UVA e 

UVB foi feita através das equações das retas extraídas dos dados de leitura dos padrões (Figura 

14). Os padrões com concentrações conhecidas de MAAs disponíveis no período destas leituras 

correram no aparelho juntamente com as amostras e seus resultados permitiram calcular as 

concentrações destes compostos nas amostras. Para fins de comparação do efeito da exposição 

ao UVA e UVB, também se cultivaram réplicas de cada linhagem em luz fluorescente sem 

indução UV como dado de referência para a produção constitutiva obtida no mesmo período 

total de cultivo (45 dias). 
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Figura 14. Curvas padrões para a shinorina (A), porphyra-334 (B) e palitina (C) com as respectivas 

equações das retas usadas para estimar a produção estimulada por RUV dos extratos cianobacterianos. 
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Determinação da concentração de clorofila a e carotenoides com exposição UV 

 

Adicionalmente, realizou-se uma análise de clorofila a e carotenoides totais para avaliar 

uma estratégia de foto proteção suplementar que pode estar sendo empregada pelas 

cianobactérias. Coletou-se 1 mL de cada linhagem (crescidas em triplicata, n = 3) no primeiro 

dia de cultivo, após 42 dias de crescimento e nas duas condições finais; com e sem exposição 

ao UV por 72h (completando o período final de 45 dias de experimento em ambas). Estas 

alíquotas foram filtradas em membrana de vidro de diâmetro 47 mm (GE Life Sciences, Estados 

Unidos) com uma bomba de vácuo. Os filtros foram armazenados em Eppendorfs âmbar, ideais 

para extrações sensíveis à luz, colocados em ultra freezer a -80 ºC até a extração, como descrito 

por Strickland e Parson (1968). Os Eppendorfs foram então preenchidos com 1,1 mL de acetona 

90% gelada, vortexados por 30s e armazenados sob refrigeração e no escuro por 24h. Depois 

deste período, os Eppendorfs foram centrifugados sob 3.000 rpm a 5 ºC por 30 min e o 

sobrenadante foi utilizado nas leituras feitas em espectrofotômetro UV/VIS (Modelo Lambda 

Bio, Perkin Elmer, Alemanha) nos comprimentos de onda indicados por Kirk e Allen (1965), 

cujas equações abaixo transcritas foram usadas nos cálculos das concentrações de clorofila a e 

carotenoides totais.   

 

Clorofila a (μg mL-1) = (12,7 x A663) – (2,69 x A645)    (1) 

Carotenoides (μg mL-1) = A480 + (0,114 x A663) – (0,638 x A645)   (2) 

 

Rastreamento de outras micosporinas no espectro UV 

 

A fim de determinar a ocorrência qualitativa de outros aminoácidos do tipo micosporina 

(MAAs) que não foram contemplados nas análises quantitativas com os padrões disponíveis, 

realizou-se uma triagem nas amostras das cianobactérias após a extração ácida, tanto da 

biomassa crescida sob a exposição de UV quanto daquela apenas cultivada em luz fluorescente. 

Utilizou-se um espectrofotômetro SP-2000 UV da Bel Photonics (BioVera, Brasil) na 

amplitude de 310 a 360nm, que contempla o pico de absorbância de 25 diferentes MAAs 

conhecidos (Rastogi et al., 2020). 
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Avaliação de motilidade estimulada por luz (fototropismo) 

 

Como experimento complementar, aferindo ainda outro mecanismo descrito na 

literatura como modulador da interação das cianobactérias com a luz, avaliou-se a capacidade 

de deslocamento das linhagens testadas induzida por luz fluorescente direcional em meio  

BG-11 sólido feito com ágar em placas de Petri estéreis de poliestireno (Figura 15). As 

cianobactérias foram inoculadas por esfregaço em uma linha demarcada na extremidade da 

placa que ficou mais distante da fonte de luz (LED do interior da incubadora BOD). Uma 

montagem com papelão foi utilizada para garantir que a luz atingisse as placas em apenas uma 

direção (Figura 15B). O deslocamento de cada linhagem foi registrado em milímetros (mm) ao 

longo de 14 dias, permitindo mensurar a velocidade de deslocamento em mm/dia.   

 

 

 

Figura 15. Avaliação de motilidade em meio sólido com luz direcional. (A) Aplicação da biomassa 

cianobacteriana na extremidade da placa de Petri anterior a linha que delimita 68 mm de distância da 

outra extremidade. (B) Posição da placa e das barreiras causando unidirecionalidade da fonte de luz.    

 

4.3. Resultados 

 

Os valores de shinorina e porphyra-334 obtidos para a produção com e sem indução de 

UV por 72h foram calculados para cada linhagem testada (Tabela 4). Todas as cianobactérias 

isoladas do Pantanal (Anabaenopsis elenkinii CCIBt3563, Geminocystis sp. CENA526, 

Pantanalinema rosanae CENA516, Alkalinema pantanalense CENA528, Arthrospira platensis 

CENA597 e Arthrospira platensis CENA650) não apresentaram concentrações detectáveis dos 

MAAs avaliados. A linhagem Brasilonema octagenarum UFV-OR1 teve 0,28 ± 0,04 μgPalitina/ 

mgbiomassa. Somente em Nodularia spumigena CENA596 e Sphaerospermopsis torques-reginae 
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ITEP-024 foram obtidas concentrações mensuráveis de SHI e P-334, com sinais da presença de 

palitina em ambas expostas ao UV e somente em ITEP-024 houve pico de micosporina-glicina-

alanina também com indução. A exposição à radiação UVA + UVB causou aumento 

estatisticamente significativo na concentração de porphyra-334 tanto em N. spumigena  

(3,2 vezes mais) quanto em S. torques-reginae (7,6 vezes mais), sendo que para a linhagem 

ITEP-024 também houve acréscimo significativo nos valores de shinorina (2,3 vezes mais). 

Nota-se que somente as linhagens que possuem o arranjo gênico organizado apresentaram 

níveis detectáveis dos MAAs alvo mesmo após o estímulo por radiação ultravioleta A e B. 

 

Tabela 4. Concentração de shinorina (SHI) e porphyra-334 (P-334) detectadas nas cianobactérias de 

acordo com a condição de exposição ao UV. Os resultados são apresentados em μgMAAs/ mgbiomassa.  

O (--) indica ausência de detecção do MAA. O (X) indica presença do MAA em níveis abaixo do limite 

inferior de detecção (para palitina e micosporina-glicina-alanina < 0,01). O (*) indica diferença 

estatisticamente significativa entre as condições sem e com 72h de exposição ao UV por teste ANOVA 

(p < 0.005). 

Linhagem Condição SH (µg mg-1) P-334 (µg mg-1) Palitina Mic-gli-

ala 

Nodularia spumigena 

CENA596 

Sem UV 

Pós 72h UV 

0,06 ± 0,01 

0,07 ± 0,01 

2,35 ± 0,04* 

7,66 ± 0,45* 

-- 

X 

-- 

-- 

Sphaerospermopsis 

torques-reginae ITEP-024 

Sem UV 

Pós 72h UV 

3,85 ± 0,13* 

9,03 ± 1,12* 

0,23 ± 0,06* 

1,69 ± 0,13* 

X 

0,03 ± 0,01 

-- 

X 

Brasilonema octagenarum 

UFV-OR1 

Sem UV 

Pós 72h UV 

-- 

-- 

-- 

-- 

X 

0,28 ± 0,04 

-- 

-- 

Brasilonema sennae 

CENA114 

Sem UV 

Pós 72h UV 

-- 

-- 

-- 

-- 

X 

X 

-- 

-- 

Geminocystis sp. CENA526 Sem UV 

Pós 72h UV 

-- 

-- 

-- 

-- 

-- 

-- 

-- 

-- 

Alkalinema pantanalense 

CENA528 

Sem UV 

Pós 72h UV 

-- 

-- 

-- 

-- 

-- 

-- 

-- 

-- 

Anabaenopsis elenkinii 

CCIBt3563 

Sem UV 

Pós 72h UV 

-- 

-- 

-- 

-- 

-- 

-- 

-- 

-- 

Arthrospira platensis 

CENA597 

Sem UV 

Pós 72h UV 

-- 

-- 

-- 

-- 

-- 

-- 

-- 

-- 

Arthrospira platensis 

CENA650 

Sem UV 

Pós 72h UV 

-- 

-- 

-- 

-- 

-- 

-- 

-- 

-- 

Pantanalinema rosanae 

CENA516 

Sem UV 

Pós 72h UV 

-- 

-- 

-- 

-- 

-- 

-- 

-- 

-- 
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Os valores estimados de clorofila a e carotenoides totais no início e no fim do 

experimento demonstram que a exposição ao UV afeta diferentemente a síntese de pigmentos 

fotossintéticos de cada linhagem (Tabela 5). A maior parte das cianobactérias testadas 

apresentou redução de clorofila a e/ou carotenoides totais nas amostras expostas ao UV quando 

comparadas diretamente àquelas que, ao final de 45 dias, cresceram apenas em luz fluorescente 

(N. spumigena CENA596, S. torques-reginae ITEP-024, Anabaenopsis elenkinii CCIBt3563, 

P. rosanae CENA516, B. sennae CENA114, Arthrospira platensis CENA597 e CENA650). 

Para as demais linhagens (CENA526, CENA528 e UFV-OR1), entretanto, a radiação 

UVA+UVB serviu de estimulo, causando um aumento nas concentrações de pigmentos, ainda 

que estatisticamente significativo para a clorofila a somente em UFV-OR1 e para carotenoides 

em CENA526. 

 

Tabela 5. Concentrações de clorofila a e carotenoides totais calculadas nas cianobactérias de acordo 

com a condição de exposição ao UV, apresentados em mg/L. O (*) indica diferença estatisticamente 

significativa entre as condições sem e com 72h de exposição ao UV por teste ANOVA (p < 0.005). 

Linhagem Pigmento Dia 1 Dia 42 Dia 45 (sem 

UV) 

Dia 45 (pós 72h 

UV) 

CENA596 Clorofila a 

Carotenoides 

1,31 ± 0,05 

0,09 ± 0,002 

6,08 ± 0,03 

0,48 ± 0,02 

6,80 ± 0,08* 

0,56 ± 0,02* 

3,25 ± 0,46* 

0,22 ± 0,04* 

ITEP-024 Clorofila a 

Carotenoides 

1,74 ± 0,02 

0,10 ± 0,004 

8,13 ± 0,02 

0,69 ± 0,01 

7,77 ± 0,09* 

0,71 ± 0,01* 

4,51 ± 0,41* 

0,30 ± 0,10* 

UFV-OR1 Clorofila a 

Carotenoides 

1,83 ± 0,04 

0,11 ± 0,002 

7,50 ± 0,08 

0,46 ± 0,04 

7,94 ± 0,15* 

0,51 ± 0,03 

9,75 ± 0,67* 

0,52 ± 0,04 

CENA114 Clorofila a 

Carotenoides 

0,86 ± 0,02 

0,08 ± 0,003 

7,62 ± 0,05 

0,42 ± 0,02 

7,59 ± 0,03* 

0,53 ± 0,09 

7,20 ± 0,02* 

0,52 ± 0,002 

CENA526 Clorofila a 

Carotenoides 

2,43 ± 0,05 

0,10 ± 0,008 

6,17 ± 0,04 

0,41 ± 0,02 

6,15 ± 0,25 

0,52 ± 0,02* 

6,48 ± 0,29 

0,70 ± 0,03* 

CENA528 Clorofila a 

Carotenoides 

2,47 ± 0,01 

0,12 ± 0,005 

8,74 ± 0,09 

0,33 ± 0,05 

9,52 ± 0,11 

0,79 ± 0,08 

9,78 ± 0,18 

0,85 ± 0,07 

CCIBt3563 Clorofila a 

Carotenoides 

1,60 ± 0,02 

0,05 ± 0,009 

6,35 ± 0,03 

0,33 ± 0,05 

6,25 ± 0,02* 

0,79 ± 0,08 

4,69 ± 0,06* 

0,71 ± 0,06 

CENA597 Clorofila a 

Carotenoides 

1,46 ± 0,08 

0,11 ± 0,006 

5,26 ± 0,07 

0,43 ± 0,02 

5,49 ± 0,05* 

0,43 ± 0,02* 

4,17 ± 0,20* 

0,28 ± 0,04* 

CENA650 Clorofila a 

Carotenoides 

2,48 ± 0,08 

0,19 ± 0,002 

5,43 ± 0,05 

0,48 ± 0,08 

5,11 ± 0,13* 

0,42 ± 0,04* 

4,67 ± 0,08* 

0,35 ± 0,01* 

CENA516 Clorofila a 

Carotenoides 

2,30 ± 0,04 

0,10 ± 0,003 

8,16 ± 0,08 

0,39 ± 0,04 

8,54 ± 0,11* 

0,86 ± 0,06 

7,67 ± 0,09* 

0,72 ± 0,08 

 



69 

 

Em relação à triagem dos extratos cianobacterianos nos comprimentos de onda de ação 

das micosporinas, observa-se que as linhagens sem o arranjo gênico identificado não 

apresentaram outros picos que pudessem indicar a presença de micosporina que não foram 

avaliadas nas análises de HPLC, nem mesmo sob estímulo UVA+UVB (Figura 16). Ambas as 

linhagens do gênero Brasilonema tiveram picos entre 310 e 325 nm, possivelmente 

relacionados a palitina, enquanto a ITEP-024 e a Nodularia apresentaram picos em torno de 

330-335 nm, típicos de shinorina e porphyra-334. 

 

 

Figura 16. Absorbância aferida nos comprimentos de onda entre 310 à 360 nm nos extratos cultivados 

em luz fluorescente (A) e com o estímulo UV (B). Legenda das linhagens: ● UFV-OR1; ○ CENA114; 

◊ ITEP-024; ♦ CENA596; ● CENA516; ● CCIBt3563; ■ CENA597; ■ CENA650; ▲ CENA526; 

▲CENA528. 

 

Por fim, avaliando o deslocamento total de cada linhagem após 14 dias, nota-se que 

algumas apresentaram fototropismo positivo, deslocando-se de maneira mais efetiva em direção 

à luz (Figura 17). A única linhagem não filamentosa testada, a Geminocystis sp. CENA526, 

cresceu apenas no local da inoculação, como esperado. Dentre as filamentosas, destacam-se 

Arthrospira platensis CENA650, Pantanalinema rosanae CENA516 e Sphaerospermopsis 

torques-reginae ITEP-024 como as linhagens que tiveram maior capacidade de deslocamento 

(todas com velocidade superior a 3 mm/dia) e, aparentemente, foram mais responsivas à luz. 
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Figura 17. Distância percorrida (em mm) por cada linhagem após 14 dias de exposição a luz 

fluorescente unidirecional. 

 

4.4. Discussão 

 

A principal estratégia fotoprotetora de cianobactérias descrita na literatura é a síntese de 

metabólitos especializados como aminoácidos do tipo micosporina (MAAs) e escitonemina 

(Bandaranayake, 1998; Conde et al., 2000; Karentz, 2001; Balskus; Walsh, 2010; Carreto; 

Carignan, 2011; Castenholz; Garcia-Pichel, 2012; Hartmann et al., 2015; Lawrence et al., 2018; 

Geraldes et al., 2019; Bairwa et al., 2021; Boucar et al., 2021). Sob exposição direta à radiação 

ultravioleta A e B, estes microrganismos utilizam estas moléculas de elevado coeficiente de 

extinção molar para absorver parte dos fótons mais energéticos incidentes, reduzindo os danos 

celulares causados pela RUV (Wada et al., 2013). Embora a descrição dos MAAs aponte para 

bases genéticas conservadas que virtualmente permitiriam a síntese destes compostos por todo 

o filo Cyanobacteria (Balskus; Walsh, 2010; Garcia-Pichel et al., 2019), o estudo focal da 

diversidade de linhagens tem demonstrado aptidões distintas para esta via de síntese que parece 

estar relacionada ao arranjo gênico de cada linhagem (Dextro et al., 2023a). Além disso, 

diferentes famílias de cianobactérias parecem ser capazes de acionar estratégias alternativas de 

sobrevivência à radiação que envolvem evasão por mobilidade (Quesada; Vicent, 1997), 

alteração do padrão de síntese de pigmentos fotossintetizantes (Demay et al., 2019) e produção 

aumentada de enzimas antioxidantes (Castenholz; Garcia-Pichel, 2012).  
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Observando o padrão encontrado neste estudo, a hipótese inicial que melhor explica os 

dados é a de que a radiação UV estimula de maneira distinta cada linhagem, sendo que a 

organização gênica referente ao agrupamento de biossíntese dos MAAs e as produções 

constitutivas (sem estimulo) são dados preliminares importantes na predição da estratégia de 

sobrevivência de cada cianobactéria sob exposição UVA e UVB. Conforme analisado, as 

linhagens originárias do Pantanal brasileiro não apresentaram concentrações detectáveis dos 

MAAs específicos shinorina, porphyra-334, palitina ou micosporina-glicina-alanina mesmo 

após 72h de exposição ao UV e não possuem picos que possam indicar a presença de outros 

MAAs ou compostos que absorvam UV na faixa de 310 a 360nm. Embora provenientes de um 

habitat associado à intensa exposição à luz solar, esta pode não ser sua estratégia central de foto 

proteção. Resultados similares, relatando a ausência de detecção de MAAs após exposição UV 

já foram descritos na literatura para muitos gêneros de cianobactérias pertencentes a múltiplas 

ordens, tais como Scytonema e Chlorogloeopsis (Nostocales), Rhabdoderma e Leptolyngbya 

(Synechococcales), Desertifilum (Oscillatoriales) e Cyanosarcina (Chroococcales) (Hartmann 

et al., 2015; Geraldes et al., 2020b). Para as demais ordens deste filo (Chroococcidiopsidales, 

Pleurocapsales, Spirulinales e Gloeobacterales) faltam dados tanto do potencial de produção 

constitutiva quanto sob estímulo de radiação UV (Jain et al., 2017). 

De um ponto de vista ecológico, apesar de não produzirem isoladamente MAAs, as 

linhagens do Pantanal podem estar se beneficiando de suas capacidades protetoras. Esse é o 

caso de diversos organismos não-produtores, como a lebre-do-mar Aplysia californica 

(Kicklighter et al., 2011). Apesar de não produzir MAAs, ao menos 3 formas de palitina já 

foram detectadas em sua tinta, provenientes de sua dieta rica em algas. Algo similar poderia 

estar acontecendo nas lagoas salino-alcalinas do Pantanal no nível de comunidade. 

Analisando microalgas e cianobactérias de fontes termais do Mar Morto, Oren et al. 

(2008) relataram concentrações muito baixas ou inexistentes de MAAs e escitonemina em 

diversos pontos de coleta. Em suas análises, foram descritas cianobactérias  

filamentosas (Phormidium, Scytonema, Oscilatoria e Spirulina) e unicelulares (Merismopedia 

e Chroococcus) com características termófilas (crescendo em elevadas temperaturas) e 

halofílicas (crescendo em alta concentração de sais). Mesmo em experimentos de  

exposição direta à radiação solar (placas de Petri abertas por 10h expostas ao sol das 7:00h às 

17:00h), os extratos cianobacterianos não foram induzidos a produzir compostos com 

capacidade de absorver UV. Para os autores, quando as cianobactérias sobrevivem em 

condições ambientais extremas, não há retorno metabólico (pay off) na produção de  

MAAs e escitoneminas, especialmente nos períodos de pico de atividade metabólica 
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fotossintética. Seguindo este mesmo raciocínio, para as linhagens do Pantanal brasileiro, que 

crescem em concentrações muito elevadas de salinidade (variando entre 0,4 e 2,4 g/L), 

alcalinidade e pH (>9,5) (Pellegrinetti et al., 2022) também pode não haver retorno fisiológico 

viável para o investimento energético da construção de moléculas especializadas na  

proteção UV. 

Adicionalmente, foi detectada a alteração da produção de clorofila a e carotenoides 

totais em todas as linhagens do Pantanal. A redução da produção, observada em Anabaenopsis 

elenkinii CCIBt3563, Pantanalinema rosanae CENA516, Arthrospira platensis CENA597  

e A. platensis CENA650 pode ter sido causada por foto branqueamento e foto inibição, 

reforçando a ausência de substâncias protetoras contra UV e a redução do metabolismo mediada 

pela radiação (Garcia-Pichel et al., 1993). Para CENA516 e CENA650, entretanto, a avaliação 

de motilidade associada a estímulos luminosos pode indicar uma estratégia de evasão de luz 

mediada pelo fototropismo. Apesar de serem espécies planctônicas, ambas têm capacidade de 

formar tapetes bentônicos através de sua mucilagem e que são encontrados especialmente nas 

épocas de seca do Pantanal, quando as lagoas em que estas cianobactérias vivem se reduzem a 

poucos centímetros de coluna d’água. Neste cenário extremo de maior exposição à radiação 

solar, mover-se em direção ao substrato nos períodos críticos de radiação ao longo do dia seria 

uma estratégia plausível de sobrevivência. Especificamente para A. elenkinii CCIBt3563, a 

presença de aerótopos é uma estratégia de fuga da exposição à radiação UV que permite a 

migração vertical na coluna d’água (Santos et al., 2018), e que não se reflete em mobilidade em 

substratos sólidos como testado, uma vez que se baseia em flutuabilidade. 

Para as linhagens Geminocystis sp. CENA526 e Alkalinema pantanalense CENA528, a 

expressão aumentada de carotenoides pode representar uma estratégia de foto  

proteção. Schagerl e Muller (2006) descreveram a aclimatação de quatro diferentes 

cianobactérias ao aumento da intensidade luminosa (de 15 para 120 µmol fótons·μm-2·s-1), 

obtendo incrementos estatisticamente significativos em carotenoides para todas elas. Das 

linhagens exploradas pelos pesquisadores, somente Anabaena torulosa ASW01023 apresentou 

uma concentração de carotenoides estimulada pela luz superior aos valores estimados neste 

trabalho (1,0 mg/L).  

Na triagem da absorbância na faixa de 310 a 360nm, nota-se que o extrato de CENA526 

exposto ao UV apresentou um pico anterior a 310nm que pode representar a presença do 

carotenoide do tipo tetraterpeno chamado fitoeno, que já foi descrito em cianobactérias e possui 

absorbância máxima em 286nm (Tsuchiya et al., 2005; Liang et al., 2006; Meléndez-Martínez 

et al., 2019). As chances da linhagem Geminocystis sp. CENA526 produzir fitoeno  
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dentre seus carotenoides totais mensurados é considerável, ainda mais ponderando que a fitoeno 

desaturase é uma das mais importantes enzimas utilizadas na biossíntese de carotenoides em 

cianobactérias, sendo compartilhada também com plantas e microalgas (Liang et al., 2006).  

Um recente estudo avaliando o terpenoma da Geminocystis sp. CENA526 contribuiu com dados 

que reforçam a ideia de que esta linhagem produz uma gama diversa de carotenoides, incluindo 

a identificação do gene fitoeno sintase (crtB) em seu genoma. Os carotenoides são tetraterpenos 

que podem atuar em diversas funções celulares, sendo a foto proteção apenas uma delas 

(Machado, 2022). 

Em relação às linhagens do gênero Brasilonema estudadas, houve detecção de picos de 

palitina com e sem exposição UV (tanto nas análises qualitativas quanto nas quantitativas). 

Estas linhagens apresentam um cluster gênico organizado que se diferencia do tradicional 

mysABCD descrito para outras linhagens, sendo recentemente proposto como ideal para a 

produção de palitinas (Chen et al., 2021) e possuem um hábito de crescimento em tufos de 

filamentos fixos que se desenvolvem aderidos a um substrato. Sua mobilidade foi  

baixa no período avaliado (14 dias), sem necessariamente apresentar uma correlação positiva 

de fototropismo (movimento estimulado pela luz). Em relação aos pigmentos medidos,  

ambas mantiveram taxas muito semelhantes de síntese de carotenoides totais com e sem 

estimulo de UVA+UVB, porém houve aumento na concentração de clorofila a em Brasilonema 

octagenarum UFV-OR1 e uma redução desta em Brasilonema sennae CENA114.  

Quesada e Vincent (1997) descreveram diferentes sensibilidades de duas linhagens de 

cianobactérias (Phormidium murrayi e Oscillatoria priestleyi) expostas a 96h de UVB. 

Enquanto P. murrayi se mostrou resistente, O. priestleyi apresentou quedas consideráveis nas 

concentrações tanto de clorofila a quanto de carotenoides. He et al. (2002) descrevem a redução 

de clorofila em algumas cianobactérias expostas a UVB como uma possível estratégia de 

sobrevivência que reduz o foto branqueamento celular e os danos diretos causados pela radiação 

ultravioleta. De qualquer modo, tanto a linhagem UFV-OR1 quanto CENA114 parecem 

dotadas de um arsenal complementar de estratégias de foto proteção. É importante ainda 

ressaltar que, em seus habitats de origem, ambas crescem em locais sombreados, recebendo 

toda a luz fotossinteticamente ativa que necessitam para sobreviver sem sofrer exposição  

solar direta. 

Finalmente, para Nodularia spumigena CENA596 e Sphaerospermopsis torques-

reginae ITEP-024 o perfil de estratégias de foto proteção detectados com os  

resultados produzidos foi distinto. Enquanto a CENA596 apresentou baixo estimulo de 

motilidade à luz e produção induzida majoritariamente de porphyra-334, a ITEP-024  
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mostrou-se altamente móvel, deslocando-se por mais de 40mm em direção a luz, e produzindo 

sob estímulo UVA+UVB concentrações aumentadas de shinorina, porphyra-334 e palitina, 

além do pico detectado de micosporina-glicina-alanina. Com uma gama tão diversa de MAAs 

e capacidade motora considerável, entende-se que a redução observada nos carotenoides totais 

e clorofila a na ITEP-024 (de 58% e 42%, respectivamente) após 72h de exposição à radiação 

UVA+UVB foi ocasionada por um redirecionamento metabólico, onde a sobrevivência diante 

da exposição ao UV priorizou a síntese de MAAs e possivelmente outros compostos 

antioxidantes em detrimento dos pigmentos fotossintéticos. Este mesmo raciocínio pode 

explicar a queda de 61% em carotenoides totais e 53% em clorofila a medidas na linhagem 

CENA596, cuja estratégia prioritária de proteção parece ser a síntese de porphyra-334, MAA 

que protege de maneira eficaz apenas a radiação no comprimento de onda 334 nm, cobrindo de 

forma mais efetiva a parcela UVA da radiação ultravioleta. Foto inibição em uma cianobactéria 

produtora de um arcabouço específico de MAAs também foi reportado por Garcia-Pichel et al. 

(1993) em Gloeocapsa sp. O perfil de absorção do extrato desta linhagem mostrou apenas um 

pico de absorção em 326 nm, o que expõem esta linhagem a danos mediados tanto pelo UVB 

(280 a 315 nm) quanto a porção distal do UVA (em torno de 400 nm). Além do branqueamento 

celular (redução da síntese de clorofila), a radiação UVB parece ser capaz de afetar a 

carotenogênese em cianobactérias, causando a redução de diferentes carotenoides intracelulares 

(no citoplasma ou no interior dos tilacóides) que atuariam como importantes agentes foto 

protetores, dissipadores de calor e antioxidantes, com capacidade quelante para espécies 

reativas de oxigênio (Quesada; Vincent, 1997; Llewellyn et al., 2020b). 

Baseado na interpretação conjunta dos dados produzidos neste capítulo somados àqueles 

discutidos nos capítulos anteriores, podemos concluir que as cianobactérias são capazes de 

utilizar diferentes mecanismos de proteção contra o dano mediado pela luz e pela radiação UV. 

Estas estratégias parecem estar ligadas tanto à estrutura gênica (e, por conseguinte, à história 

evolutiva de cada linhagem) quanto às adaptações ecológicas ao longo do tempo aos seus 

habitas de ocorrência que deixam sinais observáveis nos genomas. Em condições de cultivo 

laboratorial e nos bioensaios de estimulo por exposição a UV, cada linhagem apresentou um 

padrão de comportamento próprio, ressaltando a relevância em se avaliar e descrever cada vez 

mais a diversidade cianobacteriana global, a fim de se encontrar linhagens que tenham aptidão 

inata para produzir metabólitos especializados com interesse biotecnológico em níveis 

elevados, como encontrado em Nodularia spumigena CENA596 e Sphaerospermopsis torques-

reginae ITEP-024. Uma vez descritas, estas linhagens permitem o avanço de estudos 

bioquímicos baseados em metodologias de expressão heteróloga para avaliação de sua 
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viabilidade econômica e logística em aplicações industriais. As linhagens do Pantanal, 

organismos de interesse inicial deste estudo, provaram-se muito bem adaptadas ao seu habitat 

de origem sem a necessidade ou capacidade de produzir substâncias fotoprotetoras, que são o 

foco central deste trabalho. 

 

  



76 

5. Investigação da estrutura e função do gene mysD da via biossintética de MAAs em 

cianobactérias 

 

Resumo 

A fim de conhecer mais a fundo uma das arquiteturas gênicas associadas à produção de aminoácidos do 

tipo micosporina em cianobactérias, o último gene do cluster formado por mysABCD foi estudado em 

detalhes quanto à sua estrutura e função bioquímica. A compreensão de cada etapa de uma via 

biossintética permite sua replicação eficiente em laboratório e comparação através de diferentes modelos 

biológicos, anotando variações que modifiquem o uso de substratos e a necessidade de cofatores para a 

síntese bem-sucedida de um metabólito especializado. Para isso, foram localizados todos os clusters 

contendo o gene mysD nas montagens de genomas cianobacterianos disponíveis no NCBI. A sequência 

de aminoácidos do produto de tradução de cada gene mysD, bem como suas estruturas terciárias, foram 

avaliadas através de todo o filo e comparadas com as cópias do mesmo gene proveniente de outras 

bactérias e macroalga. Através de uma filogenia deste gene, de seu alinhamento e de uma análise das 

estruturas proteicas de seu produto utilizando o AlphaFold, foi possível aferir que o gene mysD do 

cluster cianobacteriano não deveria ser nomeado como transcrevendo a enzima D-Alanina-D-Alanina 

ligase, uma vez que esta desempenha uma função bioquímica distinta daquela prevista para a biossíntese 

de MAAs. A nova nomenclatura “micosporina-glicina-amina ligase” é sugerida a fim de harmonizar os 

estudos focados em micosporinas. 

 

5.1. Introdução específica 

 

Quando os estudos bioquímicos para descrição de vias metabólicas agregaram dados 

genéticos, ficou evidente que algumas rotas biossintéticas são expressas através de genes 

agregados linearmente nos genomas, também conhecidos como clusters gênicos (Lawrence, 

1999). A principal vantagem evolutiva relacionada a estes agrupamentos organizados é a 

expressão otimizada dos genes através de promotores próprios, acelerando a síntese dos 

compostos do metabolismo secundário que beneficiam os organismos produtores, como 

moléculas de resistência ou de interação biológica (Polturak; Osbourn, 2021). Seja em plantas 

ou microrganismos, a presença destes clusters facilitou a descrição de vias metabólicas uma 

vez que as enzimas necessárias para a síntese do produto final não estão caoticamente dispersas 

no genoma, constituindo um verdadeiro mapa bioquímico cujas peças principais já são 

conhecidas (Osbourn, 2010). 
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A expressão heteróloga se tornou a principal aliada metodológica da descrição de vias 

metabólicas, permitindo a clara observação da função de cada gene e sua respectiva enzima na 

construção de biomoléculas de interesse (Wenzel; Müller, 2005). Esta estratégia in vitro ainda 

permite analisar se existem cofatores essenciais para uma produção otimizada, quais as 

interações proteicas dentre as enzimas da via e se há especificidade de substratos.  

Especificamente na via de biossíntese de aminoácidos do tipo micosporina, desde os 

primeiros estudos observou-se a correlação entre a organização gênica e as enzimas necessárias 

para alcançar as moléculas bioativas (Garcia-Pichel et al., 1993). Nos experimentos com o 

clusters composto por mysABCE encontrado em Anabaena variabilis ATCC29413 (Balskus; 

Walsh, 2010), a ferramenta de expressão heteróloga demonstrou que os dois primeiros genes, 

quando expressos em Escherichia coli, resultam na formação de 4-deoxigadusol, molécula que 

serve como núcleo principal para as micosporinas, sendo o alvo das imino ligações (entre uma 

amina primária e uma cetona) de diferentes aminoácidos que resultam na grande diversidade 

de MAAs descritas até hoje. A expressão do cluster completo resultou na formação de 

shinorina, enquanto que os três primeiros genes produziram apenas o intermediário 

micosporina-glicina. As mesmas observações foram feitas utilizando o agrupamento gênico 

presente em Nostoc punctiforme ATCC29133 (Gao; Garcia-Pichel, 2011b). A expressão 

heteróloga de mysABC produziu micosporina-glicina e a adição do quarto gene mysD, que 

difere daquele presente no cluster presente na Anabaena, levou à detecção de shinorina 

(majoritária), porphyra-334 e micosporina-2-glicina (minoritárias). 

Desde sua descrição como parte desta rota metabólica, o gene mysD tem causado 

controvérsia por não apresentar afinidade especifica a um único substrato, utilizando 

promiscuamente diversos aminoácidos em diferentes organismos estudados (Gao; Garcia-

Pichel, 2011b; Miyamoto et al., 2014; Chen et al., 2021). Apesar da capacidade em ligar 

aminoácidos distintos, a enzima expressa por mysD parece apresentar substratos preferenciais, 

o que modifica a concentração final de MAAs produzidos. Uma hipótese alternativa para 

explicar os MAAs sintetizados pelos clusters contendo mysD seria que os produtos finais 

observados são um artefato da disponibilidade de aminoácidos no pool intracelular no momento 

de biossíntese ao invés de uma especificidade de substrato relaxada desta enzima.  

De qualquer modo, nota-se na literatura corrente o uso indiscriminado da nomenclatura 

“D-Alanina-D-Alanina ligase” para descrever a enzima expressa pelo gene mysD. Contudo, 

baseado no grande volume de dados que descrevem sua função metabólica e seguindo as regras 

internacionais de nomenclatura da enzimologia (Thompson, 1962), esta terminologia está 

equivocada e gera confusão. Este quadro se agrava pelo fato de que existem genes (murF e ddl) 
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que possuem similaridade estrutural (sequência de nucleotídeos) em relação ao mysD,  

mas que expressam enzimas distintas, sendo uma delas corretamente identificada como  

D-Alanina-D-Alanina ligase. Este é o caso do gene ddl, da via biossintética de peptigoglicanos 

(Walsh, 1989), cuja nomenclatura está fundamentada na ideia de que o nome da enzima 

expressa por um gene deve representar os substratos envolvidos na reação catalisada (ddl liga 

duas moléculas de D-Alanina) e o seu tipo, no caso uma ligase, que envolve uma catalise unindo 

duas moléculas a partir da quebra da ligação difosfato do ATP (Tipton; Boyce, 2000). Assim, 

para resolver a nomenclatura da enzima expressa pelo gene mysD, este capítulo tem como foco 

central a comparação de sua estrutura proteica terciaria com as das enzimas expressas por ddl 

e murF, além de explorar as relações filogenéticas do gene mysD no filo Cyanobacteria. A nova 

nomenclatura proposta para a enzima do gene mysD (micosporina-glicina-amina ligase) tem 

como função padronizar conforme as regras da enzimologia a maneira como uma importante 

enzima desta via é descrita, evitando confusões que atrapalham a comunicação cientifica 

(Dextro et al., 2023b). 

 

5.2. Materiais e Métodos 

 

Filogenia do gene mysD 

 

Os arquivos contendo as regiões codificantes de proteínas (CDS) de todas as montagens 

de genomas cianobacterianos disponíveis no GenBank e no RefSeq foram avaliados a fim de 

identificar as linhagens que continham clusters gênicos colineares em sintenia referentes aos 

genes de biossíntese dos aminoácidos do tipo micosporina (MAAs). Dentre estas, aquelas que 

possuíam o gene mysD em seu arranjo foram salvas e suas sequências permitiram a montagem 

de um único arquivo na extensão FASTA. Genes parciais ou repetidos foram manualmente 

eliminados a fim de reduzir a presença de falsos negativos. Nesta listagem foram acrescidas 

algumas bactérias que possuem cópias do gene mysD e o gene da macroalga Porphyra 

umbilicalis, descrita como produtora de MAAs (Gröniger et al., 1999), com o intuito de 

investigar uma possível ancestralidade em comum. 

O arquivo FASTA final foi usado na construção da árvore filogenética de máxima 

verossimilhança das sequências de aminoácidos do produto do gene mysD de linhagens 

representativas do filo cianobactéria através do software MEGA11 (Molecular Evolutionary 

Genetics Analysis), após seu alinhamento e utilizando os parâmetros predefinidos do sistema 

(Tamura et al., 2021). Nesta análise, a fim de inferir a história evolutiva das sequências, 



79 

 

utilizou-se o modelo de substituição de Jones-Taylor-Thornton (JTT) que leva em conta 

matrizes com taxas diferenciais de substituição de aminoácidos em proteínas (Jones et al., 

1992). Mil etapas de replicação do bootstrap foram usadas para analisar a robustez da árvore 

filogenética produzida. A fim de explorar a ancestralidade de mysD, outros genes envolvidos 

em vias sintéticas com funções similares (ddl, rimK e gshB) foram adicionados à análise.  

 

Estrutura terciária da enzima proveniente do gene mysD 

 

A fim de analisar a estrutura terciária do produto de tradução do gene mysD, suas 

sequências de aminoácidos foram analisadas na plataforma AlphaFold (Jumper et al., 2021; 

Varadi et al., 2022), que possui um extenso banco de dados de estruturas proteicas usados na 

predição de alvos desconhecidos. Foram selecionadas para esta avaliação as proteínas referentes 

aos genes de 20 linhagens que, segundo os dados filogenéticos, representam os principais clados 

formados. Suas estruturas foram comparadas em relação a localização e quantidade de α hélices 

e folhas β, bem como a predição das funções moleculares, os sítios de ligação de substrato e os 

domínios proteicos preditos através do InterPro (Paysan-Lafosse et al., 2022). 

 

Análise comparativa das enzimas provenientes dos genes mysD, murF e ddl 

 

Durante a busca do gene-alvo nos genomas cianobacterianos, foram encontrados três 

genes associados ao termo “D-Ala-D-Ala ligase” nestas predições automáticas, sendo eles o 

gene mysD da rota de biossíntese dos MAAs e os genes ddl e murF, ambos atuantes na via de 

produção de peptidoglicanos. Para explorar suas similaridades e diferenças estruturais e 

funcionais, as proteínas advindas destes genes foram avaliadas em relação à sua identidade 

quando alinhadas através do ClustalW (Hung et al., 2015), similaridade e cobertura usando o 

BLAST 2.8.1+ (Boratyn et al., 2013) e através de suas estruturas terciárias preditas com o 

AlphaFold.  

 

5.3. Resultados 

 

Na busca pelo cluster gênico colinear em sintenia referente à biossíntese de MAAs, 

foram avaliadas 1568 montagens genômicas de cianobactérias, pertencentes a 10 ordens (Figura 

18) e com diferentes níveis de qualidade e completude. Nos genomas de maior qualidade, com 

poucos scaffolds, a identificação dos genes foi mais eficiente. Destaca-se desta busca que mais 
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de 85% de todas as montagens de genomas cianobacterianos disponíveis no NCBI pertencem a 

apenas 3 ordens, Synechococcales, Nostocales e Oscillatoriales. 

 

 

Figura 18. Quantidade de montagens genômicas disponíveis no NCBI que foram avaliadas por ordem 

cianobacteriana.  

 

Em posse das montagens genômicas, foi identificada a presença do cluster contendo os 

genes da via de síntese de MAAs em 480 genomas pertencentes a 6 ordens distintas (Figura 

19A). A ordem Nostocales sozinha representa 58% dos clusters anotados, sendo o gênero 

Nostoc o que mais possui estes genes alinhados e agrupados em seus genomas, encontrado em 

79 montagens. Foram identificadas ao menos 10 diferentes configurações para este cluster, 

sendo comum a todos apenas a presença dos genes mysAB. Sendo o foco do estudo, foram 

destacados os clusters contendo o gene mysD em sua composição (Figura 19B), encontrados 

em 4 ordens e representando 57,4% de todos os clusters referentes a biossíntese de MAAs dos 

genomas de cianobactérias disponíveis no NCBI.   
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Figura 19. (A) Número de clusters gênicos referentes aos genes de biossíntese de MAAs encontrados 

nos genomas de cada ordem cianobacteriana e (B) presença do gene mysD em cada um dos clusters 

anotados. Legenda: Pleurocapsales, Chroococcidiopsidales, Synechococcales, Nostocales, 

Oscillatoriales e Chroococcales.  

 

A árvore filogenética construída com as sequências de aminoácidos da enzima expressa 

pelo gene mysD organizou cada proteína de acordo com suas relações evolutivas, baseado na 

similaridade entre cada sequência (Figura 20). É possível observar que esta enzima apresenta 

ancestralidade comum e grande similaridade dentre as cópias avaliadas, incluído aquelas 

provenientes de outras bactérias e da macroalga Porphyra umbilicalis. O grupo externo é 

formado por sequências referentes ao gene ddl, uma D-Alanina-D-Alanina ligase associada a 

via metabólica dos peptidoglicanos e que possui uma função distinta daquela proposta para 

mysD na biossíntese de aminoácidos do tipo micosporina. Também foram incluídos nesta 

análise duas outras enzimas descritas como ATP-grasps (rimK, glutamato ligase; gshB, 

glutationa sintetase) que possuem função similar a mysD, uma vez que usam ATP e têm como 

substrato aminoácidos. 
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Figura 20. Árvore filogenética de máxima verossimilhança baseada no alinhamento das sequências de 

aminoácidos da proteína expressa pelo gene mysD com número de acesso individual em parênteses, 

demonstrando a relação evolutiva entre linhagens que apresentam este gene agrupado em um cluster 

em cianobactérias e Actinomycetota (azul). Os grupos externos são compostos por sequências 

relacionadas aos genes ddl (roxo), rimK (amarelo) e gshB (verde) provenientes tanto de 

cianobactérias quanto de Actinomycetota. Valores de bootstap acima de 50 estão representados em 

cada nodo e a escala de distância representa a taxa de intercâmbio do vizinho mais próximo (NNI, 

nearest-neighbour-interchange rate).  
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Avaliando as conformações terciárias das proteínas preditas para algumas das linhagens 

que representam os grandes clados formados na filogenia, fica evidente a grande semelhança 

estrutural entre todas elas (Figura 21). Sua estrutura apresenta 12±1 α hélices e 12±1 folhas β 

em suas composições e seus sítios de ação enzimática concentram-se entre os resíduos 127 até 

336, com pequenas variações (±4 aminoácidos), sendo a exceção o gene fusionado (mysCD) de 

Porphyra umbilicalis, com sítio ativo entre os resíduos 619 até 898.    

 

 

Figura 21. Estruturas terciárias preditas para as proteínas expressas pelos genes mysD de A- Anabaena 

sp. AL09; B- Chamaesiphon minutus PCC6605; C- Crinalium epipsammum PCC9333;  

D- Crocosphaera subtropica ATCC51142; E- Cyanobacterium sp. HL69; F- Cylindrospermum sp. 

NIES-4074; G- Desmonostoc muscorum LEGE12446, H- Microcystis aeruginosa PCC9807;  

I- Moorena producens JHB; J- Nodularia spumigena CENA596; K- Nostoc commune BAE;  

L- Nostoc flagelliforme CCNUN1; M- Nostoc punctiforme PCC73102; N- Oscillatoria nigro-viridis 

PCC7112; O- Porphyra umbilicalis (gene mysCD); P- Rhodococcus sp. PBTS1; Q- Scytonema 

tolypothrichoides VB61278; R- Sphaerospermopsis torques-reginae ITEP-024; S- Tolypothrix sp. 

PCC7910; T- Trichodesmium erythraeum GBRTRLIN201. As cores representam a confiança 

estrutural do modelo, sendo azul alta (>70), amarelo mediana (<70, >50) e laranja baixa confiança 

(<50) sendo o score de pLDDT (valor de confiança por resíduo) do AlphaFold. 

 

Para todas as sequências de mysD encontradas foi predito na plataforma InterPro o 

mesmo domínio proteico (IPR011095) referente à porção C terminal da enzima D-Ala-D-Ala 

ligase. As funções moleculares preditas para todos os mysD foram as de ligações de íons 

metálicos, ligações de ATP e D-Ala-D-Ala ligase (GO:0008716). Nenhuma família de proteínas 

foi atribuída aos genes identificados como mysD. Inversamente, os genes que formam o grupo 

externo na filogenia (Figura 20), referentes às cópias de ddl, foram associados à família proteica 
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IPR005905, referentes à formação de peptidoglicanos para a biossíntese da parede celular. 

Curiosamente, além do domínio IPR011095, estes genes também apresentam a porção N 

terminal da enzima D-Ala-D-Ala ligase identificada como IPR011127.   

A fim de compreender as diferenças funcionais e estruturais entre as proteínas 

sintetizadas pelos genes mysD, ddl e murF, compararam-se diversos parâmetros entre elas 

(Tabela 6). A enzima expressa pelo gene ddl é a que tem menor tamanho médio (em 

aminoácidos), sendo a única com forma homo dimérica. Apesar de ambas as proteínas 

codificadas por mysD e murF serem monoméricas, não houve similaridade entre elas no 

alinhamento BLAST. A principal distinção entre as três enzimas são seus substratos, que variam 

consideravelmente em polaridade e tamanho. 

 

Tabela 6. Comparação funcional e estrutural das enzimas codificadas pelos genes ddl, murF e mysD. 

 ddl murF mysD 

Tamanho médio 

(aa) 

319 449 341 

Estrutura terciária 

   
Forma oligomérica Homo dímero Monômero Monômero 

Substratos Alanina (aminoácido 

apolar, 89 Da) e ATP 

UDP-tri peptídeo (polar, 

1047 Da), D-Alanyl-D-

Alanina (apolar, 160 Da) e 

ATP 

Micosporina-glicina 

(polar, 245 Da), ATP 

e diversos 

aminoácidos 

Similaridade 

BLAST com mysD 

Cobertura 70% 

Identidade 30,5% 

Sem similaridade --- 

Via biossintética Peptidoglicanos Peptidoglicanos  Aminoácidos do tipo 

micosporina 

 

 

Ainda comparando o produto destes três genes, nota-se que devido a sua ação enzimática 

a proteína expressa por mysD precisa ter sua nomenclatura modificada. Tanto ddl quanto  

murF apresentam o nome da sua enzima corretamente relacionado com os seus substratos-alvo 

(Figura 22). Este estudo sugere a adoção do nome “micosporina-glicina-amina ligase” para a 

proteína expressa por mysD. 
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Figura 22. Reações enzimáticas preditas para as proteínas expressas pelos genes (A) ddl (D-Ala-D-Ala 

ligase), (B) murF (UDP-N-acetilmuramoyl-tri peptídeo-D-Alanyl-D-Alanina ligase) e (C) mysD 

(micosporina-glicina-amina ligase). 

 

5.4. Discussão 

 

O filo Cyanobacteria vem sendo considerado como potencial produtor de MAAs desde 

a década de 90 (Vicent; Roy, 1993). Com a expansão dos estudos no tema, acessando cada vez 

mais linhagens de diversos contextos ambientais, as ferramentas genômicas e de análise 

bioquímica permitiram reformular a ideia clássica de que todas as cianobactérias possuem a 

capacidade de sintetizar MAAs. Refletindo apenas de um ponto de vista genômico, se a 

biossíntese destes compostos realmente depende da presença de um cluster gênico colinear em 
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sintenia e organizado, sua ocorrência limitada dentro do filo já impossibilitaria a produção 

universal de MAAs em centenas de linhagens. Este estudo reforça esta observação quando 

apenas 30%, das mais de 1.500 montagens genômicas de cianobactérias publicamente 

disponíveis apresentam o agrupamento gênico relacionado a biossíntese de aminoácidos do tipo 

micosporina (Figuras 18 e 19). 

Alguns dos clusters mais estudados em cianobactérias são referentes à produção de 

toxinas, como a microcistina (Nishizawa et al., 1999). Com levantamentos globais que apontam 

para uma maioria (> 70%) de florações não-tóxicas (Sivonen, 1996), é possível assumir que, 

assim como observado para os MAAs, uma parcela considerável da diversidade cianobacteriana 

seja não-tóxica. Contudo, o viés cientifico favorece a disseminação de resultados positivos e 

tende a omitir aqueles que sejam menos favoráveis (Wilholt, 2009), perpetuando suposições 

generalistas sem forte fundamentação cientifica (como “toda cianobactéria é tóxica” ou “toda 

cianobactéria produz aminoácidos do tipo micosporina”). Algumas hipóteses interessantes que 

visam explicar as distinções metabólicas reportadas nas linhagens deste filo incluem a 

possibilidade de que as espécies não-produtoras sejam o resultado de eventos de edição 

genética, como deleções induzidas por elementos transponíveis (Christiansen et al., 2008); ou 

ainda, que clusters gênicos possam sofrer uma degeneração em sua integridade estrutural com 

o passar de um longo tempo geracional, tornando-se relíquias gênicas que deixam pistas da 

ancestralidade comum nos genomas de linhagens que perderam a capacidade de expressar uma 

determinada proteína ou sintetizar um composto específico (Soule et al., 2007; Gross et al., 

2008). 

No caso dos MAAs em cianobactérias, a presença do cluster (independentemente de sua 

composição) acontece com maior frequência em linhagens da ordem Nostocales (58%), o que 

pode ser interpretado como um indicio de que existe um componente evolutivo que explica sua 

ocorrência ou um viés científico devido ao maior foco de estudo alocado às linhagens desta 

ordem (Jain et al., 2017). Além disso, quantificar a presença do gene mysD em mais da metade 

de todos os clusters encontrados em 4 ordens diferentes aumenta a relevância da descrição 

apropriada deste gene e do papel de sua enzima nesta via biossintética. A relação filogenética 

entre os produtos de expressão das cópias de mysD encontradas agrupa as linhagens escolhidas 

para representar o filo Cyanobacteria como ramos de grande similaridade entre si.  

De qualquer modo, tanto o gene mysD pertencente aos clusters cianobacterianos quanto as 

cópias encontradas nos genomas de outras bactérias e da macroalga Porphyra umbilicalis 

apresentam uma inequívoca ancestralidade comum, distinguindo-os das sequências das 

proteínas codificadas pelos genes ddl, rimK e gshB que serviram como grupo externo. 



87 

 

Agrupando estes dados com a produção mensurada em cultivos cianobacterianos 

reportados na literatura, observam-se poucas linhagens em que já se detectou um composto 

relacionado à via biossintética de MAAs sem que houvesse a detecção do cluster organizado 

em um genoma do mesmo gênero. Isto ocorre em Synechococcus sp. 0-89-H-Syn (Garcia-

Pichel; Castenholz, 1993), Anabaenopsis sp. SLCyA (Bairwa et al., 2021), Anagnostidinema 

amphibium CCIBT3214 (Geraldes et al., 2020b) e diversas linhagens de Aliinostoc sp. (Demay 

et al., 2020; Geraldes et al., 2019). Para Synechococcus sp. 0-89-H-Syn foi reportada a presença 

de Micosporina-glicina, um composto que pode ser compartilhado pela via do shikimato e cuja 

síntese ocorre após a expressão dos genes mysABC e em Anabaenopsis sp. SLCyA detectou-se 

shinorina. Das 252 montagens genômicas depositadas no NCBI descritas como pertencentes ao 

gênero Synechococcus e apenas duas do gênero Anabaenopsis, nenhuma apresentou os genes 

relacionados a MAAs agrupados. O sequênciamento especificamente do genoma destas duas 

linhagens poderia esclarecer essa dúvida, descrevendo as primeiras linhagens em ambos os 

gêneros como produtoras de MAAs contendo o respectivo cluster gênico ou definir 

taxonomicamente as linhagens 0-89-H-Syn e SLCyA com dados genômicos, corrigindo 

eventuais posicionamentos equivocados. No caso de Aliinostoc e Anagnostidinema, ainda não 

existem genomas publicamente disponíveis que permitam avaliar a ocorrência do cluster nestes 

gêneros.  

Não houve grandes diferenças nas estruturas terciárias das cópias de mysD provenientes 

das mais de 200 linhagens cianobacterianas que apresentam este gene. Outras enzimas, como a 

asparaginase, possuem subdivisões em tipos distintos de acordo com sua diversidade estrutural, 

observando-se classes diferentes ocorrendo tanto entre amostras de procariotos e eucariotos 

quanto dentro de um mesmo filo (da Silva et al., 2022). A similaridade na estrutura terciária da 

enzima expressa por mysD reforça a ancestralidade comum deste gene e sua manutenção ao 

longo do tempo, indicando a importância da sua integridade e função para os organismos que o 

possuem.  Outra hipótese que discute a manutenção estrutural de enzimas foi apresentada para 

explicar a similaridade observada nas glioxalases da maior parte dos eucariotos e dos 

procariotos (Kaur et al., 2017). Neste caso, os autores apresentam a ideia de que enzimas 

importantes para o metabolismo e que ocorrem em cópia única nos genomas são menos 

propensas a sofrerem alterações estruturais. Como evidencia, eles apresentam diferentes classes 

de glioxalases encontradas em plantas, um dos poucos grupos de organismos que possuem 

múltiplas cópias do gene relativo a esta enzima em seus genomas. Porém, em relação a mysD, 

podem existir variações em relação à eficiência catalítica apesar da semelhança estrutural 

observada neste estudo. Isto explicaria porque linhagens contendo clusters gênicos semelhantes 
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e cultivadas nas mesmas condições produzem MAAs em concentrações diferentes. Somente 

experimentos aprofundados em cristalografia e cinética enzimática poderiam detalhar variações 

funcionais entre as cópias de mysD observadas em cianobactérias.  

O gene mysD recebeu este nome pela primeira vez há mais de uma década na publicação 

de Gao; Garcia-Pichel (2011b). Especificamente neste trabalho, os autores tiveram o cuidado 

de não relacionar a proteína expressa por mysD com a denominação “D-Alanina-D-Alanina 

ligase”, uma vez que na via biossintética proposta por eles fica evidente que esta enzima não 

atua na junção de duas moléculas de D-Alanina como é o caso do produto expresso pelo gene 

ddl (Salmond et al., 1980). Ainda assim, nos anos seguintes à publicação do artigo que nomeou 

mysD, diversas terminologias foram usadas para descrever a enzima expressa por este gene: 

“homólogo de D-Ala-D-Ala ligase” (Miyamoto et al., 2014), “ATP-grasp ligase” (Shimura et 

al., 2015) e “Shinorina sintetase” (Goswani et al., 2015). Desde então até as publicações mais 

recentes no tema, o gene mysD foi associado majoritariamente a D-Ala-D-Ala ligase (com 

variações como D-Ala ligase-like e ddl homólogo) em dezenas de artigos (Chen et al., 2021; 

Dabravolski; Isayenkov, 2022; D’Agostino et al., 2016; In et al., 2021; Jung et al., 2021; Katoch 

et al., 2016; Khani-Juyabad et al., 2022; Llewellyn et al., 2020a; Mishra; Sinha, 2022; Mogany 

et al., 2022; Osborn; Mahmud, 2019; Rosic, 2019; Shang et al., 2018; Zhang et al., 2021). 

Somente em Saha et al. (2021) mysD é associado a D-Alanyl-D-Alanina-carboxipeptidase 

devido à similaridade na sequência do gene encontrado pelos autores com uma enzima do tipo 

D-Alanyl-D-Alanina de um banco de dados após avaliação por BLAST. 

Devido à similaridade do gene mysD com outros genes anteriormente descritos (como 

ddl e murF), foi relevante comparar a proteína expressa por cada um deles de modo a esclarecer 

confiantemente a necessidade de nomear a enzima proveniente de mysD a fim de identifica-la 

corretamente com a função que lhe vem sendo atribuída na última década. Tanto a estrutura 

terciária quanto os substratos das três enzimas diferem, indicando que apesar da similaridade 

em tamanho médio e da forma oligomérica (entre mysD e murF), suas funções bioquímicas são 

distintas (Tabela 6 e Figura 22). Geraldes et al. (2020a) apontaram em seu estudo que, devido 

à função de adicionar aminoácidos de forma pouco específica à molécula de micosporina-

glicina, a enzima expressa pelo gene mysD deveria ser denominada de acordo com a reação 

catalítica que ela desempenha, que não corresponde a D-Ala-D-Ala ligase. Deste modo, 

observando os substratos de mysD e obedecendo as regras de nomenclatura vigentes da 

enzimologia, este trabalho sugere a utilização da terminologia “micosporina-glicina-amina 

ligase”, uma vez que a reação envolve uma molécula de micosporina-glicina que recebe 

diferentes aminoácidos através de seus grupos amina.  
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Um dos nomes sugeridos anteriormente, Shinorina sintetase (Goswani et al., 2015), 

erroneamente limita como substrato único de mysD o aminoácido serina. Isto porque diversos 

experimentos com expressão heteróloga dos genes deste cluster sinalizam que esta enzima é 

promíscua, utilizando ao menos 6 aminoácidos distintos como substrato, o que explica parte da 

diversidade de MAAs observada (Chen et al., 2021; Gao; Garcia-Pichel, 2011; Miyamoto et 

al., 2014). Apesar da falta de especificidade, mysD aparenta ter preferencias por serina e 

treonina (que resultam em shinorina e porphyra-334, respectivamente) quando avaliados 

parâmetros enzimáticos como tempo de reação e taxa de consumo de substrato (Chen et al., 

2021). Isto explicaria porque diferentes linhagens de cianobactérias que possuem a mesma 

composição de genes em seus clusters (como Nodularia spumigena CENA596 e 

Sphaerospermopsis torques-reginae ITEP-024, exibido nos capítulos anteriores desta tese) 

produzem concentrações e tipos diferentes de MAAs apesar de serem cultivadas nas mesmas 

condições nutricionais (sem que haja acréscimo ou déficit de aminoácidos particulares). Em 

situações ambientais, contudo, é cabível imaginar que, por ser uma enzima promíscua, a 

ambiguidade de substrato observada em mysD se torna uma vantagem evolutiva (Tawfik, 2010), 

propiciando a biossíntese de MAAs mesmo que haja uma flutuação na concentração e 

biodisponibilidade de aminoácidos no meio intracelular.  

Com início na analise investigativa das montagens genômicas de cianobactérias 

brasileiras em busca do cluster gênico relacionado com a produção de aminoácidos do tipo 

micosporina, determinando suas concentrações constitutivas e induzidas por UV em uma 

dezena de linhagens, até a conclusão da necessidade em renomear uma das enzimas desta via 

biossintética, este trabalho explorou o metabolismo fotoprotetor de algumas linhagens de 

cianobactérias provenientes do Pantanal e de outros biomas brasileiros. Os dados produzidos 

avançam o debate cientifico referente a estes compostos com resultados inéditos e oferecem 

subsídio para que futuros estudos relacionados ao tema possam partir de um ponto de análise 

robusto e bem informado. 
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