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Resumo

Crostas biologicas (CBs) consistem em uma comunidade de elementos entrelagados composta por
organismos poiquiloidricos, como cianobactérias, algas verdes, microfungos, bactérias, liquens,
musgos e microartropodes. Estas comunidades exercem fungdes ecoldgicas importantes e ocorrem
nas camadas superficiais do solo, em uma variedade de regides climaticas ao redor do globo,
principalmente em regides aridas e semiaridas. As cianobactérias sdo componentes de extrema
importancia nessas comunidades, sendo consideradas pioneiras e responsaveis por estruturar a
camada superior do solo, tornando possivel a coloniza¢do por outros grupos. Embora as
cianobactérias de CBs venham sendo bem estudadas, ainda ha muita diversidade ndo acessada,
principalmente na América do Sul. No Brasil, estes estudos estdo praticamente restritos as regides
de Cerrado e os dados que foram encontrados até o momento ressaltam a necessidade de ampliagao
de estudos no pais para que também haja o preenchimento de vazio de conhecimento em outros
biomas. Dessa forma, a Caatinga, que ¢ um ambiente restritivo, considerada uma das areas mais
quentes entre as regioes semiaridas do mundo e portanto, propicio a presenga de crostas biologicas,
foi escolhida para ser explorada. As coletas foram feitas nos municipios de Cabaceiras, Barra de
Santa Rosa e Pocinhos (Paraiba) em quatro localidades, onde amostras das crostas foram recolhidas
segundo a metodologia padrao, ao longo de transe¢des de 200 m. Foram coletadas 10 amostras de
crostas em cada local amostrado e também recolhidas por¢oes de solo para a realizagao de analises
de parametros fisicos e quimicos, como nitrogénio total, fosforo total, ortofosfato, matéria organica,
pH, carbono organico e textura do solo. Temperatura, umidade relativa do ar e irradiancia foram
parametros medidos diretamente em campo. Uma parcela de solo de cada amostra foi separada e
analisada quanto a presenca de cianobactérias, e para cada populagdo registrada foram feitas
analises morfoldgicas e cultivos. Outra parcela de solo de cada amostra foi inoculada em meio de
cultura, visando o estabelecimento de culturas de cianobactérias que ndo tivessem sido observadas
anteriormente. As populagoes cultivadas e consideradas unicianobacteriais tiveram seus materiais
genéticos acessados por meio de extragdo, amplificagdo e sequenciamento. A ltima parcela de solo
da amostra seguiu para analises metagenomicas, por meio de extragdo, amplificagdo e tecnologia
de sequenciamento de proxima geracdo. Foram estudadas 26 populacdes, sendo nove a partir de
amostras provenientes da natureza e outras 17 provenientes de cultivo e analisadas por critérios
morfoldgicos e moleculares. Em todas as quatro localidades estudadas foram encontradas
populagdes de Scytonema e Microcoleus, além de Nostoc também ter sido registrada em trés das
quatro regides. Microcoleus e Nostoc foram analisados separadamente, por meio de estudos
detalhados de filogenia e resultaram no descri¢ao de seis novos géneros e 12 novas espécies. A

analise de NGS possibilitou uma investigacao ecoldgica, que relacionou a distribui¢ao dos grupos



de cianobactérias registradas a fatores ambientais, e também a comparagdo entre Caatinga e outro
bioma propicio a formacao de crostas, o Pampa. A composi¢do de cianobactérias registrada na
Caatinga evidenciou a dominancia de organismos adaptados & sobrevivéncia em ambiente com
altas temperaturas e niveis de irradiancia. Comumente encontrados em crostas em estagio de
desenvolvimento avancado e apresentando uma relagdo positiva com compostos quimicos
essenciais para o solo, como fosforo e nitrogénio. Enfatizando assim, a importancia das
cianobactérias na nutri¢do dos solos e na consequente criagdo de condigdes favoraveis para o
estabelecimento de organismos superiores. Como apéndice foram apresentados dados de um
estudo realizado em parceria com um laboratorio na Australia. Neste trabalho foram aplicadas
técnicas recentes que utilizam cianobactérias provenientes de crostas biologicas na conservacao e

restauragdo de espécies de plantas nativas.

Palavras-chave: Crostas bioldgicas. Ambientes restritivos. Diversidade em crostas. Bactérias

fotossintetizantes.



Abstract

Biological soil crusts (BSCs or biocrusts) consist of a community of elements that are
interwoven and composed of poikilohydric organisms such as cyanobacteria, green algae,
bacteria, lichens, mosses and microarthropods. These communities, which inhabit the top few
centimeters of the soil, are responsible for important ecological functions. Biocrusts cover large
parts of the soil surface in a broad range of habitats from a variety of climatic regions around
the globe, mainly in arid and semiarid areas. Cyanobacteria are extremely important
components of these communities, being considered their pioneers and responsible for
structuring the soil biocrust and preparing it for the colonization by other organisms. Even
though cyanobacteria from BSCs have been relatively well studied, a large part of their diversity
is still unknown, especially in South America. Studies in Brazil are nearly restricted to the
Cerrado region and data found so far highlights the need of further research in the country to
improve knowledge from other biomes. Therefore, this study focused on the Caatinga biome,
an extreme environment considered one of the hottest regions among the semiarid regions in
the globe, being favorable to the presence of BSCs are broadly present. Sampling was carried
out in the three cities: Cabaceiras, Barra de Santa Rosa and Pocinhos (Paraiba state) in four
different localities, where biocrusts were sampled along 200 m transects following standard
protocols. At each locality, a total of 10 samples were sampled, with an extra amount of soil
collected for physical and chemical analysis, e.g. total nitrogen, total phosphate, organic matter,
pH, organic carbon and soil texture. Temperature, air relative humidity and irradiance were
measured in the field. Each soil sample was divided into three subsamples; the first one was
used for the analyses of cyanobacteria populations, which were cultured and morphologically
examined. A second subsample was inoculated in BG11 medium to promote the development
of populations not observed before. The unicyanobacterial cultures had their DNA material
extracted, amplified, and sequenced. The last subsample of each soil sample was used for
metagenomic analyses, with extraction, amplification and sequencing through next-generation
sequence technologies (NGS). We studied 26 populations, nine of which were observed
directly after sampling, and 17 were cultivated and analyzed through morphological and
molecular methods. Scytonema and Microcoleus were found in all the four studied localities,
while Nostoc was registered in three of them. Nostoc and Microcoleus were submitted to a
deep phylogenetic evaluation that resulted in the proposition of six new genera and 12 new
species. The NGS analysis allowed an ecological investigation, relating the distribution of the

registered cyanobacteria with environmental factors. It made possible the comparison among



Caatinga and another biome suitable to the development of biocrusts, called Pampa. The
registered cyanobacterial composition in Caatinga was evidence that the dominant
cyanobacteria were able to activate chemical pathways that allow their survival under high
temperatures and high levels of irradiance. This group is common to biocrusts in a late stage
of development and presents a positive relation with essential chemical compounds to the soil,
e.g. phosphorus and nitrogen. This record highlights the importance of these communities in
promoting a nutritional rich soil system able to harbor bigger organisms. The last component
of this thesis brings results of a project developed in collaboration with an international
research group in Australia. This study applied novel techniques harnessing cyanobacteria

from biological soil crusts for promoting the conservation and restoration of native plants.

Keywords: Biological Soil Crusts. Extreme environments. Biocrust diversity. Photosynthetic

bacteria.
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1.1 Introducgio geral

As crostas bioldgicas (CBs) consistem em uma comunidade de elementos entrelacados
composta por organismos poiquiloidricos, como cianobactérias, algas verdes, microfungos,
bactérias, liquens, musgos e microartropodes (BELNAP et al., 2016). Sdo também chamadas
de biocrostas, crostas criptogdmicas, criptobiodticas, microbidticas (BELNAP, 2002, 2005,
2006a; LANGHANS et al., 2009). Ocorrem nas camadas superficiais do solo, em uma
variedade de regides climaticas ao redor do globo e se estabelecem em areas onde a cobertura
vegetal € escassa o suficiente para que a luz solar atinja a superficie (BELNAP, 2005). Sendo
assim, elas sdo mais comuns em zonas aridas, que sdo regides que compreendem mais de 40%
da superficie da Terra, o que faz com que as CBs sejam os elementos mais caracteristicos da
superficie terrestre (BELNAP et al., 2016).

As CBs também apresentam importantes contribuigdes ecologicas nos ambientes onde
desenvolvem-se, por exemplo:

O entrelagamento das cianobactérias e microfungos agrega particulas de solo e forma
uma crosta firme que da estabilidade e protege o solo contra for¢as erosivas, que sdo causadas
pelo vento ou precipitagdes (BELNAP, 2005).

A estabilizacdo do solo também ¢ favorecida pela presenga dos exopolissacarideos
produzidos pelos organismos colonizadores das CBs, resultando, também, na agregacdo de
particulas de solo (GUNDLAPALLY & GARCIA-PICHEL, 2006).

Em desertos frios, a presenga das crostas proporciona acumulo e maior tempo de
residéncia da dgua no solo, aumentando a quantidade e profundidade da infiltragdo (BELNAP,
2005).Além disso, as CBs contribuem na fixacdo de nitrogénio e carbono (BELNAP, 2002,
2005, 2006b).

Sabe-se que, na formacgdo das crostas biologicas, as cianobactérias sdo os primeiros
organismos a colonizar (GARCIA-PICHEL & WOJCIECHOWSKI, 2009) e estabilizar o solo,
tornando possivel o estabelecimento de outros organismos (GARCIA-PICHEL et al., 2016).
Grande parte dos estudos considera como pioneiras as cianobactérias filamentosas, moveis e
que se organizam em “formato de corda” (GARCIA-PICHEL & WOJCIECHOWSKI, 2009).
Entretanto, em estudo de diversidade feito com crostas do Cerrado brasileiro, cianobactérias
que ndo se organizam em “formato de corda”, como Leptolyngbya Anagnostidis et Komarek e
Porphyrosiphon Kiitzing ex Gomont foram encontradas como as mais frequentes, indicando
que sejam colonizadoras primarias neste ambiente (MACHADO-DE-LIMA et al., 2019).

Belnap & Eldridge (2003) propuseram que a sequéncia sucessional esperada para crostas
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bioldgicas de regides aridas e semidridas tem inicio com a colonizagdo por cianobactérias e
algas, seguidas pela instalagao de liquens, e posteriormente, por varias colonizagdes de bridfitas
e liquens. Na maioria das sucessdes, ndo € esperada a substitui¢dao total de um grupo de
organismos por outro, mas a adi¢ao de espécies a comunidade com mudanga nas abundancias
relativas ao longo do tempo (WEBER et al., 2016).

CBs de desertos quentes sdo dominadas por cianobactérias, enquanto as de desertos frios
sao dominadas por liquens ¢ musgos (BELNAP, 2005). Em algumas localidades, as CBs
dominadas por cianobactérias podem cobrir até 95% da superficie do solo, como observadono
Kalahari (Botsuana), por Thomas & Dougill (2007). Nos desertos, onde a maioria das chuvas
cai nas estacdes frias, predominam cianobactérias do género Microcoleus Desmaziéres ex
Gomont e, em desertos quentes com verdes chuvosos, os géneros Scyfonema Agardh ex Bornet
& Flahault, Nostoc Vaucher ex Bornet & Flahault e Schizothrix Kiitzing ex Gomont sdo
predominantes (BELNAP, 2005). Esses géneros apresentam adaptacdes importantes para a
sobrevivéncia neste tipo de ambiente, como por exemplo, a capacidade de movimentagdo e
migracao dos tricomas de Microcoleus para as camadas inferiores do solo quando a superficie
se torna seca (GARCIA-PICHEL et al., 2001) e at¢ mesmo movimentos horizontais
(SOROCHKINA et al., 2018). A presenca de pigmentacdo nas bainhas de Scyfonema também
permite aos individuos manterem-se como colonizadores de topo de crostas e se protegerem do
contato direto com a radiacdo UV (GARCIA-PICHEL et al., 2003).

Outra contribui¢dao relevante das crostas biologicas esta relacionada aos fluxos de
nutrientes, em especial de carbono e nitrogénio. A fixagdo de carbono pelas crostas biologicas
¢ feita por meio do processo de fotossintese (SANCHO et al., 2016). Esta contribui¢do atua
tanto em escala local quanto global, pois estimativas recentes apontam que coberturas
criptogamicas (crostas que recobrem plantas e rochas, além das de solo) produzem cerca de 6
a 7% da produgdo anual estimada das vegetacoes terrestres (ELBERT et al., 2012). J4 o
processo de fixacao de nitrogénio atmosférico, em ambientes aridos, ¢ predominantemente feito
por crostas biologicas (EVANS & EHLERINGER, 1993) e diversos estudos tém demonstrado
a atuacdo das cianobactérias na fixacao de nitrogénio e na liberagao de compostos nitrogenados
para o ambiente (BELNAP et al., 2002; YEAGER et al., 2004, 2007; STRAUSS et al., 2012;
ABED et al., 2013; RODRIGUES-CABALLERO et al., 2018).

Pelos motivos apresentados, ¢ possivel perceber a importancia do estudo de
cianobactérias nessas comunidades. Nos ultimos anos, tem havido grandes investimentos na

investigacao de crostas biologicas, o que pode ser constatado pela duplicagdao no numero de
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géneros registrados em crostas ao redor do mundo (BUDEL et al., 2016), além dos novos
géneros e espécies descritos com base em organismos encontrados em CBs (FLECHTNER et
al., 2002; REHAKOVA et al., 2007; FLETCHNER et al., 2008; DADHEECH et al., 2012;
MUHLSTEINOVA et al., 2014; BECERRA-ABSALON et al., 2018, MARTINS et al., 2018).

Entretanto, embora as crostas bioldgicas venham sendo bem estudadas, ainda ha muita
diversidade ndo acessada, e esta diversidade precisa ser investigada, pois apenas um soélido
embasamento a respeito dos organismos presentes nas crostas bioldgicas permitirda a
compreensdo das fungdes dessas comunidades (GARCIA-PICHEL, 2001). Neste sentido,
Biidel et al. (2016) fizeram um levantamento das principais regides que precisam ser exploradas
quando a riqueza de cianobactérias e enfatizaram as Américas, em especial a América do Sul,
como as regides mais carentes de investigagao.

Com o objetivo de contribuir com o conhecimento na América do Sul, crostas biologicas
de regides de Cerrado brasileiro vém sendo investigadas desde 2014. Até o momento, os estudos
foram feitos em sete areas localizadas nos estados de Minas Gerais e Sao Paulo.. O
levantamento da diversidade de cianobactérias de crostas registrou grande quantidade de
géneros comuns a crostas bioldgicas de outras localidades mundiais, como sdo os casos de
Nostoc, Scytonema, Stigonema, Calothrix, Microcoleus, Leptolyngbya, Schizothrix e
Phormidium. Entretanto, muitas popula¢des morfologicamente estudadas ndo foram
identificadas em nivel especifico e outras foram descritas como géneros novos, comprovando
apresenca de grupos ainda desconhecidos para ambientes pouco explorados (MACHADO-DE-
LIMA, 2016; MACHADO-DE-LIMA et al. 2019). Analises mais detalhadas, com abordagem
metagendmica, em seis regides de Cerrado e realizadas com base em metodologia de
sequenciamento de proxima geragdo (SPG) provaram que embora no Cerrado haja géneros
comuns a crostas de diferentes localidades, a composi¢ao das assembleias de cianobactéria
(grupo de géneros presentes) de cada uma dessas regides € tnica. Observou-se, também, que os
géneros Leptolyngbya e Porphyrosiphon foram os mais frequentes, diferentemente da maioria
dos estudos com crostas de outras regides do mundo onde predominam espécies dos géneros
Microcoleus e Trichocoleus (MACHADO-DE-LIMA et. al., 2019).

Considerando estes importantes dados registrados no Cerrado e o recente inicio das
investigagcdes com crostas bioldgicas no Brasil, fica evidente que, para o preenchimento deste
vazio de conhecimento, ¢ necessaria a ampliacdo de estudos no pais. Dessa forma, a Caatinga,
um ambiente restritivo e propicio a presenca de crostas biologicas, foi um bioma escolhido para

ser explorado quanto a diversidade de cianobactérias presentes em tais comunidades.
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Devido a importadncia e recorréncia nos ambientes amostrados de populagdes
apresentando caracteristicas morfologicas de Microcoleus e Nostoc, estes foram analisadas
separadamente, por meio de estudos detalhados de filogenia. O estudo de Nostoc incluiu
populagdes reportadas em trabalho anterior (Machado-de-Lima, 2016) e provenientes de crostas
biologicas do Cerrado brasileiro. Os resultados relativos a essas abordagens compdem dois

capitulos desta tese (Capitulos III e IV).
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Consideracoes Finais
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Esta investigagdo contou com metodologias dependentes e independentes de cultivo
e enfatizou como ambas sdo complementares, trazendo diferentes resultados e, assim,
explorando melhor a diversidade do ambiente.

Comprovando a primeira hipdtese deste trabalho, os resultados obtidos a partir das
técnicas dependentes de cultivo demonstraram o quanto a flora de cianobactérias dos solos
da Caatinga ¢ diversificada e ainda desconhecida, principalmente pelo grande numero de
géneros e espécies novas apresentados ao longo do trabalho. Estes resultados juntamente com
dados de Cerrado, levaram a producao de dois trabalhos a serem publicados, que validam a
terceira hipotese desta tese. O primeiro capitulo trouxe a proposicao de trés novos géneros e
seis novas espécies de cianobactérias filamentosas morfologicamente similares a
Microcoleus e Phormidium e o segundo a descri¢do de trés novos géneros e seis novas
espécies de cianobactérias similares a Nostoc.

Confirmando a segunda hipotese deste trabalho, os dados obtidos por
Sequenciamento de Proxima Geragdo trouxeram uma investigacdo mais profunda a respeito
da composicdo de cianobactérias da Caatinga, permitindo a comparag@o com o bioma Pampa.
Esta comparagao mostrou um posicionamento distante da Caatinga em relagdo ao Pampa, e
descreveu trés composicoes diferentes, uma para cadaregido analisada dentro do bioma.
Como um segundo resultado desta andlise, foram identificadas as varidveis ambientais que
mais influenciam na distribuicdo de cianobactérias de ambos os biomas.

A ciéncia basica traduzida no levantamento sistematico das cianobactérias dos solos
da Caatinga, juntamente com a descri¢ao de novas espécies € géneros € o conhecimento de
como a comunidade de cianobactérias estd sendo dirigida, permitird o desenvolvimento de
projetos voltados a aplicagdo de cianobactérias em solo, com fins de conservagdo e

restauracao ambiental.
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