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Resumo

Crostas biol6gicas consistem de uma comunidade composta por cianobactérias,
algas verdes, microfungos, bactérias, liquens e musgos. Estas ocorrem em uma
variedade de solos e regides climéaticas ao redor do globo, exercendo funcbes
importantes como a de conferir estabilidade e proteger o solo contra forcas erosivas,
acumular e aumentar o tempo de residéncia da agua no solo, além de, favorecer a
germinagdo e permitir a fixacdo de nitrogénio e carbono. Em crostas bioldgicas de
regides quentes e temperadas ha o predominio de liquens e cianobactérias, sendo
que as cianobactérias sdo consideradas 0s primeiros organismos a estruturarem a
crosta, sendo seguidas por outros grupos de organismos. A partir da investigacao de
cianobactérias em crostas bioldgicas, muitos novos géneros e espécies tém sido
descritos, o que tambeém enfatiza a grande necessidade da investigacdo sobre tais
comunidades. Devido as condicdes propicias do ambiente, em termos de exposi¢ao
do solo e fitofisionomia, o bioma Cerrado (Savana) foi escolhido para ser o local de
estudo de assembleias de cianobactérias de crostas. Além disso, devido a estudos
prévios que relatam o potencial de producdo de enzimas celuloliticas e
hemiceluloliticas por cianobactérias heterocitadas e a presenca comum deste tipo
de organismos em crostas bioldgicas, também foram feitas analises para avaliar a
producdo de tais substancias. Desse modo, 0s estudos objetivaram contribuir com
conhecimento da biodiversidade de cianobactérias de crostas bioldgicas de solo e
avaliar a capacidade de producdo enzimatica das cianobactérias encontradas em
crostas biologicas de solo. Para isto, amostras de crostas foram coletadas nos
Parques Nacionais da Serra da Canastra (MG) e da Serra do Cip6 (MG), no Parque
Estadual Furnas do Bom Jesus (SP) e na regido de Caldas Novas (GO). As
cianobactérias encontradas nas amostras foram estudadas morfologicamente a partir
do material da natureza e também isoladas em cultivos artificiais, visando além do
estudo morfoldgico, as analises moleculares e enzimaticas. No total, foram

estudados 28 morfotipos, provenientes de 31 populagdes, dos quais 12 foram



identificados em nivel especifico (destes, trés ainda exigem confirmacdo de
identidade = cf) e 16 foram identificados apenas em nivel genérico. Dezenove
populacdes foram analisadas também em nivel molecular por meio do
sequenciamento parcial do gene 16S rRNA, e completo da Regido Espacadora
Interna Transcrita 16S-23S (ITS). Seis populagdes foram também investigadas
quanto a producdo de enzimas. Entre os géneros encontrados, muitos sdéo comuns
em assembleias de cianobactérias de crostas bioldgicas em outras regiGes do
mundo, entretanto, algumas identificagdes em nivel de espécie ndo foram possiveis
por diferencas importantes com os taxons ja descritos em literatura. As andlises
moleculares enfatizaram e contribuiram com a problemaética polifilia de géneros
como Leptolyngbya, Nostoc e Calothrix, reafirmaram a existéncia de um novo
género proximo a Wilmottia e Microcoleus e apresentaram um novo grupo
composto até 0 momento por uma espécie representada por duas populagdes. Este
grupo revelou sequéncias moleculares que se aproximam de Brasilonema,
entretanto os individuos apresentam ramificacbes verdadeiras e, portanto,
investigacGes mais aprofundadas sdo necessarias para defini¢do da identidade das
populacBes. Dessa forma, as analises morfoldgicas e moleculares demonstraram a
grande diversidade ndo acessada em localidades e habitats pobremente investigados
e enfatizaram a contribuicdo deste trabalho ao enfocar pela primeira vez a flora de
cianobactérias de solo de Cerrado. As analises de atividade enzimética revelaram
que ndo houve producdo de tais proteinas, tendo como possiveis explicacfes a
auséncia de habilidade para producéo deste tipo de enzimas por parte das cepas, ou
a ineficiéncia do método utilizado. De qualquer forma os resultados enfatizaram a
necessidade de estudo nesta area, principalmente pela dificuldade no encontro de
cepas produtoras e o desconhecimento sobre quais poderiam ser os fatores a estarem
influenciando certas cepas a ativarem ou selecionarem diferentemente seus
metabolismos. Em linhas gerais, os resultados do presente estudo apresentam, pela
primeira vez, a composi¢do das cianobactérias de crostas bioldgicas do territorio
brasileiro e indicam uma flora diversificada e, em grande parte, desconhecida. Esses
resultados fornecem subsidios e abrem caminho para outras pesquisas dentro do

campo do conhecimento da biodiversidade presente em crostas biologicas.



Complementarmente, estes trabalhos compdem a base para estudos sobre a ecologia
de ambientes mais restritivos (como a caatinga ou o proprio Cerrado), permitindo

abordagens como sucessao ecologica, produtividade primaria, fluxos de nutrientes
e dindmicas de solo.

Palavras-chave: Atividade enzimética, Caracterizacdo molecular, Caracterizagdo
morfologica, Cerrado.



Abstract

Biological soil crusts (BSCs) are communities potentially composed of
cyanobacteria, green algae, micro fungi, bacteria, lichens and mosses. They occur
in a variety of soils and climatic regions around the world, playing important roles
as giving soil stability protecting against erosive forces, accumulating and
increasing residence time for water in soil, besides promoting germination and
performing nitrogen and carbon fixation. Biological soil crusts from hot deserts are
frequently composed of cyanobacteria and lichens, and the cyanobacteria are
considered the first colonizers in structuring the crust, being followed by other
groups of organisms. A lot of new genera and species have been described based
on crusts investigations and this fact also emphasizes the necessity of works on
those communities. Due to environmental conditions, as soil exposition and
phytophysiognomy, the biome Cerrado (Savannah) was chosen to be the place for
studies on cyanobacterial assemblages of biological soil crusts. Besides, due to
previous studies that indicate the production capability of celulolitic and
hemicelulolitic enzymes by heterocytous cyanobacteria and the common presence
of this kind of cyanobacteria in biological soil crusts, analyses of such production
were also conducted. In this way, the studies aimed to contribute with knowledge
about cyanobacterial biodiversity in biocrusts and evaluate the bioprospection
capability of cyanobacterial from these biocrusts. Therefore, BSCs were sampled
at the National Parks of Serra da Canastra (Minas Gerais State) and Serra do Cip6
(Minas Gerais State), at the State Park of Furnas do Bom Jesus (S&o Paulo State)
and in the region of the municipality of Caldas Novas (Goias State). The
cyanobacteria found in the samples had their morphology analyzed from the natural
and cultivated conditions. Besides, molecular and enzymatic analysis were carried
out. The results summarized 28 morphotypes from 31 populations, which 12 were
identified at specie level (three of them need identity confirmation = cf) and 16

were identified only at genus level. Nineteen populations also were studied with



molecular methods, through partial sequencing of 16S rRNA gene and complete
sequencing of the Internal Transcribed Space Region (16S-23S ITS). In addition,
six populations also were explored as possible enzymatic producers. Among the
found genera, many are cyanobacteria frequently found in BSCs distributed around
the world, however, some identifications at specific level were not possible due to
considerable divergences in comparison with described taxa. The molecular
analysis reaffirmed and emphasized the polyphyletic nature of Leptolyngbya,
Nostoc and Calothrix, reinforced the existence of a new genus close related with
Wilmottia and Microcoleus and presented a new group composed, until now, of one
species represented by two populations. This group showed molecular sequences
related with Brasilonema, however, the specimens are true branched, what requires
more detailed studies to confirm the identification of the populations. In this way,
the morphological and molecular analyses showed the wide diversity whose has not
been accessed in poorly investigated places and habitats and reinforced the
contribution of this work in focusing the cyanobacterial flora of crusts of Brazilian
savannah area for the first time. The enzymatic activity analysis revealed that the
strains studied did not produce celulolitic or hemicelulolitic compounds, having as
possible explanations the absence of the production ability or the inefficiency of the
utilized method. Either way, the results emphasized the necessity of studies in this
area, mainly because of the difficulty in find producer strains and the lack of
knowledge about which could be the factors influencing the strains in activate or
select differently their metabolism. In general, our results presented for the first
time the cyanobacterial composition for BSCs from Brazil and indicated a diverse,
and sometimes, unknown flora. These results provided foundation and opened
doors to investigations inside the biodiversity knowledge with biological soil crusts.
Complementary, these works compound the basis for investigations in the ecology
of extreme environments (as Caatinga and Cerrado), permiting studies about

successional ecology, primary productivity, flow of nutrients and soil dynamics.

Key-words: Brazilian savannah, Enzymatic activity, Molecular analysis,

Morphological analysis.
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Capitulo I - Consideragdes gerais

Introducéo geral

Crostas bioldgicas (CBs ou biocrusts), também chamadas crostas criptogamicas,
criptobiodticas, microbioticas ou microfiticas (BENALP, 2002, 2005, 2006; LANGHANS et al.,
2009), consistem em wuma comunidade entrelacada potencialmente composta por
cianobactérias, algas verdes, microfungos, bactérias, liquens e musgos. Estas ocorrem em uma
variedade de regibes climaticas ao redor do globo, estabelecendo-se em regides em que a
cobertura vegetal é escassa o suficiente para que a luz solar atinja a superficie (BELNAP, 2005),
sendo mais comuns em zonas aridas e semidaridas.

CBs de desertos quentes geralmente sdo compostas por cianobactérias, enquanto as de
desertos frios sdo dominadas por liquens e musgos. Nos desertos, onde a maioria das chuvas
cai nas estacoes frias, as cianobactérias dominantes sdo do género Microcoleus, ja em desertos
guentes com verdes chuvosos, 0s géneros predominantes sdo Scytonema, Nostoc e Schizothrix
(BELNAP, 2005).

As cianobactérias sdo de extrema importancia para essas comunidades, pois Sao
consideradas como pioneiras, sendo responsaveis por estruturarem o solo, tornando possivel a
colonizacdo por outros grupos (SCOTT, 1982). Em algumas localidades, as CBs dominadas
por cianobactérias podem cobrir até 95% da superficie do solo, como observado no Kalahari
(Botsuana), por Thomas & Dougill (2007).

Novos géneros e espécies de cianobactérias tém sido descritos com base em organismos
encontrados em CBs, principalmente de ambientes aridos, pela aplicacdo da abordagem
polifasica que inclui estudos morfoldgicos, ecoldgicos, ultraestruturais e moleculares
(FLECHTNER et al., 2002; REHAKOVA et al, 2007; FLECHTNER et al., 2008;
DADHEECH et al., 2012).

A presenca das CBs traz muitos beneficios para o solo, como por exemplo, estabilidade
e protecdo contra forgas erosivas, que sdo exercidas devido a presenga de cianobactérias e
microfungos que se entrelagam juntando particulas do solo e formando uma crosta coesa
(GUNDLAPALLY & GARCIA-PICHEL, 2006). A producao de exopolissacarideos por alguns
microrganismos, como as cianobactérias, por exemplo, auxiliam na estabiliza¢do do solo uma

vez que agrega particulas, evitando a dispersdo dos grdos e, consequentemente, a erosao
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(GUNDLAPALLY & GARCIA-PICHEL, 2006). Também exercem funcdes na fixacdo de
nitrogénio e carbono (BELNAP, 2002, 2005, 2006), além de manterem férteis os espagos entre
plantas que teriam pouca oportunidade de receber carbono, por meio da liberacao de compostos
ricos neste elemento e restituicdo de matéria organica apos a morte (BELNAP, 2005).

Embora as CBs venham sendo bem estudadas, ainda hd muita diversidade ndo acessada.
BUDEL et al. (2016) fizeram um levantamento sobre os estudos com riqueza de cianobactérias
e mostraram que a maior parte dos estudos foram feitos para Europa, Africa, Asia, e que ha
grande necessidade de mais estudos para as Americas, em especial para a América do Sul.

O estudo das cianobactérias que integram as CBs no territorio brasileiro é necessario
considerando-se a importancia do grupo para essas comunidades e para os ambientes onde
ocorrem, bem como devido a auséncia de trabalhos sistematicos sobre a natureza e estrutura de
assembleias de cianobactérias em CBs no Brasil. Para isto, 0 ambiente escolhido para ser
explorado foi o0 bioma Cerrado (Savana), por ser um bioma propicio a presenca de CBs, devido
as caracteristicas fisiondmicas da vegetacdo e as condi¢cGes ambientais, muitas vezes extremas,

a que esta submetido.

Hipoteses

Com base nos dados disponiveis e na expectativa em funcdo das caracteristicas do grupo
e dos ambientes amostrados, algumas hipdteses foram formuladas e serdo confrontadas com 0s
dados obtidos ao final do projeto.

1. Sera constatada a presenca de variados grupos de cianobactérias em crostas biologicas
de areas de Cerrado. - Devido ao fato de as mesmas apresentarem um conjunto de adaptacdes
adequado para ajustamento a este tipo de ambiente, que é ocasionalmente extremo quanto a
caracteristicas ambientais.

2. Serdo registradas novas ocorréncias taxonémicas para o Brasil, com probabilidade de
existéncia de novas espécies (ou mesmo novos géneros) para a Ciéncia. - Com base nos
resultados de trabalhos atuais envolvendo analises moleculares e também no tipo de ambiente,
que pode ser bastante seletivo e € muito pouco estudado no pais.

3. Havera deteccdo positiva de organismos produtores de enzimas celuloliticas e
hemiceluloliticas. - Considerando-se estudos anteriores feitos com cianobactérias heterocitadas

e que estas séo comumente registradas ocorrendo em CBs.



13

Objetivos

Este trabalho visou contribuir com conhecimento da biodiversidade de cianobactérias
no Brasil e das fungfes desenvolvidas pelas CBs, ja que para conhecé-las € indispensavel um
solido embasamento a respeito dos organismos que as compdem (GARCIA-PICHEL, 2001).

Dados em literatura indicam a possibilidade de producdo enzimatica (celulases e
hemicelulases) por parte de cianobactérias heterocitadas (TAMOI et al., 2007; PRASANNA et
al., 2008, 2010; GUPTA et al., 2010, 2011, 2012; CHAUDHARY et al., 2012; NATARAJAN
etal., 2013). Dessa forma, este trabalho também objetivou avaliar algumas cepas neste sentido,
considerando a presenca comum deste tipo de organismos em crostas bioldgicas (WEBER et
al., 2016) e, teoricamente, o papel importante da producdo de tais enzimas em funcdo do

ambiente ocupado.

1. Objetivos gerais

a) Realizar o levantamento taxonémico de assembleias de cianobactérias integrantes de crostas
bioldgicas de ambientes de Cerrado.

b) Caracterizar populacGes/espécies selecionadas quanto as caracteristicas morfoldgicas,
ecoldgicas e moleculares.

c) Avaliar a capacidade de utilizacdo de cianobactérias por estudos de bioprospeccéo.

2. Objetivos especificos

a) Estudar a composicéo floristica de cianobactérias segundo critérios tradicionais e com base
em amostras de campo e cultivo artificial.

b) Realizar sequenciamento de cianobactérias de interesse, incluindo as informacbes em
abordagens filogenéticas.

c) Avaliar a capacidade de producéo de celulases e hemicelulases atraves do fornecimento de
substrato e reacdo de ativacdo enzimética com posterior quantificagdo de concentragdo de

agucares livres em solugéo.
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Material e Métodos gerais

Areas de estudo

Foram escolhidas quatro areas de estudo (Figura 1), que incluem regides de Cerrado
situadas nos estados de So Paulo, Minas Gerais e Goias: Parque Estadual (PE) Furnas do Bom
Jesus (referido ao longo do texto como “Furnas”; 20°14’S, 47°27°W), Parque Nacional
(PARNA) Serra da Canastra (referido como “Canastra”; 20°21'S, 46°38'W), PARNA Serra do
Cip6 (referido como “Cipd”; 19°20'S, 43°34'W) e regido de Caldas Novas (referida como
“Caldas Novas”, 17°47'S 48°42'W). Entre as variagoes fisiondmicas do Cerrado, dentro de cada

parque ou regiao, as areas de campos foram preferencialmente amostradas.

MATO GROSSO

MINAS GERAIS
Caldas Novas

PARNA Serra doESPIRIT(

pARNA PO
PE Furnas Serra da

doBom . canastra
- Jesus RIO DE
SAO PAULO EGE

MATO GROSSO

N

PARANA T

200 KM
Rl

Figura 1. Localizacdo das areas de amostragem. PARNAs Serra do Cip6 e Serra da
Canastra e PE de Furnas do Bom Jesus e regido de Caldas Novas (fonte: Google Earth;
http://www.google.com/earth/index.html).

Atividade de coleta

As coletas de material bioldgico e dados foram realizadas uma vez em cada area. As
amostragens na Canastra foram conduzidas de 21 a 22 de abril de 2013, em Furnas, de 23 a 24
de abril de 2013, no Cipd, de 24 a 25 de setembro de 2013 e em Caldas Novas, em 29 de
dezembro de 2014. Além dessas coletas, houve amostragens adicionais procurando-se obter


http://www.google.com/earth/index.html
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informagdes complementares na Canastra, no periodo de 28 a 30 de janeiro de 2015, e em
Furnas, de 05 a 06 de marc¢o de 2015.

Em cada uma das quatro localidades, foram demarcadas duas transecdes paralelas com
200 m de comprimento e distando 20 m entre si. Ao longo das transe¢des, foram coletadas
amostras de CBs a cada 20 m, totalizando 10 amostras para cada transegéo e, portanto, 20
amostras por localidade (Figura 2). Também foram registrados dados de posicionamento global
e altitude (GPS Garmin E-trex Vista) para cada area amostrada.

A coleta das crostas foi feita inserindo-se a parte inferior de uma placa de Petri (55 mm
de didmetro) invertida no solo, excisando a camada superficial e retirando uma amostra de cerca
de 1cm de profundidade (GUNDLAPALLY & GARCIA-PICHEL 2006, ZAADY et al. 2010).
O material coletado, apds secagem em temperatura ambiente durante o periodo necessario, foi
adequadamente acondicionado, rotulado, identificado e mantido refrigerado.

Pensando em trabalhos futuros voltados a ecologia, foram escolhidos aleatoriamente
cinco pontos entre as duas transegdes utilizadas para a coleta das CBs (trés de uma e dois da
outra) e foram feitas leituras de umidade do solo a 1,0 cm e a 5,0 cm de profundidade. Apds a
medida de umidade, nos mesmos pontos foram recolhidas amostras de solo até 5,0 cm
profundidade, com auxilio de uma pa de metal pequena, desprezando a camada superficial
(entre 0,5 e 1,0 cm; regido com crescimento das CBs). Em cada uma, foram medidos os valores
de pH, a partir de uma solucdo do solo em agua deionizada, na proporcao 1:2, e a leitura foi
realizada com pHmetro portéatil apos estabilizacdo (STRAUSS et al. 2012).

Em cada parque, também foram tomados dados de temperatura e umidade relativa do ar

(termo-higrometro PeakTech 5090) e de irradiancia (quantdémetro Li-Cor).

5000006000060

S0 00600006660

Figura 2. Esquema de demarcacao dos pontos de amostragem aplicado nos trés locais de coleta.
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Capitulo Il - Cianobactérias de crostas bioldgicas
de Cerrado: identificacdao segundo a taxonomia
classica

Resumo

Tradicionalmente, os sistemas de classificacdo das cianobactérias tém sido baseados
exclusivamente em dados morfoldgicos e/ou reprodutivos; entretanto, nos Ultimos anos houve a
introducao da ultraestrutura e biologia molecular como ferramenta taxondémica o que permitiu, a partir
de entdo, um avangco nas pesquisas com cianobactérias e um rearranjo sistemético do grupo.
Entretanto, a morfologia continuou sendo essencial para uma investigacdo mais abrangente, tendo
entre as principais vantagens, a independéncia do estabelecimento de culturas. Neste trabalho, as
analises morfologicas foram tomadas como estudo basico, por serem consideradas essenciais em
estudos de taxonomia de cianobactérias, juntamente com critérios moleculares, bioquimicos,
ecoldgicos e ultraestruturais, através do conceito chamado de “abordagem polifasica”. Dessa
forma, a partir do material proveniente de quatro regides de Cerrado, foram feitas investigagtes
morfoldgicas segundo os critérios taxondmicos usuais e utilizando a classificacdo sistematica mais
atual. Como resultado foram estudadas 31 populacdes, divididas em 28 morfotipos, das quais 12
foram identificadas em nivel especifico (destas trés ainda exigem confirmacéo = cf) e 16 foram
identificadas apenas em nivel genérico. Estas pertenceram a trés ordens, sendo que dentro de
Nostocales foram registrados sete géneros, de Oscillatoriales trés géneros e em
Synechococcales dois géneros. A quantidade de populagdes estudadas com base nos critérios
tradicionais, e ndo identificadas em nivel especifico, comprovam a complexidade desses grupos
e a presenca de morfotipos ainda desconhecidos para ambientes pouco explorados. Porém,
muitas identificacOes de géneros e espécies se mostraram comuns para crostas biologicas, como
sdo os casos de Nostoc, Scytonema, Stigonema ocellatum, Calothrix, Microcoleus vaginatus,

Leptolyngbya e Schizothrix.
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Introducao

Tradicionalmente, os sistemas de classificacdo das cianobactérias tém sido baseados
exclusivamente em dados morfoldgicos efou reprodutivos, como os trabalhos de Thuret (1875),
Bornet & Flahault (1886-1888), Gomont (1892), Geitler (1932) e Bourrelly (1970).

Um dos principais trabalhos na area é o de Geitler (1932), que levantou a flora de
cianobactérias, principalmente da Europa Central, apresentando aproximadamente 1300 espécies de
cianobactérias distribuidas em 145 géneros, 20 familias e trés ordens. Em seu estudo, além das
caracteristicas morfoldgicas e métricas, foram considerados também os aspectos ecoldgicos. Como
esse, outros trabalhos importantes foram realizados de maneira semelhante, como Frémy (1929-1933,
1930), Elenkin (1935, 1938-1949), Geitler (1942), Desikachary (1959), Starmach (1966) e Bourrelly
(1970). Outro marco na trajetoria dos sistemas de classificacéo, foi o trabalho de Anagnostidis &
Komarek (1985), que utilizando informac6es da microscopia eletrénica (principalmente o arranjo dos
tilacoides), passou a considerar também a ultraestrutura como um critério taxondmico para a
separacao de grupos em nivel de ordem.

Nos Ultimos anos houve a introducéo da biologia molecular como ferramenta taxonémica e,
por meio do trabalho de Hoffmann e colaboradores (2005) estes dados foram compilados e
confirmados como ferramenta valida em estudos de filogenia. A partir de entdo, as pesquisas com
cianobactérias cresceram e produziram dados para que fosse feito um rearranjo sistematico do grupo.

Mesmao apds a introducdo destas novas ferramentas de estudo, a morfologia classica continua
sendo parte essencial em estudos de taxonomia de cianobactérias, porém juntamente com critérios
moleculares, bioquimicos, ecoldgicos e ultraestruturais, através do conceito chamado de
“abordagem polifasica”, introduzido no grupo por Anagnostidis & Komaérek (1985, 1988,
1990), Komarek & Anagnostidis (1986, 1989).

Entre as principais vantagens das andlises morfolGgicas estd o acesso & uma flora mais
abrangente, principalmente pela independéncia do estabelecimento de culturas e de acesso ao DNA,
0 que muitas vezes € dificultado por barreiras fisicas do préprio organismo (ex. polissacarideos -
PORTER et al. 1988).

Sabe-se da limitagdo das analises morfologicas, principalmente pelos ja comprovados casos
de espécies cripticas (BOYER et al., 2002; CASAMATTA et al. 2003; PREMANANDH et al.,
2009, HARLER et al., 2012) porém, cabe-se considerar que se ndo ha possibilidade de estudos
genéticos, as analises morfologicas sempre terdo utilidade em registros de biodiversidade. Estes

estudos mesmo baseados apenas em dados morfologicos proverédo, pelo menos, dados basicos sobre
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o organismo (este dado ¢ ainda mais consideravel se provém de regides pouco exploradas —
MARES, 2010

Embora muitos autores considerem as analises moleculares “autossuficientes”, os
estudos com o0 gene 16S rRNA vém mostrando que ha limitaces. O gene mostrou-se
suficientemente varidvel para separar os organismos em nivel genérico, porém insuficiente na
delimitacdo sub-genérica. Dessa forma, algumas vezes, a separacdo se baseia no estudo
polifasico, inserindo dados morfoldgicos e ecoldgicos para este tipo de separacdo
(KOMAREK, 2010).

Dentre géneros comuns a crostas, Stigonema, por exemplo, tem muitos de seus
estudos limitados a investigacdes morfoldgicas, principalmente pela dificuldade de cultivo
(HOFFMANN, 2005). Porphyrosiphon é outro exemplo, por apresentar, at¢ o momento,
apenas caracterizacdo morfoldgica, ndo tendo sequéncias de DNA publicadas em nenhum
banco de dados. Por fim temos, Trichocoleus que até 2014 havia sido caracterizado apenas
através da morfologia, e foi a partir da mesma, que pesquisadores conseguiram buscar
outros organismos relacionados e comecar uma investigacdo molecular (MUHLSTEINOVA
et al. 2014).

Nos estudos de diversidade em crostas bioldgicas a morfologia é amplamente utilizada,
0 que pode ser comprovado pela verificacdo de estudos com descricdo de novos géneros e
especies. Esta é analisada em conjunto com outros fatores consideraveis para a abordagem
polifasica (REHAKOVA et al., 2007; FLECHTNER et al., 2008; DADHEECH et al., 2012).

Dentro deste contexto, esta analise objetivou contribuir para o conhecimento
da biodiversidade de cianobactérias de crostas bioldgicas de Cerrado aplicando conceitos da
taxonomia tradicional (morfologia e ecologia) para a identificacdo das populacbes

encontradas.

Material e Métodos

As amostras provenientes diretamente de campo foram estudadas segundo o protocolo
de Garcia-Pichel et al. (2001). As crostas coletadas foram reidratadas com agua destilada
e examinadas para verificacdo e identificacdo dos organismos presentes. Inicialmente,
as amostras foram observadas sob microscépio estereoscopico (Olympus, modelo
SZXT7) e microscépio fotdnico (Leica, modelo DFC320) para reconhecimento de morfotipos.

As cianobactérias encontradas foram avaliadas segundo os critérios taxonémicos
usuais e o sistema de classificacdo seguido para posicionamento dos tadxons encontrados
foi o de Komarek et al. (2014).
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Conjuntos representativos de parte dos organismos identificados foram preservados

com solucdo de formaldeido 4% e incorporados ao Herbario SJRP (IBILCE/UNESP -
campus de Sao José do Rio Preto - THIERS, 2016) para testemunho.



Tabela 1. Origem das cianobactérias estudadas

Organismo Amostra Procedéncia Latitude (S) Longitude Coletor Data de Coleta
Hapalosiphon luteolus 1CAN 20°17'51.2”’S  46°31'18.5°W Branco, L.H.Z et al. Abril/2013
Nostoc sp.1 2CAN - 20°17'51.2”°S  46°31'18.5”W Branco, L.H.Z et al. Abril/2013
Scytonema hoffimanii 3CAN % 20°17'51.2”S  46°31'18.5”W Branco, L.H.Z et al. Abril/2013
Scytonema shimidtii 4CAN pd 20°17'51.2’S  46°31'18.5”W Branco, L.H.Z et al. Abril/2013
Scytonema cf. bohneri 5CAN 5) 20°17'51.2”S  46°31'18.5”W Branco, L.H.Z et al. Abril/2013
Stigonema ocellatum 6CAN % 20°17'51.2”’S  46°31'18.5”W Branco, L.H.Z et al. Abril/2013
Stigonema sp.1 7CAN Y, 20°17'51.2°S  46°31'18.5”°W Branco, L.H.Z et al. Abril/2013
Stigonema sp.2 8CAN :‘U’ 20°17'51.2”S  46°31'18.5”W Branco, L.H.Z et al. Abril/2013
Calothrix sp.1 9CAN > 20°17'51.2”°S  46°31'18.5”W Branco, L.H.Z et al. Abril/2013
Leptolyngbya sp.1 10CAN 0 20°17'51.2°S  46°31'18.5°W Branco, L.H.Z et al. Abril/2013
Leptolyngbya sp.2 11CAN jZ> 20°17'51.2”S  46°31'18.5”W Branco, L.H.Z et al. Abril/2013
Microcoleus vaginatus 12CAN (37) 20°17'51.2°S  46°31'18.5”°W Branco, L.H.Z et al. Abril/2013
Phormidium sp.1 13CAN ;_U| 20°17'51.2”’S  46°31'18.5W Branco, L.H.Z et al. Janeiro/2015
Phormidium sp.2 14CAN > 20°17'51.2”S  46°31'18.5”W Branco, L.H.Z et al. Janeiro/2015
Schizothrix thelephoroides 15CAN 20°17'51.2”S  46°31'18.5”W Branco, L.H.Z et al. Abril/2013
Schizothrix sp.1 16CAN 20°17'51.2°S  46°31'18.5”W Branco, L.H.Z et al. Abril/2013
cf. Hapalosiphon sp. 1FUR 20°13°02.0’S  47°26°38.4°W Branco, L.H.Z et al. Abril/2013
Nostoc commune 2FUR 8 - 20°13°02.0’S  47°26°38.4”W Branco, L.H.Z et al. Abril/2013
Nostoc sp.2 3FUR w M 20°13°02.0’S  47°26°38.4”W Branco, L.H.Z et al. Abril/2013
Brasilonema sp.1 4FUR oz 20°13°02.0’S  47°26°38.4”°W Branco, L.H.Z et al. Abril/2013
Calothrix sp. 2 5FUR E g 20°13°02.0’S  47°26°38.4”°W Branco, L.H.Z et al. Abril/2013
Leptolyngbya cf. henningsii 6FUR o> 20°13°02.0’S  47°26°38.4”°W Branco, L.H.Z et al. Abril/2013
Leptolyngbya sp.3 7FUR g «® 20°13°02.0’S  47°26°38.4”W Branco, L.H.Z et al. Margo/2015
Microcoleus vaginatus 8FUR 20°13°02.0’S  47°26°38.4”°W Branco, L.H.Z et al. Abril/2013
Porphyrosiphon notarisii 9FUR 20°13°02.0’S  47°26°38.4”°W Branco, L.H.Z et al. Abril/2013
Desmonostoc muscorum 1CIP PARNA SERRA 19°20'00°S 43°34'00”°W Branco, L.H.Z et al. Setembro/2013
Stigonema ocellatum 2CIP DO CIPO 19°20'00”’S 43°34'00”°W Branco, L.H.Z et al. Setembro/2013
Leptolyngbya cf. frigida 3CIP 19°20'00°°S 43°34'00”°W Branco, L.H.Z et al. Setembro/2013
cf. Hapalosiphon sp. 1GO 17°47'10.8’S  48°42'10.8°’W Machado-de-Lima, N.M. Dezembro/2014
Nostoc sp.3 2GO CALDAS NOVAS  17°47'10.8’S  48°42'10.8W  Machado-de-Lima, N.M. Dezembro/2014
Brasilonema sp.2 3GO 17°47'10.8”°S  48°42'10.8°W Machado-de-Lima, N.M. Dezembro/2014
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Resultados e Discussao

Foram estudadas 31 populacdes, divididas em 28 morfotipos, das quais 12
foram identificadas em nivel especifico (destas quatro ainda exigem confirmacdo = cf) e 16
foram identificadas apenas em nivel genérico por diferirem das espécies ja descritas em

algumas caracteristicas morfométricas e/ou quanto ao habitat (Tabela 1).

Descricédo dos taxons encontrados

NOSTOCALES
Hapalosiphonaceae

Hapalosiphon luteolus West & West
J. Bot. 35: 241. 1897
(Figuras 1 e 2)
Filamentos emaranhados, cilindricos, lateralmente ramificados, mesmo diametro ao longo de
todo comprimento, 8,0-12,0 um didm. Ramos com a mesma morfologia do ramo principal,
diferentes comprimentos, geralmente arqueados ou flexuosos. Bainha fina, homogénea e
incolor nas regides mais jovens e amarelada nas mais velhas. Tricomas unisseriados, ndo
atenuados nos apices, constritos nas paredes celulares. Células vegetativas cilindricas ou em
forma de barril, isodiamétricas ou mais curtas ou mais longas que largas, 4,0-16,0 um compr.
Heterdcitos intercalares, solitarios, 7,0-12,0 um compr.
Comentarios: A populacdo estudada é semelhante a H. luteolus quanto a morfologia e
caracteristicas métricas descritas por Komarek (2013), diferenciando-se apenas com rela¢do ao
habitat, sendo que a populacao estudada ¢ aerofitica e H. luteolos é aquética. Entretanto, Bldel
(1999) registrou a mesma ocorrendo em inselbergs na América do Sul.

Segundo Komarek (2013), a espécie ja foi registrada em aguas paradas, usualmente com
plantas aquaticas ou entre outras algas. No Brasil, H. luteolus foi registrada ocorrendo em
planicie de inundacdo no alto Rio Parana (PR, FONSECA & RODRIGUES, 2005).

Ocorréncia nas areas estudadas: Canastra (1CAN).

cf. Hapalosiphon sp.
(Figuras 3-4)
Filamentos emaranhados, ramificados lateralmente, 5,0-10,0 um didm. Ramos levemente

mais finos que o ramo principal, 7,0-9,0 um didm. Bainha hialina e incolor. Tricomas
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unisseriados, distintamente constritos nas paredes celulares, levemente atenuados nos
apices. Células vegetativas em forma de barril, isodiamétricas, mais curtas ou mais longas
que largas, 5,0-8,5 um compr. Heterdcitos intercalares, solitarios, 5,0-10,0 um compr.
Comentarios: A populacdo estudada se assemelhou & H. arboreus West & G.S. West quanto
a morfologia e caracteristicas métricas descritas por Komarek (2013), entretanto, distinguem-
se quando ao comprimento dos heterdcitos, que se mostrou menor que o descrito para a
espécie (9,0-11,0 um compr.). Também diferencia-se quanto ao habitat, que, segundo
Komarek & Anagnostidis (2005), somente ha registros de H. arboreus para pantanos e agua
paradas.

Observacao: Populacao observada apenas em cultura de solo.

Ocorréncia nas areas estudadas: Furnas (LFUR) e Caldas Novas (1GO).

Nostocaceae

Desmonostoc muscorum C. Agardh ex Bornet & Flahault

Ann. Sci. Nat., Bot., Sér. 7: 200. 1888.

(Figura 5-6)

Colbnias hemisféricas quando jovens, posteriormente amorfas, verde escuras, posteriormente
verde-oliva. Tricomas flexuosos, emaranhados, 3,0-4,0 um diam. Células em formato de barril
ou elipsoides, 3,5-5,0 um compr.. Heterdcitos, na maioria das vezes, esféricos ou alongados,
4,0-7,0 um compr., 5,0-7,0 um didm. Acinetos ovais, 7,0-8,0 um compr., 4,0-5,5 pm diam.,
parede celular espessa e incolor.

Comentarios: A populacdo estudada é semelhante a Desmonostoc muscorum (Agardh ex
Bornet et Flahault) Hrouzek et Ventura quanto a morfologia, métrica e ecologia descritas por
Komarek (2013). A parede celular dos acinetos da populacdo estudada apresentou-se incolor,
em concordancia com Hrouzek et al. (2013), embora seja comumente descrita como amarelada.

A populacdo estudada apresentou colénias esféricas com periderme firme nos estagios
iniciais do ciclo de vida e heterdcitos terminais frequentes, o que ndo ocorre em Desmonostoc,

porém este fato pode ter se dado devido a condigéo de cultivo.

Segundo Komarek (2013), a espécie foi registrada em solos imidos, entre musgos,em
rochas, em aguas termais e ambientes salinos, sendo considerada cosmopolita. No Brasil,
a espécie foi registrada ocorrendo em ambientes I6ticos e semil6ticos (PR/MT; FONSECA
& RODRIGUES, 2007) e em corrego na cidade de Cedral (SP; PEREIRA & BRANCO,
2010).
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Nostoc muscorum ja foi registrada em crostas bioldgicas no deserto de Sonora e
Mojave na América do Norte (ROSENTRETER & BELNAP, 2003), no Chaco argentino
(BUDEL,2003), no norte da Europa (BUDEL, 2003b) e também na regido do Mar Caspio
na Asia (BUDEL, 2003c).

Observacao: Populacdo observada apenas em cultura de solo.

Ocorréncia nas areas estudadas: Cip6 (1CIP).

Nostoc commune Vaucher ex Bornet & Flahault

Ann. Sci. Nat., Bot., Sér. 7: 203. 1888.

(Figuras 7-8)

Colo6nias esféricas quando jovens, posteriormente amorfas, azul-esverdeadas, sem periderme.
Tricomas flexuosos, emaranhados, 3,0-5,0 um diam. Células em formato de barril,
isodiamétricas, mais curtas ou mais longas que largas, 2,5-5,0 um compr. Heterdcitos, na
maioria das vezes, esféricos ou em forma de barril, 4,0-6,0 um compr., 4,0-6,0 pum diadm.
Acinetos ndo observados.

Comentarios: A populacdo estudada é semelhante a Nostoc commune quanto a morfologia,
caracteristicas métricas e ecologia descritas por Komarek (2013), diferindo somente quanto a
morfologia de periderme firme apenas nos estagios iniciais de desenvolvimento, caracteristica
que é mantida durante todo ciclo de N.commune, porém este fato pode ter se dado devido a

condicéo de cultivo.

Segundo Komarek (2013), a espécie foi registrada em ambientes aerofiticos, em solos
arenosos Umidos, campinas e semidesertos. No Brasil, ha registros de ocorréncia em planicie
de inundagdo do alto do rio Parana (PR, FONSECA & RODRIGUES, 2005).

Nostoc commune também ja foi encontrada em crostas biologicas distribuidas por todo
globo, como, por exemplo, em Baja California, (México), nos desertos de Mojave, Chihuahuan
e Great Basin (E.U.A.; ROSENTRETER & BELNAP, 2003), no Chaco argentino (BUDEL,
2003a), na ilha grega Euboea (ROUSSOMOUSTAKAKI, 1983) e em semidesertos e desertos
dos cursos baixos do rio Volga em Ural, China, Mongdlia (BUDEL, 2003c), entre outros.
Observacao: Populacdo observada apenas em cultura de solo.

Ocorréncia nas areas estudadas: Furnas (2FUR).

Nostoc sp.1
(Figuras 9-10)
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Colonias esféricas quando jovens, posteriormente amorfas, verde-escuras, posteriormente
verde claras. Tricomas retos ou flexuosos, 4,0-6,0 um diam. Células em formato de barril ou

elipsoides, 3,5-8,5 um compr. Heterocitos, na maioria das vezes, esféricos, podendo se
apresentar levemente alongados, 4,0-11,0 um compr., 4,0-6,0 um diam. Acinetos ovais, muitas
vezes soltos e aglomerados em determinado estagio de cultivo, 9,0-12,0 um compr. 6,0-7,0 pm
diam., parede celular espessada, incolor.

Comentarios: A populacdo estudada é semelhante a Nostoc passerianianum (DeNotaris)
Bornet et Thruret ex Bornet e Flahault quanto a morfologia, diferindo levemente no
comprimento e didmetro celular descritos por Komarek (2013; 5,0-7,0 um compr., 4,0 um
diam.). Os acinetos da populacao estudada apresentaram comprimento celular acima do descrito
para a espécie (6,0-8,0 um). Com relacéo a parede celular, a populacéo estudada a apresentou
incolor, enquanto, a literatura registra a ocorréncia de parede amarelada para os acinetos da

espécie.
Nostoc passerianianum foi descrita por Komarek (2013) como habitando regiGes de

solos molhados, diferentemente da regido da populacédo estudada, que foi coletada em crostas
bioldgicas de solo. Além disso, ndo ha registro de N. passerianianum para crostas biolégicas,

sendo a espécie descrita principalmente para Europa.
Observacéo: Populacdo observada apenas em cultura de solo.

Ocorréncia nas areas estudadas: Canastra (2CAN).

Nostoc sp.2
(Figuras 11-12)
Colbnias esféricas, sem periderme quando jovens, posteriormente amorfas, castanho-
amareladas. Tricomas flexuosos, emaranhados, 3,5-4,0 um diam. Células em formato de barril,
3,5-,6,0 pum compr.,, muitas vezes soltas assemelhando-se a cianobactérias cocoides.
Heterdcitos, na maioria das vezes, esféricos, 4,0-6,0 um compr., 4,5-5,0 um diam. Acinetos
ovais, 5,0-8,0 um compr., 5,0-5,5 pm diam.
Comentérios: A populacédo estudada é semelhante a Nostoc sphaericum Vaucher ex Bornet et
Flahault quanto a morfologia, diferindo levemente quanto ao didmetro celular (3,5-5,0 pm
diam.), aos acinetos (6,0-8,0 um compr; 4,0-6,0 um didm) e aos heterocitos (6,0-8,0 um compr;
4,0-6,0 um didm) descritos por Komarek (2013).

Além disso, N. sphaericum foi descrita por Komaérek (2013) como habitando regides

aquaticas, sendo que os registros para campinas de desertos necessitam confirmacéo.

A presenca de células soltas pode estar relacionada a condicdo de cultivo.
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Observacao: Populagdo observada apenas em cultura de solo.

Ocorréncia nas areas estudadas: Furnas (3FUR).

Nostoc sp.3

(Figura 13)

Colbnias esféricas azul-esverdeadas escuras a enegrecidas, sem periderme quando jovens,
posteriormente amorfas, verde-oliva. Tricomas flexuosos, emaranhados, 4,0-5,5 pm diam.
Células em formato de barril a cilindricas, 3,5-,6,0 pum compr., muitas vezes
soltas assemelhando-se a cianobactérias cocoides, variando muito em tamanho. N&o
foram observados heterdcitos e acinetos.

Comentérios: A populacdo estudada é semelhante a Nostoc punctiforme (Kitzing ex
Hariot) Hariot quanto a algumas caracteristicas descritas por Komarek (2013), como
coloracdo da coldnia e didmetro celular (2,6-5,5). Entretanto, a identificacdo especifica da
populacao se torna impossivel devido a auséncia de heterdcitos e acinetos que sdo estruturas
muito importantes para serem analisadas em identificacdes de Nostocales.

A presenca de células soltas pode estar relacionada a condigéode cultivo.

Observacao: Populacéo observada apenas em cultura de solo.

Ocorréncia nas areas estudadas: Caldas Novas (2GO).

Scytonemataceae

Brasilonema sp.1

(Figura 14)

Filamentos dispostos paralelamente, 11,0-15,0 um diam., raras ramificacdes scytonematoides,
extremidades dos filamentos livres. Bainha fina, firme, incolor. Tricomas cilindricos, constritos
nas paredes celulares, 7,0-10,0 um didm. Células em forma de barril, 0,5-2,8 vezes mais longas
que largas. Foi observado um heterdcito intercalar, solitario, cilindrico, 15,0 um compr..
Comentéarios: A populacdo estudada € semelhante a Brasilonema sennae (Komarek)
Sant'/Anna & Komarek quanto a morfologia, entretanto, o didmetro dos tricomas apresentou
intervalo levemente diferente do descrito para a espécie (6,0-12,5 um diam.). O comprimento
celular se apresentou menor ou distintamente maior que o descrito (maior que 1,6 vez mais
longas que largas), enquanto o heterdcito apresentou didmetro menor que o descrito (10,2-11,2

pm diam.).
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Observacao: Populagdo em amostra ambiental.

Ocorréncia nas 4reas estudadas: Furnas (4FUR).

Brasilonema sp.2

(Figuras 15-16)

Filamentos dispostos paralelamente, 13,0-17,0 um diam., ramifica¢cdes tolypothricoides e
scytonematoides, extremidades livres. Bainha firme, incolor nas regides mais jovens
e amarelada nas mais velhas, lamelada. Tricomascilindricos, ndo constritos nas
paredes celulares, 8,0-17,0 pm didm. Células cilindricas, 0,5-2,8 vezes mais longas
que largas. Heterdcitos intercalares, solitarios, cilindricos, 4,0-10,0 pm compr.

Comentarios: A populacdo estudada € semelhante a Brasilonema roberti-lamyi
(Bourrelly) Sant’Anna et al.quanto & morfologia, entretanto, difere da espécie
quanto & presenca de constrigdo nos tricomas, de bainha colorida ¢ da ocorréncia de muitas

ramificagdes tolypothricoides ao longo dos filamentos

Observacao: Populacdo em amostra ambiental.

Ocorréncia nas areas estudadas: Caldas Novas (3GO).

Scytonema cf. bohneri Schmidle
Ber. Deut Bot. Ges. 60. 1901
(Figura 17)
Filamentos emaranhados, 6,0-8,0 um diam., ramificagdes falsas. Bainha levemente espessa,
incolor, lamelada. Tricomas ndo ou levemente constritos nas paredes celulares, esverdeados,
5,5-8,0 um diam. Células isodiamétricas ou mais curtas ou mais longas que largas, 0,7-2,0 vezes
mais longas que largas. Células apicais cilindrico-arredondadas. Heterdcitos
solitarios, cilindricos, amarelados, 10,0-15,0 um compr.
Comentarios: A populagdo estudada é semelhante a Scytonema bohneri, quanto a morfologia e
dimensdes. O Unico aspecto que distingue a populacdo estudada da descrita é o habitat, que na
primeira € aerofitico e na segunda é aquatico, sobre rochas de riachos.

Komarek (2013) caracterizou a espécie apresentando diferencas entre os didmetros de
filamento de acordo com sua orientacdo (filamentos prostrados: 10,0-12,0 pm diam,
filamentos eretos: 8,0-11,0 um diam), entretanto, esta diferenciagdo ndo foi observada na

populacéo estudada.
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A espécie ja foi registrada em rochas em Camardes, Brasil, Myanmar e india. Os registros
para Argentina precisam ser confirmados (KOMAREK, 2013).
Observacao: Populacdo em amostra ambiental.

Ocorréncia nas areas estudadas: Canastra (SCAN).

Scytonema hoffmanii Agardh ex Bornet et Flahault

Ann. Sci. Nat., Bot., Sér. 5, 51: 129. 1887.

(Figura 18)

Filamentos emaranhados entre outras cianobactérias, 14,0-15,0 um didm., ramificacGes falsas.
Bainha levemente espessa, alaranjada, lamelada paralelamente. Tricomas n&o constritos
nas paredes celulares, azul esverdeados, 7,0-9,0 um diam. Células, nas regifes mais
velhas, isodiamétricas ou mais longas que largas e, nas regiGes mais novas, mais curtas que
largas, 0,2-0,8 vez mais longas que largas. Heterdcitos solitarios e cilindricos, 9,0-14,0 compr.
Comentarios: Os espécimes observados estdo de acordo com a descricdo morfoldgica da
especie feita por Komarek (2013), apenas diferindo quanto ao diametro do filamento (13,0 um)
e comprimento do heterécito (4,6-10,0 um compr.).

Segundo Komarek (2013), a espécie ocorre em paredes Umidas, solos, rochas,
raramente em substratos de madeira velhos. E considerada cosmopolita, mas com
morfologia muito variavel, sdo comuns na Eurasia e América do Norte. No Brasil a
espécie foi registrada em ambiente aerofitico na regido noroeste do estado de S&do Paulo
(LEMES-DA-SILVA et al., 2012).

Scytonema hoffmanni € uma das espécies mais comuns em crostas bioldgicas no
deserto de Mojave e de Chihuahuan (ROSENTRETER & BELNAP, 2003) tendo sido
também registrada em crostas bioldgicas do Chaco argentino (BUDEL, 2003a) e do Vale do
Mar Morto no Oriente Médio (GALUN & GARTY, 2003).

Observacao: Populacdo em amostra ambiental.

Ocorréncia nas areas estudadas: Canastra (3CAN).

Scytonema schmidtii Gomont

Myxophyceae hormogoneae. Bot. Tidsskrift. 24: 210. 1901.

(Figuras 19-20)

Filamentos emaranhados, 10,0-12,0um didm., numerosas ramificacdes falsas. Bainha fina
a levemente espessa, incolor, homogénea a lamelada paralelamente. Tricomas constritos
nas paredes celulares, esverdeados, 8,0-10,0um diam. Células, na maioria, mais curtas que

largas,
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0,2-0,6 vez mais longas que largas. Células apicais cilindrico-arredondadas. Foi observado um
heterdcito, solitario, cilindrico, amarelado.

Comentarios: Os espécimes observados estdo de acordo com a descricdo morfologica da
espécie feita por Komarek (2013), apenas diferindo quanto a bainha, que se mostrou incolor e
podendo ser lamelada na populacdo estudada, enquanto a espécie ¢ descrita com bainha
amarelo-acastanhada e homogénea.

Segundo Komarek (2013), a espécie ocorre em solos umidos, rochas e cascas de arvore. No
Brasil, a espécie foi registrada na Ilha do Cardoso e no municipio de Bertioga (KOMAREK et
al., 2013), entretanto esta populagdo apresentou bainha pigmentada e estriada. Também ha
registros para crostas bioldgicas no deserto da Grande Bacia (Nevada) na América do Norte
(ROSENTRETER & BELNAP, 2003) ¢ na India, na regido de Tiruchirapalli (TIRKEY &
ADHIKARY, 2006).

Observacao: Populacdo em amostra ambiental.

Ocorréncia nas areas estudadas: Canastra (4CAN).

Stigonemataceae

Stigonema ocellatum (Dillwyn) Thuret ex Bornet et Flahault

Ann. Sci. Nat., Bot., Sér. 5, 51: 129. 1886

(Figuras 21- 24)

Filamentos emaranhados, prostrados, irregulares, esverdeados a castanhos, 29,0-50,0 pum diam.,
irregularmente ramificados. Ramos longos, curvos, mesmo diametro e morfologia do ramo
principal. Bainha ampla, incolor nas regides mais jovens e alaranjada, nas mais velhas, lamelada
paralelamente. Tricomas uni a bisseriados. Células vegetativas isodiamétricas, 11,2-28,0 um
diam., envelope individual incolor (exceto para populacdo 6CAN). Hormogo6nio nas
extremidades dos ramos, células curtas. Heterocito intercalar ou lateral, geralmente do mesmo
didmetro que células vegetativas, 17,2-27,0 um diam.

Comentérios: As populagdes estudadas estdo de acordo com a morfologia, caracteristicas
métricas e ecologicas descritas por Komarek (2013) para S. ocellatum.

Segundo Komaérek (2013), esta espécie é considerada cosmopolita e é encontrada
comumente em regides tropicais, como Africa, Madagascar, Brasil e Venezuela. No Brasil, a
espécie foi registrada ocorrendo no Para (DROUET, 1938), em fitoplancton na Lagoa Bonita
(DF; CAMPOS & SENNA, 1988), em fragmentos de floresta semidecidual (SP; LEMES-DA-
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SILVA et al., 2012), em regides da mata atlantica (SP; FERREIRA et al., 2013) e também
em riachos no bioma Cerrado (GO; ISHIBASHI, 2013).

Komarek (2013) descreve esta espécie como podendo habitar regides de solo seco e
Biidel (1994) registrou esta espécie em crostas biologicas na savana humida na Venezuela.
Em posterior revisdo, este autor descreve a espécie como habitando crostas de inselbergs na
América do Sul e Africa (BUDEL, 1999).

Observagao: Populacdo em amostra ambiental.
Ocorréncia nas areas estudadas: Canastra (6CAN) e Cipd (2CIP).

Stigonema sp.1

(Figuras 25-26)

Filamentos emaranhados, prostrados, esverdeados, 26,4-34,4 pm diam., irregularmente
ramificados. Ramos curtos, mesmo diametro e morfologia do ramo principal. Bainha estreita,
amarela a castanha, lamelada paralelamente. Tricomas uni a tetrasseriados. Células vegetativas
arredondadas ou ovaladas, 8,8-20,0 um didm. Hormogonio nas extremidades dos ramos, células
curtas. Heterdcitos intercalares ou laterais, geralmente do mesmo diametro que as células
vegetativas.

Comentarios: A populacdo estudada é semelhante a Stigonema informe Kiitzing ex Bornet et

Flahault quanto a morfologia e caracteres métricos, exceto pelo diametro do filamento, que para
S. informe € descrito por Komarek (2013) como maior que 45,0 pum.

Observacao: Populacdo em amostra abiental.
Ocorréncia nas areas estudadas: Canastra (7CAN).

Stigonema sp.2

(Figuras 27-29)

Filamentos solitarios entre as particulas de solo, irregulares, mais ou menos curvos, 36,0-56,0
pum didm. Ramos longos, curvos, mesmo diametro e morfologia do ramo principal. Bainha
incolor nas regides mais jovens e alaranjada, nas mais velhas, lamelada paralelamente.
Tricomas bi a trisseriados. Células vegetativas esféricas ou ovaladas, 5,6-13,6 um diam.,
envelope individual incolor. Hormogénio nas extremidades dos ramos, células curtas.
Heterdcitos intercalares ou laterais, geralmente do mesmo didmetro que as células vegetativas.

Comentarios: A populacdo estudada é semelhante a Stigonema intermedium Kondrateva
auanto a morfoloaia e caracteres métricos. exceto pelos heterdcitos, que nesta sdo
indiferenciaveis das células normais, sendo raramente desenvolvidos.
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Também ha semelhanca com Stigonema turfaceum (Persoon) Cooke ex Bornet et
Flahault quanto a morfologia e caracteres métricos, exceto pelo fato da populacéo estudada ndo
apresentar atenuacao nos apices dos filamentos, e ter diametro de filamento maior que o descrito
por Komarek (2013) para S. turfaceum. (27,0-37,0 um diam).

Observacdo: Populagdo em amostra ambiental.

Ocorréncia nas areas estudadas: Canastra (8CAN).

Rivulariaceae

Calothrix sp.1

(Figura 30)

Filamentos emaranhados, raramente dois por bainha, 8,0-13,0 um diam proximo a base. Bainha
ampla, fechada, lamelada, incolor. Raras ramificacGes falsas. Tricomas curtos, até 400,0 um
compr., constritos nas paredes celulares, 4,0-6,5um diam. na parte média, estreitando até
0 apice, sem formacdo de pelos hialinos. Células, em maioria, mais curtas que largas,
2,0-10,0 um compr. Heterdcitos basais, isolados, raramente intercalares, esféricos ou mais
ou menos triangulares, 6,0-7,0 um diam, 5,5-7,0 um compr.

Comentérios: A populacdo estudada é semelhante a C. flamulorum Sant’Anna, Silva et
Branco quanto & morfologia, diferenciando-se com relagdo ao didmetro do filamento
proximo a base descrito (10,0-12,0 um), e ao comprimento maximo do filamento (75,0
pm). N&o foram observados dois heterdcitos apicais para o mesmo filamento, sendo tal
caracteristica relatada na descrig¢@o original.

Observacao: Populacéo observada apenas em cultura de solo.

Ocorréncia nas areas estudadas: Canastra (9CAN).

Calothrix sp.2

(Figura 31)

Filamentos agregados, 9,0-12,0 pum didm proximo a base. Bainha fina e aberta. Raras
ramificagOes falsas. Tricomas na maioria das vezes curtos, podendo chegar a 400,0 um compr.,
constritos nas paredes celulares, 3,0-7,0 um diam. na parte média, estreitando até o final, sem
formacdo de pelos hialinos. Células, em maioria, mais curtas que largas, 2,5-8,0 um compr.
Heterdcitos basais, um, esféricos ou mais ou menos triangulares, 5,5-7,0 um diam, 5,0-8,0 um

compr.
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Comentérios: A populagdo estudada ¢ semelhante a C. aeruginosa Voronichin quanto a

morfologia, se diferenciando com relagdo ao didmetro do heterocito (8,0-9,0 pm), por nao
apresentar heterdcitos intercalares, quanto ao habitat, que na primeira é aerofitico e na segunda
aquatico ou de solos imidos e quanto ao filamento que em C. aeruginosa € descrito como curto.
Observacéo: Populacdo observada apenas em cultura de solo.

Ocorréncia nas areas estudadas: Furnas (5SFUR).

OSCILLATORIALES

Microcoleaceae

Microcoleus vaginatus Gomont ex Gomont
Ann. Sci. Nat., Bot. ser. 7, 15: 352. 1892
(Figuras 32-33)

Filamentos emaranhados, apenas um tricoma por bainha. Tricomas verde-azulados a verde-

escuros, 4,0 — 4,5 um didm., ndo constritos nas paredes celulares. Células isodiamétricas ou

levemente mais longas que largas, 4,0-11,0 um compr., 0,36 a 1,1 vez mais longas que largas.

Célula apical conico-arredondada, com caliptra.

Comentarios: A populacgéo estudada é semelhante a M. vaginatus quanto a morfologia, métrica

e ecologia descritos por Komarek & Anagnostidis (2005). Quando comparado a literatura

classica, o comprimento celular apresentou-se menor que o descrito (células 0,5-2,0 vezes mais

longas que largas) (GOMONT, 1892).

Segundo Komarek & Anagnostidis (2005), esta espécie é cosmopolita e, no Brasil, ja foi

descrita em biolaminoides em borda de lagoa em Cabo Frio (RJ; SILVA et al., 2005; IESPA &

SILVA, 2005) e no rio Preto, noroeste do estado de Sdo Paulo (NECCHI et al., 1994).
Microcoleus vaginatus, juntamente com M. chtonoplastes, € uma das espécies mais

frequentes em crostas bioldgicas, tendo sido registrada em varias regides do globo (GARCIA-

PICHEL, 2001; GUNDLAPALLY & GARCIA-PICHEL, 2006; BUDEL et al., 2009;

\IN et al., 2014; SCHULZ et al., 2016; DULIC et al., 2016).
Observacéo: Populacdo em amostraam  1tal.
Ocorréncia nas areas estudadas: Furnas (8FUR) e Canastra (12CAN).

Porphyrosiphon notarisii Kiitzing ex Gomont
Ann. Sci. Nat., Bot, Sér. 7, 15:331. 1892.
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(Figura 34)

Filamentos agregados, curvos, 17,0-20,0um didm. Bainha firme, fina e incolor nas regides
mais jovens e espessa, lamelada e alaranjada, nas mais velhas. Tricomas azul-esverdeados,
13,0-17,0 um diam, constritos nas paredes celulares. Células isodiamétricas ou 0,2 — 0,7 vezes
mais longas que largas, 5,0-12,0 um didm. Célula apical arredondada, sem caliptra.
Comentarios: Os espécimes observados estdo de acordo com a descricdo morfoldgica,
métrica e ecoldgica da espécie feita por Gomont (1892) e Komarek & Anagnostidis (2005).

De acordo com Komarek & Anagnostidis (2005), P. notarisii ocorre em
ambientes aerofiticos e provavelmente é cosmopolita. Esta espécie ja foi identificada
habitando solo e cascas de arvores da Nova Caleddnia na Franca (COUTE et al., 1999) e
presente sobre rochas e solo no estado de Sdo Paulo (SANT’ANNA & AZEVEDO, 1995;
BRANCO et al., 2009).

A espécie foi registrada em crostas bioldgicas de savanas secas no sudeste da Africa,
dentre as cianobactérias filamentosas presentes em levantamento relatado por Ullmann &
Budel (2003) P. notarisii se mostrou dominante.

Em outro estudo com crostas bioldgicas, realizado por Williams & Budel (2012) em diferentes
regibes da Mulga lands na Australia, P. notarisii também se mostrou abundante em todas
as regides amostradas.

Observagao: Populacdo em amostra ambiental.

Ocorréncia nas areas estudadas: Furnas (9FUR).

Oscillatoriaceae

Phormidium sp.1 (Gomont) Anagnostidis & Komarek

Arch. Hydrobiol. Suppl. 80: 407. 1988

(Figuras 35-36)

Filamentos retos, emaranhados entre outras algas, 5,0-7,0 um diam. Bainha fina, firme, incolor.
Tricomas azul-esverdeados, 4,5-5,0 um diam., constritos, ndo atenuados no apice.
Células isodiamétricas a 0,8-2,2 vezes mais longas que largas, 4,0-9,0 um compr. Contetido
celular com granulos grandes. Células apicais cilindrico-arredondas a levemente conicas, sem
caliptra. Comentarios: A populacdo estudada é semelhante a Phormidium aerugineo-
coeruleum (Gomont) Anagnostidis & Komarek quanto a morfologia e caracteres métricos
descritos por Komarek & Anagnostidis (2005), entretanto diverge quanto ao habitat, que

na populacdo estudada é aerofitico e na literatura é descrito como aquatico.
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A espécie ja foi registrada na Europa, Africa, América do Norte, Argentina, Australia, Brasil,
india, Japdo, etc. Registros para troncos de arvores, solos imidos e minerais e 4guas termais
precisam ser revistos (KOMAREK & ANAGNOSTIDIS, 2005).

Observacao: Populacao observada apenas em cultura de solo.

Ocorréncia nas areas estudadas: Canastra (13CAN).

Phormidium sp.2

Ann. Sci. Nat., Bot. Sér. 7, 16: 175. 1892.

(Figuras 37-38)

Filamentos retos ou levemente curvos, emaranhados entre outras algas. Bainha fina, firme,
incolor. Tricomas azul-esverdeados, 5,0-6,0 um didm., constritos, ndo atenuados no apice.
Células mais longas que largas ou isodiamétricas (0,8-2,3 vezes), 5,0-11,0 um compr. Células
apicais conico-arredondadas ou truncadas, sem caliptra.

Comentarios: A populagdo estudada assemelha-se a Phomidium retzii Kitzing ex Gomont
quanto a morfologia, apresentando um intervalo menor de comprimento celular quando em
comparacdo ao descrito por Gomont (1892; 4,0-9,0 um compr.) e Komérek & Anagnostidis
(2005; 3,2-9,0 um compr.).

Outro fator que distingue a populagéo estudada da descri¢ao da espécie na literatura é o
habitat. A espécie é tipicamente aquatica, ocorrendo em ambientes de &gua corrente,
contrastando com o habitat em que a populacéo foi encontrada neste estudo, que é aerofitico.
Observacéo: Populacdo observada apenas em cultura de solo.

Ocorréncia nas areas estudadas: Canastra (14CAN).

SYNECHOCOCCALES
Leptolyngbyaceae

Leptolyngbya cf. frigida (Fritsch) Anagnostidis & Komarek

Arch. Hydrobiol. Suppl. 80: 390. 1988

(Figura 39)

Filamentos flexuosos, ndo arranjados paralelamente. Tricomas verde-oliva, 1,0-1,5 um diam.,
distintamente constritos nas paredes celulares. Células cilindricas, 0,6 a 3,0 vezes mais longas
que largas, 1,0-3,5 um compr. Contetdo celular homogéneo, sem ou com um Unico granulo em

cada lado das paredes celulares. Célula apical cénico-arredondada.
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Comentarios: A populacao estudada ¢ semelhante a L. frigida quanto a morfologia e
caracteres métricos descritos por Komarek & Anagnostidis (2005), apenas divergindo quanto
ao comprimento celular, que apresentou um intervalo maior que o descrito para L. frigida
(1-2x mais longas que largas). Quanto ao ambiente, a popula¢do diverge da descricdo da
espécie, que ¢ aquatico e de ambientes frios, principalmente Antartico, porém a espécie ja foi
registrada em ambiente aquatico na reserva natural de Otamendi/Argentina (IZAGUIRRE et
al., 2004) e em ambiente semilético em Porto Rico/PR (BIOLO & RODRIGUES,
2011), tendo sido identificada como Pseudoanabaena frigida devido a auséncia de bainha.

Segundo Komérek & Anagnostidis (2005), a espécie ja foi registrada em ambiente de
agua doce corrente e parada na Antartica e também em &guas oligotréficas, limpas e frias no
Artico, Ucrania, Letdnia e Suécia. Os autores pontuam que registros em ambientes que n&o
frios e limpidos exigem reviséo.

Também ha registro de Pseudoanabaena cf. frigida para crostas bioldgicas na reserva
Succulent Karoo em Zambia (DOJANI et al., 2014).
Observacao: Populacdo observada apenas em cultura de solo.

Ocorréncia nas areas estudadas: Cipé (3CIP).

Leptolyngbya cf. henningsii (Lemmermann) Anagnostidis

Preslia 73: 367. 2001.

(Figura 40)

Filamentos retos ou levemente curvos. Bainha fina, firme, incolor. Tricomas azul-esverdeados,
1,5-3,0 um didm, distintamente constritos nas paredes celulares. Células moniliformes, 0,5-2,0
vezes mais longas que largas, 1,0-4,0 um compr., sem granulagdes nas paredes celulares. Célula
apical conico-arredondada.

Comentarios: A populacdo estudada é semelhante a Leptolyngbya henningsii quanto a
morfologia e caracteres metricos, entretanto, o didmetro do tricoma apresentou-se levemente
diferente da variacdo descrita por Komarek & Anagnostidis (2005; 1,8-2,5 um diam.). As
amostras estudadas apresentaram, na maioria dos casos, um granulo em cada lado da parede
celular, enquanto L. henningsii ndo apresenta granulagdes nas paredes celulares.

Observacao: Populacdo observada apenas em cultura de solo.

Ocorréncia nas areas estudadas: Furnas (6FUR).

Leptolyngbya sp.1
(Figura 41-42)
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Filamentos densamente emaranhados. Bainha fina, firme, incolor. Tricomas verde-escuros,
2,0-3,5 um diam, constritos nas paredes celulares, ndo a levemente atenuados no apice.
Células moniliformes, 0,6-2,0 vezes mais longas que largas, 1,5-4,0 pm compr., sem
granulagdes nas paredes celulares. Conteudo celular homogéneo a levemente granuloso.
Célula apical conico-arredondada. Presenca de ramificagdes falsas plectonematoides.
Comentérios: A populacdo estudada é semelhante a Leptolyngbya “Albertano/Kovacik-
green” Albertano & Kovécik quanto a morfologia e caracteres métricos descritos por
Komarek & Anagnostidis (2005), diferindo quanto ao didmetro de tricoma, com intervalo
maior que o descrito (1,4-2,9 um). Além disso, Koméarek & Anagnostidis (2005) descrevem a
especie como habitando solos Umidos e sombreados, habitat diferente do da populagédo

estudada.

Observacao: Populacdo observada apenas em cultura de solo.

Ocorréncia nas areas estudadas: Canastra (10CAN).

Leptolyngbya sp.2
(Figura 43)

Filamentos emaranhados, algumas vezes retos e arranjados paralelamente. Bainha fina, firme,
incolor. Tricomas azul-esverdeados, 1,5-3,0 um diam, distintamente constritos nas paredes
celulares, ndo atenuados no apice. Células moniliformes, 0,5-2,5 vezes mais longas que largas,
1,0-2,5 um compr., sem granulagbes nas paredes celulares. Contetdo celular granuloso,
granulos esparsamente distribuidos. Célula apical cilindrica.

Comentarios: As amostras se assemelham as caracteristicas morfologicas e métricas descritas
para Leptolyngbya faveolarum (Gomont) Anagnostidis & Komarek por Komaéarek &
Anagnostidis (2005). Diferenciam-se pelo comprimento celular com intervalo maior que o
descrito para a espécie (comprimento minimo celular ¢ de 0,8 pum). Segundo Komarek &
Anagnostidis (2005), L. faveolarum foi registrada em regides calcérias, solos imidos, rochas
submersas, margens de nascentes de 4guas mineral e termal, condic@es distintas sob as quais 0
material estudado foi coletado.

Observacéo: Populacdo observada apenas em cultura de solo.

Ocorréncia nas areas estudadas: Canastra (11CAN).

Leptolyngbya sp.3
(Figura 44)
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Filamentos emaranhados. Bainha fina, firme, incolor. Tricomas azul-esverdeados, 1,5-2,0 um
diam, distintamente constritos nas paredes celulares, ndo atenuados no apice. Células
moniliformes, 0,6 a 3,0 vezes mais longas que largas, 1,5-6,0 um compr, um granulo em cada
lado das paredes celulares. Célula apical cOnico ou cilindrico-arredondada.
Comentarios: A populagdo estudada ¢ semelhante a L. subcapitata (Boye-Petersen)
Anagnostidis quanto a morfologia e caracteres métricos descritos por Komarek &
Anagnostidis (2005), diferindo quanto aos intervalos de didmetro de tricoma (1,8-2,2 um para
a espécie) e comprimento celular (2,0-6,0 um) e quanto a presenca de granulos nas paredes
(ausente em L. subcapitata). Além disso, segundo Komarek & Anagnostidis (2005), a
espécie foi registrada apenas para ambientes Umidos proximos a aguas termais e ambientes

congelados.

Observacao: Populacéo observada apenas em tura de solo.

Ocorréncia nas areas estudadas: Fur  (7FUR).

Schizothricaceae

Schizothrix thelephoroides Gomont

Ann. Sci. Nat., Bot., Sér. 7, 15: 263. 1890.
(Figura 45)

Filamentos densamente agregados, tortuosos, longos, 30,0-36,0 um diam., 1-3 tricomas.
Tricomas azul-esverdeados, 8,0-10,0 um diam, constritos. Bainha incolor nas regides jovens e
alaranjada nas mais velhas, lamelada, fechada nas extremidades. Células isodiamétricas ou
levemente mais curtas ou mais longas que largas, 4,0-11,0 um compr. Células apicais conico-
arredondadas.

Comentarios: Os espécimes observados estdo de acordo com a descricdo morfoldgica, métrica
e ecologica da espécie feita por Komarek & Anagnostidis (2005). Quando comparados a
literatura classica apresentaram comprimento celular com intervalo levemente menor que o
descrito por Gomont (1892; 6,0-14,0 um compr.).

Segundo Komarek & Anagnostidis (2005), a espécie ja foi registrada em solos imidos,
rochas e entre musgos e Trentepohlia, também em quedas d’agua nas Antilhas, Brasil, Porto
Rico, Tailandia e Sri Lanka.

Budel (1994) registrou S. thelephoroides em crostas biolégicas na América do Sul e
afirmou que a espécie desempenha papel importante no estabelecimento de crostas biolégicas,

sendo frequentemente a primeira cianobactéria a estabilizar solos jovens rochosos.
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Observacao: Populacdo em amostra ambiental.
Ocorréncia nas areas estudadas: Canastra (15CAN).

Schizothrix sp.1

(Figura 46)

Filamentos emaranhados, ricos em pseudo-ramificacdes, 26,0-35,0 um diam., 1-3 tricomas.
Tricomas azul-esverdeados, 2,0-4,0 um diam. Bainha incolor nas regides jovens e amarelada
nas mais velhas, lamelada, fechada nas extremidades. Células isodiamétricas ou 1 a 2,7 vezes
mais longas que largas, 2,0-8,0 um compr. Células apicais conico-obtusas a arredondadas.

Comentarios: A populagdo estudada € semelhante a Schizothrix ericetorum Lemmermann,
quanto a bainha e a morfologia da célula apical, no entanto, difere quanto a quantidade de

tricomas por bainha (muitos tricomas), quanto ao diametro do tricoma e ao comprimento celular
(2,0-2,7 pm didm e 3,0-5,5 pm compr. em S. ericetorum). Além disso, segundo Komarek &
Anagnostidis (2005), S. ericetorum foi registrada apenas em solos imidos na Alemanha e os

registros indianos precisam ser revisados.

Observacao: Populacdo em amostra ambiental.

Ocorréncia nas areas estudadas: Canastra (16CAN).
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Figuras 1-10. 1-2 Hapalosiphon luteolus, seta: heterécito; 3-4 cf. Hapalosiphon sp., seta
vermelha: ramificacdo verdadeira, seta preta: heterdcito; 5-6 Desmonostoc muscorum, seta
vermelha: acineto, seta preta: heterdcito; 7-8 Nostoc commune, seta: heterdcito; 9-10 Nostoc

sp.1, seta vermelha: heterdcito, seta preta: acineto. Escalas: 10um.



Figuras 11-17. 11-12 Nostoc sp.2; 13 Nostoc sp.3; 14 Brasilonema sp. 1; 15-16 Brasilonema
sp.2, setas: heterdcitos; 17 Scytonema cf. bohneri. Escalas: 10um.




’
N

Figuras 18-24. 18 Scytonema hoffmanii; 19-20 Scytonema schimdtii; 21-24 Stigonema
ocellatum, seta: heterdcito. Escalas: 10um.
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Figuras 25-31. 25-26 Stigonema sp.1; 27-29 Stigonema sp.2; 30 Calothrix sp.1, seta vermelha:
heterdcito, seta preta: bainha mucilaginosa incolor; 31 Calothrix sp.2, seta: heterdcito. Escalas:
10pm.
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Figuras 32-46. 32-33 Microcoleus vaginatus, seta: caliptra; 34 Porphyrosiphon notarisii; 35-36
Phormidium sp.1, seta: célula apical conicas; 37-38 Phormidium sp.2, seta: célula apical truncada;
39 Leptolyngbya cf. frigida, seta: granulo de parede; 40 Leptolyngbya cf. henningsii; 41-42
Leptolyngbya sp.1, seta: ramificacdo falsa; 43 Leptolyngbya sp.2; 44 Leptolyngbya sp.3; 45
Schizotrhix sp.1; 46 Schizothix sp.2, seta: bainha mucilaginosa fechada. Escala: 10pm.
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Consideracoes finais

Foram registrados muitos géneros comuns a crostas biolégicas de outras localidades
mundiais, como sdo 0s casos de Nostoc, Scytonema, Stigonema, Calothrix, Microcoleus,
Leptolyngbya, Schizothrix, Phormidium e, em menor proporgdo, géneros mais raros como
Hapalosiphon e Brasilonema.

Dos géneros registrados muitos sdo considerados taxonomicamente complexos, como é
0 caso de Leptolyngbya, Phormidium, Schizothrix, Nostoc, Stigonema e Calothrix.

Leptolyngbya é um género que apresenta espécies com caracteres morfoldgicos
extremamente sobrepostos e de dificil separacio (KOMAREK & ANAGNOSTIDIS, 2005), um
dos motivos pelos quais algumas populacdes estudadas ndo foram identificadas. O género ja foi
registrado em varios trabalhos com crostas bioldgicas (BUDEL et al., 2009; MAESTRE et al.,
2006; BUDEL et al, 2014; HAGEMANN et al., 2015; SCHULZ et al., 2016), e embora ndo
tenha sido possivel a identificagcdo especifica de algumas populagdes encontradas, este registro
é uma informacao importante, se considerarmos que tais organismos séo colonizadores iniciais.
Embora Microcoleus seja considerado o principal colonizador em crostas, principalmente em
estudos na América do Norte (GARCIA-PICHEL, 2001; GUNDLAPALLY & GARCIA-
PICHEL, 2006; BUDEL et al., 2009; HAGEMANN et al., 2015; SCHULZ et al., 2016; DULIC
etal., 2016), ha estudos mostrando Leptolyngbya como o género dominante nestas assembleias,
em ambientes glaciais como Svalbard (Arquipélago noruegués — KASTOVISKA et al., 2005)
e areas de deserto (Deserto de Mojave - ALWATHNANI & JOHANSEN, 2011).

Phormidium tem destaque dentre os géneros de Phormidiaceae pois é considerado o
género taxonomicamente mais complexo e com o maior nimero de morfoespécies descritas
entre as cianobactérias (KOMAREK & ANAGNOSTIDIS, 2005). Um grande ponto conflitante
nos estudos taxondmicos do género Phormidium é a consideracdo de aspectos, tais como
distribuicdo geografica e habito, para a delimitacdo de determinadas espécies e a
desconsideragdo dos mesmos para outras. Devido a este conflito, muitas das amostras que se
assemelhavam morfometricamente a espécies descritas foram ainda mantidas sem identificacdo
especifica. O género € comum para crostas biologicas, ja tendo sido registrado em todos os
continentes (WEBER et al., 2016).

O registro de trés populacGes de Stigonema com duas identificacdes limitadas em nivel
genérico reflete a complexidade do género. Esta complexidade se da pela presenca de multiplos
morfotipos, variando de filamentos uni a multisseriados, diferentes tipos de ramificacao, além
de ramificagodes isopolares ou heteropolares (SANT’ANNA et al., 2013).
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Stigonema esta entre as principais cianobactérias formadoras de crostas (juntamente com
Microcoleus, Nostoc e Scytonema — WEBER et al.,, 2016) e a espécie S. ocellatum acumula
registros na América, Australia, Asia e Antartica (WEBER et al, 2016). Possivelmente
estes organismos desempenhem papeis parecidos com aqueles desenvolvidos por Scytonema,
Calothrix e outras cianobactérias de bainhas pigmentadas, sendo colonizadores de topo de crostas
e estando em contato direto com a radiagdo UV (EVANS et al., 2003; GARCIA-PICHEL et al.,
2003). Além disso a presenca de bainhas espessas favorece o desenvolvimento destas em regides
secas como o Cerrado.

Outro género registrado, também problematico quanto a morfologia foi Nostoc. Os
estudos taxonébmicos com este género enfrentam muitos problemas principalmente pela
necessidade do acompanhamento do ciclo de vida da populacdo para que seja feita uma
identificacdo correta (RIPPKA, 1979). No nosso caso todas as populagcfes estudadas tiveram
crescimento apenas em cultura, o que dificulta ainda mais uma identificacdo profunda, pelo fato de
haver uma modificacdo significativa nos caracteres morfologicos quando submetidos a
crescimento artificial (HENTSCHKE & SANT’ANNA, 2015).

O registro de Nostoc ndo € um fato que surpreende, considerando que é um dos géneros
registrados como mais abundantes em crostas bioldgicas, principalmente naquelas que ja
atingiram um estado desenvolvido (YEAGER et al., 2004). A espécie Desmonostoc muscorum
(antiga Nostoc muscorum) ja foi reportada em crostas na América, Australia, Asia e Antartica,
enquanto N. communne assemelha-se a M. vaginatus quanto a sua ampla distribuicdo, tendo sido
registrada em todos os continentes (WEBER et al., 2016).

Calothrix é outro género de taxonomia complexa, entretanto, neste caso a morfologia se vé
limitada ndo apenas a identificacdo das espécies, mas a de género em geral. O grupo é
semelhante morfologicamente a Tolypothrix e Rivularia quando o crescimento ocorre em
cultura, dessa forma a utilizacdo de critérios moleculares é muito mais requisitada
(BERRENDERO et al., 2011). Esse género é também extremamente comum em crostas
bioldgicas, havendo registros para Australia, Antartica, Asia e Europa (WEBER et al., 2016). Como
citado anteriormente, sdo descritos como organismos colonizadores da camada superficial
do solo, principalmente pela presenca de pigmentos nas bainhas e a consequente forte protecdo
contra radiacdo UV (ROSENTRETER & BELNAP, 2003; EVANS et al., 2003; GARCIA-PICHEL
et al., 2003).

Schizothhrix é um género estudado principalmente através da morfologia, que é divido em
dois subgéneros, para que haja a separacdo entre as Schizothrix tipicas e os tipos calcificados.

Algumas espécies, devido ao ndo enquadramento na caracteristica tipica do grupo, células
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evidentemente mais longas que largas, levantam a questdo se haveria necessidade
derecombinacdo. E o caso de S. thelephoroides, que ja sdo reconhecidas por Komarek
& Anagnostidis (2005) como pertencente a Symplocastrum. O género ja foi registrado em
crostas biologicas para praticamente todos 0s continentes, estando ausente apenas em
regides congeladas e Australia (BUDEL, 2003d).

Outros géneros, de filogenia melhor resolvida, registrados como comuns para crostas
sdo Microcoleus, Porphyrosiphon e Scytonema.

Um dos géneros mais comuns e dominantes em crostas, principalmente na América do
Norte é Microcoleus. Em estudos de desenvolvimento de crostas este geralmente aparece como
o primeiro colonizador em solos instaveis, principalmente pela sua habilidade de se mover e
agregar particulas de solo por meio de sua bainha mucilaginosa (BELNAP & LANGE, 2003;
GARCIA-PICHEL, 2001; GUNDLAPALLY & GARCIA-PICHEL, 2006).

Porphyrosiphon, com bainha pigmentada e também colonizador de topo de crostas, ja foi
registrado anteriormente para assembleias de crostas como organismo dominante (Australia —
WILLIAMS & BUDEL, 2012; Africa — BELNAP, 1996). Além disso, é considerado um
importante recolonizador em superficies afetadas por longos periodos de seca, exatamente a
situacdo em que se encontrava o ambiente amostrado durante o periodo de coleta. As coletas
foram feitas logo apds o periodo de chuva, ou seja, quando as popula¢Bes estavam novamente
tendo condigdes para se desenvolverem e, portanto, recolonizarem o ambiente.

Também é comum o registro de espécies de Scytonema em crostas biol6gicas, principalmente
para aquelas que ja atingiram um estagio desenvolvido (YEGER et al., 2004).

Os dados obtidos a partir do estudo floristico e pela identificacdo dos morfotipos com
base nos critérios classicos (morfologia e ecologia) revelam que muitos tdxons anteriormente
registrados em outras localidades também ocorrem no Brasil. Entretanto, a quantidade de
populacdes, morfologicamente estudadas, ndo identificadas em nivel especifico comprovam a
complexidade desses grupos e a presenca de morfotipos ainda desconhecidos para ambientes

pouco explorados.
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Capitulo 11l — Analises moleculares e filogenia de
cianobacteérias de crostas biologicas

Resumo

Apdbs as décadas de 1980 e 1990 os sistemas de classificacdo tradicionais para cianobactérias
comecaram a sofrer mudancas mais profundas, que se deram pelo emprego de uma abordagem
chamada “polifasica”. A partir desta abordagem comecaram a ser utilizadas informac@es do gene
16S rRNA, que resultaram na separacdo de muitas espécies cripticas e na ampliacdo dos
conhecimentos sobre a filogenia de cianobactérias. Entretanto, mesmo apds a superacdo da
tradicional taxonomia e a aplicacao da abordagem polifasica (considerando a biologia molecular),
a principal questdo ainda continua sendo quais seriam os melhores métodos para a definicdo de
entidades taxonémicas. Limites que consideravam porcentagens para que se fosse definida a relacéo
entre duas sequéncias de 16S rRNA tém-se demonstrado falhos, e 0 mesmo gene passou a ter sua
acuracidade questionada para analises em nivel subgenérico. Portanto, atualmente tem sido proposta
a utilizacdo de segundos marcadores moleculares, como a regido espacgadora interna transcrita (ITS)
16S-23S. Considerando este contexto, analises moleculares foram geradas com o objetivo de
caracterizar as populacGes selecionadas, confirmar ou ndo as identificagdes morfoldgicas feitas
anteriormente e fornecer informagdes em abordagens filogenéticas. Para isto cepas cultivadas
tiveram seus materiais genéticos acessados por meio da amplificacéo e sequenciamento do gene 16s
rRNA e do ITS 16S-23S. As sequéncias geradas foram submetidas a analises filogenéticas, sendo
as de 16S rRNA alinhadas com varias outras sequéncias de banco de dados (GenBank) e
posteriormente utilizadas para a geracao de arvores filogenéticas a partir de critérios de Neighbor-
Joining (NJ), Méxima Verossimilhanga (ML) e Inferéncia Bayesiana (IB). Foram obtidas 19
sequéncias de 16S rRNA, separadas em 13 clados compostos por sequéncias de Leptolyngbya
(quatro clados), Porphyrosiphon, Phormidium (clado previamente proposto como género novo),
Calothrix, Brasilonema, Stigonema, Nostoc (trés clados) e Desmonostoc, além de, provavelmente,
um género novo. Ja as sequéncias de ITS 16S-23S tiveram suas estruturas secundarias geradas e
comparadas entre si, se mostrando informativo para alguns clados. As analises moleculares,
portanto, enfatizaram e contribuiram com a problematica polifilia encontrada em inimeros géneros,
reafirmaram a existéncia de um novo género proximo a Wilmottia e Microcoleus e propuseram a
definicdo de outro novo género. Confirmando assim, a necessidade da manutencdo e ampliagdo dos
estudos com crostas bioldgicas, por estas serem comunidades pouco exploradas e que devem

guardar grande diversidade ndo acessada.
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Introducao

Os sistemas de classificacdo tradicionais para cianobactérias, basicamente alicercados
na morfologia (THURET, 1875; BORNET & FLAHAULT, 1886-1888; GOMONT, 1892;
GEITLER, 1932 e BOURRELLY, 1970), comecaram a sofrer mudangas mais profundas nas
décadas de 1980 e 1990. Jiii Komarek e Konstantinos Anagnostidis desenvolveram uma
extensa revisdo, utilizando aléem dos morfologicos, critérios bioquimicos, ecologicos e
ultraestruturais, empregando uma abordagem chamada “polifasica” para a classificagdo das
cianobactérias. O resultado foi um novo sistema baseado em estudos com ferramentas de
diferentes naturezas e construido segundo critérios mais atualizados (ANAGNOSTIDIS &
KOMAREK, 1985; 1990; KOMAREK & ANAGNOSTIDIS, 1989; 1998; 2005). No trabalho
publicado em 1985, Anagnostidis e Komarek dividiram o grupo em quatro ordens,
Chroococcales, Oscillatoriales, Nostocales e Stigonematales.

Em 2005, Hoffmann et al. readequaram o sistema de classificacdo anterior
principalmente utilizando as informacbes do 16S rRNA, o que resultou em muitas linhas
evolutivas compostas por organismos cocoides e filamentosos e na monofilia de todos 0s
organismos heterocitados. A partir dessa ferramenta muitas espécies foram consideradas como
cripticas e separadas (BOYER et al., 2002; CASAMATTA et al. 2003; PREMANANDH et al.,
2009), comprovando a limitacdo dos dados morfolégicos e ampliando ainda mais o0s
conhecimentos sobre a filogenia de cianobactérias.

Entretanto, mesmo apds a superacdo da tradicional taxonomia e a aplicacdo de uma
abordagem polifasica considerando a biologia molecular, a principal questdo ainda continua
sendo quais seriam os melhores métodos para a definicdo de entidades taxondmicas.

Limites baseados no método de hibridizacdo DNA-DNA para 16S rRNA em bactérias,
que consideravam porcentagens para que se fosse definida a relacéo entre duas sequéncias, tém-
se demonstrado falhos (KASTOVSKY et al., 2014; REHAKOVA et al., 2014; BOHUNICKA
et al., 2015). A utilizagdo do mesmo gene (16S rRNA) para anélises filogenéticas em nivel
subgenérico passou a ter sua acuracidade questionada, devido ao fato de ser um gene muito
conservado (FOX et al., 1992; LU, 1999; ITEMAN et al., 2000; BOYER et al., 2001). Portanto,
atualmente tem sido proposta a utilizacdo de marcadores moleculares adicionais, como é o caso
da regido espacadora interna transcrita (ITS) 16S-23S (ITEMAN et al., 2000; BOYER et al.,
2001).

O ITS 16S-23S é a regido menos conservada entre as regides da menor ou da maior
subunidade do RNA ribossdmico, tendo vantagem sobre o gene 16S rRNA (JOHANSEN et al.,

2011). Além disso, as estruturas secundarias do mesmo tém se mostrado muito mais
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conservadas do que a propria sequéncia (FOX, 1975), configurando-se em uma boa ferramenta
para anélises filogenéticas.

Para as analises de ITS 16S-23S também séo relevantes a presenca ou auséncia de RNA
transportadores (tRNA), pois eles tém se mostrado uma ferramenta informativa para anéalises
filogenéticas. Esta afirmacdo € embasada, por exemplo, no estudo de Boyer et al. (2001) que
enumerou dados relevantes, como o0s encontrados em Archaea, em que membros de
Crenarchaeota ndo apresentam tRNA, enquanto os membros de Euryarchaeota apresentam
tRNAAR: também como entre os Eubacteria, em que os membros primitivos de Aquaficales e
Thermotoga apresentam ambos tRNA" e tRNAAR

Considerando este contexto, analises moleculares com material previamente identificado
em nivel taxondmico foram geradas com objetivo de caracterizar as populacbes selecionadas,
confirmar ou ndo as identificacbes morfoldgicas feitas anteriormente e fornecer informacdes

em abordagens filogenéticas.

Material e Métodos

Cultivo

A separacdo de espécimes para cultivo foi realizada sob microscopio estereoscopico a
partir das crostas coletadas, mas também porcdes de solo foram inoculadas. Os espécimes
isolados e as porgdes de solo foram inoculados nos meios de cultura BG11 (RIPPKA et al.
1979) e/ou Bold (NICHOLS 1973). As condigdes de crescimento foram temperatura 20°C
+1°C, irradidncia 50 umol fotons.m?2.s? e fotoperiodo de 14 h de luz e 10 h de escuro.
Periodicamente (cerca de 20 dias), os cultivos foram inspecionados e, quando necessario,

procedimentos de isolamento foram feitos pelo método de “pescaria” (RIPPKA, 1988).

Extracdo de DNA gendmico e amplificagdo por PCR (Polymerase Chain Reaction) do gene
16S rRNA e da regido espacadora interna transcrita 16S-23S (ITS)

A partir de culturas uniespecificas e utilizando-se uma maior massa de individuos, o
DNA gendmico foi extraido utilizando-se o kit MoBio PowerSoil DNA Isolation (Laboratories
Inc, Carlsbad, CA, EUA) de acordo com instrucGes do fabricante.

Também foram realizadas extragdes de DNA a partir de poucas celulas. A obtencdo de

cinco a 10 células isoladas ou de pequenas porcbes de tricomas foi feita pelo método de
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“pescaria”, seguindo as orientagcdes de Rippka (1988), e utilizando tampao TBE. A partir do
conjunto inicial de células, foi utilizado o kit Illustra Single Cell Genomiphi DNA Amplification
(GE Healthcare Life Sciences) para a amplificagdo do genoma total do organismo, de acordo
com as instrucdes do fabricante.

A amplificacdo dos genes 16S rRNA e ITS 16S-23S foi realizada utilizando-se os
primers 359F (NUBEL et al., 1997) e 23S30R (TATON et al., 2003). Cada reacéo consistiu em
5 pL de tampéo de PCR 10X, 2 pL de MgCl2 50 mM, 1 pL de dNTPs 10 mM, 5 pmol de cada
iniciador, 1,5 U de Platinum® Taq DNA Polimerase (Invitrogen), 10 ng de DNA, &gua
ultrapura (Milli-Q, Millipore, EUA), esterilizada, para um volume final de 25 pL. A
termociclagem foi realizada nas seguintes condigdes: desnaturacdo a 94°C por 5 minutos, 30
ciclos de desnaturacdo a 94°C por 45 segundos, anelamento a 57°C por 1 minuto e extensdo a
72°C por 1,5 minuto e extensédo final a 72°C por 7 minutos. O resultado da amplificacédo foi
verificado em gel de agarose 1% ap0s corrida eletroforética em tampdo TBE 0,5 X (Tris-borato
45 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0). Como padrdo de tamanho de DNA, foi utilizado o marcador de

peso molecular Low DNA Mass Ladder (Invitrogen).

Clonagem, transformagcéo e PCR de colonias

A clonagem das sequéncias produzidas na PCR foi feita utilizando-se o kit de clonagem
pGEM-T Easy Vector System | (Promega), de acordo com as instrugdes do fabricante.

A introducéo do vetor contendo o inserto nas células competentes de E. coli DH5a foi
feita por meio de choque térmico, segundo as orientagcdes de Sambrook et al. (1989). Apds o
plagueamento em meio de cultivo Luria-Bertani (LB) contendo ampicilina e X-Gal, cinco
colonias de cor branca foram selecionadas e utilizadas para novas reagdes de PCR, visando
confirmar a presenca dos insertos de interesse. Uma pequena quantidade de células de cada
clone transformado foi adicionada a 25 L de reagédo de PCR (conforme descrito no item 3.4.1.),
contendo os iniciadores CYA359F, CYA781a e CYA781b (NUBEL et al., 1997). O ciclo
utilizado para amplificacéo foi de 5 minutos de desnaturagdo inicial a 94°C, 35 ciclos de 94°C

por 1 minuto, 63°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto, extensdo final de 72°C por 7 minutos.

Extracdo do DNA plasmidial

As colonias brancas selecionadas foram transferidas para 3 mL de meio LB liquido e
cultivadas por 15 horas a 37°C, sob agitacdo de 180 rpm. Ap0s este periodo de incubag&o, foi
iniciada a extragdo de plasmideo das células de E. coli DH50 com o kit GeneJET™ Plasmid

Miniprep (Fermentas Life Sciences) de acordo com as instrucdes do fabricante.
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iniciada a extrag¢do de plasmideo das células de E. coli DH5a com o kit GeneJETTM Plasmid
Miniprep (Fermentas Life Sciences) de acordo com as instrugdes do fabricante.

Sequenciamento e processamento das sequéncias

A reacdo PCR para o sequenciamento dos fragmentos dos genes 16S rRNA e ITS 16S-23S
foi feita usando-se o kit Big Dye Terminator, versdo 3.0 (Applied Biosystems). Os primers
utilizados foram 359F (NUBEL et al., 1997), 704R, 1114F, 1494R (NEILAN et al., 1997) e
23S30R (TATON et al., 2003).

Posteriormente, os microtubos com as reagdes precipitadas foram enviados para

sequenciamento em empresa comercial.

Analises filogenéticas do gene 16S rRNA

As sequéncias de 16S rRNA obtidas foram comparadas com outras sequéncias
previamente depositadas no GenBank do National Center for Biotechnology Information
(NCBI), utilizando-se a ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST; ALTSCHUL et
al., 1990). A partir destas sequéncias e de outras selecionadas no GenBank, foi realizado
alinhamento por meio do programa Clustalw 1.8 (THOMPSON et al., 1994) implementado no
programa MEGA 5.1 (TAMURA et al., 2011), com verificagdo manual posteriormente.

As arvores filogenéticas foram construidas com os critérios de Neighbor-Joining (NJ),
Maxima Verossimilhanca (ML) e Inferéncia Bayesiana (IB). Para a analise de NJ, utilizou-se o
programa MEGA 5.1 (TAMURA et al., 2011) e, para a analise de ML, utilizou-se a ferramenta
“RAXML-HPC2 Workflow on XSEDE” disponivel em CIPRES Science Gateway (MILLER et
al., 2010). Em ambas, a robustez das arvores construidas foi estimada por meio da analise de
reamostragem (bootstrap) para 1.000 replicacdes. Também foi gerada arvore segundo analise
bayesiana, utilizando-se o programa MrBayes 3.1.2 (HUELSENBECK & RONQUIST, 2001),
com os parametros fixados em duas corridas com 6.000.000 de geragdes, quatro cadeias e
amostragem a cada 1000 arvores. O nivel de corte (burn-in) foi avaliado pelo programa Tracer
vli4 (RAMBAUT & DRUMMOND, 2007). A linhagem Gloeobacter violaceus (acesso
GenBank NR_074282) figurou como grupo externo.

Regido espacadora interna transcrita 16S-23S (ITS)
As regides conservadas, D1-D1°, D2, D3, tRNA'"® tRNA¥ V4, Box-B e Box-A foram

identificadas em cada sequéncia produzida, baseadas nos dominios conservados validados por
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Iteman et al. (2000) (Figura 1). As regides D2, D3, tRNAIle, tRNAala, V4 e Box-A, raramente,
apresentam modificacdo em alguns pares de bases, dessa forma, as identificacdes foram feitas
baseadas apenas na semelhanca entre as sequéncias produzidas e os dominios validados. Ja as
egibes D1-D1’, Box-B e V3 sdo variaveis, sendo assim, as identificacbes foram
confirmadas através da estrutura secundaria (que deve formar hélices) geradas pelo programa
Mfold verséo 3.2 (ZUKER, 2003).

= pioi= R fox § b | s —

Figura 1. Esquema representativo das regides conservadas da ITS 16S-23S modificado de
Iteman et al. (2000).

Resultados e Discussao

Estudos de identificacéo

Foram estudadas 31 populacGes, das quais 19 tiveram o material genético acessado.
Estas foram analisadas segundo critérios morfoldgicos e ecoldgicos e identificadas (Capitulo I)
como seis diferentes géneros, sendo Hapalosiphon (com duas espécies/morfotipos), Nostoc e
Leptolyngyba (com cinco cada), Stigonema e Calothrix (com duas cada) e Brasilonema,
Phormidium e Porphyrosiphon (com uma cada). Do total, seis linhagens foram identificadas
em nivel especifico, enquanto 13, apenas em nivel genérico, por ndo apresentarem similaridade

morfologica e/ou ecologica com nenhuma espécie pertencente ao referido género.

Analise das sequéncias de 16S rRNA e do ITS 16S-23S

Os estudos moleculares resultaram em 19 sequéncias de 16S rRNA e 18 de ITS 16S-
23S, provenientes das 31 populacdes estudadas. As 18 sequéncias de ITS 16S-23S
apresentaram entre 261 e 636 nucleotideos, com as regifes mais conservadas correspondendo
aos tRNA"® e tRNAAR (Tabela 7). Enquanto as sequéncias de 16S rRNA foram comparadas
pela ferramenta Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) com outras sequéncias submetidas no

GenBank, apresentando identidade variando de 96 a 99% (Tabela 1).
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Foram entdo, geradas arvores filogenéticas pelos critérios de Neighboor Joining (NJ),
Maiaxima Verossimilhanga (ML) e Inferéncia Bayesiana (IB). A arvore de ML foi apresentada

por ter apresentado menos parafilias, e compila os dados das demais analises (Figura 2).

Dos géneros inseridos na analise, Desmonostoc, Rohotiella, Stigonema, Brasilonema,
Arthrospira, Wilmottia, Pantanalinema e Phormidesmis formaram clados bem suportados e
monofiléticos. As demais Nostocales, que nao foram citadas anteriormente,
principalmenteNostoc e Calothrix, apareceram em mais de um clado, indicando carater
polifilético. O mesmo foi observado para outras Oscillatoriales, principalmente para

géneros Phormidium, Microcoleus e Leptolyngbya.

Tabela 1. ldentidade das sequéncias do 16S rRNA das linhagens estudadas comparadas
com sequéncias de cianobactérias do GenBank (NCBI).

Organismo Tamanho (pb) 1(%) C (%) Organismo mais préximo (n° de acesso)
1FUR 1167 97 100 Brasilonema angustatum (HQ847566.1)
1GO 1167 97 99 Scytonema sp. (KC854780.1)
1CIP 1166 99 100 Desmonostoc sp. (KF761564.1)
2FUR 1166 98 100 Nostoc sp. (KF359705.1)
2CAN 1165 97 100 Nostoc muscorum (HF678508.1)
3FUR 1108 97 99 Nostoc sp. (AM711543.1)
2GO 1165 98 99 Nostoc sp. (AM711543.1)
3GO 1166 99 100 Brasilonema octagenarum (HQ847562.1)
6CAN 1038 97 100 Stigonema sp. (KC854773.1)
7CAN 1165 98 100 Stigonema dinghuense (KJ786940.1)
9CAN 1165 98 100 Calothrix sp. (KT336448.1)
5FUR 1163 99 98 Calothrix sp. (AJ133164.1)
3CIP 1164 99 99 Phormidium sp. (EF654082.1)
6FUR 1163 96 99 Phormidesmis sp. (KJ939042.1)
10CAN 1108 97 99 Leptolyngbya sp. (AP017380.1)
11CAN 1164 96 99 Leptolyngbya appalachiana (EF429286.1)
7FUR 1165 97 99 Cyanobacteria ndo cultivada (DQ181685.1)
13CAN 1165 99 99 Phormidium sp. (EU196618)
9FUR 1455 98 100 Bactéria ndo cultivada (FJ230801.1)

| = Identidade; C= Cobertura; pb = pares de bases



64

Gloeobacter violaceus NR_074282
—‘P.seudambaem—’f’horm idium/Avthvonema/Limnothrix
| Leptolvngbyal
Lentolynghya s, BISETH
Leptolyngbva IT
Trichocoleus/Leptolyvngbva IIT

* Leptalyngbva IT"
Lamtalpngtys o Aina=smic Kausck grasn KOASTIES
Leptolynghva V7
Leptolyngbya sensu stricto
Lantalynghys migats AV ESE
Clado A — Leptolynghbya
Pantanalinema
ClAdo B - Leptolynghya

Clado C — Leptolyngbya

Clado D — Leptolyngbya
Lepinlynghye amaischane EFLNES
Phormidemis I
Leptolyngbya V1
xc_’f‘i:éorm idemis IT

Lodeligogs 2wemime 3
Aicmoolas o chtmampleses TS 15D

Clado E — Porphyrosiphon
Phormidium/Microcoleus 1
Arthraspiva

Microcoleus IT

Fhorsidlus ssghescamilmn FRIEME
Wilmottia
Mlzoooleus geerskunl SFISTED

Clado F — Phormidium
Microcoleus IIT

Clado G — Calothrix
vudaria/Calothrix

Hapalosiphon/Fischerella

Chilorogloeopsis

Fischerella/Westielopsis/ Hapalosiphonw/Nostochopsis
Scyronema/'Symphyonema

cyvionema

Symphyonemopsis/Stigonematales cyanobacterium

Symphyonemopsis/Iphinoe
Clado H - cf?HapaEasfphan sp.

Scytonama 5. MCESIT0

Brasilonema I
Emslonams B st NR_118064

%4l Clado I- Brasilonema
Clado J - Stigonema

Colenoe sminm WDl AP35
Rewls smch A4S

Tolypathrix/Spirirestis
Cypindmsmmemun 50 4.4 3515
— Aulozi® sp EUSZE9

Calothrix
AnabaenopsisiNodularia

Anabaena/Aphanizomenon/ Trichormus

Cyilndmspemus 5o, MY 88331
Unculiured qrandoader AT 11520

Cylindrospermapsis
Roholtiella’ Tolypothrix

o)z pich AYSTTEEL

Clado K — Nostoc sensu stricto

Foril=s sp. HIEFSS
Clado L — Nosteoc 0,1

Hosioc sp ANTHEE
Clado M - Desmoneostoc

Figura 2. Arvore consenso construida pelo método de Méaxima Verossimilhanca (ML) do gene 16S de
19 linhagens sequenciadas neste estudo (inseridas nos clados destacados em vermelho) e 201 linhagens
disponiveis no GenBank. Os valores de bootstrap acima de 70% para 0os métodos de ML, NJ e de 0,7 de
probabilidade posterior estdo representados junto aos ramos por asterisco (*). Barra: 0,1 substituicdes

por posicéo de nucleotideo.
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Entre as cinco amostras estudadas identificadas morfologicamente como pertencentes

ao género Leptolyngbya, nenhuma se dispds dentro do clado de Leptolyngbya sensu-stricto,

composto pela espécie tipo, Leptolyngbya boryana (Gomont) Anagnostidis & Komarek. Ao

contrario, Leptolyngbya mostrou-se altamente polifilético, com representantes distribuidos em

varios clados da éarvore, confirmando estudos prévios (CASAMATTA et al., 2005;

JOHANSEN et al., 2011) e enfatizando a necessidade de revisdo do grupo e proposicao de

novos géneros.

Das amostras estudadas quatro dispuseram-se em trés diferentes clados (Figura 3 -

Clados A, B, C) e 7TFUR se posicionou sozinha e separada. A disposi¢cdo dos clados foi

confirmada pelas similaridades entre as sequéncias (Tabela 2).
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Figura 3. Detalhe dos clados A, B e C. Arvore de Maxima Verossimilhanca do gene 16S rRNA
mostrando a posicao das sequéncias obtidas neste estudo (negrito). Nimeros proximos aos nés indicam
valores de bootstrap maiores que 70%, para os critérios de NJ e ML e maiores que 0,7 para 0s critérios
de IB, respectivamente. Barra: 0,1 substituicdes por posicao de nucleotideo.



66

A amostra 10CAN, morfologicamente identificada como Leptolyngbya sp.1 posicionou-
se no clado A, um clado bem suportado estatisticamente e formado por outras linhagens de
Leptolyngbya sp. provenientes de solo de deserto (Leptolyngbya SEV’s — CASAMATTA et al.,
2005).

O clado B (Figura 3) apresentou alto suporte e mostrou-se relacionado a amostra 7FUR
(morfologicamente identificada como Leptolyngbya sp.3) porém esta relacdo apresentou baixo
suporte para as analises de ML e BI, dessa forma, 7FUR foi considerada separada. Este fato
também foi comprovado pela maior similaridade entre as sequéncias de 16S rRNA do clado B
entre si do que em relagdo a amostra 7FUR (Tabela 2). Dentro do clado B, observou-se uma
relagdo consistente entre a amostra 3CIP e outras linhagens de L. frigida, uma linhagem
Phormidium sp. (EF654082), uma linhagem Leptolyngbya sp. (AY493612) encontrada em
caverna de lava no Havai e uma linhagem de Pseudanabaena tremula amostrada em substrato
bentdnico no Canada, com morfologia também similar a Leptolyngbya frigida, todas
provavelmente pertencentes a mesma especie.

O clado C (Figura 3) foi formado pelas amostras 6FUR, 11CAN (morfologicamente
identificadas como Leptolyngbya cf. henningsii e Leptolyngbya sp.2, respectivamente) e uma
linhagem de Leptolyngbya sp. (JX524204) proveniente de uma caverna de lava no Havai. O
suporte foi baixo para as analises ML e NJ, entretanto, todas as analises mostraram forte relacéo
entre 11CAN e Leptolyngbya sp.

As sequéncias de ITS 16S-23S para as amostras identificadas como Leptolyngbya
registraram uma variacdo de 331 a 552 pb, todas apresentaram ambos os tRNA e foi possivel
notar um padréo coincidente com os resultados de 16S rRNA para as regides D1-D1°, em que
aamostra 10CAN apresentou estrutura mais diferenciada quando em comparagao com as outras
amostras estudadas. Ja as estruturas secundarias geradas a partir da regido BOX-B e V3
mostraram-se arbitrarias, aproximando linhagens que se mostraram claramente separadas nas
analises de 16S rRNA (Figuras 8, 10 e 11).



Tabela 2. Similaridade (porcentagem na porcéo inferior) e divergéncia de nucleotideos (nimero absoluto na porgdo superior) entre as
sequéncias de 16S rRNA das principais linhagens de Leptolyngbya no presente estudo

Espécie/linhagem (cédigo GenBank) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1. 6FUR - 31 45 52 93 66 34 55 49 44
2. 11CAN 97.2 - 36 59 94 67 3 59 62 55
3. 7FUR 96.0 96.8 - 46 102 69 37 40 44 39
4. 3CIP 953 947 959 - 108 76 60 28 20 21
5. 10CAN 91.2 91.1 90.3 89.7 - 83 96 104 108 104
6. Phormidemis sp. (KU219713) 940 939 937 93.0 921 - 68 69 72 65
7. Leptolyngbya sp. (JX524204) 96.8 997 965 944 904 935 - 59 72 67
8. Leptolyngbya sp. (KF417430) 951 947 964 975 901 937 945 - 21 19
9. Leptolyngbya frigida (AY493577) 956 945 961 982 898 934 945 982 - 16
10. Leptolyngbya frigida (AY493576) 96.0 951 965 98.1 90.1 940 948 983 988 -
11. Leptolyngbya frigida (AY493612) 963 950 959 981 901 940 944 978 984 982
12. Phormidium sp. (EF654082) 958 951 965 98.7 89.8 933 950 984 991 98.8
13.Pseudanabaena tremula (AF218371) 95.5 94.6 96.4 98.2 89.3 93.4 94.9 98.5 98.8 98.7
14. Leptolyngbya sp. SEV (AY239597) 906 913 897 894 957 914 910 893 899 89.9
15. Leptolyngbya sp. SEV (AY239596) 90.8 91.5 89.9 89.6 95.9 91.7 91.2 89.5 90.1 90.1
16. Leptolyngbya sp. SEV (KJ939023) 91.1 915 904 898 966 921 91.0 906  90.3 90.3
17. Leptolyngbya sp. SEV (AY239598) 90.0 91.5 89.7 90.3 94.7 91.9 91.5 90.2 90.1 90.1
18. Leptolyngbya sp. SEV (AY239595) 89.7 906  89.0 880 951 909 90.6 88.8 882 88.4
19. Leptolyngbya sp. SEV (AY239592) 90.1 91.0 89.4 88.6 96.1 91.7 91.0 89.2 88.8 88.8
20. Leptolyngbya boryana (EF429291) 91.9 92.3 91.3 91.2 95.1 92.2 91.6 91.6 91.8 91.6
21. Leptolyngbya sp. SEV (AY239593) 90.5 91.2 89.8 88.8 96.2 92.2 91.2 89.6 89.2 89.2

22. Leptolyngbya boryana (EF429290) 91.5 91.9 90.9 91.0 95.4 92.2 91.2 91.5 91.6 91.5




Tabela 2: cont.

Espécie/linhagem (c6digo GenBank) 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
1. 6FUR 41 47 49 94 92 99 100 103 99 90 95 88
2. 11CAN 56 54 58 87 85 94 85 94 90 86 88 84
3. 7FUR 46 39 39 103 101 107 103 110 106 97 102 95
4. 3CIP 21 15 19 106 104 113 97 120 114 98 112 94
5. 10CAN 104 107 109 41 39 36 50 46 37 52 36 48
6. Phormidemis sp. (KU219713) 66 73 70 84 82 86 80 89 82 85 79 81
7. Leptolyngbya sp. (JX524204) 70 64 65 90 88 96 85 94 90 89 88 87
8. Leptolyngbya sp. (KF417430) 25 18 16 107 105 104 98 112 108 93 104 89
9. Leptolyngbya frigida (AY493577) 22 12 16 102 100 108 100 119 113 92 109 88
10. Leptolyngbya frigida (AY493576) 23 16 17 101 99 108 99 116 112 93 108 88
11. Leptolyngbya frigida (AY493612) - 19 22 97 95 100 93 111 105 89 101 85
12. Phormidium sp. (EF654082) 98.5 - 12 104 102 109 96 119 113 96 111 92
13.Pseudanabaena tremula (AF218371) 98.3 99.1 - 104 102 107 100 116 112 98 108 94
14. Leptolyngbya sp. SEV (AY239597) 90.3 89.6 89.6 - 2 26 42 34 28 38 24 33
15. Leptolyngbya sp. SEV (AY239596) 90.5 89.8 89.8 99.8 - 24 42 32 26 36 22 32
16. Leptolyngbya sp. SEV (KJ939023) 91.0 90.2 90.1 974 97.6 - 39 32 26 41 22 38
17. Leptolyngbya sp. SEV (AY239598) 90.7 904 90.0 958 958 96.1 - 46 38 38 38 37
18. Leptolyngbya sp. SEV (AY239595) 889 881 884 966 968 96.8 95.4 - 14 51 10 47
19. Leptolyngbya sp. SEV (AY239592) 89.5 887 888 972 974 974 962 98.6 - 43 4 29
20. Leptolyngbya boryana (EF429291) 920 914 909 962 964 963 96.2 949 957 - 41 0
21. Leptolyngbya sp. SEV (AY239593) 899 889 892 976 978 97.8 962 99.0 996 959 - 37
22. Leptolyngbya boryana (EF429290) 91.8 912 90.7 965 96.7 964 96.0 950 958 100 96.0

68
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O clado D (Figura 3) apresentou alto suporte (99%, 99%, 1) e foi formado pela amostra
9FUR, identificada como Porphyrosiphon notarisii, juntamente com uma linhagem ainda ndo
publicada. Entretanto, esta Ultima foi defendida em prévio estudo como também pertencente ao
género, segundo caracteristicas morfoldgicas e moleculares (MARTINS, 2014). Ambas
apresentaram similaridade de 97,3% entre suas sequéncias, um valor consideravel, mas que ndo
permite a conclusao se ambas pertencem ou ndo a mesma espécie. Para isto, seriam necessarias
mais linhagens para realizacdo de analises mais bem suportadas (Figura 3- Clado D).

A amostra 13CAN formou um clado bem suportado para as trés anélises (Figura 3 -
Clado E) com uma linhagem de Phormidium sp. (EU196618), linhagem esta amostrada no
Brasil e citada em estudos prévios como relacionada a Wilmottia (LOKER, 2007;
STRUNECKY, 2011), fato também observado neste trabalho (Figura 3).
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Figura 3. Detalhe dos clados D e E. Arvore de Maxima Verossimilhanca do gene 16S rRNA
mostrando a posicdo das sequéncias obtidas neste estudo (negrito). Numeros proximos aos nés
indicam valores de bootstrap maiores que 70%, para os critérios de NJ e ML e maiores que
0,7 para os critérios de 1B, respectivamente. Barra: 0,1 substituicbes por posicdo de
nucleotideo.

Martins (2014) demonstrou a formacéo de um clado altamente suportado composto por

linhagens identificadas como Phormidium sp. e pela linhagem do GenBank (Phormidium
sp. - EU196618), e propds a separacdo do mesmo como um género distinto. Dentre as
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linhagens avaliadas pela autora, todas apresentaram morfologia similar & da amostra 13CAN,
inclusiveem relacdo a caracteristica principal do grupo, células apicais cilindrico-arredondas a
levemeAs amostras 9CAN e 5FUR, identificadas respectivamente como Calothrix sp.1 e
Calothrix sp.2, ficaram agrupadas no clado F, apresentando alto suporte para todas as analises
(100%, 100%, 1 — Figura 4). As analises de similaridade entre as sequéncias de 16S rRNA para
todas as linhagens do clado resultaram em uma variagéo de 95,1 a 99,7% (Tabela 3). Entretanto,
outras sequéncias de Calothrix retiradas do banco de dados posicionaram-se em um clado
diferente, coincidindo com estudos prévios em que foi comprovada a polifilia do género
(SIHVONEN et al., 2007; BERRENDERO et al., 2008, 2011; VACCARINO et al., 2011). O
trabalho de Sihvonen et al. (2007), por exemplo, sugeriu a presenca de pelo menos cinco
diferentes géneros para o grupo.

O clado em que se posicionaram as sequéncias em questdo também é composto por
sequéncias do banco de dados de Calothrix sp. (X99213, EU009152, EU009154, HQ847581,
HQ847580) e Calothrix parietina (AF334695, AF334696). Esta formacgdo coincide com o
Clado A e C dos estudos de Berrendero et al. (2008, 2011).

Calothrix sp. HQ847581
Calothrix sp. HQ847580

1001001 Calothrix desertica AB075980
_FL( Calothrix sp. EU009152
99

Calothrix sp. EUC09154

Calothrix parietina AF334696 Clado F

Calothrix parietina AF334695 Calothrix

Calothrix sp. X99213
== 9CAN

i [ Calothrix sp. AJ133164
1001001 SFUR

Figura 4. Detalhe do clado F. Arvore de Méaxima Verossimilhanca do gene 16S rRNA mostrando a
posicdo das sequéncias obtidas neste estudo (negrito). Nameros proximos aos nos indicam valores de
bootstrap maiores que 70%, para os critérios de NJ e ML e maiores que 0,7 para os critérios de IB,
respectivamente. Barra: 0,1 substitui¢des por posi¢do de nucleotideo.
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Para as analises de ITS 16S-23S, tanto 9CAN quanto 5FUR néo apresentaram tRNA e
os comprimentos de ITS 16S-23S foram de 326 e 331. As regies conservadas ndo revelaram
consideraveis similaridades entre as estruturas secundarias (Figuras 8, 10 e 11), havendo
possivelmente uma separacdo especifica. Esta possibilidade ndo é descartada pelos resultados
de 16S rRNA em que, mesmo havendo uma consideravel proximidade entre as linhagens, a

similaridade entre 5FUR e AJ133164 mostrou-se muito maior (Tabela 3).

Tabela 3. Similaridade (porcentagem na porc¢éo inferior) e divergéncia de nucleotideos (nimero absoluto
na porc¢ao superior) entre as sequéncias de 16S rRNA das principais linhagens de Calothrix no presente
estudo.

1 2 3 4 5 6

1. 9CAN - 23 22 30 53 35
2.5FUR 97.9 - 3 42 60 47
3. Calothrix sp. (AJ133164) 98.0 99.7 - 41 72 46
4. Calothrix parietina (AF334696) 97.4 96.3 96.4 - 49 19
5. Calothrix sp. (X99213) 95.1 945 945 957 - 55

6. Calothrix parietina (AF334695) 96.9 958 959 981 95.0 -

As amostras 1FUR e 1GO apresentaram 99,9% de similaridade entre suas sequéncias
de 16S rRNA, e formaram um clado monofilético bem suportado para todas as analises (99%,
100%, 1), indicando a presenca de uma Unica espécie (Figura 5 - Clado G). Porém,
diferentemente do esperado segundo as analises morfoldgicas, ndo apresentaram relacdo com
Hapalosiphon. Ao invés disso, mostraram-se geneticamente mais relacionadas a Brasilonema.

As amostras apresentaram similaridade de 97 e 98% com linhagens de Brasilonema e
Scytonema (que, provavelmente € uma Brasilonema identificada erroneamente), quando
conferidas pela ferramenta Blast. Entretanto, a disposicdo dos ramos na arvore filogenética
mostra que, embora estas sejam proximamente relacionadas a Brasilonema, elas mantém-se
separadas, indicando, assim, serem provavelmente um género diferente.

Para as andlises de ITS 16S-23S, 1FUR e 1GO apresentaram a sequéncia com 377 e 636
pb, respectivamente. Além disso, 1GO apresentou ambos os tRNA, enquanto 1FUR nao
apresentou nenhum. Quando observadas as estruturas secundarias para as trés principais regioes
(Figuras 8, 10 e 11), todas mostraram- se diferentes e ndo foi possivel a observagdo de um
padréo. Dessa forma, pode-se considerar que o ITS 16S-23S nado seja informativo para alguns
grupos, pois ndo ha como inferir uma separagéo especifica tendo-se obtido dados téo altos de

similaridade para outras analises (morfologica e 16S rRNA).
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Figura 5. Detalhe dos clados G e H. Arvore de Méaxima Verossimilhanga do gene 16S rRNA mostrando
a posicao das sequéncias obtidas neste estudo (negrito). NUmeros proximos aos nos indicam valores de
bootstrap maiores que 70%, para os critérios de NJ e ML e maiores que 0,7 para os critérios de 1B,
respectivamente. Barra: 0,1 substitui¢des por posi¢do de nucleotideo.

A inclusédo destas amostras permitiu uma nova visao do clado de Brasilonema (Figura
5). Todos os estudos prévios apontaram o clado como altamente suportado e monofilético,
entretanto, em nossas analises, 0 género mostrou separa¢do em quatro grupos. O primeiro
composto por uma linhagem identificada como Scytonema sp. (KC854780), o segundo, pelas
linhagens B. bromeliae e Brasilonema sp. EF117246 (o clado utilizado para a publicagdo do
género — FIORE et al., 2007), o terceiro composto apenas pela linhagem Brasilonema terrestre,
e o0 quarto, pelas linhagens B. angustatum, B. octagerarum, B. roberti-lamyi, Scytonema sp.
KMO019951 e a amostra 3GO.

Esta separacdo em grupos néo e tdo clara quando comparadas as similaridades entre as
sequéncias de 16S rRNA. Pode-se observar que, na maioria das vezes, dentro dos grupos
encontramos similaridades maiores que entre os grupos, porém hé excecdes (Tabela 4).

N&o ha como afirmarmos uma separacdo em nivel genérico para estes grupos,
entretanto, a presenca destas duas novas linhagens (1FUR e 1GO), de morfologia totalmente
diferenciada, incluindo a presenca de ramificacdo verdadeira, e a proximidade entre elas e
Brasilonema, com similaridades de 16S rRNA variando de 96.5 a 98.3%, levantam a questéo e

enfatizam a necessidade de estudos mais detalhados.



Tabela 4. Similaridade (porcentagem na porc¢éo inferior) e divergéncia de nucleotideos (nimero absoluto na por¢éo
superior) entre as sequéncias de 16S rRNA das principais linhagens de Brasilonema, 1FUR, 1GO, 3GO e

Symphyonemopsis sp. (AJ544085)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1 1FUR - 1 28 36 977 18 27 28 271 27 26 31 23 39
2.1GO 999 - 28 36 976 18 27 28 27 27 26 3 24 39
3.3GO 975 975 - 28 984 20 3 4 3 3 100 34 19 14
4.Symphyonemopsis VAPOR (AJ544085) 96.5 96.5 97.3 - 96.8 33 41 41 40 41 41 41 42 45
5. Scytonema sp. (KC857480) 97.7 976 984 968 - 17 18 19 18 18 18 29 16 26
6. Brasilonema terrestre (NR116034) 98.3 983 981 973 984 - 27 28 26 27 25 27 28 33
7. B. octagenarum (HQ847562) 976 97.6 99.7 96.7 984 979 - 1 3 0 12 49 32 16
8. B. octagenarum (EF150854) 974 974 996 967 982 978 999 - 4 1 13 40 33 10
9. Scytonema sp. (KM019951) 976 976 997 968 984 980 998 99.7 - 3 13 48 35 17
10. B. octagenarum (EF150855) 975 975 99.7 96.7 983 979 100 999 99.7 - 12 39 32 9
11. B. angustatum (HQ846566) 976 976 991 967 984 981 99.1 99.0 990 991 - 46 31 22
12. B. bromeliae (NR115807) 969 968 969 96.7 974 979 963 965 964 97.0 96.5 - 9 51
13. Brasilonema sp. (EF117246) 978 977 98.2 966 985 978 975 974 973 975 976 993 - 37
14. Brasilonema roberti-lamyi (GQ443308) 96.4 975 988 96.0 987 975 988 99.2 987 993 983 96.1 971 -

73
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As amostras 6CAN e 7CAN, identificadas morfologicamente como Stigonema ocellatum
e Stigonema sp.1, formaram um clado altamente suportado para todas as analises, juntamente
com outras linhagens do mesmo género (Figura 6 - Clado I). Concordando com estudos prévios,
o clado de Stigonema posicionou-se distante dos outros clados formados por organismos
heterocitados e com ramificagdes verdadeiras (GUGGER & HOFFMANN, 2004). Porém, este
fato ndo é incomum. Muitos estudos recentes tém mostrado que clados formados por
organismos caracterizados morfologicamente por ramificacdes verdadeiras e clados formados
por organismos caracterizados morfologicamente por ramificacdes falsas sempre se posicionam
de maneira misturada (FIORE et al., 2007; ZAMMIT et al., 2010; HOWARDAZZEH et al.,
2014).

Stigonema ocellatum KM047017
28/100/053)  Stisonema ocellatum KM047016

saffa/ Stigonema turfaceum KM046995

Stigonema informe KNM047010
= LT__ eones

e 98/82/1 Stigonema dinghuense KI786940 Clado I
Stigonema ocellatum SAMA GQ354275
Stigonema sp. KC854773

Stigonema ocellatum KM047011
Stigonema ocellatum AJ544082

Stigonema sp. JQ435860

6CAN

Stigonema

81/100/1

\Figura 6. Detalhe do clado I. Arvore de Maxima Verossimilhanca do gene
16S rRNA mostrando a posicdo das sequéncias obtidas neste estudo
(negrito). NUmeros proximos aos nos indicam valores de bootstrap maiores
gue 70%, para os critérios de NJ e ML e maiores que 0,7 para 0s critérios
de IB, respectivamente. Barra: 0,1 substitui¢des por posicao de nucleotideo.

A amostra 7CAN mostrou-se extremamente relacionada a S. dinghuense KJ786940,
com similaridade de 16S rRNA de 99.3% (Tabela 5). Enquanto a amostra 6CAN, previamente
identificada como S. ocellatum, mostrou-se relacionada a linhagem de Stigonema sp.
JQ435860. Varias outras linhagens de S. ocellatum se mostraram distribuidas em mais de um
ramo, dessa forma, ndo ha como delimitar a espécie.

As andlises de ITS 16S-23S para 6CAN e 7CAN apresentaram sequencias com 567 e
411 pb, respectivamente, e ambas apresentaram tRNA para isoleucina. Em relacéo as
estruturas secundarias, ndo houve similaridades para nenhuma das regides, entretanto, a

amostra 7CANapresentou as mesmas estruturas de D1-D1’ e Box-B que a linhagem
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Stigonema dinghuense(KJ786940), 0 que, neste caso, pode indicar a separacdo especifica, ja
que os dados de 16S rRNA também apontam para tal (Figuras 8, 10, 11).

Tabela 5. Similaridade (em porcentagem, na porcao inferior) e divergéncia de nucleotideos (em nimero
absoluto, na porcao superior) entre as sequéncias de 16S rRNA das principais linhagens de Stigonema
no presente estudo.

1 2 3 4 5 6 7
1. 6CAN - 42 38 38 40 37 16

2.7CAN 96.0 - 8 17 22 22 30 37
3. S. dinghuense (KJ786940) 96.3 99.3 - 14 20 17 37 34
4. S. informe (KM047010) 96.2 98.3 98.6 - 23 17 27 33
5. S. turfaceum (KM046995) 96.0 97.9 98.1 97.7 - 22 34 35
6. S. ocellatum (KM47017) 96.3 97.9 98.3 98.3 97.9 - 21 33
7. S. ocellatum (AJ544082) 98.3 97.0 97.0 97.2 96.6 97.9 - 13
8. Stigonema sp. (JQ435860) 99.6 96.3 96.9 96.6 96.5 96.7 98.8

As cinco amostras estudadas identificadas como Nostoc, segundo critérios
morfolégicos, dispuseram-se em trés clados bem suportados (Clados J, K e L; Figura 7). O
clado J apresentou a amostra 2FUR relacionada com alto suporte (88%, 94%, 1) com as especies
representativas de Nostoc sensu stricto, incluindo Nostoc commune (EU586722) e Nostoc
calcicola (AJ630447) (PAPAEFTHIMIOU et al. 2008; HROUZEK et al. 2013). Entretanto,
além dos clados formados por sequéncias aqui estudadas, varios outros clados contendo
linhagens identificadas como Nostoc foram formados, qualificando o género como polifilético
e concordando com estudos prévios (HROUZEK et al., 2005; REHAKOVA et al., 2007;
PAPAEFTHIMIOU et al. 2008; HROUZEK et al. 2013).

As amostras 2CAN, 3FUR e 2GO, uma linhagem de Nostoc sp. (AM711547) isolada de
campos de arroz e uma linhagem identificada como Trichormus azollae, supostamente também
coletada em campos de arroz, formaram o clado K. As amostras 3FUR e 2GO apresentaram
similaridade de 16S rRNA de 99,7% (Tabela 6) provando serem a mesma espécie. Porém, o
clado como um todo apresentou suporte apenas para a analise de IB (0,99), com algumas das
suas linhagens mostrando similaridades maiores com linhagens distantes do que com linhagens
internas ao seu clado. Dessa forma, ndo ha como considerar se todas as linhagens deste clado
sd0 ou ndo integrantes do mesmo género, sendo necessaria a inclusdo de mais sequéncias para
a estruturacéo do grupo.

A amostra 1CIP, confirmando a identificacdo morfoldgica, posicionou-se, com alto
suporte (94%, 90%, 1), dentro do clado de Desmonostoc (Clado L), um género descrito
recentemente como filogeneticamente coerente, monofilético e bem separado do clado
composto por N. commune (HROUZEK et al. 2013).
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Majavia pulchra AY577534
Nostoc calciola AJ630447

Nostac sp. HGO04580
2FUR

Nostoc punctiforme AF027655 Clado J
Nostoc sensu stricto

Nostoc sp. AMT115326
Nostoc sp. AMT11539
Nostoc sp. AMT11546
328= Nostoc commune EUS86722
Fortiea sp. HQ347560

. Clado K
Nostoc sp. AM711547 Nostoc
Trichormus azollae AJ630454
. Nostoc sp. AMT11543
Naostoe muscorum AMT11523
Naostoe muscorum AMT11524
Nostoc muscorum AJ630452
Desmonastoc sp. HG004379
Desmonostoc sp. HG004584 Clado L
1CIP Desmonostoc

Desmonostoc sp. HGOO45ES

-Desmonostoc sp. HGO04587 01
Desmonostoc sp. HGOO4581

Figura 7. Detalhe dos clados J, K e L. Arvore de Maxima Verossimilhanca do gene 16S rRNA
mostrando a posicao das sequéncias obtidas neste estudo (negrito). Nimeros proximos aos nés indicam
valores de bootstrap maiores que 70%, para os critérios de NJ e ML e maiores que 0,7 para 0s critérios
de 1B, respectivamente. Barra: 0,1 substitui¢des por posi¢do de nucleotideo.

Tabela 6. Similaridade (porcentagem na porcao inferior) e divergéncia de nucleotideos (nimero absoluto
na porgao superior) entre as sequéncias de 16S rRNA das principais linhagens de Nostoc e Desmonostoc
no presente estudo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1. 3FUR - 3 42 45 33 43 40 45 45 48
2.2GO 9.7 - 41 43 21 42 39 44 43 46
3. 2FUR 96.0 963 - 45 42 22 23 32 45 63
4.1CIP 957 961 959 - 36 42 40 49 0 48
5. 2CAN 97.9 981 962 967 - 39 35 43 36 37
6. Nostoc sp. (HG004580) 959 962 980 962 964 - 16 18 53 69
7. N. calcicola (AJ630447) 96.2 964 979 963 968 988 - 24 51 79
8. N. commune (EU586722) 957 960 97.1 955 961 983 978 - 49 57
9. Desmonostoc sp. (HG004584) 957 96.1 959 100 96.7 960 96.1 955 - 67
10. Nostoc sp. (AM711547) 954 958 943 956 966 948 941 948 950 -

As andlises de ITS mostraram sequencias variando de 254 a 519 pb, com apenas as amostras
2CAN, 3FUR e 2GO apresentando ambos os tRNA. Este dado de tRNA coincide com as

analises de 16S rRNA, que juntaram essas linhagens no clado K.
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As estruturas secundérias a partir da regido D1-D1° também suportaram a proximidade entre as

linhagens do clado K, com 2CAN, 3FUR e 2GO apresentando exatamente a mesma estrutura.

Esta estrutura também foi semelhante a de 1CIP, porém diferente da de 2FUR, que foi a Unica

linhagem inserida dentro de Nostoc sensu stricto.

Com relacéo as outras regifes, BOX-B e V3 ndo se mostraram de acordo com as analises

de 16S rRNA (Figuras 9, 10 e 11) e ndo foram informativas.

Tabela 7. Tamanho do espacador intergénico (ITS) 16S-23S e de suas regifes entre as linhagens
estudadas (em namero de nucleotideos). (-) indica auséncia nos casos de tRNA. (*) informacéo ausente.

Organismo  Total D1-D1I’ D2 D3 tRNA" tRNA”? Box-B Box-A D4 V3
1FUR 377 81 10 3 - - 29 12 13 45
1GO 636 99 10 3 73 72 28 12 13 44
1CIP 254 66 10 3 - - 27 12 13 42
2FUR 261 68 10 3 - - 28 12 13 39
2CAN 504 66 10 3 73 72 36 12 13 35
3FUR 519 66 10 3 73 72 37 12 13 50
2GO 519 66 10 3 73 72 37 12 13 36
3GO * 67 10 3 - - 12 12 13 *
6CAN 567 45 10 3 73 - 31 12 13 78
7CAN 411 61 10 3 73 - 29 12 13 37
9CAN 331 113 10 3 - - 33 12 13 59
5FUR 326 63 10 3 - - 38 12 13 69
3CIP 457 65 10 3 73 72 33 12 13 49
6FUR 562 63 10 3 73 72 37 12 13 80
10CAN - 55 10 3 73 72 32 12 13 -
11CAN 556 63 10 3 73 72 41 12 13 95
7TFUR 556 63 10 3 73 72 45 12 13 95
13CAN 398 57 10 3 73 - 37 12 13 50




78

"
'Au'
-4t
[ —u—o—e—a-n\: JA
¥ /-
-

G-A
1

2CAN

A\G “U-D<-O—<—<—<
L) | 1.1 .\hT (58 OB
i \UU O =g =D =) ~D=D=D

/ <
x
\ <
oo
T e
-0
& &
£l
53
Dt

Stigonema dinghuense

oo \
3 -
9 /0.?” 1
A4 =
A\ah\k. 87 =, "
o< / J I = \ 4
') =n: vedenen 3 5
Ot O e I R e
n\v.n\ ./A, l\,\ “_« < ¥ J ._ o 3
- V..C.A.U s ;
e =]
: 3
9
. PN A 2T WOy
O Npf o o E T \
‘. A_Vlhuv 1 1 q_ $58 r L A_MA-VIA_v P»v m w 7
PN, < b s 2
8 e 2 ] e~ Q >
- B O e
o < -
>’ e g 2 X
1 R foesc) 5 e TR
L} - L 11 (1 B | o
- —O-0— _J.v .KCn._leltn A\.._TCLTAI_YclclYA/L
R 2
g
e SR
D
bogd 8-
e
©
oo < .
<D
11
H
52
] ~a ;
-8 g 1%
M.M m A“ DGR TR R R o 3 &
» <
NuA.lW — AV \K R = 2 |A/|.v\
3 . ~e - &b
AL | 3 s >4
i PITEIU EENP I, | % $-d
< ol .b_le ..L N A|w|u
i o
w\C,C.KLNYGIA ¢ . 5! S
- A/Auu\\ i
i ™ "
ey \ < ] g P L
; NI o =
1 wwi_»l_kv E «fu%tAlUlO»A-OlUJUIAJUk_TAlOlU\ A/u ,
AN, I T S SsE R PEREEE
i1 oo 1 S b
i3 & 2 d
4w
7 _
il
k27
1y s
: .\al,o. 2 <<% | e,
H . < Y rteed
e ® i o O O Dl g = 2
7% H S S Nl T g b e
g2 R [ - g < R -~ 2 g
N J T /A.\L L )
P s 2.
Ped - O

KJ786940
Figura 8. Estrutura secundaria da hélice D1-D1” do ITS 16S-23S.



L 3
&-a-c-c-f

"
LN
s oy
?n.&»»&c-»rb-T,o,»o—n\J

88

c—c-c:—lc——c—

o

‘J?"F‘?“."

o

o LS
o

<

[

?-O—G-G-A\

3

Mey-€

10CAN

-y

A
(U

»
ré‘u
\
Ao U\G‘c,c A'U
g Y
<
kA\G,IAG/
e
® N
AA—u_' A
u\c c\A
g
C _u\u
AW o
C, ;
> ‘c\c‘c;
C, _u—C,
&-Q-c-c-_ﬂ
1A
y ® “C'c’
7FUR

79

\e e

‘(c;e;u oot \Q%‘\u

» ‘C:d"ﬁ‘ ,,/ - W

R 0, Y

breed Loy Y,

C-U-G-G-A ¢ - é

rl ',.‘-C"'/ f u'&.f.\g-c—d
3CIP 6FUR

Figura 9. Estrutura secundaria da hélice D1-D1’ do ITS 16S-23S.



80

a-V-y

6FUR

3ICIP

JCAN  Stigonema dinghuense

] ] L]
0, IR
0-<-g Ty F N eorgoc—oto® %500l
L]
rd , 8 M \ - —g—D—0—2_ _D—2— T—O——a
——a—0—a 2—0—0—3 S’ < R I§
[ [ i m 2 of
—D =g =0 =2 ﬁlClGl&M
/G h\ | i
e : -2 w-o [
4 7 Tos—<c—0-<—0-—a-0" Tos—v-v-3
Q 10 | [
1 ——3—0—3 —3— —3—0—
b, O N v, _.<—u-0 ,._n
e s |
o [
E o - u
|~ , i
Tl g TR ,
R e -G z i
| , s It 2 N &
] Oy | Y oo
= P - i
- by ,/.u|U|UIA|ar|GIU|ULnLG|A|GIA|G\ GI...TD_M
i =1 L g bt [ | 1] 5
i\ O —2—U—D—O—a-2—-0-2. __0-2-0 -
<o T e ]
B e %
o-%-go
i A 5
I—P—3—0—< S=0—=0—3 = g
2 \ w
J- JY P . P =D —=0—< o= lr Penil M
S NN § g yd-ooeyer—aqe Haoy
- , C|&|G|UIU|UIGI.FIU|CIU; O-D-0 .ﬂLCL.T A
o G:.n\_ _ " fa.n\ #
£
] e i
m .
N\ H
Joe q M e 8 a
2-0-« 2-0-0-3 ol N I
[ | =] I €D ——— )~ —O S—0—0—3
Alniu/ \alclslm u... I Il [ [ I J lj
i 3=0=2=0=3_ _0=3-0 L= J =
- G..C < i e e ff.n\\ _
2 i j
2 in
m _ -u
o-tg " 90 o
UICIF\ /UIGICIH_._ 8.~ ...n/ I/ N ly
] -3 Y ey v
—a-3 < —O—O—
T / y; IR 5, 5-5—€-—5-3-0—=-> 00—
[CI | P | / I
= e ™ < £ 4 1
P e =iy o
" A b o
- 1
4] o 1 s <-0 |
] ot | _
L/ /ula.LuIL By 7 CSes—q-w-3-5—<—@  m—o—o-o
4 = | | | | | I | ly
| i | =D =Bk — T D—0 <= —0—
.anIGIA_ o e | < T m
y, o~ < <
| /A « ' 2 W
- ol e . [
2 W
2 n
. o-2-0 o-%p :
o=~ ' / /; e A |
7 \ | < =D == N = |
—m——o I | I | |
| [ m o Q=g —0—=2 == —=
<-b-0-s A I N |
™, rd = — g = N <yt
“es . : ‘
|
] »
" S0 CR H
5 N, | / \ l
o | U—D——= ulslcl&
«—0—=" "D—0—0—3 < | | | | [
A - S <—o—o-g
< < < A _ N, Vi K
[ - u—2 . !
2 i

TFUR

11CAN

9CAN

Figura 10. Estrutura secundaria da hélice Box-B do ITS 16S-23S.

KJ786940



81

8 n
\ IF |4
UuUnA, ~P-e—<—<-2-3-—< -3

& 8 4
-0 | oo u.h
d w;u-c;ﬂfc-al&;nlc D0~ *

| ! ) |
,U 00D =D 270 _<=0-0-<
| "< S G
£ <
.

A
A

d

A

&

3CIP

| | L3 1 1 Jragss-) ! L
O-2-0-< o & «Iﬂ
<-€-g fb.u\ lw .—
< By ® 2 .m
LRy o 3
T \ H
.w AIC AIAIA...U..RIAL& R
< \ulv QDD D iR
-
h -
- <
<.qg-t
8
a
\\A / 2 % .._m
i _ A i
P F.%..mu@uum
\fq £
. ~
® a
M
2
s
i
2
- n
1
R Pocigigas™ daisnie o
3 T Tt T R O
Ll I Ten
° !
ot ke |
R .
| 3 " M
| (
P AyAxu.axA‘u:Uxu..ux.w.,uxAxuiu‘_.M o
< | 4
\ RS . R . S o~
o7 | |
e 1
e -
N
'
2 '
R < "
=< < k
<
A.A n/.»|+uA. d.A,.C\ Oclé|lnl1uuluul.arm
S O-5-5. 050 P S
AU-Q\ WI /‘\ /‘ l\_ ) 2
® ottt b Y
i M
( M
: : A P D
@ arsnenaanen =@l coaces@uoc@en
3
UM \ \ g 3
e -
R = 4 m
[ =
e Lo f 8
P 0-3.0-3-3-3-8-0 g
.u c A‘«I« = GLICIa '
> e ‘|
Potan & g
F H
2. .
o, \ 1 8 _.0-0 -
> W 3 < ] %
v : R KN I/ J
0..V ﬂ\A ” < 0|A|UIA|AIC|U|A vlqulL
. i 11
< W 3, UUAUUOﬂu A-C.O,JM
=< f <-<” |
8 g0 s ,G‘U.CA &
- - - :
< | | { N
B s 0 e S H
<. o © o :
@ ‘_" 4_u k.l. H 2 "
U\C/G-G.Clvilul_ : &
| ] 7 e -0
g : L PSP 00N asRE S OAs H A BOR ]
I3 - 1 ) T
LR . 3 z 4
)& D i
N\ s 1
E
< o WOy
<o o e "
v e ¢ < m e
S o g r \ b
IR ead - R = lc et i U
o < | © S-0- .A..U..O:A-u..ulu..a
[ D-g-0-0 % N ]
Ps i
*=3 <-3-9-0 Y <2 -
o, A= | e < 1
o, e <<

:

11CAN

SFUR

9CAN

Stigonema

s

Figura 11. Estrutura secundaria da hélice V3 do ITS 16S-23S.



82

Consideracoes finais

A filogenia construida (Figura 1) corrobora a ideia de que o gene 16S rRNA é um
marcador com bom sinal filogenético e mostra que grande parte dos clados incluidos na analise
foram bem delimitados e apresentaram alto suporte.

As anélises das estruturas secundarias de ITS 16S-23S mostraram a necessidade de mais
estudos para a comprovacdo das mesmas como eficientes ferramentas moleculares, ja que este
se mostrou informativo apenas para algumas das relagdes investigadas.

Dentre os dados obtidos, muitos foram de acordo com estudos prévios, como foi o caso
de Leptolyngbya, em que os resultados condisseram com a caracteristica polifilética do género
(CASAMATTA et al., 2005; JOHANSEN et al., 2011). O mesmo ocorreu para Nostoc, em que
foi observada o estabelecimento de inimeros clados e enfatizada a urgente investigacdo do
grupo. Os resultados observados para Calothrix também confirmam estudos prévios, pois,
embora as linhagens estudadas tenham se posicionado em um unico e suportado clado, esta
condicdo ndo extinguiu a necessidade de revisdo do género, ja que outras cepas retiradas do
banco de dados demonstraram a polifilia do grupo (SIHVONEN et al., 2007; BERRENDERO
etal., 2008, 2011; VACCARINO et al., 2011).

A obtencdo de sequéncias moleculares para Stigonema foi um dado extremamente
importante se considerarmos que as caracteristicas moleculares do grupo ainda sdo pouco
exploradas devido a grande dificuldade no estabelecimento de culturas. Trata-se de uma
conquista que até 2008, em bancos de cultura, s6 tinha sido conseguida para cinco cepas
(KORELUSOVA, 2008).

As duas populacgdes (1IFUR e 1GO) anteriormente registradas como cf. Hapalosiphon,
trouxeram caracteristicas morfologicas também semelhantes a Westielopsis, Iphinoe
(LAMPRINOU et al., 2011) e a duas populacOes registradas nas catacumbas de Maltese
(ZAMMIT et al. 2010). Contudo, as analises filogenéticas demonstraram que nédo houve relacéo
préxima com nenhum destes grupos, levantando a hipdtese da presenca de um género novo,
mais relacionado a Brasilonema que a outros grupos compostos por organismos de ramificagoes
verdadeiras. Este fato fortalece a evidéncia de que h&a muito o que se explorar nesses ambientes
extremos, sendo este apenas um dos possiveis novos géneros a serem descobertos.

A populacdo identificada como pertencente a Porphyrosiphon contribuiu fortemente
para a caracterizacdo molecular do género, pois embora tenha sido utilizada outra sequéncia de
Porphyrosiphon neste estudo relatada por Martins (2014), ha extrema dificuldade no

estabelecimento de culturas para o género, e este ndo contém nenhuma sequéncia molecular
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em bancos de dados, tendo até 0 momento seus estudos restritos a dados morfoldgicos
(KOMAREK etal., 2014).

Também, a amostra 13CAN é um exemplo de novidade registrada para estes ambientes,
sendo morfologicamente semelhante a Phormidium, mas pertencente a um género separado do
mesmo, delimitado em trabalho anterior (MARTINS, 2014). O fato de sua morfologia ser
equivalente a Phormidium e seu posicionamento filogenético a aproximar de Microcoleus
steenstrupii pode ter levado a varias identificagcbes equivocadas em estudos anteriores para
crostas biologicas.

Concluindo, os dados moleculares vieram a confirmar algumas das analises
morfologicas prévias, enfatizando a necessidade da investigacao polifasica devido a limitacéo
das duas analises. A descricdo da diversidade de crostas bioldgicas para o Brasil, com o
levantamento de 31 populagdes, demonstra a validade do estudo no preenchimento desta lacuna
de conhecimento. Além disso, a descoberta de novas sequéncias e possiveis novos géneros
enfatiza a necessidade da manutencdo e ampliacdo dos estudos com crostas bioldgicas,

comunidades pouco exploradas e que devem guardar grande diversidade ndo acessada.
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Capitulo IV — Avaliacédo de atividade enzimatica por
cepas de Cianobacteérias

Resumo

Nos Ultimos anos, as cianobactérias ganharam muita atencdo como objeto de pesquisa por
serem ricas em compostos bioativos. Em estudos recentes com cianobactérias heterocitadas,
como Anabaena, foi demonstrada a atividade antifingica pela sintese de enzimas hidroliticas,
além da presenca de homologos de quitosanases/endoglucanases em Anabaena laxa, A.
iyengarii, A. fertilissima, Calothrix elenkinii e Synechocystis PCC6803. Porém, esta é uma area
recente e muito pouco explorada, em gue poucas cepas produtoras sdo conhecidas. Dessa forma,
objetivou-se fazer o levantamento de potenciais organismos produtores de enzimas celuloliticas
e hemiceluloliticas entre as cianobactérias das crostas estudadas nas duas primeiras etapas deste
trabalho. Esta proposta partiu da grande quantidade de organismos heterocitados registrados
em crostas e de um possivel metabolismo diferenciado devido as condi¢des restritivas em que
se encontram estas comunidades. Seis cepas de cianobactérias foram utilizadas para esta
andlise, a partir de culturas axenizadas. As atividades enzimaticas foram mensuradas pelo
método de Somogyi-Nelson, em que é oferecido o substrato glicosidico e, entdo, quantificado
o produto clivado. Como resultado, foram obtidos valores baixos de absorbancia que ficaram
fora da curva de referéncia de glicose, ou seja, ndo houve producdo enzimatica por nenhuma
das cepas estudadas. O resultado obtido pode ser explicado pela incapacidade de producdo de
enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas pelas cepas, pelas condi¢Bes a que as culturas foram

submetidas e/ou pela falta de estimulacdo por meio de outros fatores.
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Introducao

Nos Gltimos anos, as cianobactérias ganharam muita atencdo como objetos de pesquisa
em funcéo dos indicativos de serem organismos ricos em compostos bioativos (BHADURY &
WRIGHT, 2004). Tais compostos teriam aplicacbes como agentes antivirais, antibacterianos,
antifungicos e anticancerigenos, além de outras, como na industria de alimentos, combustiveis,
fertilizantes e corantes, producdo de varios metabodlitos secundarios, incluindo toxinas,
vitaminas, enzimas e farmacos (ABED et al., 2008).

Em estudos recentes com colonias de Anabaena, foi demonstrada a atividade
antifungica devido a sintese de enzimas hidroliticas (PRASANNA et al., 2008, CHAUDHARY
et al., 2012). Alem disso, homdlogos de quitosanases/endoglucanases foram identificados e
caracterizados em Anabaena laxa, A. iyengarii, A. fertilissima, Calothrix elenkinii e
Synechocystis PCC6803. Muitos dos genes foram descritos e tiveram seu funcionamento
avaliado sob diferentes condi¢des ambientais (TAMOI et al., 2007; PRASANNA et al., 2010;
GUPTA et al., 2010, 2011, 2012; NATARAJAN et al., 2013).

As enzimas encontradas nos estudos citados anteriormente sdo celulases, que fazem
parte da familia das glicosil-hidrolases, que hidrolisam oligossacarideos e polissacarideos e
reconhecem as ligagdes B-1,4 entre as moléculas de glicose (HAICHAR et al., 2007). Dentre
estas enzimas encontramos as exo-endo-(1,4)-B-D-glucanases (ou EC 3.2.1.91), que clivam
unidades de celulose a partir das extremidades do polissacarideo, as endo-(1,4)-p-D-glucanases
(ou EC 3.2.1.4), que clivam as cadeias de celulose internamente, principalmente a partir das
regides amorfas, resultando em terminais reduzidos e ndo reduzidos, além de produzir
celobiose, e, finalmente, as B-glucosidases (ou EC 3.2.1.21), que hidrolisam celobiose a glicose
(MAHESHWARI et al., 2000; ARO et al., 2005; FUKUDA et al., 2009). Para que haja a total
hidrélise da celulose, todas essas enzimas agem combinadamente (Figura 8).
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Figura 1. Representacdo esquematica de um sistema celulolitico.

Outro tipo de substrato encontrado em associacao a celulose é a hemicelulose. Para a
hidrélise das hemiceluloses, também é necesséria a acdo cooperativa de uma variedade de
enzimas hidroliticas, sendo a principal enzima a endo-1-4-p-xilanase (EC 3.2.1.8). Sua ac¢do
ocorre na cadeia principal da xilana, gerando xilo-oligossacarideos menores, substituidos ou
ndo, que serdo clivados pela exo-1-4-B-xilanase (BIELY, 1985). Estes irdo produzir dimeros de
xilose, que geralmente sdo clivados pela B-xilosidase (EC 3.2.1.37), liberando D-xilose como
unico produto da hidrdlise (BIELY, 1985; SANDRIM et al., 2005; PEIXOTO-NOGUEIRA,
2009).

Embora haja trabalhos prévios com cianobactérias envolvendo celulases, poucas cepas
produtoras sdo conhecidas, além disso ndo ha registros para produtoras de hemicelulases. Dessa
forma, objetivou-se testar cepas quanto a capacidade de producdo de celulases e hemicelulases.
Para isso foram utilizadas cianobactérias provenientes de crostas bioldgicas de Cerrado e

cultivadas na segunda etapa deste trabalho (Capitulo 2).
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Material e Métodos

Axenizacao de culturas

Seis culturas uniespecificas utilizadas em etapas anteriores deste trabalho (9CAN,
5FUR, 2CAN, 11CAN, 3CIP e 1CIP — Capitulo I, Tabela 1) foram submetidas a tratamento
para eliminacdo de bactérias e fungos, procurando estabelecer condicdo apropriada para as
andlises de atividade de celulases e hemicelulases.

O tratamento utilizado foi a inoculagdo em meios de cultura BG11 (RIPPKA et al.,
1979) acrescido de solugéo antibidtica e antimicotica (SIGMA) na concentragdo de 10 ml.Lt e
100 pl de cicloheximida (1 mg.ml™) para cada poco de 6 ml, e crescimento durante sete dias
em condi¢des de temperatura 20°C £1°C, irradiancia 50 umol fotons.m™.s™ e fotoperiodo de 14
h de luz e 10 h de escuro. Apos este periodo, foi feito teste de axenizacgao por plagueamento em
meio de cultura LB e Plate Count Agar (Himedia) e crescimento por sete dias em condi¢des de
temperatura 37°C +£1°C, em escuro.

Quando observada a axenia, a amostra era reinoculada em meio de cultura comum e
colocada novamente para crescer em condi¢des normais de cultura. Apés 30 dias de cultivo foi
feita a primeira medicdo enzimatica e ap6s 60 dias, a segunda.

Mensuracao de atividade enzimatica - Hemicelulase

A atividade de xilanase foi determinada em mistura de 0,1 mL de meio de cultura com
um més de crescimento (fase superior do tubo de ensaio) e 0,9 mL de solucdo de xilana (1,0%,
em solucdo tampéo acetato 0,1 M, pH 5,0). A reacdo foi mantida a 45 °C por 10 minutos e,
entdo, interrompida em banho de gelo. Os acucares redutores liberados foram quantificados
pelo método de Somogyi-Nelson (1944), em que os acucares liberados reagem com o
arsenomolibdato, reduzindo-o e produzindo um composto de cor azul. Esta coloracao é entdo
considerada através de espectrofotometria e a absorbancia obtida é convertida em concentracgéo,
através dos valores determinados anteriormente para a curva padréo de xilose. Uma unidade de
atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necesséria para liberar 1,0 umol

de acgUcar redutor por minuto, sob as condi¢fes de ensaio citadas.
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Mensuracao de atividade enzimética — Celulase
A atividade de endoglucanase foi determinada por procedimento idéntico ao descrito
para a atividade de xilanase utilizando-se, entretanto, 4% de carboximetilcelulose (CMC —

Sigma C5768) e 4-nitrophenyl b-D-glucopyranoside, como substrato.

Resultados e Discussao

As seis amostras apresentaram absorbancias negativas ou, quando positivas, dispostas
fora da curva padréo de glicose. Dessa forma, os resultados revelaram que nenhuma das cepas
analisadas apresentou atividade enzimatica relacionada com celulases ou hemicelulases.

A proposta desta investigacdo e a hipdtese de que seriam encontradas cepas produtoras
de enzimas se deram pelo fato dos estudos anteriores terem sido desenvolvidos com cepas
heterocitadas pertencentes aos géneros Anabaena e Calothrix. Dessa forma, as analises, mesmo
tendo sido limitadas as culturas uniespecificas, foram focadas em organismos heterocitados.

Além disso, sabe-se pela literatura que organismos submetidos a condi¢6es de limitagédo
fotossintética produzem maior quantidade de enzimas (GUPTA et al., 2010). Partindo desta
ideia e considerando que o Cerrado é um ambiente extremo, levantou-se a questdo se 0s
organismos de crostas desta regido ndo teriam, entre outras adaptagdes ao ambiente, producao
enzimatica e a caracteristica de mixotréficos.

Além da incapacidade de producdo de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas que os
resultados parecem indicar, ha outras possiveis explicacGes para os dados observados, como
por exemplo, a idade da cultura. Embora as mesmas tenham sido reinoculadas em meio novo
apos a axenizacdo, o periodo de axenizagdo foi longo e a cultura ja estava relativamente
envelhecida. Essa possibilidade surge a partir do que foi verificado em estudo anterior
(PRASANNA et al. 2008), em que, para alguns cultivos, a quantidade produzida de enzimas
decaiu com o passar do tempo.

Além disso, ndo foi aplicada nenhuma condicdo conhecida como estimulante ao
aumento de producdo, pois 0 objetivo inicial era apenas a verificagcdo da presenca de atividade
enzimatica e ndo a producdo em grande escala. Todavia, talvez estas cepas apenas produzam
sob condigcdes extremas, como, por exemplo, sob condicdo de restricio da atividade
fotossintética (GUPTA et al. 2010).

As possiveis explicagGes ainda deixam abertas possibilidades para estudos futuros.
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Os resultados negativos ainda ndo sdo totalmente conclusivos e deixam em aberto
algumas alternativas que poderiam ter sido aplicadas anteriormente a mensuragédo, na tentativa
de acelerar e facilitar a prospeccdo. Um exemplo seria a procura por determinados genes
responsaveis pela producéo ou o teste pratico de inoculacdo de extrato em placas com fungos
(PRASANNA et al., 2008; GUPTA et al., 2010, NATARAJAN et al, 2013).

De qualquer forma, ¢é enfatizada a necessidade de estudo nesta area, principalmente pela
dificuldade no encontro de cepas produtoras. Além disso, permanece a questdo de quais
poderiam ser os fatores a estarem influenciando esta producdo quando nos organismos

capacitados.
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Capitulo V — Considerac0es finais gerais

O trabalho sumarizou 31 populaces classificadas segundo a taxonomia classica em 11
géneros, sendo esta grande quantidade de grupos de cianobactérias encontradas nas crostas de
Cerrado a confirmac&o da primeira hipétese do trabalho, que remetia a constatagdo da presenca
de variados grupos de cianobactérias nesta area.

Entre os grupos registrados muitos géneros se mostraram comuns entre as assembleias
de cianobactérias para crostas bioldgicas, entretanto, quando foram requisitadas identificacGes
a nivel de espécie, muitas popula¢fes ndao foram identificadas, fato este que confirmou a
segunda hipdtese proposta, a de que seriam registradas novas ocorréncias taxondémicas para o
Brasil.

As andlises moleculares a partir de 19 sequéncias de 16S rRNA e 18 de ITS 16S-23S,
enfatizaram e contribuiram com a problematica polifilia encontrada em inimeros géneros,
como é o caso de Leptolyngbya, Nostoc e Calothrix. Também reafirmaram a existéncia de um
novo género proximo a Wilmottia e Microcoleus e propuseram a definicdo de outro novo
género, composto até 0 momento por duas populacdes. Além disso, enfatizarem a necessidade
de uma investigacdo mais profunda para Brasilonema, género que teve sua estrutura levemente
modificada apds a inclusdo destes novos dados.

Quanto as andlises de atividade enzimatica, embora tenham gerado resultados negativos
até o momento, se fizeram importantes e ainda mais necessarias, principalmente pela
dificuldade no encontro de cepas produtoras. Além disso deve-se buscar quais seriam os fatores
que estariam permitindo cepas extremamente semelhantes, sobre as mesmas condicoes,
selecionarem ou ativarem diferentemente seus metabolismos.

Os dois primeiros blocos de informacdo, portanto, demonstram a grande diversidade
ndo acessada em ambientes extremos e pobremente investigados, e enfatizam a contribuicéo
deste trabalho ao acessar pela primeira vez cianobactérias de solo de Cerrado.

Este levantamento também ressalta a necessidade de estudos em outros ambientes
restritivos, como por exemplo a Caatinga, e compde a base para futuras investigagdes em
nivel ecologico, como estudos de sucessédo ecologica, produtividade primaria, fluxos de

nutrientes e dindmicas de solo.
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