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RESUMO

As crostas bioldgicas de solo sdo comunidades de organismos poiquiloidricos que ocorrem em
ambientes semidridos, aridos e hiperaridos, com baixa cobertura vegetal, caracteristicas
presentes na Caatinga brasileira. As cianobactérias se destacam nestas comunidades como
colonizadores e estruturadores iniciais das crostas, além de oferecerem importantes servicos
ecologicos. Estes organismos possuem uma taxonomia complexa, devido a presenca de muitos
taxons cripticos e sdo conhecidamente produtores de substincias toxicas quando em condi¢des
ambientais favoraveis em ambientes aquaticos, porém pouco se sabe sobre a produgio destes
metabolitos em ambientes terrestres. Com isso, o presente trabalho visou a realizacdo de um
levantamento taxonomico de cianobactérias de crostas biologicas de solo da Caatinga, além da
avalia¢do da capacidade de producdo de cianotoxinas pelas mesmas. Para isso, foi realizada
coleta de amostras de crostas em campo, isolamento e cultivo das cianobactérias presentes
nelas, extragdo de material genético total, amplificacdo, clonagem e sequenciamento do gene
16S rRNA e da regido intergénica ITS, para posteriores analises filogenéticas, e amplificacdo
dos genes sxt4 e mcyE para avaliagdo de potencial toxico. Como resultado, foram isoladas 16
linhagens diferentes, pertencentes a seis ordens, com a identificacdo precisa de quatro deles,
evidenciando uma possivel espécie nova de Kovacikia e Chroakolemma, géneros inéditos para
o Brasil. Além disso, ndo foram encontrados indicios concretos de produ¢do de nenhuma das
duas cianotoxinas estudadas em nenhuma das linhagens isoladas. Os resultados obtidos
evidenciam a grande diversidade de cianobactérias presentes na Caatinga, bioma pouco
estudado e em risco, lancando luz sobre a necessidade da realizacdo de mais estudos neste

ecossistema, assim como a continuagdo do presente trabalho.

Palavras-chave: Levantamento taxondmico; cianotoxinas; semiarido brasileiro.



ABSTRACT

Biological soil crusts are communities of poikilohydric organisms found in semi-arid, arid, and
hyper-arid environments with low vegetation cover, characteristics present in the Brazilian
Caatinga. Cyanobacteria stand out in these communities as initial colonizers and structurers,
providing important ecological services. These organisms have a complex taxonomy due to the
presence of many cryptic taxa and are known producers of toxic substances under favorable
environmental conditions in aquatic environments. However, little is known about the
production of these metabolites in terrestrial environments. Therefore, this study aimed to
conduct a taxonomic survey of cyanobacteria from biological soil crusts in the Caatinga, as well
as to evaluate their capacity for producing cyanotoxins. To achieve this, samples of crusts were
collected in the field, and the cyanobacteria present were isolated and cultured. Total genetic
material was extracted, and the 16S rRNA gene and the intergenic ITS region were amplified,
cloned, and sequenced for subsequent phylogenetic analyses. The genes sxt4 and mcyE were
amplified to assess toxic potential. As a result, 16 different strains belonging to 6 orders were
isolated, with accurate identification of four of them, highlighting a possible new species of
Kovacikia and Chroakolemma, new genera previously unknown in Brazil. Additionally, no
concrete evidence of the production of either of the two studied cyanotoxins was found in any
of the isolated strains. The results obtained demonstrate the great diversity of cyanobacteria
present in the Caatinga, a poorly studied and at-risk biome, highlighting the need for further

research in this ecosystem, as well as the continuation of this work.

Key words: Taxonomic survey; cyanotoxins; Brazilian semiarid.
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1. Introducao

As crostas biologicas de solo sao comunidades que se formam nas camadas superficiais
do solo de ambientes aridos, semiaridos e hiperaridos, nos quais ha pouca cobertura vegetal,
possibilitando a chegada da luz solar na superficie (BELNAP, 2005). Sao formadas por
organismos como cianobactérias, algas, outros procariotos, liquens, fungos e bridfitas, que
interagem com as particulas do solo aumentando a coesdo entre elas (BELNAP, BUDEL &

LANGE, 2003).

Estas comunidades sao de vital importancia para os ambientes em que ocorrem, devido
a alta sensibilidade dos mesmos as mudancas climaticas e as agdes antropicas, uma vez que
apresentam solos pobres e pouco consolidados, estando mais suscetiveis a processos como
erosdo e lixiviagdo. Desta forma, os organismos presentes nas crostas bioldgicas oferecem
servigos ecoldgicos de grande importincia para o solo, como aumento da fertilidade, por meio
da produgdo primadria, fixagdo de nitrogénio e decomposicdo da matéria organica (BELNAP,
2005; 2006), aumento da estabilidade, pela morfologia filamentosa e produgdo de
exopolissacarideos por algas e cianobactérias e da emissdo de estruturas de fixagdo por liquens

e bridfitas (GUNDLAPALLY & GARCIA-PICHEL, 2006).

Dentre os ambientes em que as biocrostas ocorrem, destacam-se desertos frios e quentes,
biomas alpinos, campos e savanas. No Brasil, trés biomas se destacam: o Cerrado, os Pampas
e a Caatinga. O ultimo se destaca por ser considerado o ambiente mais arido do pais, localizado
na regido Nordeste, caracterizado por apresentar vegetacdo xerofila, dominada,
predominantemente por cactos e arbustos e com regides em avancado processo de

desertificacdo (DE JESUS et al.,, 2022).

As cianobactérias sdo consideradas organismos-chave das crostas biologicas de solo,
visto que sdo os responsaveis pela colonizacdo e modificacio do ambiente, uma vez que
apresentam caracteristicas que permitem a sobrevivéncia em ambientes extremos de irradidncia
e aridez (SCOTT, 1982). Apesar de serem organismos conhecidamente produtores de
substancias toxicas, chamadas de cianotoxinas, a maioria dos estudos sobre este tema se

concentram em populagdes aquaticas e pouco se sabe sobre a dindmica dessas toxinas no solo.

Com isso, o presente trabalho se mostra relevante para agregar conhecimento a

diversidade de organismos-chave do solo da Caatinga, bioma altamente degradado, assim como



a possivel relevancia da presenga de produtos toxicos de origem bioldgica no solo destes

ambientes.

2. Revisao de literatura

2.1. Crostas biologicas de solo

As crostas biologicas de solo (biocrostas), também denominadas por alguns autores
como microbiodticas (ST. CLAIR & JOHANSEN, 1993), criptogdmicas (KELINER &
HARPER, 1972), organogénicas ou microfiticas (WEST, 1990), sdo comunidades complexas
que se estruturam a partir da interagdo de organismos poiquiloidricos com as particulas de
regides superficiais do solo, formando uma camada coesa. Estas comunidades cobrem cerca de
12% da superficie terrestre do planeta (RODRIGUEZ-CABALLERO et al., 2018) e ocorrem,
majoritariamente, em biomas de regides geograficas semiaridas, aridas e hiperaridas, as quais
sdo caracterizadas por apresentarem vegetagdo de pequeno porte, geralmente arbustiva, e

esparsa, possibilitando assim a chegada da luz solar na superficie do solo (BELNAP, 2005).

As biocrostas sao formadas por uma ampla diversidade de organismos, tais quais
cianobactérias, microalgas (principalmente verdes), fungos, liquens (ciano e cloroliquens),
bridfitas (musgos e hepdticas), além de representantes de outros filos de procariotos e arqueias
(BELNAP, BUDEL & LANGE, 2003). Dentre os componentes destas comunidades, as
cianobactérias se destacam, uma vez que, por apresentarem caracteristicas morfoldgicas e
fisiologicas que as tornam capazes de suportar as condigdes extremas de irradiancia e aridez,
sdo consideradas os organismos colonizadores do ambiente e estruturadores das biocrostas

(SCOTT, 1982).

Devido a grande diversidade de organismos presentes nas crostas biologicas de solo,
estas comunidades sdo conhecidas por afetarem tanto aspectos fisicos, como manutencdo da
estabilidade e influéncia na hidrologia, quanto aspectos quimicos do solo, como, por exemplo,
a participagao em ciclos biogeoquimicos de nutrientes (principalmente carbono, nitrogénio e

fosforo).

A influéncia das biocrostas em aspectos fisicos do solo se da, principalmente, pela

presenca de organismos filamentosos, como fungos, cianobactérias e microalgas, que se
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entrelacam entre as particulas de solo, mantendo-as unidas, e pela producdo de
exopolissacarideos (EPS) por cianobactérias e microalgas, que também ¢é responsavel por
manter as particulas de solo coesas entre si (GUNDLAPALLY & GARCIA-PICHEL, 2006). A
producao de estruturas de fixacdo de liquens e musgos, a0 mesmo tempo que aumentam a
coesdo entre as particulas, também criam canais para a penetracio da agua no solo (BUDEL &

BELNAP, 2016).

Neste sentido, Gao et al. (2017) observaram, in situ, uma redugdo expressiva no numero
e no tamanho de particulas de solo perdidas apds simulagdes de chuva, além de um aumento de
até 161% da concentracdo de matéria organica em porgdes de solo cobertas por crostas em
relagdo a por¢des com solo descoberto. Vale também destacar os trabalhos de Kakeh et al.
(2021) e Sun et al. (2021), os quais observaram que as rizinas dos liquens e os rizoides de
musgos presentes em biocrostas diminuiram o nimero de poros grandes e aumentaram o de
poros pequenos no solo, resultando em uma maior taxa de infiltracdo de 4gua no solo ¢ uma

menor de escoamento.

A participacdo nos ciclos biogeoquimicos se da pela presenca de organismos
fotossintetizantes, como cianobactérias, microalgas, liquens, bridfitas e de organismos
decompositores e mobilizadores de fosfato, bem como outros filos de bactérias e fungos, e de
fixadores de nitrogénio, como cianoliquens. Com isso, Roman et al. (2018), a partir de indculos
das cianobactérias heterocitadas Nostoc commune Vaucher ex Bornet & Flahault, Scytonema
hyalinum Gardner e Tolypothrix distorta Kiitzing ex Bornet & Flahault (comuns em biocrostas),
cultivadas sozinhas e em consércio, observaram um aumento maior do que 6 g.kg™! do total de

carbono organico e de 0,9 g.kg™! de nitrogénio no solo de ambientes semiéridos.

Os ambientes semiaridos, aridos e hiperaridos, favoraveis para a ocorréncia das crostas
bioldgicas de solo, compreendem, juntos, mais de 40% do bioma terrestre (BELNAP et al.
2016) e, atualmente, contam com aproximadamente 23% de sua area total de ocorréncia
degradada principalmente devido a agricultura e atividades de extragao mineral (REYNOLDS
etal.,2007; ZIKA & ERB, 2009), juntamente com o avango das mudangas climaticas (WEBER

et al., 2018), uma vez que sdo ecossistemas sensiveis € pouco estaveis.

No Brasil, destacam-se trés destes biomas: a Caatinga, o Cerrado e os Pampas. A
Caatinga, alvo de estudo do presente trabalho, ¢ um bioma semiarido (considerado o mais arido
do pais) que ocupa uma area de 1.037.517,8 km?, o equivalente a 12% do territério nacional,

dividida entre os estados da regido nordeste do pais e o norte de Minas Gerais (NASCIMENTO,
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2015). Além disso, este ecossistema caracteriza-se por apresentar solos ricos em minerais,
pouco desenvolvidos, pedregosos, com pouca retengdo de dgua, porém com boas reservas de

agua subterranea (ALVES et al., 2008).

Apesar de favoravel para a ocorréncia de biocrostas, poucos estudos envolvendo estas
comunidades foram conduzidos na Caatinga e estes tém revelado uma elevada diversidade de
grupos bioldgicos presentes, como o realizado por Szyja et al. (2019), que encontrou, ao menos,
50 taxons de cianobactérias, algas, fungos, liquens e bridfitas presentes nas crostas biologicas.
Além disso, Machado-de-Lima et al. (2021) encontraram grande diversidade de cianobactérias
na Caatinga paraibana, com os géneros Scytonema Agardh ex Bornet & Flahault, Microcoleus
Desmazieres ex Gomont e Chroococcidiopsis Geitler sendo os mais abundantes nos habitats

amostrados.

2.2. Taxonomia de cianobactérias

As cianobactérias sdo procariotos considerados os primeiros organismos capazes de
realizar fotossintese oxigénica, com uma origem estimada ha cerca de 3,6 bilhdes de anos
(GARCIA-PICHEL et al., 2019). Desde entdo, os organismos deste filo foram adquirindo uma
grande variedade de caracteristicas morfoldgicas, contando hoje com representantes
unicelulares cocoides ou multicelulares filamentosos, com células de tamanhos variados € com
presenca ou auséncia de especializa¢do celular, como heterocitos e acinetos, € de produgdo e
secrecdo de exopolissacarideos, além de estarem presentes na maioria dos ecossistemas

terrestres (SCIUTO & MORO, 2015).

Historicamente, a taxonomia das cianobactérias se mostra uma darea complexa e em
constante modificagdo, uma vez que grande parte de sua diversidade ainda permanece
desconhecida, além do filo possuir uma grande quantidade de taxons cripticos. Também sdo
consideradas ancestrais dos cloroplastos presentes nas células de eucariotos fotossintetizantes.
Em fun¢do de sua natureza procaridtica, para a sistematica das cianobactérias, aceita-se a
adogdo tanto do codigo de nomenclatura Bacteriologico (CASTENHOLZ & WATERBURY,
1989) quanto o Botanico (BOURRELLY, 1970), o que pode gerar certa confusdo entre os que

estudam o grupo.

Os primeiros estudos dedicados a taxonomia e sistematica destes organismos, realizados

no século XIX, utilizavam wunicamente caracteres morfologicos e, quando possivel,
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reprodutivos como forma de distincdo entre os grupos (THURET, 1875; BORNET &
FLAHAULT, 1886; GOMONT, 1892).

Em meados do século XX, trabalhos como os de Geitler (1932), Frémy (1933) e
Desikachary (1959), que, juntos, foram responsaveis pela descri¢do de mais de mil taxons de
cianobactérias da Europa, introduziram também a taxonomia deste grupo caracteristicas

métricas e ecologicas dos organismos, juntamente com as ja utilizadas até entao.

Jano século XXI, Hoffman et al. (2005) comegaram a considerar também caracteristicas
ultraestruturais e genéticas na identificacdo e classificagdo das cianobactérias, o que resultou
na reavaliagdo de géneros até entdo considerados monofiléticos, como Leptolyngbya,
Phormidium e Microcoleus. Anos depois, Komarek et al. (2014) realizaram uma revisao
taxondmica de todo o filo utilizando a chamada abordagem polifésica, que consiste na inclusao
de caracteristicas bioquimicas, juntamente com as utilizadas até entdo, e isso resultou na
subdivisdio do filo em oito ordens: Gloeobacterales, Pleurocapsales, Spirulinales,

Chroococcales, Chroococcidiopsidales, Synechococcales, Oscillatoriales e Nostocales.

As pesquisas relacionadas a taxonomia das cianobactérias, se valendo dos mais recentes
avancos ¢ do barateamento de técnicas moleculares mais sofisticadas, vém cada vez mais
adotando o sequenciamento de genoma completo para a identificagdo, descri¢ao e classificacao
de novos taxons (SKOUPY et al., 2022) e trabalhos visando a revisio de todo o filo, baseado
em filogendmica, também vém sendo realizados. Com isso, mais recentemente, Strunecky,
Ivanova & Mares$ (2023), com a analise de sequéncias do gene 16S rRNA juntamente com
genomas presentes em bancos de dados, reconstruiram o filo Cyanobacteria e, como resultado,
houve a fragmentagdo das oito ordens propostas anteriormente em 19 ordens, demonstrando
assim a grande complexidade taxondmica destes organismos e a necessidade de mais estudos

nesta area.

2.3. Cianotoxinas

As cianobactérias, embora desempenhem importantes servicos ecologicos essenciais
aos ambientes em que ocorrem, também sdo conhecidas pela produgado de alcaloides e peptideos
ciclicos de baixo peso molecular potencialmente toxicos para os demais organismos
denominados cianotoxinas (METCALF & CODD, 2012). Estas toxinas, quando absorvidas por

animais, podem exibir efeitos neurotdéxico (anatoxinas e saxitoxinas), hepatotoxico
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(nodularinas e microscistinas), inibidor de sintese proteica (cilindrospermopsinas), ou, quando

em exposi¢do cronica, carcinogénico (METCALF & CODD, 2012).

Dentre a ampla variedade de cianotoxinas, as microcistinas e a saxitoxinas se destacam
por serem as mais comumente produzidas por diversas cepas de cianobactérias. As
microcistinas sdo peptideos ciclicos que representam o mais estruturalmente diverso grupo de
toxinas cianobacterianas, com cerca de 90 isoformas identificadas at¢ o momento (WELKER
& VON DOHREN, 2006; METCALF & CODD, 2012) e sua sintese se da pela expressao do
cluster génico mcyS, que possui cerca de 10 genes e um total de, aproximadamente, 55 kb
(PEARSON et al., 2010). Quanto ao seu mecanismo de agdo, sabe-se que a exposi¢ao aguda de
microcistinas pode causar faléncia hepatica severa, uma vez que estas substancias atuam na
inibicdo de fosfatases em células hepaticas, resultando em uma fosforilagdo excessiva de
estruturas filamentosas intracelulares e culminando assim na degradacdo do citoesqueleto e na

perda da ultraestrutura dos hepatocitos (ERIKSSON et al., 1990; SAHIN et al., 1995).

As saxitoxinas, por sua vez, compreendem uma classe de alcaloides com cerca de 30
derivados naturais (LLEWELLYN, 2006). Sao consideradas poderosas neurotoxinas quando
ingeridas por animais, bloqueando canais de s6dio de neuronios (KAO & LEVINSON, 1986)
e de calcio de células cardiacas (SU et al., 2004), resultando em faléncia cardiaca e parada
cardiorrespiratoria quando em exposi¢ao aguda. A sintese destas substancias se da por meio da
expressao de operons (aproximadamente 35 kb) presentes no cluster génico sxt (PEARSON et
al., 2010). Tais operons podem ser encontrados tanto em cianobactérias de gé€neros como
Anabaena, Aphanizomenon, Raphidiopsis € Phormidium (PODDUTURI et al., 2021), com o
ultimo estando também presente tanto em crostas bioldgicas de solo (BAKIEVA et al., 2012;
HOKMOLLAHI et al., 2017), quanto em dinoflagelados Gymnodinium (OSHIMA et al., 1987)
e Pyrodinium (HARADA, OSHIMA & YASUMOTO, 1982).

Apesar destas bactérias ocorrerem nos mais diversos tipos de ambientes, a maioria dos
estudos que abordam a produgdo de cianotoxinas enfocam organismos de ambientes aquaticos,
nos quais, quando em condi¢des favoraveis de nutrientes, temperatura e luminosidade, ocorrem
as chamadas floragdes de cianobactérias (MOREIRA, VASCONCELOS & ANTUNES, 2022).
Com isso, embora ainda haja grandes lacunas no conhecimento dos mecanismos que
desencadeiam estas floragdes, muito se sabe sobre este fendmeno tanto em ambientes de dgua
doce, quanto marinhos e cepas toxicas de diversas espécies distribuidas ao longo de todo o
planeta. Espécies como Aphanizomenon flos-aquae Ralfs ex Bornet & Flahault (PARK et al.,
2018), Microcystis aeruginosa (Kiitzing) Kiitzing (TARAFDAR et al., 2023) e Raphidiopsis
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raciborskii (Woloszynska) Aguilera et al. (WU et al., 2022), entre outras, sdo amplamente
conhecidas por contaminarem corpos d’agua (HUO et al., 2021; MOHAN et al., 2024)

causando, muitas vezes, a mortalidade de peixes.

Em contrapartida, o conhecimento acerca da produgao destas toxinas por cianobactérias
de crostas biologicas de solo ainda € escasso, com apenas alguns estudos pontuais tendo sido
realizados até entdo. Neste sentido, Richer et al. (2015) identificaram a presenca das toxinas
acido 2,4-diaminobutirico (DAB) e N-(2-aminoetil)glicina (AEG) e Chatziefthimiou, Banack
& Cox (2021) detectaram B-N-metilamino-L-alanina (BMAA), DAB e AEG ao longo de um
gradiente de profundidade em locais proximos a crostas bioldgicas de solo de desertos. Por
outro lado, Duli¢ et al. (2022) ndo constataram a presenca de cianotoxinas (nem de seus
respectivos genes codificadores), tais como BMAA, microcistinas, cilindrospermopsinas e

saxitoxinas, em cianobactérias isoladas de biocrostas.

Ja em crostas biolégicas do Artico, Chrapusta et al. (2015) identificaram cepas de
cianobactérias produtoras de microcistinas ¢ anatoxina, sendo a ultima sendo reportada em
solos deste tipo de ambiente pela primeira vez, evidenciando a necessidade de mais pesquisas

visando a identificagdo e monitoramento de cepas toxicas de cianobactérias de solo.

Apesar do solo ser considerado, em comparagdo com corpos d’agua, um ambiente de
dificil dispersio das cianotoxinas (DULIC et al., 2022), existem evidéncias de provavel
contamina¢do humana por esta substancias sozinhas ou em sinergia com outros contaminantes
(METCALF & CODD, 2020; MAITY et al, 2021), seja pela inalagdo de particulas de solo
contaminadas com estas substancias (METCALF et al., 2012), ou pela bioacumulagdo e
fitotoxicidade em certas espécies de vegetais presentes em plantagdes. Neste sentido, Brasil e
China lideram o numero de pesquisas com este enfoque (ABDALLAH et al., 2021), e sobre a
contaminag¢do da dgua matricial presente no solo (WERALUPITIYA et al., 2022).

Ainda por conta da dificuldade em dispersar as cianotoxinas, a fun¢do ecoldgica destes
compostos em solo permanece incerta. Downing, Phelan & Downing (2014) propuseram, a fim
de explicar a funcao fisiologica da produgdo de cianotoxinas por cianobactérias de ambientes
aridos, argumentam que toxinas como a microcistina e a BMAA sdo de grande importancia para
os individuos que as produzem, atuando na manuten¢ao do metabolismo por meio da prevengao

da fotoinibi¢ao causada pela producao de espécies reativas de oxigénio.



15

3. Objetivos

3.1. Gerais

Realizar a caracterizacao taxondmica (abordagem polifasica) e o avaliar potencial para
producao de toxinas de cianobactérias isoladas a partir de crostas biologicas de solo encontradas

em diferentes localidades da Caatinga pernambucana.

3.2. Especificos
1) Avaliar as caracteristicas morfoldgicas e genéticas de cianobactérias que ocorrem em

ambiente semiarido, com base em amostras de cultivo.

2) Avaliar a produg¢dao e/ou potencial de produgcdo de toxinas pelas cepas de

cianobactérias isoladas dos solos da Caatinga pernambucana.

4. Materiais e métodos

4.1. Area de estudo e coleta das amostras

A coleta das amostras foi feita pelo Prof. Dr. Renato José Reis Molica (Universidade
Federal do Agreste de Pernambuco — UFAPE) a partir de reconhecimento visual das mesmas
em solos de fragmentos de Caatinga nos municipios pernambucanos de Floresta e Belém do

Sao Francisco (Figura 1).
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Figura 1. Mapa dos pontos de amostragem.
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Fonte: Autor.

O recolhimento das amostras se deu em cinco pontos do primeiro municipio e em sete
do segundo (Tabela 1), seguindo a metodologia proposta por Gundlapally & Garcia-Pichel
(2006), que consiste na inser¢ao de uma placa de Petri com 55 mm de didmetro invertida no
solo e, em seguida, na retirada de uma amostra de crosta de aproximadamente 1 cm de

espessura.
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Apbs a coleta, o material foi secado a temperatura ambiente, armazenado, rotulado e

mantido refrigerado até o momento do transporte e posterior analise.

Tabela 1. Coordenadas geograficas e altitude dos pontos de coleta.

Municipios Pontos de coleta Latitude Longitude Altitude (m)

FLOI1 8°40°48,6”S  38°28°46,4”W 378
< FLO2 8°40°47,8”S  38°28°42,7"W 374
% § FLO3 8°40°40,3”S  38°28°35,0”W 374
E = FLO4 8°40°40,3”S  38°28°35,4”W 369

FLOS 8°40°41,7”S  38°28°30,8”W 379
o BSF1 8°42°40,4”S  38°51°31,3”W 318
% BSF2 8°42°40,8”S  38°51°31,6”W 293
E; _ BSF3 8°42°40,7°S  38°51°33,4”W 327
'3 % BSF4 8°42°52,2”S  38°51°29,6”W 336
E = BSF5 8°42°50,8”S  38°51°31,5"W 309
E, BSF6 8°42°50,9”S  38°51°32,8”W 347
= BSF7 8°42°50,7°S  38°51°32,7"W 336

4.2. Isolamento e cultivo

Apbs a coleta e transporte do solo com o material de interesse, as amostras foram

examinadas sob lupa (Olympus SZX7) para avaliacao da presenca de cianobactérias e, em caso

positivo, para recolhimento de individuos. Quando encontrados, os espécimes foram montados

entre lamina e laminula e analisados sob microscépio de luz (Olympus BX53) acoplado com

camera digital (Olympus DP51) e sistema de andlise de imagens (CellSens, v1.18) para

caracterizacdo morfologica e registro fotografico.

Os individuos encontrados e analisados foram inoculados em tubos de ensaio com 15

mL do meio de cultivo ASM-1, sendo mantidos sob fotoperiodo de 12 horas/claro e 12

horas/escuro (lampadas fluorescentes), 50 ( 5) pum mol de fotons.m™.s! e temperatura de 25°C

+ 1°C.
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Porg¢des do solo coletado (cerca de 1g) também foram inoculadas nas mesmas condig¢des
de meio de cultivo e de variaveis ambientais para possibilitar o desenvolvimento de

cianobactérias ndo observadas no exame sob lupa.

O objetivo do estabelecimento de cultivos artificiais ¢ o isolamento das populagdes
(linhagens uniespecificas) e produ¢do de biomassa para a realizagdo de diferentes analises.
Dessa forma, estes foram entdo monitorados e os crescimentos foram avaliados periodicamente.
Quando houve necessidade, espécimes foram isolados em diferentes cultivos utilizando-se o
método de “pescaria”, com utilizagdo de pipetas tipo Pasteur para coleta de espécimes, lavagens
sucessivas com agua deionizada e exame sob microscopio invertido (Leica DMIL LED), como

descrito em Martins et al. (2016).

4.3. Caracterizaciao morfologica

Os espécimes de interesse foram analisados de acordo com suas caracteristicas
taxondmicas, conforme literatura especifica de cada grupo, tais como forma e dimensao celular,
células solitarias ou em tricomas, estrutura dos tricomas, presenca de bainha, entre outras. O

sistema de classifica¢do adotado foi o proposto por Strunecky, [vanova & Mares (2022).

4.4. Caracterizacao do gene 16S rRNA

Partindo das culturas uniespecificas ndo axénicas obtidas na etapa de isolamento e

cultivo das cianobactérias, foi realizada a caracterizagao molecular dos morfotipos obtidos.

4.4.1. Extragdo e amplificagcdo de DNA

A extracao do DNA foi feita utilizando o DNeasy PowerSoil Kit (QIAGEN Group)
seguindo as orientagdes do fabricante: inicialmente, foram colocados cerca de 0,25 g de
biomassa, juntamente com 60 pL de solucdo C1, em um Power Bead Tube. Em seguida o tubo
foi levado a um homogeneizador de tecidos Precellys™ 24 (Bertin Technologies, Bordeaux,
Franca) e, em dois ciclos de 45 s a 4000 rpm com um intervalo de 20 s entre eles, as células
foram lisadas. Posteriormente, o tubo foi centrifugado a 10.000 rpm por 30 s e o sobrenadante
foi transferido a outro tubo de 2 mL (Colection Tube). Adicionou-se, entdo, 250 pL de solucao

C2 e a mistura foi incubada a 4 °C por 5 minutos para, em seguida, ser centrifugada a 10.000
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rpm por | minuto e cerca de 600 uL do sobrenadante ser transferido a um novo tubo. Com a
adi¢ao de 200 pL de solugao C3, o tubo foi incubado a 4 °C por 5 minutos e, passado este tempo,
foi centrifugado a 10.000 rpm por 1 minuto. Transferiu-se cerca de 750 uL do sobrenadante
formado a outro tubo, no qual foram adicionados 1200 uL de solucao C4. Feito isso, foram
transferidos 675 plL da mistura resultante a uma coluna acoplada a um novo tubo (MBSpin
Colunm), o qual foi centrifugado a 10.000 rpm por 1 minuto e a fragdo eluida foi descartada
(repetiu-se esse processo até que todo o volume passasse pela coluna). Em seguida, foram
adicionados 500 pL de solugao C5 a coluna, que foi centrifugada a 10.000 rpm por 30 s e,
novamente, descartou-se o volume eluido, repetindo o processo até que a coluna estivesse
completamente seca. Por fim, a coluna foi transferida a um novo tubo e, a fim de eluir o DNA,
adicionou-se 100 pL de solugdo C6 e o mesmo foi centrifugado a 10.000 rpm por 1 minuto. O

DNA resultante foi armazenado a -20 °C até o momento da proxima andlise.

Para a amplificagdo do gene 16S rRNA RNAr e do espagador intergénico 16S rRNA-
23S (ITS 16S rRNA23S) foi realizada uma reacdo de PCR (Polymerase Chain Reaction), com
os primers 27F (5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3’) (NEILAN et al., 1997) e 23S30R
(5’CTTCGCCTCTGTGTGCCTAGGT3’) (TATON et al., 2003). Para cada reacdo, adicionou-
se 2,5 uL de tampao de PCR 10X, 0,5 uL. de dNTPs a 10 mM, 2,5 pLL de MgCl, a 50 mM, 5
pmol de cada iniciador, 1,5 U de Platinum® Taq DNA Polimerase (Invitrogen), 1 uL de DNA e
agua ultrapura (Milli-Q, Millipore, EUA) esterilizada, completando um volume final de 25 pL.
Os tubos contendo as reagdes foram levados a termocicladores (Life Technologies), nos quais
foram programados o seguinte ciclo para amplificacdo: 5 minutos de desnaturagdo a 94 °C, 10
ciclos de 45 segundos a 94 °C, de 45 segundos a 57 °C, de 2 minutos a 72 °C, 25 ciclos de 45
segundos a 92 °C, 45 segundos a 54 °C, 2 minutos a 72 °C e de extensdo final de 7 minutos a

72 °C.

Os produtos obtidos na PCR foram verificados por meio de uma eletroforese em gel de
agarose 1%, onde foram adicionadas aliquotas de 2 pL de DNA, 2 uL de tampao de
carregamento e 1 pL de GelRed™ 0,6X (Biotium, Hayward, EUA). A corrida no gel ocorreu
com uma corrente elétrica de 100 V por 20 minutos em tampao TBE 0,5X e a documentagao
foi feita utilizando fotografia digital em foto documentador Mini Bis Pro e com o software Gel
Capture” (Micro Photonics, Allentown, EUA). Como padrio de peso molecular, utilizou-se o
marcador DNA Ladder de 1 Kb (Life Technologies). Apds a confirmagao da presenca dos
produtos de interesse amplificados pela PCR, o material foi armazenado a -20 °C até o momento

da proxima analise.
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4.4.2. Clonagem e transformacdo

Os produtos positivos para o gene 16S rRNA RNAr e os fragmentos de 16S rRNA-23S
ITS foram clonados utilizando-se o kit pGEM-T Easy Vector System I (Promega), de acordo
com as instrugdes do fabricante: adicionou-se, a um tubo de 0,5 mL, 5 uL do tampao 2X Rapid
Ligation Buffer, 1 uL do vetor pGEM-T Easy Vector, 1-3 uL do produto de PCR, dependendo
da concentragdo do DNA utilizado, e 1 pL da enzima 74 DNA Ligase. Por fim, o tubo foi

incubado a 4 °C overnight.

O vetor contendo o inserto foi introduzido em células competentes de Escherichia coli
DHS5a por meio de choque térmico (SAMBROOK, FRITSCH & MANIATIS, 1989): misturou-
se os 10 puL da reagdo de clonagem a 50 uL de células bacterianas em um tubo de 1,5 mL, o
qual foi mantido em gelo por 30 minutos e, em seguida, transferido a um banho a 42 °C por 50
segundos e imediatamente volta ao gelo por 2 minutos. Posteriormente foram adicionados 500
pL de LB liquido ao tubo e o mesmo foi incubado a 37 °C por uma hora e meia sob 180 rpm de
agitacdo. Apos o periodo de incubacgao, os tubos foram centrifugados a 6.000 rpm por 5 minutos,
a fim de concentrar as células bacterianas, descartou-se entdo 200 pL. do sobrenadante e o pellet

foi ressuspendido nos 300 pL restantes no tubo.

Tais bactérias foram plaqueadas em meio de cultura LB contendo ampicilina (1 pL: 1
mL) e X-Gal (0,5 pL: 1 mL) e, apds um periodo de crescimento de aproximadamente 18 horas
em estufa, foram selecionadas as colonias brancas para a realizacdo de mais uma reacdo de
PCR, para confirmagdo da presenca dos insertos. Os primers utilizados para esta reagdo, foram

CYA359F, CYA781a e CYA781b, conforme o proposto por Niibel et al. (1997).

Confirmada a presenga dos insertos de interesse, as colonias brancas selecionadas foram
transferidas e cultivadas em 5 mL de meio LB liquido por cerca de 18 horas, sob temperatura
de 37 °C e 180 rpm de agitacdao. Ap6s o periodo de incubagdo, foi feita a extragao de plasmideos
das células de E. coli DH5a, com a utilizacdo do kit ZR Plasmid Miniprep Classic (Zymo
Research), seguindo as instrugdes do fabricante: primeiramente centrifugou-se 1 mL de meio
LB liquido contendo as bactérias a 11.000 rpm por 20 segundos e descartou-se o sobrenadante.
Em seguida, foram adicionados 200 pL de tampao P1 a fim de ressuspender o pellet formado.
Ap0s a ressuspensdo, foram adicionados ao tubo 200 pL de tampao P2 até que as células
bacterianas fossem completamente lisadas. Feito isso, adicionou-se 400 pL de tampado P3 ao
tubo, o qual foi incubado por 2 minutos em temperatura ambiente. O tubo foi entdo centrifugado

a 11.000 rpm por 2 minutos e o sobrenadante resultante foi passado por uma coluna Zymo-
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Spin™ IIN, sendo esta posteriormente centrifugada a 11.000 rpm por 30 segundos. Apds
descartar o liquido passado pela coluna, adicionou-se 200 puL do tampao Endo-Wash Buffer a
coluna, que ¢ novamente centrifugada a 11.000 rpm por 30 segundos. Posteriormente, foram
adicionados 400 pL do tampao Plasmid Wash Buffer a coluna, a qual foi centrifugada a 11.000
rpm por 1 minuto. Por fim, transferiu-se a coluna a um outro tubo e adicionou-se a mesma 30
uL de tampao DNA Elution Buffer e o DNA plasmidial foi entdo eluido ao centrifugar a coluna
a 11.000 rpm por 30 segundos. O produto resultante foi armazenado a -20 °C até o momento de

proxima analise.

4.4.3. Preparo das amostras para sequenciamento

Devido a dificuldade na obtencdo de clones viaveis para o sequenciamento, foram
testados quatro tipos de amostras para sequenciar: I) plasmideo contendo o inserto extraido e
purificado utilizando o método descrito no item anterior; II) produto de PCR do inserto ligado
ao plasmideo, amplificado com os mesmos primers utilizados no item 4.4.1.; III) produto de
PCR da sequéncia parcial do gene 16S rRNA e do ITS completo, utilizando os primers
CYA359F e 23S30R conforme o proposto por Strunecky, Elster & Johansen (2011), porém com
um gradiente de temperatura na etapa de anelamento (de 50 a 60 °C, com variagdes de 2 °C);
IV) produto de PCR da sequéncia especifica de cianobactérias do 16S rRNA, utilizando os

mesmos primers descritos no item 4.4.2.

4.4.4. Sequenciamento

A reacdo de sequenciamento deu-se com auxilio do kit Big Dye Terminator versao 3.0
(Applied Biosystems). Os primers utilizados nas reacdes de sequenciamento variaram de
acordo com o tipo de amostra da seguinte maneira: para amostras do tipo I, os primers foram
M13F/R, 357F/R (NUBEL et al., 1997), 704F/R (LANE, 1991) e 1114F/R; para as do tipo II,
27F, 357F, 704R, 1114F, 1494R e 23S30R; para as do tipo III, CYA359F, 704R, 1114F e
23S30R; para amostras do tipo 1V, CYA359F, CYA781Ra e CYA781Rb e purificacdo com o
QlAquick PCR Purification Kit (QIAGEN), seguindo as orienta¢des do fabricante.

As reagdes de sequenciamento foram entdo devidamente precipitadas seguindo o

protocolo: adigdao de 2,5 uL de solug¢ao EDTA(0,5 M pH 8,0)/Acetato de sdédio (3M pH 9,0)
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(1:1), adig@o de 30 pL de etanol 100% gelado (vortex), centrifugagdo a 4.000 rpm por 15 mins.,
descarte do sobrenadante e lavagem do precipitado com etanol 70% gelado, centrifugagdo a
4.000 rpm por 15 mins., descarte do sobrenadante e secagem no escuro por 2 horas;
ressuspendidas e sequenciadas no Laboratério de Biologia Celular e Molecular do Centro de
Energia Nuclear na Agricultura (CENA) da Universidade de Sao Paulo (USP), campus

Piracicaba.

4.4.5. Filogenia

As sequéncias do gene 16S rRNA, obtidas a partir do sequenciamento, foram alinhadas
e editadas manualmente usando o programa MEGA11 (TAMURA et al., 2021). Posteriormente,
foram comparadas com outras depositadas no GenBank do National Center for Biotechnology
Information (NCBI), utilizando a ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
(ALTSCHUL et al., 1990). As sequéncias mais proximas foram incluidas em uma matriz que

foi utilizada nas andlises seguintes.

Arvores filogenéticas foram construidas com base no modelo GTR+G+I com critérios
de Maxima Verossimilhanga no sofiware MEGA 11, com limites de confianca dos clados
calculados com valores de bootstrap com 1.000 réplicas de buscas heuristicas, e Inferéncia
Bayesiana no programa MrBayes 3.2. (RONQUIST et al. 2020), com oito milhdes de geracdes,

amostragem a cada 1.000 e descarte das 100.000 geracdes iniciais.

4.4.6. Analise do ITS

A partir dos sequenciamentos contendo o ITS, e como complemento a descricdo dos
taxons isolados (ITEMAN et al., 2000) foram utilizadas as estruturas secundarias das regioes
BoxB, D1-D1’ e V3 do espagador, utilizando a ferramenta RNA Folding Form da plataforma
MFold Web 2.3 (ZUKER, 2003), assim como a verificagdo da presenca e auséncia dos
transportadores RNAtA? ¢ RNAt!", com auxilio da ferramenta tRNAscan-SE 2.0 (LOWE &
CHAN, 2016).
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4.5. Avaliaciao do potencial de producio de toxinas

Partindo das cepas isoladas, os genotipos toxicos foram identificados a partir da
amplificacdo do gene relacionado ao dominio proteico AMT, localizado no médulo mcyE do
complexo enzimatico envolvido na produgdo de microcistinas, utilizando os primers HEP-F (5’
TTTGGGGTTAACTTTTTTGGGCATAGTC3’) e HEP-R (5’AATTCTTGAGGCTGTAAA
TCGGGTTT3’) JUNGBLUT & NEILAN, 2006), e do gene sxtA4, envolvido na produgao de
saxitoxinas, com os primers sxtA-F (5’GCGTACATCCAAGCTGGACTCG3’) e sxt4-R
(5’GTAGTCCAGCTAAGGCACTTGC3’) (BALLOT et al., 2010).

Nas cepas em que foi confirmada a presenca do gene sxt4 com os iniciadores citados
anteriormente, testes com primers sxtA-F (5’ GATGACGGAGTATTTGAAGC3’) e sxtA-R (5’
CTGCATCTTCTGGACGGTAA3’) (AL-TEBRINEH et al., 2010), foram realizados e, de
forma complementar, também foi realizada andlise para a presenca do gene sxt/, com 0s
iniciadores OCT-F (5’TGCCGTTTTGTGCTTAGATG3’) e OCT-R
(5°GGACGGAAGGACTCACGATA3’) (HOFF-RISSETI et al.,, 2013), também presente no

cluster responsavel pela producdo de saxitoxinas.

5. Resultados e discussao

5.1. Taxons encontrados

Foram estudadas 22 populagdes de cianobactérias presentes nas amostras de crostas
biologicas coletadas, pertencentes a 13 géneros de oito familias distribuidas em seis ordens.
Todas foram isoladas e cultivadas e 13 foram estudadas em nivel molecular, com cinco tendo o
gene 16S rRNA e o ITS completamente sequenciados, por meio dos métodos I e Il e o restante
com apenas a sequéncia especifica de cianobactérias do gene 16S rRNA sequenciada (de 422

pares de base), por meio do método IV (Tabela 2).

Dentre os tipos de abordagem utilizados para sequenciamento, o nico que ndo ofereceu
nenhum resultado foi o tipo III e, embora Strunecky, Elster & Johansen (2011) tenham obtido
sucesso na amplificagdo utilizando a temperatura de anelamento de 55 °C, o mesmo nao foi
possivel no presente trabalho, mesmo com a reacdo realizada em um gradiente de temperatura,

provavelmente porque os primers utilizados possuem temperaturas de anelamento muito
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diferentes, sendo de 60°C para o CYA359F (NUBEL et al., 1997) e de 50°C para o 23S30R

(TATON et al., 2003).

Tabela 2. Identificagdo, locais de coleta e dados moleculares obtidos das linhagens estudadas. BSF: Belém do

Sao Francisco; FLO: Floresta.

Organismo Localidade Dado molecular Método de obtencio
Ordem Chroococcidiopsidales
Chroococcidiopsis sp. BSF 16S rRNA parcial v
Ordem Leptolyngybales
Pseudanabaena sp. BSF; FLO 16S rRNA parcial v
Chroakolemma sp. BSF 16S rRNA + ITS II
Kovacikia sp. FLO 16S rRNA +ITS I
Leptolyngbya cf. foveolarum BSF; FLO 16S rRNA parcial v
Ordem Oscillatoriales
Microcoleus aff. subtorulosus ~ FLO - -
Microcoleus aff. lacustris BSF - -
Porphyrosiphon notarisii BSF; FLO 16S rRNA parcial v
Ordem Coleofasciculales
Wilmottiaceae sp. FLO - -
Pycnacronema conicum FLO 16S rRNA +ITS I
Gracilinea arenicola BSF; FLO 16S rRNA + ITS |
Ordem Nostocales
Scytonema hyalinum BSF; FLO 16S rRNA parcial v
Nostoc sp.1 FLO 16S rRNA parcial v
Nostoc sp.2 BSF; FLO 16S rRNA parcial v
Nostoc sp.3 BSF 16S rRNA parcial v
Nostoc sp.4 BSF 16S rRNA parcial v

Dentre as populacdes estudadas, a maioria dos morfotipos pertence a ordem

Oscillatoriales, com nove deles, seguida de Nostocales, com cinco, Leptolyngbyales e

Coleofasciculales, com trés cada e Chroococcidiopsidales e Pseudanabaenales, ambas com

apenas um. Foi observado também que representantes de géneros reconhecidamente

cosmopolitas, como Nostoc por exemplo, ocorreram em todos os pontos amostrados, assim
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como Scytonema e Porphyrosiphon, que possuem adaptacdes para sobreviver em ambientes
com as caracteristicas extremas de irradiancia e aridez encontradas no bioma estudado. A
producao de scytonemina (GARCIA-PICHEL & CASTENHOLZ, 1991) e carotenoides,
pigmentos acessorios que filtram a radiagdo incidente, assim como a produ¢ao de uma bainha
espessa, que propicia um microambiente mais ameno em seu interior, ajudando a evitar a
dessecacdo do organismo, sdo adaptagdes importantes encontradas em cianobactérias de

biocrostas.

Descricao dos taxons encontrados

Ordem Chroococcidiopsidales

Familia Chroococcidiopsidaceae
Chroococcidiopsis sp. (Figura 2)

Colonias amorfas, gelatinosas, micro a macroscopicas, mucilagem incolor pouco
evidente, células densamente agregadas; células esféricas ou discretamente ovaladas, 6,0-6,3
um de compr. e 6,0-6,7 um de diam.; contetudo celular azul-esverdeado, granulos evidentes;

divisdo celular em dois planos.

Comentarios: As caracteristicas morfologicas da populagdo estudadas sdo compativeis
com as descritas para o género Chroococcidiopsis e, embora a sequéncia parcial de 419 pb do
gene 16S rRNA obtida demonstre alta identidade (99,75%) com espécies como C. thermalis
Geitler e C. cubana Komarek & Hinddk, ha divergéncias na ecologia, uma vez que as duas
espécies sdo encontradas em ambientes aquaticos, com a primeira isolada de fontes termais da
Indonésia (GEITLER, 1933) e a segunda isolada do perifiton de corpos de dgua de Cuba
(KOMAREK & HINDAK, 1975). Esta aproximagcio entre as sequéncias pode ser consequéncia
do tamanho limitado da sequéncia utilizada para comparagdo. Desta forma, em fun¢do da
grande divergéncia entre os ambientes de ocorréncia, ndo foi considerada segura a atribuicao

de identificacdo especifica.

Apesar disso, Chroococcidiopsis corresponde a um género de cianobactérias

unicelulares bastante comum em crostas de desertos temperados (WANG et al., 2020), da Ilha
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de San Nicolas, nos EUA (FLECHTNER, JOHANSEN & BELNAP, 2008), ¢ da India
(KUMAR & ADHIKARY, 2015), além de serem importantes componentes de comunidades
hipoliticas de desertos australianos (TRACY ef al.,, 2010) e do Deserto do Atacama, no Chile
(WARREN-RHODES et al., 2006; AZUA-BASTOS et al., 2011).

Observacao: Presente em amostra em cultivo.

Pontos de ocorréncia: BSF6.

Figura 2. Chroococcidiopsis sp. Barras de escala: A: 20 pm; B-C: 10 pm; D-G: 5 pm.

PRTAS S % ’ w . 3 e

Fonte: Autor.
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Ordem Pseudanabaenales

Familia Pseudanabaenaceae
Pseudanabaena sp. (Figura 6A)

Tricomas constritos, septo hialino, longos, retos, finos, isolados ou emaranhados; e
bainha ausente ou incolor, fina e aderida ao tricoma; mais longas do que largas, 4,0-6,0 pm de
compr. € 2,0 um de didm.; célula apical cilindrico-arredondada (4,0-6,0 pm de compr. e 2,0 um

de diam.); contetido celular azul-esverdeado, homogéneo e sem granulo evidente.

Comentarios: A morfologia observada nos espécimes estudados é compativel com a
descrita para a familia Pseudanabaenaceae, mais especificamente com o género

Pseudanabaena, principalmente pela presenga de septos espessos ¢ hialinos entre as células.

A andlise da sequéncia parcial de 364 pb do gene 16S rRNA mostrou 94,78% de
identidade com a familia em questio. Embora a familia Pseudanabaenaceae possua,
majoritariamente, representantes aquaticos (incluindo a espécie-tipo, Pseudanabaena catenata
Lauterborn), ja foram reportadas ocorréncias de espécies em crostas biologicas, como P. minima
Anagnostidis, P. tenuis Koppe e P. starmachii Anagnostidis, presentes na Africa (BUDEL et
al., 2009; DOJANI et al,, 2011) e P. spelea Anagnostidis, em crostas da Antartida (WEBER,
BUDEL & BELNAP, 2016). Apesar disso, apenas a observacdo de caracteres morfologicos,
juntamente com a obtencdo de um baixo niimero de bases no sequenciamento, inviabiliza a

identificacdo da linhagem a nivel especifico.
Observacoes: Presente em amostra em cultivo e ambiental.

Pontos de ocorréncia: FLO2; FLOS5; BSF2; BSF7.

Ordem Leptolyngbyales

Familia Leptolyngbyaceae

Chroakolemma sp. (Figuras 6C-G)
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Filamentos solitarios ou agrupados, constritos, 2,0-6,0 pum de didm.; bainha fina, incolor,
aderida ao tricoma, espessa, enegrecida ou ausente; tricomas constritos, longos, flexuosos,
raramente pseudorramificados, finos, isolados ou emaranhados, com necridios frequentes;
células isodiamétricas ou mais longas do que largas: 1,6-4,0 um de compr. ¢ 1,2-4,0 um de
didm.; célula apical cilindrico-arredondada a conico-arredondada com as mesmas dimensdes

das demais células; contetudo celular azul-esverdeado, homogéneo e sem granulos evidente.

Comentarios: As caracteristicas morfologicas e ecoldgicas se igualam as descritas para
o género Chroakolemma, cuja espécie-tipo, C. pellucida Becerra-Absalon & Johansen, foi
descrita ocorrendo em ambiente aerofitico em crostas biologicas de um semideserto da regido
central do México (BECERRA-ABSALON et al.,, 2018). Com isso, a anélise da sequéncia de
1481 pb do gene 16S rRNA obtida apresentou identidade de 95,51% com C. pellucida,

confirmando a identidade genérica, mas nao especifica.

Adicionalmente, a andlise da estrutura secundéria do ITS (Figura 3) mostrou que hé a
presenca dos dois transportadores e que o dominio D1-D1’° (Figura 3A), o mais conservado do
ITS (JOHANSEN & CASAMATTA, 2005) da linhagem em questdo, conta com 65 pares de
base e quatro loops ao longo de sua extensdao e base comum ao dos demais representantes da
ordem Leptolygnbyales (5’GACCU...GAGGUC3’), se assemelhando com o descrito para C.

pellucida, exceto pelo nimero e tamanho dos loops.

O dominio BoxB (Figura 3B), por sua vez, possui sequéncia da base comum para a
ordem (5’CAGCA...UGCUG3’), 45 pares de base, sem /oops em sua extensao € um pequeno
loop terminal, caracteristicas semelhantes ao observado ao descrito para a linhagem de maior
identidade, com excecdo da presenca de um loop ao longo de sua extensdo. J& em relagdo ao
dominio V3, ndo foi possivel obter a estrutura secundéria em razdo da baixa qualidade das bases

finais do ITS.

Quanto as analises filogenéticas (Figura 5), apesar da alta identidade com C. pellucida,
a linhagem isolada se mostrou distante do clado formado para o género e préxima de
Leptolyngbya sp. MT488150, a qual provavelmente se trata de outro género, com um alto valor
de suporte pela Inferéncia Bayesiana. Apesar disso, as caracteristicas morfoldgicas, ecoldgicas
e das estruturas secundarias do ITS aproximam a linhagem isolada do género Chroakolemma e
o distanciamento observado na filogenia deve-se, provavelmente, a uma baixa qualidade de

algumas bases obtidas no sequenciamento.

Observacoes: Presente em amostra em cultivo e ambiental.



Pontos de ocorréncia: BSF5.

Figura 3. Comparag@o das estruturas secundarias das regides D1-D1’ (A) e BoxB (B) do ITS de Chroakolemma

sp.
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Fonte: Autor.

Kovacikia sp. (Figuras 6H-I)

Tricomas longos, retos ou flexuosos, constritos, isolados ou agrupados, raramente
pseudorramificados; bainha fina aderida ao tricoma, transparente ou amarelada; células cubicas
isodiamétricas a cilindricas mais longas do que largas (1,0-1,7 pum de comp. e 1,0-1,5); célula

apical cilindrico-arredondada; conteudo celular azul-esverdeado ou verde claro.

Comentarios: As caracteristicas morfoldgicas se igualam as do género Kovacikia,
porém ha divergéncia na ecologia, uma vez que K. muscicola Miscoe, Pietrasiak & Johansen,
espécie-tipo do género, foi descrita ocorrendo em cavernas havaianas (MISCOE et al., 2016),
ambientes de umidade relativamente alta, quando comparado a Caatinga. Mais recentemente,
outras espécies descritas para 0 mesmo género foram isoladas de ambientes aquaticos, com K.
brockii Johansen, Kastovsky & Hauerova e K. anagnostidisii Kastovsky, Johansen & Hauerova
ocorrendo em fontes termais do Parque Nacional de Yellowstone, nos EUA (KASTOVSKY et
al., 2023) e K. minuta Shen, Li & Qiu, ocorrendo sob a sombra de macrofitas em corpos d’agua

rasos do Jardim Botanico de Wuhan, na China (SHEN et al.,, 2022). Além disso, a sequéncia
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de 1312 pb do gene 16S rRNA obtida no presente trabalho demonstrou 94,87% de identidade

com K. anagnostidisii.

Com relacao a analise da estrutura secundaria do ITS (Figura 4), foram encontrados os
dois transportadores estudados e uma regido D1-D1’ (Figura 4A) com 62 pares de base, mesma
sequéncia de base de Chroakolemma sp. e um loop grande em sua extensdo e um terminal
pequeno, caracteristicas também observadas no descrito para K. anagnostidisii, com exce¢ao

da presenca de dois /oops em sua extensdo e auséncia de um terminal.

Quanto ao BoxB (Figura 4B), foram observados 43 pares de base, dois loops pequenos
em sua extensdo e um /oop terminal grande, semelhante ao de K. anagnostidisii exceto pela

auséncia de loops em toda a estrutura.

Por fim, o dominio V3 (Figura 4C), com sequéncia de base comum a ordem
(5°’GUCCA...GUGGG3’), conta com 55 pares de base, apenas um /oop grande ao longo da
cadeia e auséncia do terminal. Estas caracteristicas divergem do descrito para K. muscicola,
espécie-tipo do género, que possui 94 pares de base, auséncia de loops, auséncia de uma citosina
e substituicdlo de uma adenina por uma guanina na sequéncia da base da estrutura
(5°’GUCAG...CAGGC3’). Tais divergéncias sdo justificadas pelas variacdes previstas para o

dominio entre espécies de um mesmo género.

As andlises filogenéticas (Figura 5) corroboram com a identidade demonstrada pela
linhagem isolada, apesar do baixo suporte do ramo, que se trata de um representante do género,
porém de uma provavel espécie nova, uma vez que se forma um clado com as demais espécies
do género e com Leptothermofonsia sichuanensis que, apesar de ser descrita em um género
diferente, provavelmente também pertenca a Kovacikia, uma vez que apresenta grandes
similaridades morfoldgicas e ecologicas, além de alta identidade genética com K. brockii

(KASTOVSKY et al., 2023).
Observacoes: Presente em cultivo.

Pontos de ocorréncia: FLO2.
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Figura 4. Comparag¢do das estruturas secundarias das regides D1-D1' (A), BoxB (B) e V3 (C) do ITS de

Kovacikia sp.
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Figura 5. Arvore consenso baseada em Méaxima Verossimilhanga da ordem Leptolyngbyales. Setas: linhagens
isoladas. *: valores de suporte maiores que 0,7 de probabilidade posterior e 70% de bootstrap . -: valores de
suporte menores que 0,7 de probabilidade posterior ¢ 70% de bootstrap.
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Fonte: Autor.

Leptolyngbya cf. foveolarum (Gomont) Anagnostidis & Komarek (Figura 6B)

Tricomas longos, constritos, retos, finos, isolados ou emaranhados e bainha ausente ou
incolor, fina e aderida ao tricoma; c€lulas esféricas isodiamétricas a cilindricas mais largas do

que longas, 3,0 um de compr. e 3,0-4,0 um de diam.; célula apical hemisférica (3,0 pm de
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compr. ¢ 4,0 um de diam.); contetdo celular azul-esverdeado, homogéneo e sem granulos

evidentes.

Comentarios: As caracteristicas gerais do tricoma, das células e a ecologia dos
espécimes estudados se assemelham a Leptolyngbya foveolarum, divergindo um pouco nas
medidas celulares. Embora a espécie tenha sido inicialmente isolada de corpos d’agua doce
(ANAGNOSTIDIS & KOMAREK, 1988), a ocorréncia de L. foveolarum ja foi reportada em
crostas biologicas de solo de ambientes alpinos da India (BAKIEVA et al., 2012) e da Rissia
(PATOVA, NOVAKOVSKAYA & DENEVA, 2018), na Antartida (BUDEL & COLESIE, 2014;
PUSHKAREVA et al., 2018), nas reservas Succulent Karoo e Nama Karoo, na Africa do Sul
(DOJANI et al., 2014) e na Ilha de San Nicolas, Estados Unidos (FLECHTNER, JOHANSEN
& BELNAP, 2008).

Em contrapartida, apesar da sequéncia parcial de 416 pb do gene 16S rRNA obtida das
populagdes estudadas apresentaram 94,62% de identidade genética com espécies do género
Leptolyngbya, a pequena quantidade de pares de base, juntamente com a complexidade
filogenética do género, considerado criptico, torna-se invidvel a identificagdo exata em nivel

especifico.
Observacoes: Presente em cultivo € no ambiente.

Pontos de ocorréncia: FLO1; FLO2; FLO3; FLOS5; BSF1; BSF2; BSF4; BSF7.
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Figura 6. A. Pseudanabaena sp.. B-G. Chroakolemma sp. H-1. Kovacikia sp. Setas brancas: necridios. Barras de
escala: A-B: 10 pm; C: 50 pm; D-I: 10 pm.

Fonte: Autor.

Ordem Oscillatoriales

Familia Microcoleaceae

Microcoleus aft. subtorulosus Gomont ex Gomont (Figura 7A)
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Filamentos isolados, bainha fina e incolor; tricomas constritos; células em forma de
barril, isodiamétricas a mais largas do que longas (9,0-11,0 um de compr. ¢ 9,0 pm de didm.);
célula apical hemisférica (10,0-11,0 um de compr. ¢ 9,0 um de diam.); contetido celular

esverdeado, homogéneo, muitos granulos evidentes.

Comentarios: As caracteristicas observadas nos espécimes em questdo se assemelham
as descritas para Microcoleus subtorulosus, exceto pela organizagao dos tricomas em feixes e
pelo habitat. Porém, estudos anteriores evidenciaram a ocorréncia desta espécie em crostas
biologicas de solo da india (VINOTH et al., 2019) e da América do Norte (BUDEL, VIVAS &
LANGE, 2013; WEBER, BUDEL & BELNAP, 2016).

Observacdes: Presente em amostra em cultivo.

Pontos de ocorréncia: FLO4.

Microcoleus aff. lacustris (Rabenhorst) Farlow ex Gomont (Figuras 7B-C)

Filamentos longos, flexuosos, bainha fina e incolor; tricomas constritos, entrelacados
em feixes com mais de cinco individuos; células mais longas do que largas (12,0-15,0 um de
compr. e 10,0 pum de didm.); célula apical cilindrico-arredondada, 15,0 pm de compr. e 10,0 um

de diam.; conteudo celular esverdeado, homogéneo e granuloso.

Comentarios: A linhagem estudada assemelha-se com o descrito para Microcoleus
lacustris (Rabenhorst) Farlow ex Gomont, exceto nas dimensdes das células e no habitat.
Embora seja descrita originalmente habitando corpos de agua doce, hé registros desta espécie
ocorrendo em crostas biologicas de regides da India (TIRKEY & ADHIKARY, 2006; VINOTH
et al., 2017), do Ira (HOKMOLLAHI et al., 2017) e da Australia (WILLIAMS & BUDEL,
2012).

Observacoes: Presente em amostra em cultivo e ambiental.

Pontos de ocorréncia: BSF1.

Porphyrosiphon notarisii Kiitzing ex Gomont (Figuras 7D-G)

Filamentos 26,0-30,0 um de didm., bainha avermelhada, lamelada paralelamente nos

espécimes da natureza e 14,0-15,0 um de didm., bainha incolor ou amarelada, ndo lamelada nos
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espécimes cultivados; células mais largas do que longas, 11,0-13,0 um de compr. e 18,0-23,0
um de didm.; célula apical hemisférica a cilindrico-arredondada (16,0-18,0 um de compr. e 16,0
um de diam.); conteudo celular azul-esverdeado, homogéneo, granulos evidentes; hormogonios

morfologicamente idénticos ao tricoma de origem, bainha fina, aderida as células, incolor.

Comentarios: Os dados morfologicos e ecologicos dos espécimes estudados coincidem
com os de Porphyrosiphon notarisii Kiitzing ex Gomont, que provavelmente ¢ uma espécie
cosmopolita (KOMAREK & ANAGNOSTIDIS, 2005), tendo sido registrada em crostas da
Africa (ULLMAN & BUDEL, 2003) e da Australia (WILLIAMS & BUDEL, 2012). No Brasil,
a ocorréncia da espécie foi registrada em solos do estado de Sdo Paulo (SANT’ANNA &
AZEVEDQ, 1995), no Cerrado mineiro e na Caatinga paraibana (MACHADO-DE-LIMA et
al.,2019; MACHADO-DE-LIMA et al., 2021).

Embora a identidade genética da sequéncia parcial de 410 pb do gene 16S rRNA seja de
97,8% com P. annulatus Kim et al., espécie descrita a partir de populacdo habitante de solos
umidos da Coréia do Sul (KIM et al., 2022), as caracteristicas morfologicas e ecoldgicas sao
mais coincidentes com as descritas para P. notarisii, que exibe caracteristicas altamente
adaptadas a ambientes secos e de alta irradiancia, como a produ¢do de grande quantidade de
pigmentos fotoprotetores e de EPS. Além disso, P. notarisii ja foi registrada em crostas da

Caatinga (MACHADO-DE-LIMA et al.,, 2021).
Observacoes: Presente em amostra em cultivo e ambiental.

Pontos de ocorréncia: Todos os pontos amostrados.
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Figura 7. A. Microcoleus aff. subtorulosus. B-C. Microcoleus aff. lacustris. D-E. Porphyrosiphon notarisii em
cultivo. F-G. Porphyrosiphon notarisii em crosta. Barras de escala: 10 um.

Fonte: Autor.

Ordem Coleofasciculales

Familia Wilmottiaceae

Wilmottiaceae sp. (Figuras 11A-B)
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Filamentos longos, bainha fina e incolor; tricomas constritos dispostos paralelamente
em feixes com mais de cinco individuos e abertos na extremidade; células isodiamétricas a mais
longas do que largas (10,0-12,0 um de compr. ¢ 10,0 um de diam.); célula apical conico-
arredondada, 13,0-15,0 um de compr. e 10,0 um de didm.; contetido celular azul-esverdeado,

homogeéneo, granulos evidentes.

Comentarios: A sequéncia parcial do gene 16S rRNA demonstrou 94,13% de
identidade com cianobactérias nao cultivadas de comunidades hipoliticas do nordeste da
Australia (TRACY et al., 2009) e 93,89% com Pycnacronema brasiliensis Martins & Branco,
isolada de crostas biologicas do Cerrado (MARTINS, MACHADO-DE-LIMA & BRANCO,
2019). Porém, as caracteristicas morfologicas se assemelham as descritas para as familias
Microcoleaceae e Coleofasciculaceae principalmente quanto a formacao de feixes de tricomas
e divergindo, porém, na dimensao das células. Tais familias sdo filogeneticamente proximas
(STRUNECKY, IVANOVA & MARES, 2023) e tém representantes com ocorréncias
registradas em crostas biologicas de solo do mundo todo (TRACY et al., 2010; BAKIEVA et
al., 2012; PUSHKAREVA et al., 2018).

Em contrapartida, a maior identidade genética obtida se d4 com um representante de
Wilmottiaceae e, desta forma, optou-se por identifica-la apenas em nivel de familia, uma vez
que a sequéncia obtida ndo tem resolucdo suficiente para identificagdo em nivel genérico e

especifico.

Pycnacronema conicum Martins & Branco (Figuras 11C-D)

Filamentos longos e isolados, bainha fina, incolor e granulosa; células isodiamétricas a
mais longas do que largas (7,0-8,3 um de compr. e 7,0 um de didm.); c€lula apical hemisférica
(11,0-13,0 um de compr. e 7,0 pm de didm.); conteudo celular verde-palido, homogéneo,

granulos muito evidentes.

Comentarios: A morfologia observada se assemelha a descrita para Pycnacronema
conicum Martins & Branco, espécie isolada de amostras de casca de arvore do campus da
UNESP (MARTINS, MACHADO-DE-LIMA & BRANCO, 2019), com algumas diferengas,
tais como a granulacdo da bainha e a coloracdo das células. Adicionalmente, a anélise da
sequéncia de 1487 pb do gene 16S rRNA garante 99,19% de identidade com P. conicum,

confirmando ser uma linhagem da espécie em questao.
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A andlise da estrutura secundaria do ITS (Figura 8) revelou que a regido D1-D1’ (Figura
8A) possui numero de pares de bases semelhantes ao descrito para a espécie, assim como a
presenca de um /loop terminal (MARTINS, MACHADO-DE-LIMA & BRANCO, 2019).
Entretanto, um loop pequeno ao longo da estrutura esta ausente e uma uracila foi substituida

por uma adenina na sequéncia da base da estrutura (5°GACCA...AGGUC3").

Em contrapartida, a regioes BoxB (Figura 8B) e V3 (Figura 8C) se mostraram idénticas
as de P. conicum NR 177910, linhagem de maior similaridade com a isolada, incluindo a

presenca do transportador tRNA"® (MARTINS, MACHADO-DE-LIMA & BRANCO, 2019).

Adicionalmente, as andlises filogenéticas comprovaram a alta identidade da linhagem
isolada com a espécie em questdo, agrupando-as em um mesmo clado com um alto valor de

suporte de ambas as andlises (Figura 10).
Observacdes: Presente em cultivo.

Pontos de ocorréncia: FLO1.
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Figura 8. Comparag@o das estruturas secundarias das regides D1-D1' (A), BoxB (B) ¢ V3 (C) do ITS de
Pycnacronema conicum.
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Fonte: Autor.

Gracilinea arenicola Machado-de-Lima & Branco (Figuras 11E-F)

Filamentos longos, flexuosos, bainha fina e incolor; tricomas deslizantes, dispostos
paralelamente em feixes com mais de cinco individuos e abertos na extremidade; células

isodiamétricas a mais longas do que largas (7,0-9,0 pm de compr. e 7,0 um de didm.); célula
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apical conico-arredondada, 11,0 um de compr. e 7,0 um de diam.; contetudo celular esverdeado,

homogéneo, sem granulos evidentes.

Comentarios: As caracteristicas morfologicas observadas se assemelham as descritas
para Gracilinea arenicola Machado-de-Lima & Branco, espécie isolada de crostas biologica de
Caatinga (MACHADO-DE-LIMA & BRANCO, 2020), mesmo bioma de estudo do presente
trabalho, assim como a sequéncia de 1487 pb do gene 16S rRNA, que se mostrou 97,43%

idéntica ao da espécie em questao.

Na analise da estrutura secundaria do ITS (Figura 9), o dominio D1-D1’ (Figura 9A) se
mostrou idéntico ao descrito para a linhagem de maior identidade, com excecdo da presenca de
um /oop terminal grande. O mesmo ocorreu com o dominio BoxB (Figura 9B), com exce¢ao
da auséncia de um loop grande ao longo da estrutura, e com V3 (Figura 9C) (MACHADO-DE-
LIMA & BRANCO, 2020). Com relagdo aos transportadores, apenas o tRNA" foi encontrado

assim como na espécie-tipo do género.

Além das analises morfologicas e ecoldgicas e das estruturas secundarias do ITS, a
filogenia comprovou a identidade da linhagem isolada com G. arenicola MT311246,

agrupando-as em um mesmo clado com alto suporte de ambas as anélises feitas (Figura 10).
Observacoes: Presente em cultivo € no ambiente.

Pontos de ocorréncia: FLO2; BSF3.
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Figura 9. Comparag¢do das estruturas secundarias das regides D1-D1' (A), BoxB (B) e V3 (C) do ITS de

Gracilinea arenicola.
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Figura 10. Arvore consenso baseada em Maxima Verossimilhanga da ordem Coleofasciculales. Setas: linhagens
isoladas. *: valores de suporte maiores que 0.7 de probabilidade posterior e 70% de bootstrap. -: valores de
suporte menores que 0.7 de probabilidade posterior ¢ 70% de bootstrap.
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Figura 11. A-B. Wilmottiaceae sp. C-D. Gracilinea arenicola. E-F. Pycnacronema conicum. Barras de escala: 10

Fonte: Autor.

Ordem Nostocales

Familia Scytonemataceae
Scytonema hyalinum Gardner (Figura 12A)

Filamentos espessos (13,0-15,0 um de didm.); bainha espessa, amarelada ou castanha;
ramificagOes falsas morfologicamente idénticas ao tricoma principal; células mais largas do que
longas, 10,0-12,0 um de compr., 16,0 um de didm.; célula apical hemisférica; conteudo celular
azul-esverdeado, homogéneo, sem granulos evidentes; heterdcitos intercalares, cilindricos ou

cubicos (14,0-15,0 um de diam.).

Comentarios: Os espécimes estudados possuem caracteristicas morfologicas e
ecoldgicas comuns a Scytonema hyalinum Kiitzing, assim como alta identidade genética

(98,2%) da sequéncia parcial de 336 pb do gene 16S rRNA.

Hé muitos registros de S. hyalinum ocorrendo em crostas bioldgicas de solo, sendo
muitas vezes considerados componentes-chave destas comunidades, dependendo do ambiente
(RIVERA-AGUILAR et al, 2006), uma vez que apresentam adaptagdes para ambientes

extremos e capacidade de fixagdo de nitrogénio. A ocorréncia desta espécie em crostas se da de



45

forma ampla, tendo sido encontrada em desertos (BHATNAGAR et al., 2008) e bosques
(Vinoth et al., 2017; 2019) da india, no Cerrado e Caatinga brasileiros (MACHADO-DE-LIMA
et al., 2019; 2021) e em ambientes da América do Norte ¢ da Africa (WEBER, BUDEL &
BELNAP, 2016).

Observacoées: Presente em cultivo ¢ no ambiente.

Pontos de ocorréncia: Todos os pontos amostrados.

Familia Nostocaceae
Nostoc sp.1 (Figuras 12B-D)

Colonias amorfas, mucilagem hialina; células esféricas ou em forma de barril (5,0-7,0 um de
compr. e 6,0-8,0 um de diam.); célula apical hemisférica, 7,0 pm de compr. e 6,0 um de diam.;
conteudo celular verde-claro, homogéneo, granulos ausentes; heterdcitos ovais (8,0 de compr.
e 8,0 de diam.), terminais, com um poro em apenas uma das extremidades; acinetos ndo

observados.

Comentarios: A sequéncia parcial do gene 16S rRNA (416 pb) obtida demonstrou
99,04% de identidade com o género Nostoc, apesar de também ter mostrado alta identidade

com Dendronalium e Coleospermum (98,8%).

As caracteristicas morfoldgicas e ecologicas se assemelham mais com o descrito para
Nostoc, uma vez que Dendronalium caracteriza-se por apresentar tricomas entrelacados ou
emaranhados, divergindo do observado na linhagem estudada, assim como a ecologia, ja que
D. phyllosphericum Alvarenga et al. foi isolada de &rvores de biomas umidos brasileiros
(ALVARENGA et al., 2021) e D. spirale Pal et al. isolada de solos imidos da India (PAL et al.,
2024).

O mesmo ocorre com relagdo ao género Coleospermum, com o qual hd divergéncias
ecoldgicas, ja que C. goeppertianum Kirchner ex Frank, unica espécie descrita, foi isolada de
corpos d’adgua doce, e morfologicas, com o género em questdo apresentando tricomas
heteropolares, com heterdcitos terminais e apice muito acuminado, caracteristico das familias
Leptobasaceae (a qual pertence) e Rivulariaceae (STRUNECKY, IVANOVA & MARES,
2023).
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Contudo, a ndo observagdo de acinetos torna invidvel a identificacdo precisa em nivel

especifico.
Observacao: Presente em cultivo ¢ no ambiente.

Pontos de ocorréncia: BSF1.

Nostoc sp.2 (Figuras 12E-F)

Colonias esféricas, ovais ou irregulares, mucilagem incolor ou verde-amarelada;
tricomas constritos, curtos e flexuoso; células em forma de barril, isodiamétricas a mais longas
do que largas (5,0-7,0 pm de compr. e 5,0 um de didm.); célula apical hemisférica, 5,0 um de
diam.; contetido celular com coloracdo esverdeada de tonalidade varidvel, homogéneo e

granulos evidentes; acinetos e heterocitos ndo observados.

Comentarios: A sequéncia parcial de 416 pb do gene 16S rRNA obtida mostrou
identidade de 99,5% com Nostoc commune Vaucher ex Bornet & Flahault, espécie tida como
cosmopolita ¢ de extrema importdncia para a estruturacdo das crostas biologicas de solo
(BUDEL et al., 2016), tendo sido, inclusive, encontrada previamente no Cerrado brasileiro
(MACHADO-DE-LIMA, 2016). Apesar disso, a pequena quantidade de bases sequenciadas,
juntamente com a auséncia de heterdcitos e acinetos, tornam inviaveis a confirmacao precisa

da espécie a que a linhagem pertence.
Observacao: Presente em cultivo ¢ no ambiente.

Pontos de ocorréncia: FLOS5.
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Figura 12. A. Scytonema hyalinum. B-D. Nostoc sp.1. E-F. Nostoc sp.2. Setas: heterocitos. Barras de escala: 10
pm.

Fonte: Autor.
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Nostoc sp.3 (Figuras 13A-C)

Colonias esféricas ou amorfas, mucilagem amarelada; tricoma constrito; células em
forma de barril, isodiamétricas a mais longas do que largas (7,0-8,0 um de compr. € 7,0 um de
diam.); célula apical esférica 8,0 um de compr. e 7,0 um de diam.; contetdo celular verde-
amarronzado, homogéneo, granulos ausentes; heterocitos terminais esféricos isodiamétricos

(8,0 de compr. e 8,0 de diam.); acinetos ndo observados.

Comentarios: A sequéncia parcial (421 pb) do gene 16S rRNA obtida mostrou
identidade de 98,1% com Nostoc e de 97,86% com Desikacharya e, apesar da pouca quantidade
de pares de base sequenciadas e da observacdo de poucos heterdcitos € nenhum acineto, as
demais caracteristicas morfologicas da linhagem isolada reforcam a maior semelhanca com o
primeiro género, uma vez que ndo foi observado nenhum tricoma espiralado, caracteristico do

segundo género (KABIRNATAJ et al., 2020).
A falta de acinetos impossibilita a identificacao especifica.
Observacao: Presente em cultivo ¢ no ambiente.

Pontos de ocorréncia: BSF5.

Nostoc sp.4 (Figura 13D-F)

Colonias amorfas, mucilagem acastanhada; tricomas constritos, curtos e flexuoso;
células em forma de barril a esféricas (5,0-7,0 um de compr. ¢ 5,0-6,0 um de diam.); célula
apical conico-arredondada, 7,0 um de compr. e 5,0 um de didm.; contetido celular com
amarronzada de tonalidade varidvel, homogéneo e granulos pouco evidentes; heterdcitos

intercalares ovais ou esféricos (5,0-7,0 de compr. e 6,0-7,0 de didm.); acinetos ndo observados.

Comentarios: A sequéncia parcial do 16S rRNA (395 pb) obtida para esta linhagem ¢
97,16% idéntica aos géneros Nostoc e Compactonostoc, porém as caracteristicas morfologicas
e, principalmente, ecoldgicas sdo mais semelhantes as descritas para o primeiro tdxon, uma vez
que C. shennongjianese Cai & Li, inica espécie do género, foi isolada de pareddes rochosos
umidos de uma regido temperada da China (CAI & LI, 2019), ambiente divergente ao da

linhagem estudada. A falta de acinetos impossibilita a identificagdo especifica.
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Observacao: Presente em cultivo ¢ no ambiente.

Pontos de ocorréncia: BSF7.

Figura 13. A-C. Nostoc sp.3. D-F. Nostoc sp.4. Setas: heterocitos. Barras de escala: A; D: 50 um. B; C; E; F: 10

Fonte: Autor.
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5.3. Potencial de producio de toxinas

Nao houve a amplificagdo do gene mcyE em nenhum dos isolados, sugerindo que

nenhuma das linhagens € potencialmente produtora de microcistina.

Por outro lado, na analise de presenca do gene sxt4, comum em cianobactérias
produtores de saxitoxinas, foi obtido resultado positivo para Pycnacronema conicum e
Microcoleus aff. lacustris (Figura 14). Porém, as analises posteriores com primers
complementares e mais especificos para detec¢ao de sxt4 e de sxt/ foram negativas para ambos
os genes. Devido a isso, os resultados obtidos no primeiro momento podem ser amplificagdes
de outros genes envolvidos na expressdo de outras moléculas das proprias cianobactérias

estudadas ou de outras bactérias associadas a elas no cultivo.

Figura 14. Eletroforese do produto de PCR do gene sxtA de algumas das linhagens estudadas. Pyc:
Pycnacronema conicum. Mic: Microcoleus aff. lacustris.

Fonte: Autor.

Desta forma, nenhuma das linhagens estudadas possui, efetivamente, nenhum dos genes
propostos envolvidos na producao das toxinas estudadas. Neste contexto, a auséncia de cepas
potencialmente toxicas em crostas bioldgicas de solo se mostra benéfica para o ambiente, ja
que, embora haja poucos estudos dedicados a investigar a producdo de toxinas por
cianobactérias de solo, sabe-se que algumas espécies terrestres, tais como Anabaena laxa Braun
(FRANKMOLLE et al., 1992) e Microchaete loktakensis Briih & Biswas (BONJOUKLIAN et

al., 1996), sdo capazes de produzir tais substancias.
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Contudo, a auséncia de espécies potencialmente téxicas vivendo no solo ndo exclui, de
fato, a presenga das toxinas no ambiente, uma vez que o contato com dgua contaminada também
sirva de veiculo para a contaminacao (SAQRANE & OUDRA, 2009). Tal fato pode justificar a
presenca destes contaminantes, mesmo onde nao ha potenciais produtores
(CHATZIEFTHIMIOU, BANACK & COX, 2021) e, embora haja escassez de estudos na area,
Martins & Vasconcelos (2011) sugerem, como principal consequéncia, a biomagnificagdo das
cianotoxinas ao longo da cadeia alimentar, na qual se inserem através da absor¢ao pelas raizes

das plantas.

Adicionalmente, os metabolitos toxicos, quando absorvidos, também podem trazer
danos aos vegetais como causar estresse oxidativo severo, afetar a captagdo de minerais do solo,
reduzir taxa de germinacdo de sementes em decorréncia da atividade alelopética e causar mal
formagdes em tecidos jovens (CORBEL, MOUGIN & BOUAICHA, 2014; MILLER &
RUSSELL, 2017; REDOUANE et al., 2019).

6. Conclusao

O levantamento taxonomico realizado no presente trabalho revelou a presenga taxons ja
conhecidos para outras areas da Caatinga, assim como a ocorréncia de géneros e espécies
potencialmente, novas. Também foi possivel constatar a ocorréncia de alguns tdxons que ja
foram registrados em outros biomas semelhantes ao do estudo em outras regides do mundo,
agregando ainda mais conhecimento a respeito da distribuicao ecoldgica das espécies e para a
taxonomia das cianobactérias. Contudo, devido a complexidade das avaliagdes e a algumas
dificuldades na obtengdo dos dados, mais estudos sdo necessarios para complementar as

informacodes taxondmicas obtidas, a fim de conferir maior robustez aos resultados produzidos.

Quanto a producao de toxinas, estudos mais aprofundados utilizando-se um conjunto
mais amplo de genes e uma variedade maior de toxinas, assim como a analise da producgao
efetiva e a presenca destes metabolitos no solo sdo necessarios. Isto sera importante para atestar,
ou excluir, a capacidade de producao desses produtos pelas cianobactérias de crostas biologicas,

além de avaliar os potenciais riscos ao ambiente e aos organismos ali presentes.

Desta forma, ha perspectiva de dar continuidade aos estudos aqui iniciados, visando
melhorar os dados jé& obtidos e produzir os que ainda faltam, principalmente para a identificagao

das espécies. As crostas bioldgicas da Caatinga sdo ainda pouco estudadas, mas demonstram
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potencial para aplicagdes praticas em trabalhos de protecdo e restauracdo ambiental. Para que
estas iniciativas sejam bem-sucedidas, ¢ necessario o conhecimento adequado da composi¢ao
taxondmica das crostas das diferentes regides, principalmente quanto aos componentes
cianobacterianos, seus principais integrantes. Considerando-se a grande diversidade de
cianobactérias nestas comunidades e a provavel presenca de inumeros taxons ainda
desconhecidos, o detalhamento dos trabalhos, bem como a ampliacdo das areas de estudo, sdo

iniciativas desejaveis e recomendadas.
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