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RESUMO

Introdugao: Os liquens s3o organismos perenes amplamente distribuidos em diversos
substratos, como rochas, troncos de arvores e solo. Sua morfologia varia conforme o ambiente,
apresentando talos crostosos, esquamulosos, dimoérficos, gelatinosos e foliosos. Além de sua
relevancia ecoldgica, destacam-se como bioindicadores da qualidade ambiental e produtores de
diversos metabolitos secundarios. Objetivo: Este estudo visa analisar a diversidade
morfoestrutural e funcional de liquens em municipios da Amazdénia maranhense. Metodologia:
A pesquisa foi realizada nos municipios de Anajatuba e Morros, Maranhdo, com coletas em
areas de diferentes niveis de conservagdo ambiental. Foram coletadas 68 amostras de liquens,
sendo 48 no municipio de Morros e 18 em Anajatuba, provenientes de diferentes substratos. As
amostras foram devidamente armazenadas e identificadas com base em uma abordagem de
taxonomia integrativa, utilizando avaliagao morfoldgica e quimica. Um cianoliquen do género
Leptogium (ANA13) teve seu metagenoma sequenciado na plataforma AVITI. A qualidade das
sequéncias foi avaliada com FastQC e Trimmomatic, e a montagem das reads foi realizada com
metaSPAdes, seguida pela andlise de qualidade da montagem. A identificagdao de agrupamentos
génicos biossintéticos foi conduzida utilizando antiSMASH. O binning foi realizado utilizando
os programas MetaBAT2, MaxBin2 CONCOCT e analisados pelo DAS Tool. A analise
taxonomica foi realizada com Kaiju e GOTTCHA2. Por fim, foi conduzidas analises
taxondmicas e funcionais do MAGO1 Resultados: A anélise taxondmica das amostras revelou
uma diversidade significativa de liquens nos municipios de Anajatuba e Morros, com
predominancia de formas crostosas, foliosas e filamentosas. Em Anajatuba, destacaram-se os
géneros Cryptothecia, Coenogonium, Leptogium, Phyciella e Heterodermia, além de
representantes da familia Graphidaceae. Em Morros, foi observada uma comunidade liquénica
ainda mais diversa, com ocorréncia dos géneros Cryptothecia, Coenogonium, Cladonia,
Coccocarpia, Lepraria, Leptogium e Parmotrema, bem como representantes das familias
Physciaceae, Parmeliaceae e Caliciaceae. A analise metagenomica da amostra ANA13 revelou
uma comunidade microbiana funcionalmente diversa, com abundancia de genes relacionados a
biossintese de metabolitos secundarios, totalizando 218 agrupamentos de genes biossintéticos,
sendo 102 bacterianos e 116 fungicos, principalmente dos tipos NRPS, T1PKS e terpenos. As
analises taxondmicas do metagenoma confirmaram a associagdo simbidtica entre Leptogium e
Nostoc. O binning permitiu recuperar um genoma quase completo (99,56%) e com 3,59% de
contaminac¢do, posteriormente identificado pertencente ao género Nosfoc, contendo 8.649
sequéncias codificantes associadas a multiplas vias metabdlicas. Conclusido: Os resultados
obtidos demonstram a expressiva diversidade liquénica presente na Amazonia maranhense,
refor¢ando a importancia desses ambientes para a conservagao da biodiversidade e com enorme
potencial biotecnologico. Este estudo representa uma contribuicdo inédita para o conhecimento
dos liquens da regido, ao registrar pela primeira vez a ocorréncia do género Leptogium no
estado, além da recupera¢do de um genoma de Nosfoc simbidtica. A analise metagendmica
revelou uma rica diversidade metabolica, evidenciando a relevancia desses organismos tanto
para o Maranhdo quanto para o entendimento da diversidade microbiana da Amazdnia
brasileira.

Palavras-chave: Agrupamentos génicos, ecossistemas liquénicos, fungos liquenizados,

metagenomica.
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1. REFERENCIAL TEORICO

1.1. Liquens

Os liquens representam uma relag@o simbidtica fascinante e complexa, principalmente
entre fungos e parceiros fototroficos. Essa associagdo Uinica permite que os liquens prosperem
em ambientes diversos, contribuindo significativamente para a biodiversidade e o
funcionamento do ecossistema. A dinamica intrincada da simbiose dos liquens € ressaltada por
varios estudos que exploram os aspectos ecologicos, evolutivos e fisiologicos desses
organismos. A diversidade de fungos formadores de liquens ¢ notavel, com a classe
Lecanoromycetes abrangendo mais de 80% das espécies de liquens globalmente (Nguyen et al.,
2023).

Os liquens constituem um dos exemplos mais notdveis de simbiose na natureza,
resultando, em sua maioria, da associacdo mutualistica entre um fungo (micobionte) e um
organismo fotossintetizante (fotobionte), que pode ser uma alga verde ou uma cianobactéria.
Além desses organismos centrais do liquen, esse ecossistema pode conter outros fungos
associados (liquenicolas e endoliquénicos), bactérias, como as do filo Actinobacteria, fagos
(virus de bactérias) e protozodarios, entre outros organismos que podem encontrar abrigo nesses
ecossistemas (Liu, Qing et al., 2013; Zhang, Tao et al, 2015; Banchi et al, 2018;
Tagirdzhanova; Saary; Cameron; Garber; Diaz Escandon; ef al., 2023).

Essa interacao simbidtica permite que os liquens colonizem uma ampla diversidade de
habitats, inclusive aqueles caracterizados por condi¢des ambientais extremas, cCOmo escassez
de 4gua, temperaturas elevadas ou baixas e alta exposi¢do a radiacdo solar. Ao longo de sua
evolucdo, esses organismos desenvolveram interagdes ecologicas e adaptagdes
morfofisiologicas complexas que favorecem sua sobrevivéncia e distribuicdo em ecossistemas
variados, desde desertos a florestas tropicais umidas (Skaer, 1997; Grube; Wedin, 2016;
Gagunashvili; Andrésson, 2018; Grimm et al., 2021).

Esses organismos apresentam uma notavel diversidade morfologica. A unidade
estrutural fundamental, o talo, varia significativamente entre as espécies, sendo classificada em
diferentes tipos morfoldgicos: crostoso, filamentoso, folioso, fruticoso, esquamuloso, dimoérfico
e gelatinoso (Figura 1). Cada tipo reflete adaptagdes especificas as condi¢cdes ambientais e

estratégias eficientes de aquisi¢do de recursos, evidenciando processos evolutivos que

12
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influenciaram a adaptacdo desses organismos a diferentes ambientes e substratos (Grube;

Wedin, 2016; Kosecka et al., 2024a)

Figura 1. Diferentes morfologias dos liquens. (A) Filamentoso, (B) crostoso, (C) folioso, (D)

dimorfico, (E) fruticoso, (F) gelatinoso.

Autor(a): Acervo GB? (2025)

A selegdo de substratos ¢ fundamental para a ecologia dos liquens, influenciando tanto
sua distribui¢do quanto sua diversidade. Os liquens sdo frequentemente classificados com base
em suas preferéncias de substrato - liquens corticicolas prosperam na casca das arvores, liquens
saxicolas preferem rochas e liquens terricolas crescem no solo (Rosa; Warke; Smith, 2012;
Bhagarathi et al., 2023). As propriedades quimicas e fisicas especificas desses substratos, como
textura, reten¢do de umidade e disponibilidade de nutrientes, afetam o crescimento do liquen e
a estrutura do ecossistema liquénico (Favero-Longo; Piervittori, 2010; Thakur; Shrikhandia;
Kumar, 2022). Por exemplo, as arvores vivas geralmente fornecem microhabitats benéficos
com condi¢cdes adequadas para liquens epifitos, enquanto a madeira morta pode suportar
diversos liquens epixilicos (Spribille et al., 2008; Sinichkin; Dimitriev, 2019).

Os liquens crostosos, que crescem firmemente aderidos ao substrato, exibem adaptagdes

que lhes permitem resistir a dessecacdo e a condigdes extremas, retendo com eficiéncia a

13
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umidade e os nutrientes em seus talos. Adaptagdes morfologicas, como a espessura do talo e a
estrutura da superficie, tém sido diretamente associadas a capacidade de retencdo hidrica,
crucial para a sobrevivéncia em ambientes aridos (Matos et al., 2015). Os liquens foliosos,
caracterizados por suas estruturas semelhantes a folhas, sdo capazes de absorver agua do
orvalho e da chuva, enquanto os liquens fruticosos, com aparéncia ramificada e volumosa,
geralmente aproveitam a umidade transportada pelo vento (Gauslaa, 2014).

O micobionte, tipicamente pertencente aos filos Ascomycota ou Basidiomycota, assume
um papel protetor, oferecendo ao fotobionte um ambiente estavel, enquanto fornece nutrientes
extraidos do substrato. Essa associacdo permite que o liquen prospere em nichos ecologicos
onde nenhum dos parceiros poderia sobreviver sozinho. As adaptacdes estruturais que ocorrem
como resultado dessa simbiose permitem que os liquens suportem a dessecagdo e a extrema
variabilidade nas condi¢des de temperatura e luz. Por exemplo, as redes de hifas do micobionte
podem criar microhabitats que protegem contra condi¢des climdticas adversas e otimizam o
acesso do fotobionte a luz e a umidade (Wagner et al., 2009; Sonina; Androsova, 2020).

O fotobionte, que pode ser uma alga verde ou cianobactéria, ¢ o responsavel pela
fotossintese, convertendo a luz solar em energia que alimenta o crescimento do liquen. O tipo
especifico de fotobionte influencia as caracteristicas ecologicas do liquen e a producao de
compostos bioativos. Pesquisas indicam que muitos liquens abrigam membros do género
Trebouxia (Alga verde unicelular) como seus fotobiontes primarios, os quais desempenham um
papel crucial na eficiéncia fotossintética e na adaptacao a estresses ambientais (Wagner ef al.,
2009; Smith et al., 2020a). As diversas caracteristicas fisioldgicas exibidas pelo fotobionte
também afetam a capacidade do liquen de tolerar estressores ambientais, como radiacdo UV e
poluentes (Hauck et al., 2008; Asplund; Wardle, 2017).

Estudos destacam as intrincadas conexdes entre o micobionte e o fotobionte, sugerindo
uma interagdo ecologica complexa, na qual ambos os parceiros contribuem com nutrientes
essenciais para a sobrevivéncia mutua. Essa relagdo mutualistica estende-se a outros
microrganismos presentes no talo liquénico, frequentemente referidos como o micobioma do
liquen. O micobioma influencia diretamente o metabolismo do liquen e pode aumentar sua
resiliéncia frente a desafios ambientais, evidenciando que os liquens sdo, em esséncia,
holobiontes compostos por multiplas espécies interativas (Yang et al., 2023, 2024). Essa

complexidade ressalta a importdncia de uma compreensdo mais abrangente da ecologia
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liquénica e das relagdes simbidticas envolvidas (Smith et al., 2020a).

A capacidade de fixar o nitrogénio atmosférico (N2) contribui significativamente para o
enriquecimento de nitrogénio em diversos habitats, incluindo ambientes pobres em nutrientes e
regides extremas. Estudos indicam que os liquens desempenham um papel relevante nesse
processo, principalmente por meio da atividade de cianobactérias associadas, como aquelas do
género Nostoc, reconhecidas por sua capacidade de fixac¢ao biologica de N2 (Porada et al., 2013;
Chen, Che-Chih et al., 2025). Além disso, sdo fonte de alimento para diversos organismos, €
destacam sua relevancia na promocao da biodiversidade e na manutencdo da satde dos
ecossistemas (Valdivia; lannacone, 2022, 2023)

O estabelecimento e a adaptacdo bem-sucedidos dos cianoliquens sdo amplamente
influenciados pelas interagdes simbidticas entre micobiontes (fungos) e fotobiontes
(cianobactérias), destacando a importancia ecologica desses organismos na ciclagem de
nutrientes e na formacao de habitats (Coca ef al., 2012). Pesquisas indicam que cianoliquens,
como os do género Peltigera Willd., podem fixar nitrogénio atmosférico em taxas superiores a
briofitas (Gavazov et al., 2010). Os simbiontes cianobacterianos da familia Nostocaceae estao
frequentemente envolvidos nesses processos, desempenhando um papel crucial na formacao e
manutenc¢do de diversas comunidades de liquens (Weeraphan et al., 2023).

O género Nostoc abrange uma grande diversidade de espécies que se destacam por sua
morfologia singular, propriedades funcionais, relagdes bidticas e ampla distribuicdo em
diferentes habitats (Gagunashvili; Andrésson, 2018). Os representantes desse género
apresentam filamentos compostos por células fotossintéticas normais e heterocistos fixadores
de N, além de formarem periodicamente acinetos resistentes para sobrevivéncia e filamentos
moéveis (hormogonios) para reprodugdo (Brenes-Alvarez et al., 2021; Hata et al., 2022). Esses
microrganismos podem formar colénias macroscopicas ou microscopicas, sendo comuns em
ambientes terrestres e aquaticos (Potts, 2002). Algumas espécies de Nostoc sao de vida livre,
enquanto muitas outras estabelecem associagdes simples ou obrigatorias com plantas e fungos
terrestres, como nos liquens (Gagunashvili; Andrésson, 2018; Prieto, Maria et al., 2023)

Espécies do género Nostoc tém sido identificadas como produtoras de metabolitos
secundérios com potenciais efeitos toxicos (Nowruzi ef al., 2012; Nowruzi; Porzani, 2020).
Alguns representantes desse género sintetizam compostos semelhantes as microcistinas. Em

associacdo com cianoliquens, ja foi identificada a producdo de microcistinas, indicando um
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amplo espectro de riscos associados a sua proliferagdo em ambientes aquaticos e terrestres
(Kaasalainen et al., 2009; Krzton et al., 2016). A variabilidade na produgdo de microcistinas
entre diferentes cepas de Nostoc ¢ influenciada por diversos fatores, como a disponibilidade de
nutrientes, flutuacdes de temperatura e condi¢des de estresse, especialmente a intensidade
luminosa (Kurmayer, 2011; Wannicke; Herrmann; Gehringer, 2021). Por exemplo, o estudo
conduzido por Kurmayer (2011), evidenciou taxas elevadas de producao de microcistinas sob
condigdes de estresse, demonstrando as respostas adaptativas do género Nostoc as pressoes
ambientais (Kurmayer, 2011).

Os liquens demonstram adaptagcdes morfologicas especializadas e mantém relagdes
ecologicas intrincadas com a flora e a fauna dos ambientes onde ocorrem. A interagdo entre
fatores abidticos, como luz, umidade e temperatura, e as respostas morfologicas dos liquens
oferece informacdes relevantes sobre suas estratégias evolutivas. Por exemplo, mudangas
climaticas que afetam a disponibilidade de umidade podem provocar alteragdes observaveis na
composi¢cao ¢ na morfologia dos ecossistemas liquénicos (Lalley et al., 2006; Divakar et al.,
2013). Essas respostas bidticas evidenciam como os liquens podem atuar como indicadores de

mudancas ambientais, tornando-se ferramentas eficazes para o monitoramento ecoldgico.

1.2. Liquens como bioindicadores ambientais

Para compreender os liquens ¢ fundamental analisar seu papel ecologico, a composi¢ao
dos ecossistemas liquénicos e sua distribui¢do em diferentes substratos. Além disso, estudos
sobre a diversidade de liquens em distintas regides fornecem informagdes relevantes sobre os
fatores que influenciam sua distribuicdo (Bhagarathi et al., 2022; Sigit et al., 2022). A
importancia dos liquens no biomonitoramento ¢ reforcada por sua ampla distribuigdo,
ocorréncia e pela interpretagao dos dados de diversidade liquénica para fins de avaliagdo
ambiental (Giordani; Brunialti, 2015; Santos, 2015; Costa, 2018).

Os liquens desempenham um papel crucial na avaliagio ambiental devido a sua
capacidade de acumular contaminantes e responder a mudangas nas condi¢cdes ambientais.
Estudos demonstram que esses organismos atuam como bioindicadores da qualidade do ar, uma
vez que absorvem poluentes diretamente por sua superficie, refletindo assim a saude do
ecossistema local (Hawksworth; Iturriaga; Crespo, 2005; Ochoa-Jiménez et al., 2015). Por

exemplo, sua presenca e diversidade geralmente indicam baixos niveis de contaminagdo
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atmosférica, enquanto sua escassez ou auséncia pode sugerir condi¢des ambientais adversas,
como altos niveis de poluentes ou degradagdo do habitat (Silva, 2019).

Além disso, os liquens sdo especialmente uteis em regides onde ndo ha equipamentos
sofisticados de monitoramento da qualidade do ar, oferecendo uma alternativa econdmica e
eficaz para a vigilancia ambiental (Cohn-Berger; Quezada, 2016). Sua sensibilidade a poluentes
atmosféricos, como metais pesados e outros compostos toxicos, tem ampliado
significativamente seu uso em estudos de contaminagdo em diversas regides. Pesquisas indicam
que a composi¢ao das comunidades de liquens sofre variagdes em resposta a qualidade do ar,
permitindo aos cientistas avaliar os impactos da polui¢do de forma dindmica e detalhada (Mota
Filho et al., 2007; Ramirez; Valencia, 2020).

Os metais pesados constituem um grupo de poluentes ambientais que tém gerado
crescente preocupacao devido aos seus efeitos adversos sobre a saide humana, a fauna e a flora.
Essa preocupacgao ¢ reforcada pela incapacidade desses elementos de se degradarem, o que
favorece sua bioacumulagdo tanto em organismos quanto no ambiente (Makara; Kummer;
Monego, 2020; Junior; Pereira, 2021). A contaminagdo ambiental por metais pesados, como
chumbo (Pb), mercturio (Hg) e cadmio (Cd), geralmente resulta de atividades antropicas,
incluindo processos industriais, praticas agricolas inadequadas e o descarte irresponsavel de
residuos (Celere et al., 2007; Makara; Kummer; Monego, 2020).

Pesquisas recentes destacam o uso de espécies especificas de liquens como
bioindicadores na avaliagdo da polui¢do atmosférica. O liquen epifito Hypogymnia physodes
(L.) Nyl., por exemplo, ¢ amplamente reconhecido como um indicador confidvel da deposi¢ao
de poluentes atmosféricos, devido a sua alta capacidade de bioacumulagdo e sensibilidade a
contaminantes como metais pesados (Stojanowska et al., 2020). Da mesma forma, estudos
apontam que liquens como Buellia dispersa A.Massal. também sao bioindicadores eficazes,
especialmente na detec¢do da dispersdo de metais pesados em ambientes urbanos (Sims ef al.,
2017). A aplicacdo de liquens em programas de monitoramento ambiental tem se tornado cada
vez mais difundida. Pesquisas realizadas em aterros sanitarios municipais demonstraram que a
diversidade liquénica tende a diminuir com o aumento da proximidade de fontes de poluicao,
corroborando a eficdcia desses organismos como bioindicadores ambientais (Paoli ez al., 2015).

Além da acumulagdo de metais pesados, pesquisas realizadas nos ultimos anos

comprovaram o uso de liquens como biomonitores eficazes para identificagdo de microplasticos
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transportados pelo ar (Figura 2). Devido a sua fisiologia unica e a capacidade de acumular
particulas diretamente da atmosfera, os liquens t€ém sido cada vez mais utilizados em estudos
de monitoramento ambiental. Diversos trabalhos empregaram o biomonitoramento liquénico
para avaliar a deposicdo de microplasticos em diferentes ambientes, desde areas urbanas até
locais influenciados por emissdes provenientes de aterros sanitarios (Loppi et al, 2021;
Jafarova et al., 2022a; Cobanoglu; Ozen, 2024). Esses estudos demonstraram que os liquens
sdo capazes de capturar uma variedade de formas microplasticos, incluindo fibras e fragmentos,
além de identificar composi¢des poliméricas distintas, como polipropileno (PP), polietileno
(PE), cloreto de polivinila (PVC), poliestireno (PS) e tereftalato de polietileno (PET) (Loppi et
al., 2021; Kocakaya et al., 2024). A identificacdo desses tipos de polimeros, destaca o papel
fundamental dos liquens na identificacdo da complexidade das fontes de poluigcao atmosférica

de origem antropogénica (Kocakaya et al., 2024).

Figura 2. Identificagdo de microplasticos em amostras de liquens.
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Autor(a): Ramos, E.C (2025)

A capacidade dos liquens de absorver diretamente compostos do ambiente os torna
eficientes acumuladores de contaminantes transportados pelo ar, fornecendo informagdes sobre
os niveis de polui¢do por microplasticos na atmosfera. Por exemplo, estudos indicaram que os
liquens podem efetivamente capturar microplasticos, como demonstrado em um liquen folioso

Flavoparmelia caperata (L.) Hale em ambientes fortemente influenciados por atividades
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antropicas, como aterros sanitarios (Loppi et al., 2021) e areas industriais (Jafarova et al.,
2022b).

Em ambientes urbanos, onde os poluentes tendem a exercer impactos mais
significativos, os liquens continuam a desempenhar um papel essencial como bioindicadores da
qualidade do ar. Sua presenca e diversidade podem refletir a eficiéncia das medidas de controle
da poluicdo, servindo como referéncia para a avaliagdo da satide ecoldgica urbana (Risti¢ ef al.,
2017; Ramdani; Adjiri; Lograda, 2019; Correa-Ochoa; Vélez-Monsalve; Saldarriaga-Molina,
2021). Notavelmente, a resposta das comunidades liquénicas aos fatores ambientais urbanos
tem motivado iniciativas que buscam utilizar suas capacidades de monitoramento ambiental
para apoiar o planejamento urbano e as avaliagdes de saude publica (Matos et al., 2017; Yang
et al.,2023).

A genOmica ambiental desempenha um papel crucial na compreensdo de como a
variacdo genética influencia as respostas individuais as influéncias ambientais. A anélise
metagendmica ¢ crucial para compreender as caracteristicas gendmicas e especificas das
comunidades microbianas em resposta as mudancas ambientais € compreensao de como 0s
fatores genéticos e ambientais interagem para influenciar a saude e a adaptagdo desses

organismos a diferentes ambientes (Rogel et al., 2020; Singh, 2023).

1.3. Sequenciamento e a Metagenomica

O sequenciamento de DNA passou por uma evolugdo marcante desde o seu
desenvolvimento, culminando em diversas metodologias adaptadas as diferentes necessidades
de pesquisa e aplicagdes clinicas. Inicialmente, o método Sanger, desenvolvido na década de
1970, permitiu o sequenciamento de pequenos fragmentos de DNA e foi crucial para os
primeiros estudos gendmicos. Apesar de sua precisdo, apresentava limitagdes como alto custo
e consumo de tempo, tornando inviavel o sequenciamento de genomas inteiros em larga escala.
A conclusdo do Projeto Genoma Humano em 2003, baseada nesse método, foi um marco na
gendmica, demonstrando o potencial dessas tecnologias para a compreensdo de sistemas
biologicos complexos (Behjati; Tarpey, 2013; Rad, 2017).

A introdugdo das tecnologias de sequenciamento de nova geragao (NGS, do inglés Next
Generation Sequencing), no final dos anos 2000, revolucionou o campo da gendmica. Essas

tecnologias possibilitaram o sequenciamento de genomas completos em um unico dia, com
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significativa redugdo de custos e tempo de processamento (Xie; Guan; Zhou, 2015). O NGS
introduziu o conceito de sequenciamento de alto rendimento, capaz de gerar milhdes de leituras
simultaneamente, permitindo a andlise de variacdes genéticas e mutacdes em populagdes e
espécies (Dolan; Denver, 2008). No contexto clinico, essas tecnologias desempenham um papel
fundamental, especialmente na oncologia, ao identificar alteragdes genéticas em tumores,
contribuindo para a definicdo de estratégias terapéuticas personalizadas (Astolfi et al., 2015;
Munchel et al., 2015).

As plataformas de sequenciamento Illumina ¢ uma tecnologia NGS, oferecendo
caracteristicas unicas que atendem a diferentes necessidades e tipos de aplicagdo. As
plataformas Illumina, especialmente das séries HiSeq e MiSeq, sdo amplamente reconhecidas
por sua capacidade de realizar sequenciamentos de alto rendimento (HTS, do inglés High
Throughput Sequencing), aliada a recursos avancados de multiplexacdo. Essa abordagem
permite o sequenciamento simultdneo de multiplas amostras, o que contribui para maior
eficiéncia e melhor relagao custo-beneficio (Mze et al., 2022, 2023).

O Illumina consolidou-se como uma ferramenta poderosa para pesquisas genomicas,
enquanto o sequenciamento de células individuais (single-cell) permitiu uma andlise detalhada
do genoma de células isoladas, ampliando as aplicagdes da genOmica em areas como
microbiologia, agricultura e biomedicina (Wang, Dong; Hong, 2014; Fauzi et al., 2021).

Os avancos mais recentes vieram com o desenvolvimento de tecnologias de
sequenciamento de leitura longa e de terceira geracao, como o sequenciamento SMRT (Single
Molecule Real-Time Sequencing) da Pacific Biosciences e o sequenciamento de nanoporos da
Oxford Nanopore Technologies. Essas plataformas oferecem vantagens exclusivas, como
leituras mais longas e eliminac¢do da necessidade de amplificacdo inicial do DNA (Raley et al.,
2014; Li, Chenhao ef al., 2016; Wang, Yajun et al., 2024). O sequenciamento de nanoporos,
por exemplo, permite analise em tempo real, fornecendo informagdes gendmicas instantaneas.
Adicionalmente, o sequenciamento PacBio destaca-se pela capacidade de sequenciar regides
gendmicas complexas, como sequéncias repetitivas e modificacdes de bases, sendo
particularmente Util em estudos de isoformas de genes e epigenética (Flusberg et al., 2010;
Rhoads; Au, 2015).

As estratégias de sequenciamento e as abordagens metagendmicas desempenham um

papel fundamental na compreensdo da diversidade e das fun¢des microbianas em diferentes
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ambientes. A metagendmica possibilita a andlise do material genético extraido diretamente de
amostras ambientais, permitindo a investigacdo de comunidades microbianas sem a necessidade
de cultivo, o que evita o viés associado a predominancia de espécies facilmente cultivaveis
(Zhang, 2021). Por ser uma abordagem independente de cultivo, a metagenomica viabiliza a
deteccdo de uma ampla diversidade de genomas microbianos, incluindo aqueles de
microrganismos ndo cultivaveis, que representam uma parcela significativa da microbiota
presente em ambientes naturais (Saltykova et al., 2020).

A metagendmica ¢ um campo em rapida evolugdo que utiliza tecnologias avancadas de
sequenciamento para estudar os genomas coletivos de comunidades microbianas em diferentes
ambientes. Essa abordagem tem revolucionado a compreensdo da diversidade microbiana, de
suas funcdes e das interagcdes nos ecossistemas, incluindo o microbioma humano (Roumpeka
et al., 2017; Zhang, Lu et al., 2021). O sequenciamento de alto rendimento, surgiu como uma
tecnologia transformadora na gendmica, permitindo que pesquisadores sequenciem grandes
quantidades de DNA e RNA com velocidade e precisdo. Essa tecnologia permite o
sequenciamento simultdneo de milhdes de fragmentos, aumentando significativamente o
rendimento em comparagao com métodos tradicionais, como o sequenciamento de Sanger
(Reuter; Spacek; Snyder, 2015; Rong; Liu, 2020; Wang, Shun et al., 2020).

As aplicagdes clinicas da metagenomica tém ganhado destaque, especialmente devido
ao seu potencial em fornecer diagnosticos rapidos e precisos em contextos em que os métodos
tradicionais de diagnostico falham. A pesquisa de Miller et al. (2019)exemplifica o uso do
sequenciamento metagendmico para detectar patégenos no liquido cefalorraquidiano, uma
pratica que pode melhorar substancialmente o manejo clinico, especialmente em infecg¢des
dificeis de diagnosticar com métodos convencionais, como culturas bacterianas ou PCR (Miller
et al., 2019). Além disso, a identificacdo de genes de resisténcia a antibidticos por meio da
analise metagendmica tem implicagdes cruciais para amenizar a disseminagdo da resisténcia
em contextos clinicos e ambientais (Noyes et al., 2017).

Essa abordagem fornece dados sobre a diversidade microbiana, o potencial funcional e
os papéis ecoldgicos dos microrganismos em diversos habitats. O desenvolvimento de
tecnologias avancadas de sequenciamento aprimorou significativamente nossa capacidade de
caracterizar essas comunidades em diferentes ambientes, contribuindo, assim, para a

compreensdo da saude dos ecossistemas e para os esforcos de biorremediacdo, quando
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necessario (Chen, 2024). A analise metagendmica pode revelar as conexdes complexas entre as
comunidades microbianas ambientais e o ecossistema, destacando seu papel fundamental nos
ciclos de nutrientes e na supressao de doengas, como evidenciado em estudos com fitopatdégenos
e na saude do solo (Chen, 2024).

Outra aplicagdo significativa da metagenomica ¢ a identificagdo e caracterizacao de
genes de resisténcia microbiana e suas funcionalidades associadas em diferentes contextos
ambientais. Pesquisas sobre genes de resisténcia a antibioticos demonstram que fatores
ambientais, como o uso da terra e os niveis de contaminacdo, afetam significativamente a
diversidade e a abundancia desses genes em comunidades microbianas (Zulfiqar ef al., 2023;
Zhu et al., 2024). Essa compreensao ¢ essencial para prever alteragdes no potencial de

resisténcia microbiana decorrentes de impactos antropogénicos, especialmente em sistemas

agricolas e no gerenciamento de residuos (Resende ef al., 2014).

1.4. Ferramentas de Bioinformatica e a (Meta)genomica

A transicdo do método Sanger para tecnologias de alto rendimento como o NGS e outras
inovagoes reflete um esfor¢o continuo para aprimorar a eficiéncia, precisao e acessibilidade da
pesquisa genomica. O uso integrado de bioinformatica e biologia computacional tornou-se
indispensavel para interpretar os grandes volumes de dados gerados, permitindo uma analise
abrangente e detalhada do material genético sequenciado (Grada; Weinbrecht, 2013; Burian et
al.,2021).

A bioinformatica e as analises 0micas desempenham um papel crucial na integracao de
multiplos dados bioldgicos, contribuindo para a compreensdo de processos biologicos
complexos. O avanco das tecnologias de alto rendimento resultou em um aumento expressivo
na gera¢do de dados Omicos, abrangendo (meta)gendmica, transcriptomica, protedmica e
metabolomica, o que tem permitido aos pesquisadores obterem uma visdo mais abrangente e
sistémica dos organismos e seus processos bioldgicos (Saha, 2023; Vitorino, 2024). Diversas
estratégias de integra¢do de dados multiomicos vém sendo aplicadas com o objetivo de superar
os desafios relacionados a heterogeneidade dos dados e a complexidade envolvida em sua
analise (Saha, 2023).

A andlise de dados gendomicos complexos e perfis metagendmicos evoluiu de maneira

acentuada, com plataformas como Kbase e Galaxy aprimorando significativamente o cenario
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de pesquisa. Essas ferramentas atuam como interfaces praticas para a execucdo de diversas
analises genomicas, auxiliando pesquisadores no manejo de vastos conjuntos de dados
gendmicos (Karp et al., 2019; Parrello et al., 2021).

A Kbase (do Inglés, The Department of Energy Systems Biology Knowledgebase),
destaca-se pela capacidade de integrar dados gendmicos com informagdes ecoldgicas e
funcionais. Essa integracdo permite que os pesquisadores explorem as relagdes dentro das
comunidades microbianas e seus respectivos genotipos (Parrello ef al., 2021). A plataforma
também suporta meétodos computacionais avangados para analise pan-genOmica, como
exemplificado por Duan ef al. (2019), que utilizou um pipeline de analise pan-gendmica em
genomas humanos, demonstrando sua aplicagdo na compreensao de variacdes genéticas (Duan
et al.,2019).

O Galaxy ¢ outra plataforma poderosa que facilita analises gendmicas e metagenomicas
de maneira acessivel e intuitiva. Ao oferecer fluxos de trabalho reprodutiveis para analises de
bioinformatica, o Galaxy democratiza o acesso a analise de dados de sequenciamento de alto
rendimento (Karp ef al., 2019). A capacidade para realizar analises comparativas gendmicas
permitem que os pesquisadores explorem a diversidade genética enquanto gerenciam grandes
conjuntos de dados com facilidade, o que ¢ crucial em estudos (meta)gendmicos, destacando a
importancia desta ferramentas de analise integradas nesse contexto (Karp et al., 2019; Li, Tang;
Yin, 2022).

A escolha de ferramentas de bioinformatica para a analise de dados gendmicos e
metagendmicos € um aspecto critico no delineamento de estudos microbiologicos (Tabela 1).
Diversas solugdes computacionais foram desenvolvidas, cada uma voltada para aplicacdes
especificas, como a classificagdo taxondmica, montagem genOmica e analise funcional.
Ferramentas como MetaPhlAn, MG-RAST e Kraken sdo amplamente utilizadas para a
classificacdo taxondmica, realizando comparacdes entre sequéncias metagendmicas e bancos
de dados de referéncia abrangentes (Klimina et al., 2019; Xu et al., 2023).

Um aspecto fundamental no controle de qualidade gendmico ¢ a avaliagdo de diversas
métricas. Ferramentas como QUAST e BUSCO foram desenvolvidas com esse propdsito
(Studholme, 2016; Li, Ke et al., 2024). O QUAST (Quality Assessment Tool for Genome
Assemblies) avalia métricas como tamanho total da montagem, numero de contigs e o valor de

N50, um indicador da contiguidade da montagem (Studholme, 2016). Este software ¢ muito
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utilizado em trabalhos de montagem genomica e em estudos metagenomicos, promovendo uma
metodologia padronizada para avaliagdo de qualidade das montagens (MacDonald; Lee, 2021).

A avaliagdo da qualidade dos MAGs (genomas montados a partir de metagenomas) tem
se tornado um aspecto central nas analises metagenomicas. O desenvolvimento de novas
abordagens, como o CheckM2, tem se mostrado promissor, permitindo a estimativa rapida da
completude e da contaminacdo dos genomas montados (Chklovski et al., 2022). Essa
ferramenta possui ampla aplicabilidade e ¢ ideal para estudos com grandes conjuntos de MAGs.

Outro componente essencial do controle de qualidade ¢ a anélise dos dados de sequéncia
bruta. O FastQC ¢ amplamente utilizado para identificar problemas, como leituras de baixa
qualidade, contaminagdo por adaptadores e viés de sequenciamento, fornecendo visualizacdes
uteis para orientar as decisdes subsequentes (Orynbayev et al., 2020). Em complemento, o
Trimmomatic realiza a remog¢do automatica de regides de baixa qualidade e adaptadores,
aprimorando a qualidade geral dos dados antes da montagem (Orynbayev et al., 2020).

Os avangos da bioinformatica aumentaram ainda mais os recursos de ferramentas como
o antiSMASH. Esta ferramenta permite inferir previsdoes mais precisas de estruturas quimicas
associadas aos clusters de genes biossintéticos (BGCs), simplificando o processo de
identificacao de produtos naturais a partir de dados gendmicos (Skinnider et al., 2017; Walker;
Clardy, 2021). Por exemplo, estudos realizados identificaram compostos com atividade
biologica derivados de BGCs, facilitando abordagens direcionadas em farmacologia e
bioquimica (Andersen et al., 2012; Walker; Clardy, 2021).

A integracdo do BiG-SCAPE com ferramentas como o antiSMASH aprimora sua
funcionalidade, permitindo a rdpida identificagdo e categorizagdo de BGCs com base em dados
gendmicos, como evidenciado por estudos realizados em varios organismos, incluindo bactérias
e fungos (Navarro-Mufioz et al., 2018; Nielsen et al., 2019). A investiga¢do de clusters de genes
biossintéticos por meio de ferramentas de bioinformatica, como o antiSMASH, tem se mostrado
fundamental para a descoberta do vasto cenario de metabdlitos secundarios microbianos
(Weber et al., 2015).

As ferramentas de anotagao baseadas em pipelines podem reduzir significativamente a
complexidade dos processos de anotagdo gendmica. Um exemplo ¢ o servidor RAST, que
oferece uma solucdo completa para anotacdo do genoma microbiano, permitindo conexdes

automatizadas com reconstru¢des metabodlicas, o que otimiza o fluxo de trabalho de anotagao.
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Esses pipelines sdo projetados para lidar com diferentes niveis de anotacdo, desde defini¢cdes
estruturais bdasicas até descrigdes funcionais mais complexas, possibilitando a geracdo de
conjuntos de dados abrangentes para andlises posteriores (Disz et al., 2010).

Na metagendmica, a analise de comunidades microbianas complexas a partir de
amostras ambientais exige estratégias eficazes para montagem e anotacao de sequéncias de
DNA. A reconstrucao de genomas a partir de dados metagendmicos brutos € um passo crucial
para entender a diversidade e o potencial funcional das comunidades microbianas. Nesse
contexto, ferramentas computacionais como MetaBAT2 e MaxBin2 desempenham um papel
fundamental (Kang et al., 2019; Wu; Simmons; Singer, 2016). Essas ferramentas realizam o
binning de montagens metagendmicas, permitindo a separagcdo de fragmentos gendmicos em
grupos que representam genomas individuais, mesmo em populacdes microbianas altamente
complexas. Com isso, contribuindo para a identificagdo e aprofundamento do entendimento
sobre a diversidade e a funcionalidade microbiana nos ecossistemas (Tsukamoto; Kakegawa,
2022; Hauptfeld et al., 2024).

A profundidade e a uniformidade da cobertura de sequenciamento sdo cruciais para a
qualidade final do genoma. Cobertura inadequada pode resultar em lacunas ou erros na
montagem, afetando a integridade dos dados (Jenke; Gruenstaeudl, 2022). Ferramentas de
avaliacdo de cobertura ajudam a identificar esses problemas precocemente, permitindo ajustes
antes das andlises finais (Pedersen et al., 2017). Essa etapa ¢ ainda mais critica em
metagendmica, onde a variabilidade na abundancia dos microrganismos pode gerar diferencas

significativas na profundidade de sequenciamento entre taxons (Jenke; Gruenstaeudl, 2022).

Tabela 1. Ferramentas de bioinformatica para analise (meta)genomica em NGS.

Programas de bioinformatica para controle de qualidade de dados em sequenciamento de leitura

curta e longa.

Programa Tipo de dados Site/Repositério GitHub
FastQC Reads curtas https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
MultiQC Reads curtas https://multigc.info
Programas de bioinformatica para corte de dados em sequenciamento de leitura curta e longa.
Programa Tipo de dados Site/Repositério GitHub
Trimmomatic Short Reads http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic

Ferramentas de bioinformatica para montagem de metagenoma para montagens de leitura curta,

leitura longa e hibridas.

Programa Compr‘l mento Algoritmo Site/Repositorio GitHub
de leitura
MEGAHIT Reads curtas Grafico de Bruijn https://github.com/voutcn/megahit
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metaSPADES Reads curtas Grafico de Bruijn https://github.com/ablab/spades
Ferramentas de bioinformatica para controle de qualidade da montagem do metagenoma.
Baseado em e e ) )
MetaQuast referéncia http://bioinf.spbau.ru/metaquast
CheckM Sem referéncia https://github.com/Ecogenomics/CheckM
BUSCO Sem referéncia https://busco.ezlab.org
ores taxonomicos bioinformaticos, incluindo algoritmo, uso de bancos de dados
personalizados e site ou repositorio do GitHub.
Tipo de Permite bancos
Programa P de dados Site/Repositorio GitHub
Classificador .
personalizados
Kraken2 k-mers Sim https://ccb.jhu.edu/software/kraken2/
Kaiju Codlﬁca’gao de Sim https://kaiju.binf.ku.dk
proteinas
MetaPhlAn3 Gene marcador Nao https://huttenhower.sph.harvard.edu/metaphlan
GOTTCHA Gene marcador Nao https://lanl-bioinformatics.github.io/GOTTCHA/
BLAST Bgseado em Sim https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
alinhamento

Fonte: Tabela adaptada de Ibanez-Lligofia et al. (2023)

Além de sua importdncia ecoldgica, os liquens possuem notavel potencial
biotecnoldgico. Nesse contexto, abordagens metagendmicas sdo essenciais para desvendar a
diversidade microbiana associada aos liquens, compreender a organizagao funcional do
ecossistema liquénico e identificar genes ou vias metabolicas de interesse. A gendOmica
ambiental se destaca como ferramenta fundamental para entender como a variagdo genética
influencia as respostas dos organismos as condi¢des ambientais. A analise metagendmica
investiga as caracteristicas gendmicas € a composicao funcional das comunidades microbianas
diante das mudancas ambientais, elucidando as interacdes entre fatores genéticos e ambientais
que afetam a satde e adaptacdo dos organismos em diferentes habitats (Rogel et al., 2020;
Singh, 2023).

O uso de tecnologias de sequenciamento de nova geragdo, aliado a ferramentas
bioinformaticas, tem ampliado as perspectivas sobre a diversidade microbiana nos liquens
(Zhang, Lu et al, 2021; Chen, Tao, 2024). A andlise de comunidades microbianas ndo
cultivéveis, a identificagcdo de genes de resisténcia e a caracteriza¢do de metabolitos secundérios
aprofundam o entendimento sobre as interagdes ecoldgicas e os potenciais funcionais dos
liquens nos ecossistemas (Noyes ef al., 2017; Zulfiqar et al., 2023).

Assim, a abordagem metagendmica ndo sO enriquece o conhecimento sobre a
diversidade microbiana associada aos liquens, também oferece percepcdes sobre como essas
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comunidades se adaptam e respondem as pressdes ambientais. Este enfoque estd alinhado ao
objetivo desta dissertacdo, que visa explorar a complexa diversidade e implicagdes ecoldgicas

desses organismos, destacando a importancia da analise metagenomica na gendmica ambiental.
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A Amazonia maranhense abriga uma diversidade ainda pouco explorada de
microrganismos liquénicos cujas comunidades simbidticas que refletem a qualidade ambiental

dos ecossistemas onde estdo inseridas.

OBJETIVOS
3.1. Geral

Analisar a diversidade morfoestrutural e funcional de liquens em municipios da Amazonia

maranhense

3.2. Especificos

3.2.1. Identificar morfologicamente as espécies de liquens coletadas (Artigo 01);

3.2.2. Caracterizar taxonomicamente a comunidade liquénica base em uma abordagem de
taxonomia integrativa (Artigo 01)

3.2.3. Caracterizar um metagenoma de liquen amazdnico (Artigo 02).

3.2.4. Analisar o genoma de um fotobionte associado a um cianoliquen da Amazonia

maranhense (Artigo 02)
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> CAPITULO 01

ARTIGO 01 - Caracterizagdo morfologica de ecossistemas liquénicos da Amazdnia

maranhense

e Situacao: a ser submetido

e Revista: Ciéncia e Natura ISSN 2179-460X
e Qualis (2017-2020): A3

e DOI: 10.5902/2179460X

e Interdisciplinary Journal
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Caracterizacao Morfolégica de Ecossistemas
Liquénicos da Amazénia Maranhense

Morphological Characterization of Lichenic Ecosystems in the
Maranhdo Amazon

José Isaias Pimentel Barros'®, Anna Leticia Silva da Costa'®, Emanuelle
Costa Ramos'®, Weneson Victor Diniz Sarges' ®, Nathalia Silva Batista'®,
Amalia Maria Pimentel Santos'®, Marcos Davi de Sousa Campos'@%, Hivana
Patricia Melo Barbosa Dall'’Agnol'®, lane Paula do Rego Dias"®, Tania Keiko

Shishido Joutsen'"'”, Jouko Rikkinen"""”’, Leonardo Teixeira Dall'Agnoll"

'Universidade Federal do Maranh&o
"Universidade Estadual da Regido Tocantina do Maranhao
""University of Helsinki

RESUMO

Liquens sdo organismos perenes amplamente distribuidos, encontrados em diversos habitats
como rochas, troncos e solo. Apresentam talos variados, como crostosos, esquamulosos,
gelatinosos, dimorficos e foliosos, adaptados a diferentes ambientes. Devido a sua sensibilidade a
poluentes, sdo considerados bioindicadores da qualidade ambiental. Este estudo analisou a
diversidade morfolégica dos liquens na Amazénia maranhense, com coletas realizadas nos
municipios de Morros e Anajatuba. Foi obtido 66 amostras georreferenciadas, representando
diferentes niveis de impacto ambiental. A identifica¢do foi feita no laboratério da UFMA, com uso
de estereomicroscopio, testes quimicos (K e C) e chaves dicotdémicas, com apoio de especialistas
da Universidade de Helsinque e UEMASul. Foi identificado nove géneros e 11 familias, com
predominancia das formas crostosas e foliosas. GEneros como Coenogonium, Leptogium, Cladonia,
Coccocarpia e Cryptothecia destacaram-se por sua abundancia e variagdo morfoldgica. A familia
Parmeliaceae apresentou reag¢des positivas aos reagentes K, C e KC. A diversidade registrada
representa novas ocorréncias para o estado do Maranhdo e contribui para o conhecimento dos
da Amazbnia maranhense. A elaboracdo de uma chave taxondmica até os niveis de familia e
género fornece subsidios importantes para futuros estudos ecologicos e de conservacao na regiao.

Palavras-chave: Amazénia; Cianoliquens; Ecossistemas liquénicos.
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ABSTRACT

Lichens are widely distributed perennial organisms, found in different habitats such as rocks, logs,
and soil. They have a variety of thalli, such as crustose, squamulose, gelatinous, dimorphic, and
foliose, adapted to different environments. Due to their sensitivity to pollutants, they are
considered bioindicators of environmental quality. This study analyzed the morphological diversity
of lichens in the Maranhdo Amazon, with samples collected in the municipalities of Morros and
Anajatuba. A total of 66 georeferenced samples were obtained, representing different levels of
environmental impact. |dentification was carried out in the UFMA laboratory using a
stereomicroscope, chemical tests (K and C), and dichotomous keys, with the support of specialists
from the University of Helsinki and UEMASul. Nine genera and 11 families were identified, with
crustose and foliose forms predominating. Genera such as Coenogonium, Leptogium, Cladonia,
Coccocarpia, and Cryptothecia stood out for their abundance and morphological variation. The
Parmeliaceae family showed positive reactions to the K, C, and KC reagents. The recorded diversity
represents new occurrences for the state of Maranhdo and contributes to knowledge of the
Amazonian lichenobiota. The development of a taxonomic key down to family and genus level
provides important input for future ecological and conservation studies in the region.

Keywords Amazonia; Cyanoliquens; Lichen ecosystems.

1 INTRODUCAO

Os liquens sdo organismos simbiéticos formados pela interacdo entre
fungos e algas ou cianobactérias, com uma morfologia distinta que os torna
altamente adaptaveis a uma variedade de ambientes. A principal
caracteristica morfolégica dos liquens é o talo, que pode apresentar
diferentes formas, como crostosos, foliosos, fruticosos, dimérficos e
gelatinosos, dependendo da disposi¢do e da estrutura das camadas celulares
e organismos que o comp&em (Raposo Junior; Ré-Poppi; Honda, 2007;
Almeida; Almeida; Aguiar, 2017; Lucheta et al., 2018). Essa diversidade
morfologica reflete adaptacdes especificas as condi¢des ambientais, como
umidade, luz e temperatura, fatores que influenciam a capacidade de

absorcao de agua e nutrientes (Almeida; Almeida; Aguiar, 2017).
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No Brasil, os liquens sdo um componente essencial da biodiversidade,
especialmente nos ecossistemas da Amazdénia, Mata Atlantica e Cerrado. O
pais apresenta uma flora de liquens notavelmente rica e endémica, com cerca
de 2.874 espécies registradas, tendo uma abundancia significativa composta
por liqguens crostosos (Kaffer, Marcia et al., 2015). A Mata Atlantica, por
exemplo, abriga mais de 800 espécies de liquens, incluindo taxons exclusivos
gue ndo ocorrem em outras regides (Caceres; Aptroot; Lucking, 2017).

A morfologia dos liquens esta intimamente ligada a sua ecologia, além
de ser essencial para o seu papel como bioindicadores de qualidade
ambiental. Estudos demonstram que a cobertura e a diversidade de espécies
de liquens podem ser utilizadas para monitorar o estresse ambiental, uma vez
gue esses organismos sao sensiveis a poluentes atmosféricos e a alteracdes
microclimaticas (Kaffer, Marcia Isabel, 2011; Leonardo et al., 2014; Galhardi et
al., 2017; Lucheta et al., 2018). A presenca de liguens em areas urbanas, por
exemplo, pode indicar a qualidade do ar, ja que esses organismos acumulam
metais pesados e outros poluentes (Filho, Fernando de Oliveira Mota et al.,
2007; Soares et al., 2014; Barbosa, Renan do Nascimento et al., 2022).

A morfologia do talo é fundamental para a retencdo de agua e a
absorcao de nutrientes, fatores essenciais para a sobrevivéncia dos liquens
em diversos habitats. Em ambientes aridos, liquens com talos mais espessos
tendem a ser mais comuns, pois sao mais eficientes na retencao de umidade
(Raposo Junior; Ré-Poppi; Honda, 2007). Substancias quimicas como xantonas
e fendis presentes em algumas espécies ndo apenas ajudam na defesa contra
herbivoros, mas também possuem propriedades antimicrobianas e
antioxidantes, favorecendo a sobrevivéncia em ambientes competitivos

(Carlos et al., 2009; Micheletti et al., 2009).
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De Vries; Watling (2008) destacam que a morfologia da superficie de
liquens foliosos pode aumentar a retencdo de agua, permitindo que esses
organismos prosperem em condi¢cbes semidridas. Essa adaptacao
morfoldgica é crucial para garantir a hidratagao e viabilizar a fotossintese,
processos vitais para o crescimento dos liquens. Além disso, as caracteristicas
estruturais do talo influenciam a associacdao com parceiros algais especificos
(De Vries; Watling, 2008). Moya et al.,, (2020) sugerem que O0s tracos
morfolégicos podem determinar os nichos ecolégicos ocupados pelos liquens,
destacando a importancia evolutiva da estrutura do talo (Moya et al., 2020).

No entanto, atividades humanas como a destruicdo de habitats, a
expansao agricola e as mudancas climaticas tém representado sérias ameacas
a diversidade de liquens no Brasil. Estudos indicam que disturbios ambientais,
como incéndios e a conversao de terras, podem causar uma reducao
significativa nas popula¢bes de liquens, especialmente em ecossistemas
sensiveis como a Amazbnia e a Mata Atlantica (Mistry; Berardi, 2005;
Belguidoum; Lograda; Ramdani, 2021). Além disso, Osyczka et al., (2018)
demonstraram que a estrutura do liquen Cladonia P.Browne, 1756. pode ser
alterada pela contaminagdo por metais pesados, evidenciando a capacidade
desse género de acumular tais poluentes (Osyczka et al., 2018). Assim, torna-
se cada vez mais urgente a formulacdo de estratégias de conservacdo que
considerem a protecdo da biodiversidade liquénica, uma vez que muitas
espécies ainda sdo pouco estudadas e sub-representadas em avaliacdes de
conservacao (Andrade, Bianca O. et al., 2023).

Os liqguens desempenham um papel essencial na biodiversidade
brasileira, exercendo funcdes ecoldgicas fundamentais e apresentando um

potencial significativo para o monitoramento ambiental e aplicacdes
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biotecnolégicas. No entanto, essas associacdes simbidticas enfrentam
diversas ameacas, o que reforca a necessidade de pesquisas e estratégias de
conservacao. A morfologia dos liquens, moldada por adaptacdes evolutivas e
pela interacdo com fatores ambientais, contribui para sua ampla distribuicdo
geografica e sua eficacia como indicadores da saude dos ecossistemas. Diante
disso, o presente estudo tem como objetivo analisar a diversidade

morfoldgica dos liquens na regido amazdnica do Maranhao.

2 MATERIAIS E METODOS

A area de estudo compreendeu os municipios de Anajatuba (Lat/Lon: -
3.26500, -44.62038) e Morros (Lat/Lon: -2.90236, -44.02365), situados na
Amazbnia maranhense. Os locais de coleta foram selecionados de forma a
representar diferentes graus de impacto ambiental.

O municipio de Anajatuba situa-se na regiao norte do Estado do
Maranhdo, integrando a baixada ocidental maranhense, uma microrregidao
pertencente a Amazdnia brasileira (Ferreira et al., 2018). Sua area territorial é
de 940,489 km? (IBGE, 2023), e o clima predominante € tropical semiumido,
com temperaturas médias anuais entre 26°C e 28°C. A média anual de
precipitacao varia de 1.200 a 1.500 mm, concentrando-se principalmente no
periodo chuvoso, que vai de dezembro a maio (Mendes et al., 2001; Ferreira
etal., 2018) (Figura 1).

O municipio de Morros, localizado no estado do Maranhado, Brasil, situa-
se em uma zona de transicdo entre Amazobnia, Cerrado e a Mata de Cocais
(Gaspar et al., 2023; Francoso et al., 2019). Com um total de 1.712,121 km? de
extensdo territorial (IBGE, 2024). A ecologia da regido é de grande relevancia,

especialmente em relacao a sua flora e fauna. O municipio de Morros integra
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majoritariamente o bioma Cerrado, considerado um hotspot de
biodiversidade, abrigando uma ampla variedade de espécies e ecossistemas,
com destaque para a ocorréncia de espeécies endémicas exclusivas do Brasil
(Vieira; Oliveira, 2020; Sousa et al., 2022).

O clima da regidao é tropical umido (AW'), caracterizado por duas
estacdes bem definidas: uma chuvosa, que se estende de janeiro a junho, com
médias mensais superiores a 272 mm, e outra seca, compreendendo 0s meses
de julho a dezembro. Durante o periodo seco, a precipitacdao pluviométrica
varia entre 4,9 mm e 90,2 mm, enquanto na estacdo chuvosa os valores
oscilaram de 131,5 mm a 402,9 mm, resultando em uma média anual de

aproximadamente 1.837 mm (Filho, Francisco Lages Correia, 2011) (Figura 1).

Figura 1 - Mapa do Brasil destacando o Maranhdo e a localizacdo dos municipios

de Anajatuba e Morros.
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A coleta das amostras foi realizada em pontos georreferenciados,
utilizando GPS para garantir a precisdao da localizagdao. A metodologia variou
conforme o substrato e o tipo de talo dos liquens. Para liquens corticicolas e
aqueles encontrados no solo, foi utilizado ferramentas como faca, estilete e
espatulas; ja para os fixados em rochas, empregaram-se martelo e espatula
de metal (Fink, 1905; Helms, 2003). Nos casos de baixa aderéncia ao substrato,
como em alguns liquens foliosos e na maioria dos fruticosos, a coleta foi feita
manualmente. Em campo, colocou-se as amostras em sacos de papel estéreis
ou sacos plasticos herméticos, devidamente etiquetados com informagdes da
coleta. Posteriormente, transportadas para o Laboratorio de Genética e
Biologia Molecular (LabGeM) do Departamento de Biologia da Universidade
Federal do Maranhdo (DeBio - UFMA). No laboratério, uma aliquota de cada
amostra foi transferida para tubos de Eppendorf de 1,5 mL e congelada a -
20°C.

A identificacdo dos liquens foi realizada com base na metodologia
classica da taxonomia liquenolégica, empregando chaves dicotémicas
especificas e literatura especializada (Fink, 1905; Dirig, 1980). O processo
contou com a colaboracdo de pesquisadores da Universidade de Helsinque,
na Finlandia, e da Universidade Estadual da Regido Tocantina do Maranhdo
(UEMASulI), garantindo maior precisao na identificacdo taxondmica.

As amostras coletadas passaram por anadlise em microscépio
estereoscoépico (40x), o que permitiu a observacao detalhada das estruturas
morfolégicas. Em seguida, foi realizado testes quimicos com hidréxido de
potassio (teste K) e hipoclorito de sédio (teste C), com o objetivo de distinguir
entre espécimes com base nas rea¢des quimicas observadas (Orange; White;

James, 2010a).
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A identificacdo dos liquens foi realizada utilizando chaves de
identificacdo, com base em referéncias da literatura especializada, conforme
descrito por (Barreno; Ortega, 2003) e (Rikkinen, 2019). Ao final, foi elaborada
uma chave de identificacdao para os espécimes coletados, classificados até os

niveis de familia e género.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a coleta realizada nos municipios da Amaz6nia Maranhense,
foram coletadas 66 amostras em dois municipios da regido: 48 no municipio
de Morros e 18 em Anajatuba, em diferentes pontos de cada local.

A analise morfoldgica dos liquens coletados revelou uma notavel
diversidade nas areas estudadas. Durante o levantamento, foi possivel
identificar diversas formas e estruturas, refletindo a adaptabilidade e a
complexidade desses organismos em diferentes ambientes. Foram
encontrados em variados substratos, como rochas, cascas de arvores e
madeira. Com maior evidéncia em locais com condi¢des favoraveis ao seu
desenvolvimento, como aqueles com maior incidéncia de luz e umidade. A
morfologia variou de acordo com os espécimes e o ambiente em que foram
observados, com predominancia das formas crostosas, foliosas e
filamentosas.

A regido de coleta em Anajatuba apresentava um clima quente e
bastante imido. A maioria dos liquens coletados foi encontrada no interior da
mata, uma area que se destaca por seu relevo rochoso e vegetacao
preservada. Essa combinacdo de fatores ambientais contribui
significativamente para a diversidade dos liquens, pois fornece um habitat

propicio para o seu crescimento e desenvolvimento.
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Os espécimes coletados foram identificados morfologicamente como
pertencentes aos géneros Cryptothecia Stirt. 1876, Coenogonium Ehrenberg,
1820, Leptogium (Ach.) Gray 1821, Physciella Essl, Heterodermia Trevis. 1868 e
Phyllopsora Mull. Arg. 1894., além da coleta de um liquen da Familia
Graphidaceae. No entanto, algumas amostras ndo puderam ser identificadas
apenas pela morfologia, sendo necessarias analises mais detalhadas de suas
estruturas. Além disso, observou-se a presenca de espécimes liquenicas
crescendo em associa¢do com outros liquens, conforme ilustrado na figura 2d
(seta). Todas as imagens macroscopicas dos espécimes identificados

coletadas no municipio de Anajatuba estao presentes na figura 2.

Figura 2 - Diversidade de liguens coletados durante a primeira coleta no

municipio de Anajatuba.

Fonte: Autores, Acervo GB3 (2025)

51



UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO PPGSA

Fundagio Instituida nos termos da Lei n° 5.152, de 21/10/1966 — Sio Luis - Maranhio.

Legenda: A e B: Cryptothecia Stirt. 1876; C-D: Coenogonium Ehrenberg, 1820; E e F: Leptogium
(Ach.) Gray 1821; G: Physciella Essl; H: Heterodermia Trevis., 1868 I: Phyllopsora MUll. Arg. 1894. J:
Graphidaceae.

A primeira coleta realizada no municipio de Morros resultou na
obtencdao de 15 amostras de liquens de diferentes substratos, com
predominancia de liquens crostosos e foliosos. Durante o levantamento, foi
observado diversas formas e estruturas, refletindo a adaptabilidade e
complexidade desses organismos em diferentes ambientes. Os liquens foram
coletados de rochas, cascas de arvores e madeira. O terreno de coleta era
predominantemente arenoso, com vegetacao densa e bem preservada.

Foi possivel identificar a presenca dos géneros Cryptothecia Stirt. 1876,
Coenogonium Ehrenberg, 1820, Coccocarpia Pers. 1827 e Lepraria Ach. 1803.
Além disso, e liquens pertencentes a familia Caliciaceae e Parmeliaceae. Todas
as imagens macroscopicas dos espécimes identificados oriundos da primeira

coleta no municipio de Morros estao apresentadas na figura 3.

Figura 3 - Diversidade de liquens observados durante a primeira coleta no

municipio de Morros.
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Fonte: Autores, Acervo GB3 (2025)
Legenda: A-D: Cryptothecia Stirt. 1876, E: Coenogonium Ehrenberg, 1820; F: Coccocarpia Pers. 1827;
G -J: Lepraria Ach. 1803, K: Physciaceae; L: Caliciaceae; M: Parmeliaceae.

Na segunda coleta realizada no municipio de Morros, foi obtido 33
amostras de liquens de diferentes substratos. Essas amostras foram
coletadas tanto em regides abertas quanto em areas de mata densa. As
regides abertas apresentavam temperaturas elevadas e baixa umidade,
enquanto as areas de mata fechada possuiam umidade relativa mais alta.

As principais amostras coletadas pertencem aos géneros Coenogonium
Ehrenberg, 1820, Cladonia P.Browne, 1756, Leptogium (Ach.) Gray 1821 e
Coccocarpia Pers. 1827. Além disso, foi identificado espécimes da familia
Parmeliaceae. Durante a coleta, também foi registrada uma amostra
contendo liquens distintos, incluindo um espécime do género Leptogium (Ach.)
Gray 1821 (seta vermelha) associado a outra a um especime da familia
Phyciaceae (seta preta); (Figura 4n).

O género Coenogonium Ehrenberg, 1820 apresentou grande abundancia
na regiao, com um numero significativo de amostras coletadas, exibindo
diferentes morfologias e coloracdo. Ja o género Cladonia P.Browne, 1756
também mostrou uma distribuicdo expressiva, sendo encontrado tanto em
areas com alta incidéncia solar quanto em matas fechadas. As amostras desse
género apresentaram variacdes morfolégicas com espécimes fruticosas e
dismorficas, incluindo diferentes padrdes de ramificacao, e foram coletadas
em troncos de arvores e solo arenoso.

O género Leptogium (Ach.) Gray 1821 também foi amplamente coletado,
com espécies apresentando crescimento consideravel, sendo um importante
indicador de preservacdo ambiental na regido. O género Coccocarpia Pers.

1827 e as espécies das familias Phyciaceae e Parmeliaceae também
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mostraram uma abundancia significativa, sendo coletadas em diferentes
areas e frequentemente observadas. Todas as imagens macroscopicas das
amostras coletadas na segunda coleta no municipio de Morros estdo

apresentadas na figura 4.

Figura 4 - Diversidade de liquens identificados durante a segunda coleta no

municipio de Morros.

Fonte: Autores, Acervo GB3 (2025)
Legenda A-E: liquens dos géneros Coenogonium Ehrenberg, 1820; F-G: Cladonia P.Browne, 1756
(Fruticoso); H-J: Cladonia P.Browne, 1756 (Dimérfica); K-M: Leptogium (Ach.) Gray 1821, N:
Leptogium (Ach.) Gray 1821 (seta vermelha) e Phyciaceae (seta preta); O e P: Coccocarpia Pers.
1827; Q e R: Parmotrema A. Massal. 1860; S: Parmeliaceae.

A analise morfolégica das amostras revelou uma notavel diversidade de
liquens nas areas estudadas. As observacfes indicaram a presenca de
diferentes formas e estruturas, refletindo a adaptabilidade e a complexidade
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desses organismos em variados ambientes. Os liquens foram encontrados
sobre distintos substratos, como rochas, cascas de arvores e madeira, sendo
mais abundantes em locais com maior incidéncia de luz, fator que favorece
seu desenvolvimento.

Foi registrada a ocorréncia de representantes de 11 familias e nove
géneros nos municipios de Anajatuba e Morros. A diversidade morfolégica e
ecolégica dos espécimes coletados, que variou entre talos crustosos, foliosos,
gelatinosos, fruticosos, diférmicos e filamentosos, com predominio do habito
corticicola. A ocorréncia de certos taxons em ambos os locais ou
exclusivamente em um deles também permite inferéncias sobre a distribuicao

geografica e preferéncias ecoldgicas desses grupos (Tabela 2)..

Tabela 2 - Distribuicdo taxondmica, morfolégica e ecolégica de liquens em

Anajatuba e Morros

; Local de coleta ‘ .
Taxon Tipo
Anajatuba | Morros

Arthoniaceae X X
Cryptothecia Stirt. (1876) X X Crostoso Corticicola
Cladoniaceae
Cladonia Browne, 1756 X Fruticoso Terricola
Cladonia Browne, 1756 X Dimérfico |Terricola e corticicola
Coccocarpiaceae X
Coccocarpia Pers. (1827) X Folioso Corticicola
Coenogoniaceae X X
Coenogonium Ehrenb. (1820) X X Filamentoso Corticicola
Collemataceae X X
Leptogium (Ach.) Gray. 1821 X X Folioso Corticicola
Leptogium (Ach.) Gray. 1821 X Gelatinoso Corticicola
Parmeliaceae Zenker X X Corticicola
Parmotrema A.Massal. (1860) X Folioso Corticicola
Physciaceae X X
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Heterodermia Trevis. (1868) X Folioso Corticicola
Stereocaulaceae X
Lepraria Acharius (1803) X Crostoso Corticicola
Ramalinaceae X
Phyllopsora Mull.Arg., 1894 X Folioso Corticicola
Graphidaceae X Crostoso Corticicola
Caliciaceae X Crostoso Corticicola

Fonte: Barros, J.I.P (2025)

Complementarmente, a analise microscépica constitui uma etapa
fundamental para a caracterizacao e identificacao dos liquens, permitindo a
observacao de estruturas morfoldgicas e anatdmicas nao visiveis a olho nu.
Caracteristicas como a organizacao das camadas do talo, os tipos de hifas e
as estruturas reprodutivas sdo essenciais para a correta classificacao
taxonbmica dos espécimes. Nesta sec¢do, serdo discutidos os resultados
obtidos a partir da analise microscépica das amostras coletadas, realizada
com auxilio de microscépio estereoscopico (40x), com énfase nas principais
caracteristicas relevantes para a identificacdo em nivel de familia e género.

Para melhor visualizagdo e compreensao das estruturas morfologicas,
considerando a quantidade de amostras coletadas, optou-se por numerar as
figuras dos espécimes de forma continua, de 1 a 46, apresentando imagens
macroscopicas e microscopicas correspondentes. Essas imagens sao descritas
e interpretadas a seguir.

As de figuras 1 a 6 ilustram exemplares do género Coenogonium
Ehrenberg, 1820. Os talos apresentaram morfologia filamentosos a escamosa,
com coloragdo verde a amarelada, aderidos ao substrato (Figuras 1 e 2). Na
figura 4 observou-se a formac¢ao de apotécios (seta) bem desenvolvidos,
estruturas reprodutivas do género, que se apresentam como discos claros ou

levemente pigmentados sobre o talo.
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Na figura 6, é possivel observar a disposicdao dos filamentos do
espécime, que se apresenta de forma mais espacada em comparagao com 0s
demais descritos anteriormente. Nota-se também a presenca de pequenos
apotécios (seta) distribuidos ao longo de alguns desses filamentos, indicando

atividade reprodutiva localizada.

Fonte: Autores, Acervo GB3 (2025)
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Legenda Figuras 1-6. Exemplares do género Coenogonium Ehrenberg, 1820. 1-2. Talos escamosos
a filamentosos, verdes a amarelados, aderidos ao substrato. 3. Crescimento amarelado sobre o
tronco. 4. Apotécios bem desenvolvidos sobre o talo (seta). 5. Formacdo densa de talos ao redor
do tronco. 6. Filamentos mais espacados com pequenos apotécios distribuidos ao longo da
estrutura (seta).

O género Coenogonium Ehrenberg, 1820 apresenta caracteristicas
morfoldgicas distintas que desempenham um papel fundamental em sua
classificacdo taxondmica, interacdes ecoldgicas e estratégias de conservacao.
A morfologia desses liquens pode ser compreendida a partir de aspectos
como a estrutura do talo, forma de crescimento, estratégias reprodutivas e
interacdes com o ambiente (Aptroot; Caceres, 2018; Hurtado et al., 2020).

O talo de Coenogonium Ehrenberg, 1820 € tipicamente filamentoso,
apresentando forte aderéncia ao substrato e frequentemente aparéncia
estratificada. Essa configuracdo estrutural favorece a retencdo de agua e a
absorcao eficiente de nutrientes, fatores cruciais para a sobrevivéncia da
espécie em diversos tipos de habitat. Conforme demonstrado por (Hurtado et
al.,, 2020), a capacidade de retencdo hidrica do género Coenogonium
Ehrenberg, 1820, influencia diretamente suas respostas fisiolégicas. A
morfologia do talo, portanto, afeta significativamente as taxas de hidratacdo
e o desempenho fisiolégico, sendo essencial para a sobrevivéncia desses
organismos em ambientes sujeitos a varia¢des microclimaticas (Hurtado et al.,
2020).

Na figura 7, observa-se um talo firmemente aderido ao substrato, com
coloracdo esverdeada e borda esbranquicada, com talo crustoso, compativeis
com o género Cryptothecia Stirt. 1876. Em maior aumento (Figura 8), nota-se
uma superficie homogénea, com fissuras sutis e textura continua.

A figura 9 também ilustra um liquen do género Cryptothecia Stirt. 1876,

com formac¢do mais extensa de talos esverdeados, com margens irregulares e
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transicdo gradual sub o substrato. A ampliacdo (Figura 10) revela leve
ondulacdo e pequenas depressdes, possivelmente associadas a adaptacao ao
microambiente do tronco.

Ja a figura 11 destaca um talo crustoso do mesmo género anterior,
predominantemente branco, com areas esverdeadas ao centro e bordas
brancas bem definidas. A imagem ampliada (Figura 12) evidencia uma textura

mais lisa branca-amarelada, com auséncia de apotécios, isidios ou sorédios.
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Fonte: Autores, Acervo GB3 (2025)

Legenda: Figuras 7-12. Exemplares do género Cryptothecia Stirt. 1876. 7-8. Talo firmemente
aderido ao substrato, esverdeado com borda esbranquicada e superficie homogénea com fissuras
sutis. 9-10. Formacgdo extensa de talos esverdeados com margens irregulares e transicdo gradual
ao substrato; superficie levemente ondulada com pequenas depressdes. 11-12. Talo crustoso
branco com centro esverdeado e bordas bem definidas; textura lisa branco-amarelada, sem
presenca de apotécios, isidios ou sorédios.

A morfologia de Cryptothecia Stirt. 1876, um género de liquen da familia
Arthoniaceae, é caracterizada principalmente por seu talo crostoso. Essa
morfologia é tipicamente descrita como semelhante a uma crosta, formando
uma camada densa e firmemente aderida ao substrato. Estudos
observacionais destacam que as espécies de Cryptothecia Stirt. 1876 exibem
uma variedade de colora¢Bes, muitas vezes em tons de verde ou branco, o
que é consistente com suas adapta¢bes ecoldgicas e seu papel ambiental
como bioindicadores de poluicdo e qualidade do habitat (Sampe et al., 2020;
Ramadhani; Salsabila; Mumpuni, 2022).

Um dos aspectos notaveis de Cryptothecia Stirt. 1876 é sua capacidade
de prosperar em diversas condi¢des ambientais, indicando sua robustez em
comunidades de liquens crustosos, especialmente em florestas tropicais e
subtropicais (Xue; Cai; Zhang, 2024). Estudos morfoldgicos documentaram
varias espécies, como Cryptothecia striata G.Thor, que demonstram
diversidade morfoldgica significativa; por exemplo, Cryptothecia austrocoreana
J.J.Woo, L6kos, Farkas & Hur € caracterizada por seu talo heterébmero e
estruturas ascomatais distintas (Woo et al., 2017).

Nas figuras 13 a 18, observa-se formacdes liquénicas distintas,
indicando elevada diversidade morfolégica dos cianoliquens do género
Leptogium (Ach.) Gray 1821. Na figura 13, destaca-se um talo folioso, com

|6bulos bem desenvolvidos e colora¢do escura, aderido ao tronco de uma
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arvore e associado a musgos epifitos. A analise em detalhe (Figura 14) revela
a presenca de |l6bulos arredondados e margens enroladas, caracteristicas que
podem ser associadas a liquens da familia Collemataceae, como Leptogium
(Ach.) Gray 1821 (Kitaura, 2012).

A figura 15 também ilustra um cianoliquen do género Leptogium (Ach.)
Gray 1821 com uma cobertura densa do tronco por liquens de coloracdo
predominantemente  marrom-escura, exibindo isidios e I6bulos
desenvolvidos. A ampliacdo mostrada na figura 16 evidencia estruturas
discoides alaranjadas, compativeis com apotécios (seta), indicando atividade
reprodutiva sexual do fungo liquenizado.

Na figura 17, observa-se um talo de aspecto mais rugoso e escurecido,
recobrindo parcialmente o tronco de uma arvore, sugerindo a ocorréncia de
liquens do tipo folioso gelatinoso, encontrado em um ambiente com alta
umidade. A figura 18, correspondente a ampliacdo do talo da figura 17, revela
uma superficie isidios granulares e irregular, reforcando a hipdtese de que se
trata de um liquen gelatinoso do género Leptogium (Ach.) Gray 1821 (Kitaura,

2012).
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Fonte: Autores, Acervo GB3 (2025)

Legenda: Figuras 13-18. Cianoliquens do género Leptogium (Ach.) Gray 1821. 13-14. Talo folioso
escuro com lébulos bem desenvolvidos, associados a musgos epifitos; detalhe mostra Iébulos
arredondados e margens enroladas. 15-16. Talo marrom-escuro cobrindo densamente o tronco,
com presenca de isidios; apotécios discéides alaranjados (seta) evidenciam reproducao sexual. 17-
18. Talo rugoso e escurecido, tipico de liquens gelatinosos; detalhe revela superficie com isidios
granulares e textura irregular.

Leptogium (Ach.) Gray 1821, pertencente a familia Collemataceae dentro
do Ascomycota, exibe uma morfologia distinta caracterizada principalmente
por sua estrutura de talo e caracteristicas reprodutivas. O talo das espécies
de Leptogium (Ach.) Gray 1821 é tipicamente folioso ou gelatinoso, muitas
vezes exibindo variabilidade na textura e espessura. Muitas espécies
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apresentam uma aparéncia lobada ou folhoso, que pode variar
significativamente entre diferentes contextos ambientais ou espécies,
indicando notavel plasticidade morfolégica. Por exemplo, espécies de
Leptogium (Ach.) Gray 1821 como Leptogium cochleatum (Dicks.) P.M.Jorg. &
P.James e Leptogium sessile Vainio foram relatadas como possuindo talos
estriados relativamente finos, caracteristicas adaptativas a habitats
especificos, como florestas montanhosas na Africa Oriental (Kaasalainen et al.,
2021, 2023). As espécies que formam talos gelatinosos que podem variar
significativamente em textura e cor, geralmente exibindo tons de verde a
marrom-escuro, o que pode ser atribuido a sua clorofila e simbiontes
cianobacterianos associados (Grzesiak et al., 2021).

As figuras 19 e 20 mostram um liquen do género Lepraria Ach. 1803,,
com talo crustoso, encontrados em cascas de arvores. Apresentam coloracdo
esbranquicada a esverdeada, auséncia de cértex e de estruturas reprodutivas
visiveis. As figuras 21 e 22 também representam um liquen do mesmo género,
observados em cascas secas. Os talos possuem coloracdo esverdeada,
aspecto pulverulento, abundancia de sorédios e auséncia de estruturas
diferenciadas visiveis.

Ja as figuras 23 e 24 retratam um liquen do género Phyllopsora MUll. Arg.
1894, coletados em troncos de arvores. Apresentam talos foliosos de pequeno
porte, com |l6bulos arredondados, coloracdo verde-clara e aderéncia direta ao

substrato, além da presenca de sorédios
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Fonte: Autores, Acervo GB3 (2025)

Legenda: Figuras 19-24. 19-20. Liquens do género Lepraria Ach. 1803, com talo crustoso
esbranquicado a esverdeado, sem cértex ou estruturas reprodutivas visiveis. 21-22. Lepraria Ach.
1803 com talo pulverulento, esverdeado, abundante em sorédios, sem estruturas diferenciadas.
23-24. Phyllopsora MUll. Arg. 1894, com talo folioso pequeno, |6bulos arredondados, sorédios e
coloracao verde-clara.

Os liquens do género Lepraria Ach. 1803, conhecidos como liquens
leprosos, apresentam morfologia distintiva, caracterizada por talos estéreis,
de aparéncia granular ou em forma de <crosta, compostos
predominantemente por sorédios. Essas caracteristicas refletem sua

adaptacdo a diversos ambientes e condi¢des ecolégicas (Matwiejuk, 2017;
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Pfeffer et al., 2023). As espécies de Lepraria Ach. 1803 ndo desenvolvem
estruturas reprodutivas sexuais e se reproduzem exclusivamente de forma
clonal, o que constitui um aspecto relevante para o estudo de sua diversidade
e ecologia (Pfeffer et al., 2023; Doellman et al., 2024).

O género Physciella Essl. 1986 € caracterizado por caracteristicas
morfoldgicas distintas, como estruturas esquamulosas, que desempenham
um papel fundamental na diferenciacao entre espécies. Um exemplo notavel
é Phyllopsora magna Kaasalainen, Rikkinen & A.R.Schmidt, reconhecida por
suas escamas de grande porte que conferem ao liquen uma aparéncia foliosa,
sendo essa uma caracteristica importante em estudos taxondmicos e
ecologicos (Timdal, 2008; Kaasalainen et al., 2016).

As figuras 25 e 26 ilustram o liquen Cladonia P.Browne, 1756, um
espécime de morfologia fruticosa, com ramificagBes tridimensionais
evidentes. Observa-se na figura 26, em detalhe, a estrutura ramificada do talo.
As figuras 27 e 28 correspondem a espécie Cladonia P.Browne, 1756, um
espécime de morfologia dimoérfica, apresentando talo primario pouco
desenvolvido e estruturas reprodutivas mais destacadas. A figura 28, em
microscopia, evidencia a textura e morfologia diferenciada da superficie do
talo secundario, com indicios de dimorfismo estrutural.

As figuras 29 e 30 retratam um cianoliquen do género Coccocarpia Pers.
1827, com talo folioso e coloracdo cinza-claro. A figura 29 mostra a disposicao
do talo sobre o substrato, com lébulos organizados de forma concéntrica e
margem bem definida. J& a figura 30, sob aumento, permite visualizar a

textura lisa e continua da superficie do liquen.
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Fonte: Autores, Acervo GB3 (2025)

Legenda: Figuras 25-30. 25-26. Cladonia P.Browne, 1756 com morfologia fruticosa e ramifica¢bes
tridimensionais. 27-28. Cladonia P.Browne, 1756 dimorfica, com talo primario reduzido e
estruturas reprodutivas proeminentes. 29-30. Coccocarpia Pers. 1827, cianoliquen de talo folioso

cinza-claro, com Iébulos organizados e superficie lisa.
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O talo das espécies de Cladonia stellaris (Opiz) Pouzar & Vézda podem
ser classificados em diferentes formas morfolégicas, como folhosas e
fruticosas, com base em sua configuracdo e estrutura interna. A camada
medular atua como componente essencial para as trocas gasosas, gragas a
sua organizac¢ao de hifas frouxamente compactadas, facilitando a absorc¢ao de
agua e nutrientes (Vijayakumar et al., 2021). Em Cladonia stellaris (Opiz) Pouzar
& Vézda e outros liguens que formam esteiras, essa estrutura densa, nao
apenas oferece habitat, mas também influencia a dinamica do nitrogénio no
ecossistema, impactando diretamente o crescimento das plantas ao redor
(Kytoviita; Crittenden, 2007; Nystuen et al., 2019).

As espécies do género Cladonia P.Browne, 1756 também exibem
dimorfismo morfolégico, iniciando com um talo primario, geralmente em
forma de escamas, que evolui para talos secundarios mais eretos, conhecidos
como podetium (Osyczka et al., 2017; Alonso et al., 2021). A complexidade
estrutural do talo em Cladonia P.Browne, 1756, incluindo variacbes na
superficie e nas propriedades hidrofilicas, influencia sua interacdo com a agua
e, por consequéncia, afeta a dinamica das comunidades microbianas (Wedin
et al., 2015; Vijayakumar et al., 2021).

O liquen Coccocarpia Pers. 1827 apresenta uma morfologia singular,
resultado da complexa interacdo entre o micobionte fungico e seus
fotobiontes cianobacterianos. Morfologicamente, os membros do género
Coccocarpia Pers. 1827 costumam exibir talos crustosos ou escamulosos,
dependendo do nicho ecoldgico e das adapta¢des ao ambiente. Essas
variacdes morfoldgicas sao fortemente influenciadas pelos fotobiontes
associados, os quais podem se modificar em resposta a diferentes condi¢des

ambientais (Lucking et al., 2009, 2014). Sdo geralmente encontrados em
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ambientes onde suas adaptacdes levam a retencdo de umidade (Ruiz et al.,
2023). Os talos dessas espécies tendem a exibir textura predominantemente
uniforme e podem apresentar estruturas especializadas para a absorc¢ao
eficiente de nutrientes a partir do substrato. Além disso, Coccocarpia Pers.
1827 associa-se comumente a fotobiontes cianobacterianos, 0s quais
contribuem significativamente para a ciclagem de nutrientes, especialmente
nitrogénio (Lucking et al., 2009).

As figuras 31 e 32 correspondem ao género Physciella Essl. Este liquen
apresenta talo folhoso, com coloracdo variando do esbranquicado ao verde-
claro, l6ébulos estreitos e presenca de sorédios na superficie. A imagem
microscopica (figura 32) revela apotécios (seta) com disco escuro, margem
levemente palida e sorédios associados.

Nas figuras 33 e 34, observa-se um liquen atribuido ao género
Heterodermia Trevis., 1868. O espécime exibe talo folhoso de colorac¢do verde-
clara (Figura 33), com lébulos finos e alongados, além de sorédios marginais
(seta) visiveis na figura 34.

Ja nas figuras 35 e 36, o espécime apresenta talo folhoso de coloragao
cinza-clara, com margens lobadas e superficie lisa e continua. Os l6bulos sdo
arredondados e sobrepostos, com sorédios evidentes (seta) (Figura 36). Essas
caracteristicas sdao compativeis com espécies do género Parmotrema A.
Massal. 1860, especialmente devido a presenca de sorédios bem

desenvolvidos (Benatti, 2014).
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Fonte: Autores, Acervo GB3 (2025)

Legenda: Figuras 31-36. 31-32. Physciella Essl. 1986, liquen folioso com coloracdo esbranquicada
a verde-clara, I6bulos estreitos, sorédios e apotécios com disco escuro (seta). 33-34. Heterodermia
Trevis., 1868, com I6bulos finos, talo verde-claro e sorédios marginais (seta). 35-36. Parmotrema A.
Massal. 1860, talo folioso cinza-claro, com lébulos arredondados e sorédios bem desenvolvidos

(seta).

A morfologia estrutural de Physciello Essl. 1986 €& caracterizada

principalmente por seu talo folioso, semelhante a uma folha, tipico entre os
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membros da familia. Esse talo pode apresentar diversas formas, como
lobadas ou achatadas, que favorecem a fotossintese e a retencdao de umidade,
fatores cruciais para a sobrevivéncia em diferentes habitats (Kosecka et al.,
2024b). De acordo com Liu; Hur, (2019), o cortex inferior das espécies do
género Physciella Essl é prosoplectenquimatoso, o que as distingue de
Phaeophyscia, cujas espécies apresentam cortex inferior
paraplectenquimatoso (Liu, Dong; Hur, 2019). Essa diferenca anatémica é
relevante do ponto de vista taxondmico, tendo contribuido para a
reclassificacao de determinadas espécies em Physciella Essl (Liu, Dong; Hur,
2019).

Heterodermia Trevis., 1868 é um género morfologicamente diverso da
familia Physciaceae, reunindo varias espécies com adaptag¢fes estruturais e
ecoldgicas distintas. Sua morfologia € marcada por talos tipicamente foliosos,
bem adaptados a ambientes tropicais e subtropicais (Watts; Raynor; Manzitto-
Tripp, 2025). Estudos recentes destacam diversas caracteristicas evolutivas no
género, como coOrtex superiores prosoplectenquimatosos e esporos espessos,
refletindo sua plasticidade adaptativa (Moberg, 2011; Watts; Raynor;
Manzitto-Tripp, 2025). Em regides como a América do Sul, que abriga alta
diversidade de Heterodermia Trevis., 1868, observam-se variacdes marcantes
em aspectos morfolégicos como coloragdo, espessura e estrutura anatémica
(Lendemer, 2009; Moberg, 2011).

A morfologia do género de liquen Parmotrema A. Massal. 1860
apresenta consideravel variabilidade, sendo caracterizada principalmente por
talos foliosos. Esses talos costumam ser largos, com I6bulos que podem ser
ciliados ou lisos, dependendo da espécie. Parmotrema clavuliferum (Rasanen)

Streimann e Parmotrema reticulatum (Taylor) M.Choisy, por exemplo,
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compartilham tracos morfolégicos semelhantes, como l6bulos amplos com
soralias e uma maculacdo reticulada na superficie superior, o que
frequentemente dificulta a identificacdo das espécies (Ahn; Moon, 2016).
Essas caracteristicas morfolégicas, combinadas com aspectos bioquimicos,
como a producdo de acido salazinico e atranorina, tornam a delimitacdo de
espécies dentro do género ainda mais complexa (Marcelli; Benatti, 2010;
Ciecoski et al., 2024).

As figuras 37 e 38 correspondem a liquens do género Parmotrema A.
Massal. 1860, caracterizados por talos foliosos com I6bulos largos e lobados,
cortex superior bem desenvolvido, medula branca e cértex inferior preto.
Apresentam sorédios (seta branca) granulares e cilios pretos (seta preta) nas
margens do cortex (Figura 38). A coloracdo varia entre verde-claro e cinza-
claro.

As figuras 39 e 40 representam um liquen pertencente a familia
Parmeliaceae. Os l6bulos sdo mais estreitos e dobrados, com ramificacao
densa, superficie granular e sorédios marginais (seta). A coloracao é verde-
acinzentada, com margens irregulares visiveis na figura 40.

Ja as figuras 41 e 42 mostram exemplares da familia Physciaceae, com
talo folioso de menor porte, coloracdo entre verde-azulada e esverdeada,
I6bulos pequenos e fortemente aderidos ao substrato. O cértex superior
apresenta textura rugosa, frequentemente associado a presenca abundante

de sorédios granulares (seta) (Figura 42).
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Fonte: Autores, Acervo GB3 (2025)
Legenda: Figuras 37-42. 37-38. Parmotrema A. Massal. 1860, com talo folioso, cértex superior
desenvolvido, medula branca, cortex inferior preto, sorédios granulares (seta branca) e cilios
pretos marginais (seta preta). 39-40. Parmeliaceae, com l6bulos estreitos, superficie granular e
sorédios marginais (seta). 41-42. Physciaceae, talo folioso pequeno, colora¢do verde-azulada,
textura rugosa e sorédios granulares abundantes (seta).

A familia Parmeliaceae, um grupo significativo entre os fungos
formadores de liquen, apresenta notavel diversidade morfolégica,
especialmente na estrutura do talo, que é essencial para sua identificacao e

adaptacdo ecoldégica. As formas de talo podem ser amplamente classificadas
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como foliosas ou fruticosas. O grupo Parmelioide representa cerca de 75% da
diversidade conhecida dentro da familia (Crespo et al., 2010). Espécies como
Parmelia sulcata Taylor, Flavoparmelia caperata (L.) Hale e Punctelia subrudecta
(Nyl.) Krog sao exemplos comuns desse grupo, amplamente utilizadas em
estudos de biomonitoramento devido a sua ampla distribuicdo e sensibilidade
a mudancas atmosféricas (Crespo et al., 2010)

Uma caracteristica morfolégica marcante nas Parmeliaceae € a
presenca de estruturas reprodutivas distintas. Muitos de seus representantes
desenvolvem estruturas assexuadas chamadas picnidios, visiveis como
pequenas manchas pretas no talo. Essa caracteristica é especialmente
evidente nas espécies foliosas, nas quais tais estruturas desempenham papéis
importantes tanto na reproduc¢ao quanto na taxonomia (Fang et al., 2020).

A morfologia do liquen é um aspecto critico de estudo dentro da familia
Physciaceae, revelando uma diversidade de formas, anatomia e adaptac¢des
ecoldgicas. Um dos principais tipos morfol6gicos observados nessa familia,
sdo o liquens crostosos, frequentemente associado a um arranjo complexo de
fotobiontes (Helms et al., 2001; Kosecka et al., 2024b). Os liquens crostosos
sao reconhecidos por suportar uma gama mais ampla de parceiros algais em
comparacdao com os foliosos e fruticosos (Helms et al., 2001; Lucking;
Sérusiaux; Vézda, 2005).

A morfologia do talo é fortemente influenciada por fatores como o tipo
de substrato, condi¢des do microhabitat e rela¢des filogenéticas. Estudos
mostram que formas crostosas evoluiram recorrentemente a partir de
estruturas mais complexas ao longo da linhagem (Watts; Raynor; Manzitto-
Tripp, 2025). A analise morfolégica, incluindo o tipo de fotobiontes associados,

muitas vezes do género Trebouxia, € essencial para compreender as rela¢des

73



UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO PPGSA

Fundagio Instituida nos termos da Lei n° 5.152, de 21/10/1966 — Sio Luis - Maranhio.

° PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E AMBIENTE

intrafamiliares e as adaptacdes ecoldgicas (Helms et al., 2001; Barbosa,
Suzana Bissacot; Marcelli, 2010).

As figuras 43 e 44 correspondem a liquens da familia Graphidaceae, com
talos crostosos bem aderidos ao substrato — neste caso, tronco de arvore
(Figura 43). A superficie apresenta textura continua, coloracdao esbranquicada
a esverdeada e presenca evidente de lirelas brancas (seta) estruturas tipicas
dessa familia (Aido et al., 2024) (Figura 44).

Nas figuras 45 e 46, observa-se um liquen da familia Caliciaceae. O talo
é crostoso, com coloracdo palida a amarelada, destacando-se pela presenca
de pequenos apotécios pretos (seta), que contrastam fortemente com a
superficie. Esses apotécios (seta), pontuais e escuros, sao caracteristicos da

familia (Andrade, Dannyelly Santos et al., 2020).

Fonte: Autores, Acervo GB3 (2025)
Legenda: Figuras 43-46. 43-44. Graphidaceae, com talo crostoso, bem aderido ao substrato,
coloracdo esbranquicada a esverdeada, e lirelas brancas visiveis (seta). 45-46. Caliciaceae, com

talo crostoso palido a amarelado e apotécios pretos pontuais destacados (seta).
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A familia dos liquens Graphidaceae € uma das maiores e mais diversas
entre os fungos liquenizados, com mais de 2000 espécies que exibem uma
ampla gama de caracteristicas morfologicas significativas para sua
classificacdo e papéis ecoldgicos. Uma caracteristica primaria desta familia é
a presenca de talos crostosos, que podem ser planos ou ligeiramente
elevados, podendo colonizar diversos substrato, incluindo cascas, madeira e
rochas (Fernandez-Brime et al., 2013; Poengsungnoen et al., 2014).

A morfologia dos liquens da familia Caliciaceae é caracterizada por uma
gama diversificada de tipos de talos, estruturas reprodutivas e adaptac¢des
ecolégicas. Os membros dessa familia geralmente apresentam talos
crostosos, fortemente aderidos ao substrato. Além disso, esses liquens
costumam exibir mazaédios simples ou complexos, estruturas especializadas
para reproducdo que podem assumir diversas formas, dependendo do género
(Wedin et al., 2000; Prieto, Maria; Wedin, 2016). As principais caracteristicas
morfologicas de Caliciaceae incluem a arquitetura do talo, a morfologia dos
esporos e a presenca ou auséncia de estruturas superficiais nos esporos,
aspectos importantes para a identificacdo e classificacdo das espécies dentro
da familia (Rikkinen et al., 2018).

A identificacdo de liquens envolve a analise de caracteristicas
morfoldgicas e quimicas, sendo os testes quimicos um recurso importante na
delimitagdo taxondmica. Reac¢bes colorimétricas com reagentes como
hidroxido de potassio (teste K), hipoclorito de soédio (teste C) e sua combinacao
(KC) permitem detectar metabdlitos secundarios presentes no talo do liquen.
Esses compostos variam entre os grupos taxondmicos e contribuem para a

diferenciacdo entre géneros e espécies. Neste estudo, foram aplicados testes
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quimicos para todas as amostras coletadas, visando complementar a
identificacdo morfoanatémica com dados quimicos.

As amostras  analisadas  apresentaram reacdes  positivas
majoritariamente com o reagente K, com colora¢ao amarela. Um espécime da
familia Phyciaceae e Parmotrema A. Massal. 1860 reagiram para os testes C e
KC, mantendo a coloracdo amarela. Apenas a familia Parmeliaceae
apresentou rea¢des com todos os reagentes aplicados (K, C e KC), resultando
em coloracao amarela com K e laranja com C e KC. O género Leptogium (Ach.)
Gray 1821, respondeu unicamente ao reagente K com coloragdao amarela, sem

reacao com os demais (Quadro 1).

Quadro 1- Rea¢Bes quimicas dos liquens coletados.

Local de

Taxonomia coleta Reagente(s) Reacdo Quimica
Leptogium (Ach.) Gray, 1821 Morros K Amarelo
Phyciaceae Morros K e KC Amarelo
Parmotrema A. Massal. Morros K e KC Amarelo
1860
Parmeliaceae Morros K, Ce KC K- Amarelo,_C e KC-
Laranja

Fonte: Autores, Acervo GB3 (2025)
Legenda: Testes quimicos realizados com hidréxido de potdssio (K), hipoclorito de sédio (C) e a
combinacao de ambos (KC).

Os liquens sdao conhecidos por produzir uma ampla variedade de
metabdlitos secundarios, como os acidos Usnico, giroforico, lecandrico,
estictico, salazinico e diversos acidos graxos (Benatti, 2014). Certas espécies
podem apresentar mudancas de colorag¢do apods a aplicacdo do reagente, o
que auxilia na confirmacgao de sua identidade taxonémica (Stone et al., 2016;
Chollet-Krugler et al., 2019). No caso do género Leptogium (Ach.) Gray 1821,
tais reacdes sdo particularmente relevantes para a diferenciacdo de taxons
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morfologicamente semelhantes, além de fornecerem subsidios importantes
para sua classificacdo sistematica (Stone et al., 2016).

A aplicacdo de KOH ao talo de espécies do género Parmotrema A.
Massal. 1860 pode resultar em reag¢Bes colorimétricas distintas, Uteis na
diferenciacdo entre espécies do género. Em alguns casos, observa-se a
formacdo de coloracdo amarela ap6s o teste, indicando compostos como os
acidos lecandrico e salazinico, caracteristicos de determinados grupos dentro
do género. No entanto, a intensidade e tonalidade das rea¢bes podem variar
entre espécies, exigindo interpretacdao cuidadosa (Barbosa, S.B.; Marcelli;
Machado, 2009; Barbosa, Suzana Bissacot; Marcelli, 2010).

A familia Parmeliaceae, que inclui diversas espécies de liquens, €
frequentemente classificada por meio de analises morfolégicas e testes
bioquimicos. Espécies do género Parmotrema A. Massal. 1860, por exemplo,
apresentam mudancas de cor quando submetidas a testes pontuais com KOH,
indicando a presenca de compostos como os acidos nértico e salazinico,
marcadores quimicos comuns na classificacdo de liquens (Marcelli; Benatti,
2010). Essas reacdes geralmente resultam em coloracdes que variam do
amarelo ao vermelho, permitindo a diferenciacdo entre espécies e
contribuindo para os estudos taxonémicos dentro da familia (Marcelli;
Benatti, 2010).

O uso de KOH na analise de espécimes da familia Phyciaceae ainda é
pouco documentado na literatura. No entanto, sua aplicagcdo segue os
mesmos principios utilizados em outros géneros de liquens, visando a
deteccao de metabdlitos secundarios por meio de rea¢des colorimétricas.
Embora ndao existam referéncias diretas que descrevam detalhadamente as

reacbes de KOH em Phyciaceae, estudos em outras familias, como
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Parmeliaceae, tém demonstrado a eficacia do reagente na caracterizacao
guimica e taxon6mica de liquens (Marcelli; Benatti, 2010).

Com base nas andlises morfoquimicas realizadas nas amostras
coletadas, foi elaborada uma chave de identificacdo que permite a distin¢ao
entre os principais grupos de liquens encontrados. A chave baseia-se em
caracteristicas do talo, como tipo, coloracdo, presenca de estruturas
reprodutivas (sorédios, isidios, apotécios, lirelas), e reacdes a testes quimicos,

possibilitando uma identificacao taxondmica preliminar até o nivel de género.

Quadro 2 - Chave de Identificacao dos liquens Coletados

1a. Liquen fOlioSO OU ZEIATINOSO ....cuirieiiiririeeieieier ettt ettt ettt sttt et a b s 2
TD. LIQUEN CrOSTOSO ettt ettt ettt ettt st b et bbb b bt eb et st sbeae st ebe e besesebeneabas 7
TC. LIQUEN FIlAMENTOSO ..euieiietiiiiet ettt b et bbbttt be e satsbent b 8
1d. Liquen fruticoSO OU diMOITiCO.....ciiiiiiriieie ettt ettt ebs 10
23. TlO fOlIOSO BRIATINO....uiieeitiiieeee ettt sttt e b s bbb et b et be st ne 3
2b. Talo fOlioSO, NELEIOMEIO ....c.oiriiiriiiccc ettt bbb st 4
3a. APOLECios COM MaArgem taliNa.....cocveuirririeiriieeee ettt ebee s Leptogium
3. APOLECIOS, Kttt ettt b ettt be bbbt be et ne e Leptogium
4a. Talo cinza-chumbo arredondado, anéis CONCENTIICOS........cceueeverieeririererieereereeeeenne Coccocarpia
4D. Talo VErde OU VEIAE Clar.....c ettt bt 5

5a. Talo verde, [6bulos curtos e arredondados, K+.......cceevieenieeninieenieene e Physciella
5D. TAlO VEITE ClalO...uicieiceiiriricerictse sttt 6
6a. Crescimento ascendente e superficie levemente estriada.........cccoeceveerrerneineenene. Heterodermia
BD. PreSENGCA @ CiliOS....ciiieeiieieieieteietei ettt ettt ettt bbbt bbb e e be et be e bene 7
7a. Lébulos curtos e largos, sorédios ao longo dos 10b0s, K+.......ccveeerneenieenincnenienenns Parmotrema
7b. Lébulos alongados e arredondados, sorédios em p6 ao centro do talo.................. Parmeliaceae
8a. Presenca de lIrela..... i ettt st Graphidaceae
8D. AUSENCIA A lIMIA. ..ttt ettt bbbt s es 9
9a. SOrédios ranuUIAres fiNOS ......cccccivieceiririeeerece ettt b st s e be s Lepraria
OD. ISIAIOS @0 CONEIO. ettt st bbbttt b bt 9
10a. Halo de crescimento vermelho, talo verde.......c.ceeienennieneneneneeneeeese e Cryptothecia
10b. Margens brancas, talo VEIde........c.ceirerinniinieeieeeesesetee ettt sbe e Cryptothecia
10c. Talo verde sem margem definida, UV+.....ccovieieinniniccieeeee et Cryptothecia
11a. Talo verde, filamentos COMPACtados........cceereernerinienieene ettt Coenogonium
110, Talo VErde amMareladon... ..o ceveeiericieircce ettt sttt 11

12a. Filamentos fechados, aspecto aveludado...........coeveverirerenienienieneieeseseeeseeese e Coenogonium
12b. Filamentos abertos, aspecto feIPUAO .......cccecvererinniinneneneresesene e Coenogonium
13a. Liquen frutiCoS0O € teITICOIA . ittt st e s aens Cladonia
13D, LIQUEN AIMOITICO. ittt sttt ettt sb e s b b sa e s b s b b saesbesbe s sbessensesassensens 13
14a. FrutiCOSO € @SQUETEITICOIA. .. c.cvevireiiriiieieieieiesieieieteitste st tetee s stestesesesbesbesuessessensenessessens Cladonia

78



UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

Fundagio Instituida nos termos da Lei n° 5.152, de 21/10/1966 — Sio Luis - Maranhio.

o
& 2
538

“.f.»” PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E AMBIENTE

23 o T o g u (el (a0 F= TSRO Cladonia

Fonte: Organiza¢do dos autores.

A simbiose nos liqguens é um exemplo classico de organiza¢ao
multicelular, onde fungos e fotobiontes interagem de maneira complexa para
formar um organismo funcional (Grube; Wedin, 2016). Essa relacdo simbidtica
ndo apenas permite que os liquens colonizem diversos ambientes, mas
também Ihes confere uma vantagem no acesso a recursos e na resisténcia nas
mudanc¢as do ambiente (Grube; Wedin, 2016). A evolucdo dessa simbiose
resultou em uma diversidade morfolégica e funcional essencial para a
ecologia de muitos ecossistemas, ja que os liquens desempenham papéis
cruciais na formacgdo do solo e na ciclagem dos nutrientes (Divakar et al., 2015;
Spribille et al., 2022).

Os liquens crostosos aderem firmemente ao substrato e sdo mais
resistentes a condi¢des adversas, enquanto os foliosos e fruticosos, que
apresentam uma estrutura mais tridimensional, sdo mais suscetiveis a
desidratacdo, mas possuem maior capacidade de captar umidade do
ambiente (Gauslaa, 2014). A morfologia dos liquens também ¢é influenciada
por fatores ambientais, como disponibilidade de agua, luz e temperatura,
afetando sua fisiologia e distribuicdo (Gauslaa, 2014). Por exemplo, os liquens
epifiticos, que crescem sobre outras plantas, frequentemente desenvolvem
estruturas que maximizam a capta¢ao de umidade através da chuva e do
orvalho (fendmeno meteoroldgico que consiste em pequenas gotas de agua
qgue se formam na atmosfera) (Gauslaa, 2014).

Assim, a diversidade morfoldgica dos liquens, expressa nas variacdes
estruturais dos talos e nas adaptacdes ecoldgicas observadas entre diferentes

familias e géneros, reflete ndo apenas sua complexa evoluc¢do, mas também
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sua importancia funcional nos ecossistemas. A combinacdo de caracteristicas
anatdémicas, tipos de associacdao simbidtica e capacidade de adaptacdo a
distintos microhabitats torna os liquens organismos-chave para estudos
taxondmicos, ecolégicos e bioindicadores ambientais. Compreender essas
variacbes é essencial para ampliar o conhecimento sobre biodiversidade
liquénica e para orientar estratégias de conservacdo, especialmente em

ambientes ameacados pela acdo antropica e pelas mudancas climaticas.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Nossas descobertas evidenciaram a riqueza e diversidade morfologica
dos liquens nas areas estudadas. A coleta de 66 amostras nos municipios de
Morros e Anajatuba revelou uma predominancia das formas crostosa, foliosa
e filamentosa, refletindo a adaptabilidade desses organismos a diferentes
microclimas, niveis de luminosidade e tipos de substrato. A maioria dos
taxons apresentou habito corticicola, reforcando a importancia das arvores
como suporte essencial para o desenvolvimento liquénico em regides
tropicais.

Foi identificado representantes de 11 familias e nove géneros, incluindo
Cryptothecia, Coenogonium, Leptogium, Cladonia e Coccocarpia, sendo todos
registros inéditos para o estado do Maranhdo. Géneros como Leptogium e
Coccocarpia, ambos cianoliquens, indicam boa qualidade ambiental,
sugerindo que as matas preservadas da regidao ainda mantém condicdes
propicias a biodiversidade liquénica.

A elaboracao de uma chave de identificacdo até o nivel de género
representa um avan¢o metodolégico relevante, servindo de referéncia para

estudos futuros em taxonomia, ecologia e conservacdo. A falta de
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levantamentos sobre a biodiversidade de liquens na regidao evidencia a
necessidade de mais estudos e do fortalecimento de acdes voltadas a
conservacao da biodiversidade liquénica local.

Assim, este estudo amplia significativamente o conhecimento sobre os
liquens da Amazénia maranhense e reforcar a necessidade de estudos desses
organismos como bioindicadores ambientais. Os resultados obtidos oferecem
subsidios valiosos para o monitoramento da biodiversidade e a formulacgao

de politicas voltadas a conservacdao dos ecossistemas amazoénicos.
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> CAPITULO 02

ARTIGO 02 - Caracterizagdo metagendmica de um cianoliquen Leptogium do bioma

Amazodnia no estado do Maranhéao

e Situacao: a ser submetido

e Revista: Scientific Data (ISSN 2052-4463)

e Impacto da Citacao 2023
o Fator de Impacto do Periddico: 5,8
o Fator de Impacto do Periddico de 5 anos: 8,9
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RESUMO

Este estudo apresenta a analise metagenomica de um cianoliquen coletado na Amazonia
maranhense, com o objetivo de caracterizar a diversidade e funcionalidade microbiana
associada. A amostra foi coletada em Anajatuba, MA, Brasil, durante o periodo de transi¢do
entre as estagdes chuvosa e seca. A amostra (ANA13), identificada como cianoliquen
Leptogium, foi submetida a sequenciamento pela platatforma AVITI, com analises de qualidade,
montagem e anotacdo funcional realizadas com ferramentas como metaSPAdes, Kaiju,
GOTTCHAZ2, Prokka, RASTtk, antiSMASH e fungiSMASH. O MAGO1 apresentou 99,56%
de completude e 3,59% de contaminacao, com 8.649 sequéncias codificantes anotadas,
associadas a maultiplas vias metabolicas. Foi identificado 218 agrupamentos de genes
biossintéticos, sendo 102 bacterianos e 116 fungicos, principalmente dos tipos NRPS, T1PKS
e terpenos. As analises taxondmicas confirmaram a associa¢do simbiotica entre o micobionte
do género Leptogium e o fotobionte Nostoc, além de revelar uma comunidade microbiana
altamente diversa e funcionalmente complexa. Os dados gerados contribuem para estudos sobre
biodiversidade simbidtica, avaliagdo (meta)gendmica de ecossistemas liquénicos tropicais e

bioprospecc¢ao de metabdlitos bioativos em ecossistemas amazdnicos pouco investigados.

Palavras-chave: Agrupamentos génicos, ecossistema liquénicos, fungos liquenizados,

gendmica.
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1. INTRODUCAO

Os liquens s3o organismos perenes que mantém sua uniformidade ao longo do tempo e
possuem uma ampla distribui¢do geografica (sdo cosmopolitas e extremamente tolerantes).
Podem ser encontrados em formagdes rochosas, troncos de arvores, solo, folhas ¢ animais.
Morfologicamente, devido a sua ocupagdo em diferentes habitats, apresentam diferentes tipos
de talos e podem ser classificados como: crostoso, esquamuloso, dimorfico, filamentoso,
fruticoso e folioso .

O género Leptogium ocorre predominantemente em regides temperadas e tropicais,
desempenhando um papel importante na manutengdo da satde ecoldgica dos ecossistemas onde
estdo inseridos. As espécies do género apresentam fungdes ecoldgicas variadas, destacando-se,
sobretudo, como bioindicadores da qualidade do ar, em virtude de sua sensibilidade a poluicao
atmosférica *°. Do ponto de vista morfoldgico, as espécies de Leptogium sio caracterizadas por
apresentarem talo folioso, cuja forma e tamanho podem variar consideravelmente. Essas
estruturas representam uma importante adaptagdo que favorece o estabelecimento e o sucesso
ecoldgico da espécie em diferentes habitats, especialmente em superficies de cascas de arvores,
nas quais integra a comunidade epifita *.

Estudos recentes revelaram descobertas notaveis, destacando a presenca de
agrupamentos de genes biossintéticos em liquens, que podem ser estudados para descobrir
novos e possiveis produtos naturais de importincia biotecnolégica e comercial 6. Os clusters de
genes biossintéticos (BCGs) sdo fundamentais para a produgdo de diversos metabdlitos
secundarios em plantas e microrganismos, como peptideos ndo ribossomicos (NRPs),
policetideos e terpenos. Esses clusters sdo compostos por multiplos genes que codificam
enzimas essenciais para a biossintese desses compostos, permitindo a regulagcdo coordenada das
vias metabdlicas envolvidas 7.

Nos ultimos anos, a disponibilidade dos genomas de liquens tem proporcionado novas
oportunidades para a pesquisa cientifica. Com o acesso a esses dados, estudos realizados foram
capazes de identificar conjunto de genes biossintéticos especificos em fungos formadores de
liquens, revelando a diversidade genética relacionada com o clima ',

A metagenomica emergiu como uma ferramenta poderosa para desvendar as intrincadas
relagdes dentro das simbioses de liquens. Estudos demonstraram que a microbiota associada

aos liquens desempenha um papel crucial na melhoria da saude, do crescimento e da aptidao do
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sistema simbidtico 2.

Ao empregar técnicas como sequenciamento de amplicon, a
metagendmica com abordagem in silico, os pesquisadores sdo capazes de analisar as
comunidades microbianas de liquens, revelando potenciais agrupamentos de genes
biossintéticos responsaveis pela codificacdo de produtos naturais ®. Além disso, a andlise
metagendmica tem sido fundamental na montagem de genomas bacterianos a partir de
metagenomas de liquens, fornecendo uma base para a compreensao dos papeis ecoldgicos dos
simbiontes nos ecossistemas liquénicos >4,

A diversidade e prevaléncia das comunidades microbianas associadas aos liquens
evidenciam a necessidade de compreender seus papéis ecoldgicos, pois representam uma fonte
inexplorada de metabdlitos com potencial farmacéutico e industrial °. O avanco do
sequenciamento metagendmico de Uultima geracdo permite caracterizar a diversidade
microbiana em uma Unica amostra, otimizando andlises e gerando dados relevantes sobre
biodiversidade e funcionalidade, iteis também para estudos de conservagio '°.

Apesar da ampla distribuicao e relevancia ecoldgica dos liquens, ainda sao escassos 0s
estudos voltados a sua caracterizagdo genética, assim como, as investigagdes gendmicas que
enfoquem os simbiontes envolvidos nessa associacdo. Considerando sua importancia como
bioindicadores ambientais, bem como seu potencial biotecnoldgico, os ecossistemas liquénicos
merecem maior atengao cientifica. Nesse contexto, as analises gendmicas associadas, por meio
de ferramentas de bioinformatica, representa uma estratégia promissora para a compreensao
das vias metabolicas e dos mecanismos funcionais que sustentam essa simbiose. Assim, 0

presente estudo tem como objetivo realizar uma andlise metagendmica voltada a caracterizacao

funcional e a diversidade de um cianoliquen oriundo da regido da Amazonia maranhense.
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2. METODOS
2.1. Area de estudo

Esta pesquisa foi realizada no municipio de Anajatuba, localizado na Amazonia
maranhense (Latitude: -3.26612, Longitude: -44.6145; 3° 15" 58" Sul, 44° 36" 52" Oeste). A
coleta ocorreu em maio de 2024, periodo de transi¢do entre a estagdo chuvosa e seca, quando
ha variagdes climaticas significativas.

O municipio de Anajatuba estd localizado na por¢ao norte do Estado do Maranhdo,
inserido na baixada ocidental maranhense, uma microrregiio da Amazodnia brasileira '°. O
municipio apresenta uma érea territorial de 940,489 km? '” com um clima tropical semitimido,
e temperaturas médias variando entre 26°C e 28°C ao longo do ano. A precipitagao média anual

varia entre 1.200 e 1.500 mm, com a estacio chuvosa ocorrendo de dezembro a maio '®!6.

2.2. Coleta da amostra

Foi estabelecido pontos georreferenciados para a obtengdo das amostras, utilizando
GPS, possibilitando posteriormente localizar o local onde a amostra foi coletadas. Foi utilizadas
ferramentas cortantes, estilete e espatulas para a coleta da amostra do troco da arvore '*2°,

Ainda em campo, a amostra foi acondicionadas em sacos de papel estéreis ou sacos
plésticos herméticos e etiquetada com informacgdes detalhadas da coleta. Esses dados incluiram
numeracdo, cddigo da amostra e informacdes do local de coleta, como tipo de substrato,
vegetacdo, coloracdo, condigdes climdticas e outros aspectos relevantes para o estudo. Em
seguida, foi transportada para o Laboratdrio de Genética e Biologia Molecular (LabGeM) do
Departamento de Biologia da Universidade Federal do Maranhdo (DeBio - UFMA). No

laboratdrio, uma aliquota da amostra foi transferida para um Eppendorf de 1,5 mL e armazenada

a -20°C para preservacdo do microbioma.
2.3. Caracterizacio morfologica dos microrganismos fotossintetizantes

Para a andlise morfologica e identificacdo do fotobionte associado ao liquen, foi
utilizada uma chave de identificagdo ?!. Foi realizado cortes transversais do talo liquénico, que

posteriormente foi analisado em microscopio. A identificagdo das estruturas dos fotobiontes foi
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realizada por microscopia optica, utilizando objetivas de 20%, 40x e 100X, com suporte de

referéncias da literatura conforme 22 e 2!,

2.4. Identificacdo do cianoliquen

A 1identificacdo dos liquens em nivel de género, seguiu a metodologia tradicional da
liquenologia taxonOomica utilizando chaves dicotdmicas especificas para cada grupo e

bibliografia especializada'®**2*,

O processo contou com o apoio € colaboragdo de
pesquisadores taxonomistas em liquens da Universidade de Helsinque, Finlandia, e da
Universidade Estadual da Regido Tocantina do Maranhdo (UEMASul).

A amostra foi analisada com auxilio de um microscépio estereoscopico, para melhor
visualizagdo das estruturas morfologicas e submetidas a testes quimicos com os reagentes
hidréxido de potéssio (teste K) e hipoclorito de sédio (teste C) para distingao entre os espécimes
coletados, conforme suas reagdes quimicas 2.

Por fim, as descrigdes obtidas foi comparadas com registros previamente publicados em

bibliografias especializadas, garantindo a precisdo da identificacdo 2%,

2.5. Caracterizacio da diversidade estrutural do ecossistema liquénico

A sequéncia de DNA escolhida para a andlise metagendmica pertence a amostra
“ANA13”, proveniente do municipio de Anajatuba, Maranhao, e refere-se a um cianoliquen do
género Leptogium, previamente identificado por meio da metodologia taxondmica descrita
anteriormente.

Para a realizacao da analise do microbioma ecossistema liquénico, a extragdo do DNA
ocorreu no Laboratorio de Genética e Biologia Molecular - LabGeM/UFMA utilizando o kit de
extragdo DNeasy Plant Pro Kit (QIAGEN), de acordo com as instrugdes do fabricante. A
quantificagdo do DNA foi obtida utilizando o Fluordmetro Quantus™ (Promega, FL, EUA), de
acordo com as instrugdes do fabricante. O DNA obtido foi armazenado a -20 °C.

As amostras foi sequenciada em parceria com a Universidade de Helsinque, Finlandia,

pelo grupo de pesquisa DNA Sequencing and Genomics. As sequéncias do metagenoma foram

obtidas através do sequenciador AVITI (https://www.elementbiosciences.com/products/aviti),

as bibliotecas gendmicas foi preparada utilizando Nextera (Illumina).
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Antes de iniciar a andlise das sequéncias, foi realizado o céalculo do MD5 (mdSsum
arquivo.zip) utilizando terminal de comando para o arquivo compresso contendo as sequéncias
R1 (forward, 5'-3") e R2 (reverse, 3'-5"), utilizado para verificar a integridade de arquivos,
garantindo que ndo for corrompidos durante a transferéncia ou armazenamento.

A qualidade das sequéncias foi avaliada com o FastQC v0.12

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). O FastQC fornece estatisticas

detalhadas sobre os dados de sequenciamento, permitindo a verificagdo da qualidade das reads
antes do processamento subsequente.

O pré-processamento das sequéncias foi realizado com o Trimmomatic v0.39. Foi
realizada a remocdao de adaptadores (ILLUMINACLIP:NexteraPE-PE.fa:2:30:10:2:TRUE),
corte de bases com qualidade inferior a 3 nas extremidades (LEADING:3, TRAILING:3) e
descarte de reads com menos de 36 pares de bases (MINLEN:36). O comando foi adaptado
para indicar corretamente as sequéncias forward (5'-3") e reverse (3'-5'). O Trimmomatic
executa a filtragem e o corte das reads, garantindo a remogao de bases de baixa qualidade e
adaptadores, a fim de assegurar a alta qualidade das sequéncias analisadas 2°.

A montagem dos contigs foi realizada utilizando o metaSPAdes v4.0.0 no

supercomputador PUHTI (https:/my.csc.fi/welcome). O processo gerou um arquivo no

formato FASTA, que foi renomeado para "new.contigs ANAI13.fasta" para facilitar a
identificacdo do arquivo nas analises subsequentes. Essa ferramenta, especializada na
montagem de genomas metagendmicos, ¢ baseada no software SPAdes /.

As andlises metagenomicas usando a montagem das sequencias foram realizadas em

servidores online, como o Galaxy.eu (https://usegalaxy.eu/) e o KBase

(https://www.kbase.us/about/). O Galaxy ¢ uma plataforma de bioinformatica de codigo aberto

que possibilita a andlise e o gerenciamento de dados biologicos, com énfase em gendmica e
metagendmica. Oferecendo um ambiente onde usuarios podem realizar analises complexas sem
a necessidade de programacio 2. O KBase (The U.S. Department of Energy Systems Biology
Knowledgebase) ¢ uma plataforma que integra diversas ferramentas e métodos em um Unico
ambiente.

A identificagao de BGCs de metabolitos secundarios foi realizada com as ferramentas
antiSMASH v8.0. O antiSMASH (Antibiotics and Secondary Metabolite Analysis Shell)

possibilita a identificagdo e anotagcdo automatizada de BGCs em genomas bacterianos e
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fungicos, permitindo a predi¢ao de classes de metabolitos secundarios e suas possiveis fungdes

(https://antismash.secondarymetabolites.org/#!/start). O antiSMASH cléssico foi realizado para

predi¢does de BGCs para bactérias associadas ao liquen.
Para predicao e anotagdo de genes de eucariotos foi utilizado o AUGUSTUS v3.4, um

software amplamente utilizado para a predi¢do e anotacao de genes, permitindo a identificacao

29-31

de regides codificantes (https://bioinf.uni-greifswald.de/augustus/). A anotagdao de genes

foi realizada no AUGUSTUS utilizando o organismo modelo Aspergillus nidulans (fungo).
Com os resultados do AUGUTUS foi realizado o fungiSMASH para predi¢coes de BGCs para
fungos associados ao liquen.

A qualidade da montagem das reads foi avaliada com as ferramentas QUAST v4.4,
Compare Assembled Contig Distributions - v1.1.2. O QUAST (Quality Assessment Tool for
Genome Assemblies) permite a analise da qualidade das montagens gendmicas, auxiliando na
identificagdo de problemas e na melhoria da precisdo das analises *>*. O Assembled Contig
Distributions fornece uma comparagao detalhada e lado a lado de multiplas montagens com
base no comprimento e na distribuicio do tamanho dos seus contigs 3.

A analise taxonomica foi realizada com as ferramentas Kaiju v1.9.0 e 0o GOTTCHA2
v2.1.7. O Kaiju utiliza um algoritmo de alinhamento para a classificacdo taxonomica de
sequéncias metagenomicas, permitindo a rapida identificacdo de organismos presentes na
amostra. Além de oferecer multiplos bancos de dados de referéncia, incluindo RefSeq,
proGenomes, NCBI BLAST nr, NCBI BLAST nr+euk, RVDB, entre outros >>37. O
GOTTCHA2 permite a identificacdo e quantificacdo de unidades taxonOmicas operacionais
(OTUs) em dados metagendmicos, auxiliando na analise da biodiversidade microbiana %,

O binning foi realizada com as ferramentas MetaBAT2 v2.17, MaxBin2 v2.2.7 e
CONCOCT vl1.1.0, que permitem a reconstru¢cdo de genomas individuais a partir de dados
metagendmicos. O MetaBAT2 utiliza a abundancia genomica e a frequéncia de
tetranucleotideos para agrupar contigs de maneira probabilistica *°. O MaxBin2 emprega a
composi¢do de nucleotideos e a abundancia de contigs para formar bins, facilitando a
recuperagdo de genomas completos *°. J4 o CONCOCT integra informagdes de cobertura e
composicdo de nucleotideos para classificar contigs em bins que representam organismos
individuais na amostra *!. Para a comparagdo das ferramentas de montagem, foi utilizado

genomas montados a partir de metagenomas (MAGs, do inglés metagenome-assembled
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genomes), foi utilizada a ferramenta DAS Tool v1.1.2 #>**, Essa ferramenta foi empregada para
a filtragem dos MAGs, considerando um critério de completude minima de 50% e um limite
maximo de 5% de contaminagao.

Para a analise de qualidade da montagem dos MAGs, foi utilizado o CheckM v1.0.18.
O CheckM avalia a qualidade e integridade dos genomas, fornecendo métricas de completude

e contaminacdo para estimar a confiabilidade das montagens *°.

2.6. Caracterizacdo genomica do fotobionte associado ao liquen

Ap6s o binning dos MAGs e a realizacdo das andlises de qualidade, foi selecionado o
MAGQOI do fotobionte com maior completude e menor contaminagdo para analises funcionais
e identificacdo. Com base nas analises taxonomicas realizadas anteriormente, esse MAGO1 foi
identificado como pertencente ao género cianobacteriano Nostoc. Assim, foi renomeado como
“Nostoc sp. MAG Bin01” para melhor identifica¢do nas analises subsequentes.

A andlise de qualidade do MAGOI foi realizada com as ferramentas CheckM v1.0.18.,
BUSCO, QUAST v4.4 ¢ o Compare Assembled Contig Distributions - v1.1.2. O BUSCO
(Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs) fornece uma avaliagdo quantitativa da
completude em termos do conteudo esperado de genes de uma montagem de genoma “°.

Para anotacao do genoma foi utilizado a ferramenta Prokka v1.14.5 e o servidor RAST

(Rapid Annotations using Subsystems Technology) (https://rast.nmpdr.org/rast.cgi). O Prokka

¢ uma ferramenta de software para a anotagdo rapida de genomas procaridticos 4. O RAST é
projetado para anotar genomas procaridticos completos ou quase completos (>97%) montados
48-50 A identificagdo de BGCs de metabdlitos secundarios foi realizada com as ferramentas
antiSMASH v8.0 na versao online.

Para atribuir classificagdes taxonOmicas objetivas ao MAGO1, foi utilizado as
ferramentas do software GTDB-Tk v2.3.2. O GTDB-Tk ¢ um kit de ferramentas desenvolvido
para a classificagdo taxondmica de genomas bacterianos e arqueanos. A sequéncia analisada €
inserida na arvore de espécies do GTDB, e o software gera tanto um dendrograma uniforme

quanto uma versdo com comprimentos de ramo ajustados com base na distancia evolutiva *>°!~

55

Para a analise filogendmica do MAGO1 foi utilizado servidor TYGS)
(https://tygs.dsmz.de/). O Type (Strain) Genome Server (TYGS) ¢ uma plataforma de ultima
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geracdo para taxonomia baseada em genomas, proporcionando analises precisas e
automatizadas para a classificag@o e identificagdo de microrganismos. A ferramenta compara
genomas por meio de métodos avangados de inferéncia filogenética e filogendmica, com anélise

de similaridade, permitindo a determinacdo de relagdes taxondmicas entre cepas %7,

Para a analise no TYGS, foi recuperado do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) em
formato Genbank 29 genomas do género Nostoc sp. de cepas associadas a fungos e plantas (15
plantas e 14 fungos), comparando-os a0 MAGO1 (Nostoc sp. MAGOI) montado do
metagenoma, totalizando 30 genomas analisados (Tabela 1).

A inferéncia filogenomica foi realizada com comparagdes pareadas entre os genomas
utilizando a abordagem Genome BLAST Distance Phylogeny (GBDP), sob o algoritmo
“trimming” e formula de distancia d5 °%. A 4rvore filogendmica foi construida com FastME
2.1.6.1 (Lefort, Desper & Gascuel, 2015) a partir das distancias GBDP. Os comprimentos dos
ramos foram dimensionados conforme a formula de distancia GBDP d5, e os valores de suporte
pseudo-bootstrap > 60% foram calculados a partir de 100 replicacdes, com um suporte médio
de 95,7%. A arvore foi enraizada no ponto médio *° e visualizadas com PhyD3 .

O calculo da Average Nucleotide Identity (ANI) foi realizado utilizando o FastANI
v0.1.3, uma ferramenta que permite a estimativa rapida e sem alinhamento da identidade
nucleotidica entre genomas. Esse método foi empregado para avaliar a similaridade genomica
entre o MAGO1 e os genomas de referéncia, auxiliando na classificagdo taxondmica e
identificagdo do organismo ¢!, O célculo do ANI foi executado com os 29 genomas listados
na tabela 1 comparando-os com o nosso MAGO1.

Para a analise de hibridizagdo entre os genomas, foi utilizado o Genome-to-Genome
Distance Calculator (GGDC), uma ferramenta in silico que simula de forma confiavel a
hibridizagio DNA-DNA (DDH). Essa abordagem permitiu a comparacdo genOmica € a
determinacdo das relagdes taxondmicas entre os genomas analisados %57 A andlise de
hibridizacao in silico foi executado com 29 genomas listados na tabela 1 comparando-os com
0 nosso MAGO1.

As distancias entre os genomas foi inferida utilizando trés formulas distintas, baseadas
nos HSPs MUMs (segmentos homdlogos méaximos Unicos) obtidos pela comparagdo de cada
par de genomas. Essas distancias foram entdo convertidas em valores equivalentes a0 DNA-

DNA Hybridization (DDH) por meio de um modelo linear generalizado (GLM), calibrado com
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dados de referéncia empiricos que incluem valores reais de DDH e sequéncias gendmicas
62,63,57

Os intervalos de confianga foram estimados tanto por um modelo estatistico quanto por
bootstrapping, garantindo maior precisao na analise. Para avaliar a delimitagdo de espécies, foi
aplicada regressao logistica, um tipo especial de GLM, que calculou as probabilidades de os
valores de DDH serem >70% (limite para defini¢do de mesma espécie) e >79% (limite para
subespécies). Além disso, o conteudo de G+C foi analisado, considerando que dentro de uma
mesma espécie essa variacdo nao pode ultrapassar 1%, enquanto entre espécies distintas a

diferenca pode ser de até 1% 6237,
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Figura 1. Fluxograma de trabalho, processamento de dados do metagenoma
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Tabela 1. Lista de genomas de Nostoc spp. disponiveis no GenBank, categorizados de acordo com sua

associacdo ecologica. A tabela apresenta o ID GenBank, o Bioproject correspondente, a classificacdo

taxondmica e a associa¢do do organismo (fungo ou planta).

ID Genbank ‘ Bioproject Taxonomia Associaciio
GCA 002245975.1 | PRINA389200 | Nostoc sp. 'Peltigera membrandcea cyanobiont' 213 | Fungos
GCA 002246015.1 | PRINA389199 | Nostoc sp. 'Peltigera membranacea cyanobiont' 210A | Fungos
GCA 002949795.1 | PRINA275880 | Nostoc sp. Lobaria pulmonaria (5183) cyanobiont' Fungos
GCA _003326195.1 | PRINA319602 Nostoc punctiforme NIES-2108 Fungos
GCA _017114945.1 | PRINAG616181 Nostoc sp. JL34 Fungos
GCA _017114985.1 | PRINA616181 Nostoc sp. JL33 Fungos
GCA _017114995.1 | PRINAG616181 Nostoc sp. NMS9 Fungos
GCA _017115025.1 | PRINA616181 Nostoc sp. NOS(2021) Fungos
GCA _017115045.1 | PRINA616181 Nostoc sp. NMS8 Fungos
GCA _017115085.1 | PRINA616181 Nostoc sp. NMS7 Fungos
GCA _017115095.1 | PRINA616181 Nostoc sp. NMS4 Fungos
GCA _017115105.1 | PRINA616181 Nostoc sp. NMS2 Fungos
GCA _017115165.1 | PRINA256476 | Nostoc sp. LPT Fungos
GCA _028623165.1 | PRINA930330 | Nostoc sp. UHCC 0926 Fungos
GCA _014697355.1 | SAMNI13702707 | Nostoc calcicola FACHB-3891 Plantas
GCA_000020025.1 | PRINA216 Nostoc punctiforme PCC 73102 Plantas
GCA_000196515.1 | PRINA30807 Nostoc azollae 708 Plantas
GCA _001712795.1 | PRINA310825 | Nostoc sp. KVJ20 Plantas
GCA _002154695.1 | PRINA360300 | Nostoc sp. TO9 Plantas
GCA _002154725.1 | PRINA360305 | Nostoc sp. 106C Plantas
GCA_005869855.1 | PRINA540319 | Nostoc sp. PA-18-2419 (JC1668) Plantas
GCA 013343235.1 | PRINAS534312 | Nostoc sp. TCL240-02 Plantas
GCA _013393905.1 | PRINA534312 | Nostoc sp. C052 Plantas
GCA _013393925.1 | PRINA534312 | Nostoc sp. C057 Plantas
GCA 013393945.1 | PRINA534312 | Nostoc sp. TCL26-01 Plantas
GCA _014222255.1 | PRINA591939 | Nostoc sp. UCD120 Plantas
GCA _015206895.1 | PRINA667061 Nostoc sp. LEGE 12450 Plantas
GCA _015206945.1 | PRINA667061 Nostoc sp. LEGE 12447 Plantas
GCA _026127265.1 | PRINA388731 Nostoc sp. KVJ3 Plantas
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3. RESULTADO E DISCUSSAO

A andlise morfologica da amostra ANA13 permitiu a identificagdo do liquen em nivel
de género como pertencente ao género Leptogium, com base nas caracteristicas do talo e
estruturas associadas, observadas por meio de microscopia Optica e estereoscopica (Figura 2).

A morfologia do talo, de aspecto folioso, com colora¢do negro quando observado na
lupa, com apotécios, composto por granulos, sendo compativel com espécies do género
Leptogium **** (Figura 2). Os testes quimicos com os reagentes hidroxido de potassio (K) e
hipoclorito de sédio (C) foram aplicados, mas ndo apresentaram reacdes visiveis.

A analise microscopica dos cortes transversais revelou a organizagdo tipica do talo
liquénico, incluindo a presenca de uma camada de hifas fungicas e a camada de células
fotossintéticas (Flores; Herrero, 2010). A observagdo em objetiva de 100x possibilitou a
identificacdao do fotobionte como pertencente ao género Nostoc, uma cianobactéria filamentosa

com células globosas organizadas em cadeias, caracteristica marcante desse grupo (Figura 2)
65

Figura 2. Identificagdo do micobionte Leptogium e do fotobionte Nostoc na amostra ANA13
sequenciada. (a) Imagem macroscopica do cianoliquen Leptogium colonizando o tronco de uma
arvore. (b) Cortex superior do liquen observado em lupa. (c) Identificacdo de apotécios (seta branca)
observado em lupa. (d) Corte transversal observado em microscopio dptico com aumento de 20x%. (e)
Corte transversal detalhado sob microscopio optico com aumento de 40x. (f) Imagem do fotobionte

Nostoc em conte transversal sob microscopio optico com aumento de 100x.
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A associagdo simbidtica entre Leptogium e Nostoc representa uma relagdo mutualistica
marcante no contexto bioldgico, particularmente no ambito da simbiose liquénica. Leptogium,
pertencente a familia Collemataceae, abriga comumente a cianobactéria Nostoc, reconhecida
por sua notavel capacidade de fixagdo biolégica de nitrogénio %®*’. Enquanto o Leptogium se
beneficia do nitrogénio fixado por Nostoc, essencial para o seu metabolismo em ambientes com
baixos niveis de nutrientes, a cianobactéria, por sua vez, encontra no fungo hospedeiro um
ambiente protegido e acesso a recursos fotonicos indispensaveis a sua fotossintese *7°.

A partir das sequéncias gendmicas obtidas através do sequenciamento, foi realizada uma
analise inicial de qualidade utilizando a ferramenta FastQC. Os resultados indicaram a presenca
de adaptadores introduzidos durante o processo de preparagdo das bibliotecas de
sequenciamento, permitindo a identificacdo precisa dessas sequéncias nos dados brutos.
Posteriormente, foi realizada a remog¢ao dessas sequéncias indesejadas, etapa essencial para o
aprimoramento da qualidade dos dados e para garantir maior confiabilidade nas analises
subsequentes. A utilizagdo do Trimmomatic permitiu a remocao de todos os adaptadores
inseridos durante o sequenciamento identificados pelo FastQC (Figura S1).

O processamento gerou os seguintes resultados: um total de 71.258.637 pares de reads
de entrada, das quais 71.219.409 (99,94%) mantiveram ambas as sequéncias, que foram entao
utilizadas para a montagem. Os resultados indicam que a grande maioria das reads manteve
alta qualidade apds o processamento, com uma taxa de descarte minima. A execucao foi
concluida com sucesso, garantindo que os dados processados estdo prontos para as proximas
etapas da analise.

A segunda andlise do FastQC indicou que as avaliacdes de qualidade para a remocao
dos adaptadores foram realizadas com sucesso, confirmando que os adaptadores foram
adequadamente removidos. Apos o trimming, 9.913 reads (0,01%) resultando em dados de
maior qualidade para as etapas subsequentes da analise.

O metaSPAdes gerou com sucesso o arquivo da montagem do metagenoma (assembly)
em formato contigs.fasta, que contém as reads resultantes da montagem do metagenoma da
amostra ANA13. Esse arquivo FASTA representa a sequéncia agrupada das reads brutas,
permitindo a andlise subsequente de genes e outras caracteristicas genéticas dos organismos

presentes. O arquivo "new.contigs ANA13.fasta" foi utilizado como base para andlises
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adicionais, como a anotacdo genOmica e a caracterizacdo dos organismos presentes no
metagenoma.

A avaliagdo do MAG gerado a partir do conjunto de dados da amostra ANA13 foi
realizada por meio das ferramentas QUAST e Assembled Contig Distributions, fornecendo uma
visdao abrangente da qualidade e da estrutura dos contigs montados. A montagem resultou em
284.665 contigs, evidenciando uma alta fragmentacao do metagenoma. Destes, 66.657 contigs
possuem tamanho igual ou superior a 1.000 pb, e apenas 1.678 contigs ultrapassam 10.000 pb.
A presenga de apenas 15 contigs com mais de 100.000 pb e a completa auséncia de contigs com
mais de 1.000.000 pb, o que ¢ comum em metagenomas ambientais altamente complexos
(Tabela 2) "7,

O comprimento total da montagem foi de aproximadamente 296,8 Mbp, com grande
parte desse valor concentrado em contigs entre 1.000 e 10.000 pb, conforme indicado pela soma
dos comprimentos dos contigs >1.000 pb (153.021.518 pb) e >10.000 pb (37.369.639 pb). O
maior contig individual tem 182.283 pb, representando um fragmento substancial, mas ainda
insuficiente para cobrir um genoma completo.

As estatisticas, especialmente os valores de N50 (1.034 pb) e N75 (662 pb), sdo
indicativos de que a maioria dos contigs ¢ curta. A necessidade de 62.122 contigs (L50) para
atingir 50% do comprimento total da montagem, e 154.067 contigs (L75) para cobrir 75%,
reforga a alta quantidade de fragmentos curtos. A ferramenta Assembled Contig Distributions
também evidencia que 90% do total da montagem provém de contigs com comprimento igual
ou superior a 552 pb (N90), reforcando o predominio de fragmentos curtos.

O conteado de GC de 64,2% aponta para uma diversidade gendmica substancial,
refletindo possivelmente a presenga de uma variedade de organismos com distintas

caracteristicas genéticas na amostra analisada (Tabela 2)

Tabela 2: Resultados da analise do metagenoma com a ferramenta QUAST e Assembled Contig

Distributions do metagenoma através do Kbase.

Métricas Valores
# contigs (total) 284.665
# contigs (>= 0 bp) 284.665
# contigs (>= 1.000 bp) 66.657
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# contigs (>= 10.000 bp) 1.678

# contigs (>= 100.000 bp) 15

# contigs (>= 1.000.000 bp) 0

Maior contig 182.283
Comprimento total (>= 0 bp) 296.824.921
Comprimento total (>= 1.000 bp) 153.021.518
Comprimento total (>= 10.000 bp) 37.369.639
Comprimento total (>= 100.000 bp) 1.832.403
Comprimento total (>= 1.000.000 bp) 0

N50 1.034

N75 662

N90 552

L50 62.122

L75 154.067
L90 228.043

GC (%) 64,2

#N’s 0

A utiliza¢ao conjunta do QUAST e do Assembled Contig Distributions na analise da
qualidade da montagem possibilitou uma avaliacdo mais detalhada da montagem
metagendmica, permitindo a confirmagao dos dados estatisticos obtidos. O QUAST fornece as
métricas quantitativas essenciais para avaliar a fragmentagdo e a diversidade dos contigs,
enquanto a Assembled Contig Distributions oferece uma visao detalhada da distribui¢ao do
tamanho dos contigs. Assim, essas duas ferramentas se complementam de forma eficaz,
fornecendo uma avaliagdo abrangente da qualidade da montagem e identificando areas
potenciais para melhorias.

A andlise com o objetivo de identificar clusters génicos biossintéticos (BGCs) do
antiSMASH para bactérias identificou 102 BGCs, sendo as mais abundantes: Poliquetideo
sintase nao ribossomal - NRPS (31), enzimas semelhantes a sintetase peptidica ndo ribossémica
(NRPS) - NRPS-like (25), sintases de policetideo Tipo I - TIPKS (15) e Terpenos (nove), entre
outros BCGs descritos na Tabela 3. Os resultados completos estdo descritos na Tabela S1.

A anotacdo genes para eucariotos gerada com o AUGUSTUS foi utilizada como entrada
para a ferramenta fungiSMASH, para identificar BGCs em sequéncias pertencentes a fungos.
Esta andlise revelou um total de 116 BGCs, evidenciando a ampla diversidade metabdlica
presente no metagenoma analisado. Entre os principais tipos de BGCs identificados, destacam-

se TIPKS (34), NRPS (25), NRPS-like (18), Terpenos (14) e RiPP-like (Dez). Outros tipos de

109



UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO PPGSA

Fundagio Instituida nos termos da Lei n° 5.152, de 21/10/1966 — Sio Luis - Maranhio.

«.L.” PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E AMBIENTE

BGCs também foram encontrados ¢ estdo detalhados na Tabela 3, enquanto os resultados

completos podem ser consultados na Tabela S2.

Tabela 3: Tipos de BGCS identificados pelo antiSMASH Classico (Bactérias) e fungiSMASH

(Fungos).
Bactéria Fungo
Tipo de BGC Quantidade de BGC Tipo de BGC Quantidade de BGC

NRPS 31 T1PKS 34
NRPS-Like 25 NRPS 25
T1PKS 15 NRPS-Like 18
Terpene 9 Terpene 14
Lanthipeptide-Class-Ii 5 RIPP-Like 10
RIPP-Like 3 RRE-Containing 4
Hgle-KS 3 Thioamitides 2
T3PKS 2 Phosphonate 2
Phosphonate 2 Lanthipeptide-Class-Ii 2
Cyanobactin 2 T3PKS 1
Siderophore 1 Proteusin 1
RRE-Containing 1 Indole 1
Ladderane 1 Cyanobactin 1
Indole 1 Other 1
Other 1

A andlise comparativa dos agrupamentos génicos biossintéticos (BGCs) entre bactérias
e fungos revelou a presenca de 16 tipos distintos, dos quais 11 sdo compartilhados entre ambos
os grupos. Entre os BGCs compartilhados, destacam-se os do tipo NRPS, NRPS-like, T1PKS,
terpeno, lantipeptideo classe II, RiPP-like, RRE-containing e T3PKS, dentre outros com
menores descricdes (Figura 3).

Além disso, foi identificado trés agrupamentos génicos biossintéticos exclusivos de
bactérias (HglE-Cetossintase, Sider6éforo e Ladderano) e dois exclusivos de fungos
(Tioamitideos e Proteusina). O diagrama de Venn gerado a partir desses dados ilustra
visualmente essa distribui¢do, demonstrando a maior sobreposi¢do entre os BGCs bacterianos

e fungicos, a0 mesmo tempo que destaca os agrupamentos exclusivos de cada dominio (Figura
3).
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Figura 3. Diagrama de Venn representando a distribui¢do dos agrupamentos génicos biossintéticos
(BGCs) entre bactérias e fungos. A interse¢ao entre os conjuntos indica os 11 tipos de BGCs

compartilhados por ambos os grupos, os trés BGCs exclusivos de bactérias e os dois exclusivos de

fungos.

Bactérias Fungos

- HglE-KS
- Siderophore
- Ladderane

» Thioamitides
« Proteusin

A producao de metabdlitos secunddrios por micro-organismos ¢ uma caracteristica amplamente
explorada na biotecnologia devido a sua grande diversidade estrutural e funcional. Compostos
como antibidticos, pigmentos, toxinas e agentes antifingicos sdo frequentemente produzidos
por vias biossintéticas especificas, especialmente em fungos e bactérias.

A andlise das regides biossintéticas preditas pelo antiSMASH identificou diversos
compostos produzidos por fungos, bactérias ou por ambos (Tabela 4). Algumas regides sdao
compartilhadas entre fungos e bactérias, como as associadas a producdo de anabaenopeptina,
nostamida A, geosmina, naftopirona e rizomida. Esses compostos estdo ligados principalmente
a vias NRPS e T1PKS, que sdo comuns em ambos os grupos e responsaveis pela producdo de
metabolitos bioativos com possiveis fungdes ecologicas.

As regides exclusivas de bactérias revelaram compostos como melanina, bicornutinas,
monascorubrina, piranonigrina E e xenematida, todos produzidos por vias NRPS ou T1PKS.
Esses metabolitos tém fungdes como protegdo contra estresse ambiental ou agdo

antimicrobiana.
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Nos fungos, foi identificado duas regides exclusivas: uma relacionada a producio de
1,3,6,8-tetrahydroxynaphthalene, envolvido na biossintese de melanina, e outra ligada a

aculeacina A, um composto com atividade antifiingica.

Tabela 4. Metabolitos Secundarios mais conhecidos identificados em fungos e bactérias por

antiSMASH
Organismos Regides Cluster biossintético conhecido mais
semelhante
Region 2122.1 NRPS Anabaenopeptin NZ857 / Nostamide A
s Region 248.1 terpene Geosmin
Bactérias Region 2080.1 T1PKS Naphthopyrone
Region 17822.1 NRPS Rhizomide A / Rhizomide B / Rhizomide C
Region 5047.1 TI1PKS Melanin
Region 20352.1 NRPS Bicornutin A1 / Bicornutin A2
Exclusivos de Region 1936.1 TIPKS Monascorubrin
bactérias
Region 2851.1 TI1PKS Pyranonigrin E
Region 12458.1 NRPS Xenematide
Exclusivos de Region 3623.1 T1PKS 1,3,6,8-tetrahydroxynaphthalene
fungos Region 2057.1 NRPS-like Aculeacin A

A anadlise da composi¢do taxondmica da amostra, realizada por meio da ferramenta
Kaiju utilizando o banco de dados NCBI BLAST nr+euk, revelou uma diversidade significativa
de espécies microbianas. Em comparacdo com outros bancos de dados disponiveis na
ferramenta, este demonstrou maior sensibilidade na identificacio de diferentes grupos
taxondmicos. Dentre os organismos detectados, destacam-se bactérias pertencentes a diversos
filos e classes, com relevancia ecoldgica e alta abundancia na amostra analisada.Entre as
familias bacterianas mais representativas, destacam-se Nostocaceae, Nocardioidaceae e
Micromonosporaceae (Figura 4a). A familia Nostocaceae, pertencente as cianobactérias, €
bastante conhecida devido a sua capacidade de fixacdo de nitrogénio e ampla distribui¢do em

ambientes aquaticos e terrestres .

Dentro da classe Actinobacteria, as familias
Nocardioidaceae e Micromonosporaceae foram as mais abundantes, ambas reconhecidas por

seu potencial biotecnoldgico, especialmente na producio de compostos bioativos 747>
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A nivel de género, Nostoc foi um dos grupos mais abundantes, destacando a importancia
das cianobactérias na amostra analisada, seguido pelo género Nocardioides (Figura 4b). Nostoc
e Nocardioides sdao dois géneros bacterianos distintos, ambos com papéis ecologicos

ignificati ialment interagd tre sol lanta "%, N & d
significativos, especialmente nas interagdes entre solo e planta . Nostoc, um género de
cianobactéria, € reconhecido por sua capacidade de fixar nitrogénio atmosférico, essencial para
o ciclo do nitrogénio 7. J4 Nocardioides, pertencente ao filo Actinobacteria, é conhecido por
suas diversas capacidades metabolicas, incluindo a degradacdo de poluentes ambientais,

desempenhando um papel importante na biorremediacdo 7! (Figura 4).

Figura 4. Analise da composi¢io taxondmica da amostra utilizando Kaiju NCBI BLAST nr+euk:

principais familias, géneros e espécies identificadas.
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A avaliagdo taxondmica, com base no grafico do Krona, revelou que as bactérias
correspondem a 96% da composi¢do total da amostra, enquanto os organismos eucarioticos
representam 4%. Dentro de Eukariota, o grupo monofilético Opisthokonta, que inclui o reino
Fungi, constituindo 100% da fracdo eucariotica.

Esse resultado provavelmente reflete uma combinagdo de fatores técnicos e biologicos.
A extragdo de DNA pode ter sido mais eficiente para bactérias, ja que células flingicas possuem
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paredes celulares mais espessas e dificeis de romper. Além disso, os bancos de dados utilizados
pelas ferramentas de anotag¢do, como o Kaiju, podem ser mais eficientes para organismos
procarioticos, o que pode ter favorecido a identificacdo de sequéncias bacterianas em em
comparagdo com as fingicas. Também podemos considerar a abundancia bactérias associadas
ao fungo, como parte de uma microbiota simbidtica ou contaminante, tenham contribuido para
esse perfil. Assim, embora se esperasse uma maior representagdo fungica, os resultados
refletem limitagdes metodologicas e caracteristicas proprias da amostra analisada.

No nivel taxondmico, o reino fungi representa 98% das sequéncias, com Dikéria
compondo 95%. Dentro do filo Ascomycota, que representa 100% dos fungos identificados, os

subfilos Saccharomyceta e Pezizomycotina correspondem a 99% e 98%, respectivamente. No

clado Leotiomyceta, foi identificado as seguintes classes: Sordariomycetes (26%),

Dothideomycetes (25%), Lecanoromycetes (22%) e Eurotiomycetes (21%) (Figura 5).

Figura 5. Kaiju utilizando o banco de dados NCBI BLAST nr+euk, visualizados pelo Krona
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Os Sordariomycetes estdo amplamente relacionados ao estilo de vida saprotrico,
desempenhando um papel fundamental na decomposi¢ao de matéria organica e na formacgao de
biomassa no solo. Identificados como endoéfitos saprotroficos e micoparasitas, contribuindo
para a satde das plantas e a dinAmica do solo ¥*%. Sua presenca em ecossistemas liquénicos,
embora limitada em compara¢do com outras classes formadoras de liquens, aponta para uma
relagdo evolutiva intrigante onde certos membros podem participar de varias estratégias
troficas, incluindo a liquenizagdo como adaptagio secundaria 53,

Os fungos da classe Dothideomycetes sdao altamente diversificados, incluindo membros
associados a liquens. Destaca-se a ordem Capnodiales, cujos representantes atuam como
organismos endoliquénicos ou liquenicolas, contribuindo para a estrutura e funcao dos liquens
86-88 A presenga de Dothideomycetes nos micobiomas liquénicos indica que esse grupo inclui
tanto fungos ndo liquenizados quanto linhagens com caracteristicas liquenizadas. Estudos
filogenéticos mostram que Dothideomycetes e Arthoniomycetes contém taxons envolvidos em
multiplas associagdes simbidticas, com estilos de vida liquenizados e ndo liquenizados *°.

Os Lecanoromycetes estdo majoritariamente associados a formacdao de liquens,
abrangendo a maioria dos fungos liquenizados. Esses organismos apresentam estratégias
adaptativas que lhes permitem prosperar em diversos ambientes, desde florestas temperadas até
regides extremas, como a Antartica, onde demonstram tolerancia ao congelamento e mantém a
atividade fotossintética em condigdes de baixa temperatura °°.

Estudos indicam que os Lecanoromycetes frequentemente interagem com outras classes
de fungos, como Dothideomycetes, estabelecendo relagdes ecoldgicas complexas dentro dos
liquens 22114 Além disso, esses fungos coexistem com diversos tdxons liquenicolas e
endoliquénicos, que podem influenciar a satide nos ecossistemas liquénicos 2114,

Estudo metagendmico recente identificou a classe Eurotiomycetes nos ecossistemas de
liquens '*. Além disso, os autores demonstraram que uma parte substancial dos genomas
fungicos isolados de liquens pertence a linhagens bem estabelecidas de fungos liquenizados,
incluindo Eurotiomycetes entre esses taxons. Esses achados ressaltam a importancia ecoldgica
dos Eurotiomycetes nos ecossistemas liquénicos, juntamente com outras classes, como
Dothideomycetes, Lecanoromycetes e Basidiomycetes, que também contribuem para a

diversificacdo desses ecossistemas '+°2.
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Nossos resultados indicam que essas classes de fungos formam um taxon associado a
liquens, com destaque para: Lecanoromycetes, Eurotiomycetes ¢ Dothideomycetes. Entre elas,
Lecanoromycetes se destaca por incluir a maioria dos fungos formadores de liquens. A
identificacdo dessas classes na analise taxondmica do metagenoma permitiu inferir que 68% da
amostra dentro do reino Fungi, pode ser representada por fungos formadores de liquens,
consolidando esse taxon dentro do clado Leotiomyceta, onde essas classes estdo distribuidas.

Técnicas moleculares, incluindo metagendmica e sequenciamento de DNA de nova
geragdo, t€m sido fundamentais para elucidar a diversidade de comunidades fingicas dentro
dos ecossistemas liquénicos. Por exemplo, estudos relataram a prevaléncia de varias classes de
fungos em Lecanoromycetes em habitats especificos, revelando que certos clados, incluindo
Leotiomycetes e Dothideomycetes, sio comumente associados ao talo de liquen *%!4,

Para inferir a taxonomia do micobionte por meio da ferramenta Kaiju, foi necessario
utilizar o banco de dados NCBI BLAST nr+euk, ja integrado a ferramenta. Anteriormente, a
analise taxonomica do metagenoma revelou quatro classes principais de fungos liquenizados
dentro do reino Fungi. Dentre elas, a classe Lecanoromycetes se destacou, com a subclasse
Lecanoromycetidae representando 78% das subclasses identificadas (Figura 6a).

Dentro dessa subclasse, identificou-se a ordem Peltigerales (12%), enquanto a familia
Collemataceae, com 97% de abundancia, apresentou a maior representatividade. Dentro dessa
familia, o género Leptogium foi predominante, com 99% de abundancia (Figura 6b).

Utilizando a mesma abordagem para a identificacio do fotobionte associado ao
cianoliquen Leptogium, analisou-se a composi¢do dos organismos celulares presentes na
amostra. Os resultados indicaram que as bactérias correspondem a 96% da abundancia total,
com o grupo Terrabacteria representando 54% da composicao bacteriana.

Entre os filos bacterianos mais abundantes, destacaram-se Actinobacteria (66%),
Cyanobacteria (27%) e Chloroflexi (5%), além de outros grupos com menor representatividade.
Dentro do filo Cyanobacteria, a ordem Nostocales foi predominante, representando 73% das
ordens identificadas nesse grupo (Figura 6c¢).

Na familia Nostocaceae, que compreendeu 79% das sequéncias dentro da ordem
Nostocales, identificou-se o género Nostoc como o mais abundante, com 74% de

representatividade. Esse resultado sugere que Nostoc ¢ o principal fotobionte associado ao
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cianoliquen Leptogium na amostra analisada, através da analise taxondmica realizadas pelo

Kaiju (Figura 6d).

Figura 6. Kaiju utilizando o banco de dados NCBI BLAST nr+euk, visualizados pelo Krona

teria/Melainabacte!
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O género Nostoc engloba uma gama diversificada de cianobactérias que exibem relagdes
simbioticas cruciais, particularmente com membros do género fungico Leptogium, que esta
frequentemente envolvido em associagdes de liquens. Estudos tém demonstrado que as espécies
de Nostoc sdo reconhecidas como fotobiontes fundamentais em cianoliquens, particularmente
naqueles associados aos géneros Leptogium e Peltigera, contribuindo para o sucesso ecoldgico
desses organismos em vdrios ambientes *>*,

A bioinformatica desempenha um papel fundamental na complementagao e ampliagao
da andlise taxondmica tradicional, permitindo uma identificacdo mais precisa e abrangente dos
organismos presentes em uma amostra. Enquanto a taxonomia tradicional possibilitou a
determinagdo do cianoliquen do género Leptogium, a abordagem metagendmica, aliada a
ferramentas bioinformaticas como Kaiju utilizando o banco de dados NCBI BLAST nr+euk,
permitiu uma confirmagao mais robusta dessa identificacao.

Os resultados da anélise taxondmica realizada com o Kaiju revelam uma comunidade
microbiana altamente diversificada e complexa, com uma fracao substancial de organismos
ainda nado caracterizados. Muitas reads nao puderam ser atribuidas a organismo conhecido,
sugerindo a presenca de microrganismos pouco estudados ou de dificil classificagdo. Além
disso, foi observada uma presenca relevante de virus, indicando uma interagdo complexa com
a comunidade microbiana analisada. Esses resultados refor¢cam a necessidade de estudos mais
aprofundados para melhor caracterizar a microbiota presente na amostra e compreender sua
relevancia ecologica e funcional na associagao.

Além disso, a ferramenta Kaiju foi empregada para analisar a taxonomia do
metagenoma do cianoliquen, utilizando diversas bases de dados, como RefSeq Complete
Genomes, proGenomes ¢ NCBI BLAST nr. No entanto, os resultados obtidos nao se alinharam
com a analise taxondmica tradicional que haviamos realizado anteriormente. Em particular, a
taxonomia inferida por essas bases ndo conseguiu identificar o micobionte principal associados
ao cianoliquen identificado através da taxonomia tradicional.

Além das bases mencionadas, o Kaiju também disponibiliza um banco de referéncia
especifico para fungos. Contudo, mesmo ao utilizar essa base especializada, ndo conseguimos
identificar o micobionte presente no cianoliquen identificado na anélise taxondmica tradicional,

o que sugere limitagcdes na cobertura taxondmica desse banco de dados.
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Por outro lado, ao utilizar o NCBI BLAST nr+euk, conseguimos identificar tanto o
micobionte quanto o fotobionte, alinhando-se aos resultados da analise taxondmica tradicional.
Esses achados ressaltam a importancia de escolher cuidadosamente a base de dados mais
adequada para a classificagdo taxonémica em estudos metagendmicos, especialmente quando
se trata de organismos simbidticos complexos como os liquens.

Utilizando a ferramenta GOTTCHAZ2, foi possivel visualizar através do Krona que entre
a composicao bacteriana com 54% da composicao da amostra, as cianobactérias representam
79% da comunidade microbiana, seguidas por Actinobacteria (13%), Proteobacteria (4%),
Gemmatimonadetes (2%), Planctomycetes (1%) e Bacteroidetes (0,3%), dentre outras.
Aproximadamente 67% da composicdo microbiana da amostra ¢ formada por bactérias,
enquanto 33% ¢ representada por DNA viral, especificamente o bacteriofago Enterobacteria
phage phiX174 sensu lato da tamilia Microviridae, que inclui virus bacteriéfagos de DNA de
fita simples (ssDNA) (Figura 7).

A ordem cianobateriana Nostocales apresentou uma abundincia de 68% entre as
bactérias, enquanto o género Nostoc foi ainda mais predominante, com 70%. A cianobactéria
filamentosa Nostoc calcicola destacou-se como a espécie mais abundante, correspondendo a
36% da composicao microbiana da amostra. Quando consideramos todas as bactérias, esse
percentual aumenta para 54%.

Além disso, outras espécies de Nostoc também se mostraram significativas incluem
Nostoc sp. 'Lobaria pulmonaria (5183) cyanobiont' com 12%, Nostoc punctiforme com 4%, e
Nostoc sp. Peltigera membranacea também com 4%. De maneira geral, o género Nostoc

representa 52% da abundancia microbiana observada.
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Figura 7: Resultado da Analise de diversidade do metagenoma utilizando o GOTTCHA2 e

visualizado através do Krona.
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A arvore filogenética indica que o dominio Bactéria é o mais abundante,
compreendendo a maior parte da composi¢do microbiana. Os principais filos bacterianos com
maior representagdo foi: Cyanobacteria, Actinobacteria, Gemmatimonadetes, Proteobacteria e
Planctomycetes. Na arvore, o género Nostoc esta posicionado dentro do filo Cyanobacteria,
representando 9,81% da composi¢do microbiana total da arvore, sendo a Nostoc calcicola a
espécie bacteriana mais abundante com 6,89% (Figura 8).

A dominancia do género Nostoc (na parte superior da arvore) nesta amostra indica que
as cianobactérias deste género desempenham um papel ecologico importante dentro da
associacdo. O Enterobacteria phage phiX174 sensu lato (fago, virus bacteriano) estd
identificado na base da arvore, dentro do dominio Viruses. Ele representa 6,26% da composi¢ao

total da arvore, sendo o Unico representante viral identificado nesta anélise. (Figura 8).
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Figura 8: Arvore filogenética representando a composi¢do microbiana de uma amostra, gerada pela ferramenta

GOTTCHAZ2, mostrando a distribuigdo relativa dos diferentes grupos taxonomicos presentes.
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As ferramentas Kaiju e GOTTCHA2 foram utilizadas para a analise taxonomica da
amostra, ¢ embora ambas sejam empregadas em estudos metagendmicos, elas apresentam
diferencas importantes em suas abordagens metodologicas. O Kaiju realiza a classificagdo com
base no alinhamento de sequéncias traduzidas de DNA para proteinas, utilizando bancos de
dados como o NCBI BLAST nr. Esse método permite detectar organismos mesmo quando o
DNA esté fragmentado ou quando ha maior divergéncia entre as sequéncias da amostra e as de
referéncia, o que torna a ferramenta util para a identificagdo de microrganismos pouco
representados em bancos gendmicos *>-7.

Em contraste, 0o GOTTCHAZ2 utiliza uma abordagem baseada em k-mers especificos de
cada taxon, trabalhando diretamente com sequéncias de DNA. Essa estratégia permite uma

classificagdo taxondmica rapida e altamente especifica, especialmente em niveis mais baixos,

como espécie ou cepa, desde que os organismos estejam bem representados no banco de dados
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utilizado *® . Dessa forma, a escolha entre essas ferramentas depende dos objetivos do estudo e
da diversidade esperada na amostra, sendo recomendavel o uso complementar das duas para
obter uma visdo mais abrangente da comunidade microbiana presente.

A identificagdo taxondmica possibilitou a analise de uma diversidade de micro-
organismos associados ao liquen, os quais foram detectados por meio das ferramentas
bioinformaticas aplicadas durante o processamento dos dados metagendmicos. Apos essa etapa,
foi realizado o binning com o uso de ferramentas especializadas, permitindo a reconstrugdo de
genomas a partir dos dados obtidos.

A binning dos MAGs pelo MaxBin2, obteve-se 17 bins a partir de 284.665 contigs de
entrada, dos quais 51.294 (18,0%) foram agrupados. Esses dados fornecem uma visdo
abrangente das diferentes populacdes microbianas presentes na amostra.

Em relagdo a completude, o Bin.001.fasta destacou-se com a maior completude de 0,991
(99,1%), contetido GC de 41,1%, contendo 381 contigs e um tamanho gendmico de 8.903.203
bp. O Bin.005.fasta apresentou completude de 0,692 (69,2%), conteudo GC de 48,8%, com
3.832 contigs e comprimento total de 6.474.991 bp. O Bin.003.fasta teve completude de 0,458
(45,8%), contetido GC de 71,7%, com 3.867 contigs e comprimento total de 9.155.619 bp. As
informacodes de todos os MAGs podem ser encontradas na Tabela S3.

Estudos recentes indicam que o MaxBin2 apresenta um bom desempenho em
comparagdo com outros algoritmos de classificagdo, como MetaBAT2 ¢ CONCOCT. Em
analises comparativas, 0 MaxBin2 demonstrou gerar bins de alta qualidade, especialmente
quando utilizado em uma abordagem de multiferramenta ¢,

Através da analise do CheckM foi possivel inferir a qualidade dos MAGs apos a
montagem. Entre os bins de alta qualidade, destaca-se o Bin.001 (p__ Cyanobacteria), com uma
completude de 99,56% e uma contaminagao de apenas 3,59%, indicando um bin bem definido
e de excelente qualidade. Em contraste, os bins classificados como de qualidade moderada,
como o Bin.002 (p__Actinobacteria), com 58,96% de completude e 4,68% de contaminacao,
indicam que o bin est4 parcialmente fragmentado. O Bin.007 (p__ Actinobacteria), com 65,79%
de completude e 9,36% de contaminacao (Tabela S3 e Figura S2).

Os resultados também mostraram bins com baixa qualidade devido a alta contaminacao
ou baixa completude. O Bin.003 (p__Actinobacteria), com 62,9% de completude e uma

contaminagdo de 53,12%, sugere uma possivel mistura de genomas, enquanto o Bin.014
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(k__ Bacteria), com 79,18% de completude e 63,77% de contaminacdo, ¢ considerado pouco
confiavel e requer uma analise mais aprofundada para avaliacdao de sua qualidade (Tabela S3).

A andlise de qualidade dos MAGs foi realizada utilizando as ferramentas CheckM e
DAS Tool, considerando um critério minimo de 50% de completude e 5% de contaminagao.
Como resultado, foi identificado um MAG pelas ferramentas MaxBin2, e dois MAGs pelas
ferramentas CONCOCT e MetaBAT2, dentro dos parametros estabelecidos. O Bin.001
(p__Cyanobacteria) foi identificado com alta qualidade por todas as ferramentas, apresentando
completude superior a 99% e niveis de contaminagdo abaixo de 4%. O Bin.002 (k __Bacteria)
foi identificado apenas pelo CONCOCT e MetaBAT2, ambos com completude superior a 50%
(57,25% e 65,22%, respectivamente) e contaminagdo inferior a 5%, atendendo aos critérios

minimos de qualidade estabelecidos para a analise (Quadro 1).

Quadro 1: Resultado da analise de qualidade realizada pelo CheckM para os MAGs gerados

peloMaxBin2 com completude > 50% e contaminag@o > 5%.

Ferramenta  Nome do Bin Linhagem do Completude Contaminacio
Marcador
MaxBin2 Bin.001 p__Cyanobacteria 99.56 3.59
Bin.001 p__Cyanobacteria 99.56 3.70
CONCOCT
Bin.002 k Bacteria 57.25 2.59
Bin.001 p__Cyanobacteria 99.33 3.80
MetaBat2
Bin.002 k Bacteria 65.22 2.21

Um genoma ¢ considerado de alta qualidade quando apresenta > 90% de completude e
< 5% de contaminacio *°*. Com base nesses critérios, o Bin.001 foi selecionado para anélises
gendmicas posteriores, por apresentar melhor qualidade. Esse MAG foi identificado como
pertencente a uma cianobactéria e, apds a analise taxonomica e identificagdo do fotobionte no
metagenoma, foi renomeado para "Nostoc sp. MAGO1", garantindo uma identificagdo mais
precisa nas analises subsequentes.

Os resultados obtidos indicam que a montagem gendmica possui alta qualidade, com
minima fragmentacado e

perda de genes essenciais. A baixa taxa de duplicacdo sugere que ha pouca

contaminagdo ou erros na montagem, aumentando a confiabilidade dos dados para analises
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futuras. Com isso, 0 MAGO1 gerado através do binning, pode ser utilizado com seguranga para
inferéncias taxonomicas e funcionais, fortalecendo a precisido das analises bioinformaticas *°.

A avaliagdo do MAGOI1 por meio das ferramentas QUAST e Compare Assembled
Contig Distributions demonstrou que o genoma reconstruido apresenta qualidade satisfatoria
para analises genomicas e funcionais. Os resultados possibilitaram inferir que o genoma possui
um tamanho total de 8.903.203 pb, com 381 contigs, com conteido GC de 41,11%. O maior
contig identificado foi de 182.283pb, indicando que algumas regides do genoma foram bem
montadas, embora a auséncia de contigs > 1 Mb (Tabela 5).

As métricas de continuidade da montagem também coincidem entre as ferramentas. O
N50 foi de 56.316pb, enquanto o L50 foi de 49, indicando que metade do genoma estd contida
em 49 contigs de no minimo 56.316 pb. Da mesma forma, os valores de N75 (26.188pb) e L75
(106 contigs) sdo idénticos nos dois conjuntos de resultados, demonstrando que a distribuicao
do tamanho dos contigs se mantém estavel. Esses valores reforcam a continuidade moderada
da montagem, embora a presenca de 200 contigs > 10kb e apenas 15 contigs > 100kb indicam
que ha fragmentacao na montagem.

Além disso, a ferramenta Compare Assembled Contig Distributions fornece
informacgodes adicionais, como os valores N90 (12.831pb) e L90 (180 contigs), detalhando a
distribuicao dos contigs menores (Tabela 5).

A avaliacdo da qualidade do MAG também foi realizada utilizando a ferramenta
BUSCO, a fim de verificar a completude do genoma com base na presenga de ortdlogos
altamente conservados. Os resultados indicaram que 97,7% dos genes analisados estavam
completos (C: 1855), sendo 96,1% em copia tnica (S: 1825) e 1,6% duplicados (D: 30). Apenas
0,7% dos genes estavam fragmentados (F: 14) e 1,6% estavam ausentes (M: 30), considerando
um total de 1.899 genes ortologos analisados (Tabela 5).

A anotacdo do MAGO1 utilizando a ferramenta Prokka permitiu a anotagdo funcional
revelou 7.461 genes previstos, dos quais 7.369 codificam proteinas. No entanto, apenas 2.953
genes apresentam func¢do conhecida, representando aproximadamente 40% do total de genes
codificadores, enquanto 60% permanecem como genes hipotéticos. Além disso, 1.351 genes
possuem um numero EC (Enzyme Commission), indicando envolvimento em processos
enzimaticos e vias metabolicas. As informagdes adicionais obtidas através dessa ferramenta

estdo presentes no Tabela 5.
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A anotacdo funcional através do RASTtk, foi possivel identificar 8.649 sequéncias
codificantes (CDS), incluindo 289 subsistemas (26% de cobertura do genoma, enquanto os 74%
restantes nao foram associados a subsistemas conhecidos) que representam vias metabolicas e
funcdes especificas presentes no genoma. Além disso, foram anotados 91 RNAs, o que indica
a presenga de genes essenciais para a regulacdo e o funcionamento celular. O nimero de
subsistemas identificados sugere uma diversidade funcional considerdvel, fornecendo

informagdes sobre a ecologia e os mecanismos metabdlicos do organismo (Tabela 5) %%,

Tabela 5. Resultados da analise de qualidade das ferramentas QUAST e Assembled Contig
Distributions, BUSCO e anotagio funcional do Prokka e RASTtk do Nostoc sp. MAGO1.

Métricas Valores
QUAST e Assembled Contig Distributions
Numero total de contigs 381
Contigs (> 1.000 pb) 381
Contigs (> 10.000 pb) 200
Contigs (> 100.000 pb) 15
Contigs (> 1.000.000 pb) 0
Comprimento total da montagem (> 0 bp) 8.903.203
Comprimento total (> 10.000 pb) 8.244.463
Comprimento total (> 100.000 pb) 1.832.403
Maior contig 182.283
N50 56.316
L50 49
N75 26.188
L75 106
N90 12.831
L90 180
GC (%) 41,11%
BUSCO
Genes analisados completos C: 1855 (97,7%)
Genes com coOpias unicas S: 1825 (96,1%)
Genes duplicados D: 30 (1,6%)
Genes fragmentados F: 14 (0,7%)
Genes Ausentes M: 30 (1,6%)
Genes ortdlogos 1.899
Prokka
Numero de genes previstos: 7,461
Numero de genes codificadores de proteinas: 7,369
Numero de genes com fun¢do ndo hipotética: 2,953
Numero de genes com numero EC: 1,351
Comprimento médio da proteina: 315 aa.
RASTtk
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Sequéncias codificantes (CDS) 8.649
Subsistemas 289
RNAs 91

As andlises funcionais revelaram diversas categorias metabdlicas essenciais para a
sobrevivéncia e adaptacdo do microrganismo estudado. O metabolismo de carboidratos, com
401 genes, indica uma ampla capacidade de utilizacdo e conversdo de diferentes fontes de
carbono '%°. Da mesma forma, o metabolismo de amino4cidos e derivados, representado por
356 genes, sugere um metabolismo ativo para a sintese e degradagdao de aminoacidos essenciais
101

O metabolismo de proteinas, com 294 genes, aponta para uma forte regulagao da sintese
proteica e remodelacdo celular, enquanto a categoria de fatores, cofatores, vitaminas e
pigmentos, com 342 genes, pode estar relacionada a biossintese de compostos essenciais,
incluindo pigmentos fotossintéticos 4102,

A presenca de 157 genes associados a resposta ao estresse indica mecanismos de
adaptagao a condigdes ambientais adversas. Além disso, os 89 genes envolvidos no transporte
de membrana desempenham um papel crucial na captacdo e exportagio de metabolitos '%3104,

Os processos de respiragao e fotossintese também se destacam, com 100 e 73 genes,
respectivamente, confirmando a capacidade do organismo de gerar energia tanto por vias
aerdbicas quanto por processos fotossintéticos '%%1%,

Outras categorias relevantes incluem o metabolismo do DNA (110 genes), a regulacao
e sinalizacdo celular (82 genes), o metabolismo do nitrogénio (46 genes) e a divisdo celular e
ciclo celular (115 genes), reforcando a complexidade funcional desse microrganismo e sua

capacidade de adaptacio a diferentes ambientes '’"!'°, Todas as categorias identificadas através

da anotac¢do funcional estdo presenta na Figura 9.
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Figura 9. Resultados da anotagao funcional obtida através do RASTtk.

Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts

@ M Cell Division and Cell Cycle (115)
26%
74%

W Potassium metabolism (17)
W Stress Response (157)
Os avangos significativos na bioinformatica sdo exemplificados por ferramentas como

m RNA Metabolism (122)

@= W Miscellaneous (73)

Dormancy and Sporulation (5)

m Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (6)
Nucleosides and Nucleotides (71)

W Membrane Transport (89)

Phosphorus Metabolism (87)

W Amino Acids and Derivatives (356)

Iron acquisition and metabolism (5)

W Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (129)
Virulence, Disease and Defense (65)

@ W Secondary Metabolism (21)

Protein Metabolism (294)

Photosynthesis (73)

W Sulfur Metabolism (73)

W Metabolism of Aromatic Compounds (9)
m Motility and Chemotaxis (33)

@ Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (342)
Nodulation (0)

Cell Wall and Capsule (136)
Carbohydrates (401)

Regulation and Cell signaling (82)
Respiration (100)

Nitrogen Metabolism (46)

DNA Metabolism (110)
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o RASTtk, que auxiliam na anotagdo de caracteristicas e vias genéticas em varios organismos.
Ao facilitar a identificacao de genes relacionados ao metabolismo celular, o RASTtk aprimora
nossa compreensdo das capacidades metabolicas em espécies bacterianas, permitindo a

99,111

integragdo de dados para gendmica comparativa . A capacidade de tais plataformas de

prever e classificar com precisao enzimas relacionadas ao metabolismo celular, ilustra ainda
mais seu papel no avango de nossa compreensio da ecologia e metabolismo microbiano '1%!13,

Paralelamente, abordagens metagendmicas inovadoras e descoberta de novas enzimas,
podem ter implica¢des em aplicagdes industriais e processos de biorremediagdo. Essas enzimas,
anotadas usando RASTtk e ferramentas semelhantes, fornecem informacdes sobre a
microbiologia ambiental, pois revelam como organismos em diversos habitats adaptaram suas
vias metabdlicas de forma eficiente ''41%0,

A andlise do MAGO1 por meio da ferramenta antiSMASH (versdo classica para
bactérias) resultou na identificagdo de diversos clusters de genes biossintéticos (BGCs)
associados a produ¢do de metabdlitos secundarios. Ao todo, foi descrito 47 BGCs, distribuidos
entre diferentes classes biossintéticas. A classe mais representativa foi a dos NRPS (peptideos
ndo ribossdomicos), com 12 agrupamentos identificados, seguida pelos terpenos (oito) e pelos

policetideos do tipo I (T1PKS) (sete). Além desses, outros tipos de BGCs também foram
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identificados, conforme apresentado na Tabela 6. Os resultados detalhados de cada BGC, estao

disponiveis na Tabela S4.

Tabela 6: Tipos de BCGs encontrados para 0 MAG a partir do antiSMASH para
bactérias (Classico).

Tipo de BGC | Quantidade de BGC
NRPS 12
Terpene
T1PKS
Lanthipeptide-class-v
HglE-KS
Lanthipeptide-class-ii
LAP
Phenazine
Proteusin
Betalactone
Microviridin
Mycosporine-like
NI-siderophore
NRPS-like
Phosphonate
Thiopeptide

[ [ | [ = = = (NN [N [N [N W | (oo

Os lantipeptideos, classificados como RiPPs, demonstram bioatividade relevante,
especialmente com propriedades antimicrobianas. Esses peptideos sdo caracterizados pela
presenca de aminoacidos incomuns, como a lantionina, formados por meio de modificagdes
enzimaticas durante sua biossintese. Os lantipeptideos de classe I normalmente abrangem uma
lantipeptideo desidrogenase (LanB) e uma ciclase (LanC), essenciais para criar a estrutura
ciclica tnica dessas moléculas. Os lantipeptideos de classe II sdo moldados por uma enzima
bifuncional conhecida como LanM, que integra um dominio desidratase e um dominio ciclase
dentro de uma cadeia polipeptidica '>~'"".

Essas descobertas destacam a relevancia da metagendmica na investigagdo da dinamica
funcional dos microbiomas de liquens. Além de revelar a complexidade das interagdes
simbidticas, as abordagens metagenomicas tém facilitado a identificagdo de novas vias
biossintéticas nesses organismos. Estudos identificaram grupos de genes de policetideo sintase

(PKS) associados a produ¢do de produtos naturais bioativos em liquens, revelando o potencial

para descoberta de medicamentos a partir desses organismos ''®. Esse potencial é reforcado por

128



UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

Fundagio Instituida nos termos da Lei n° 5.152, de 21/10/1966 — Sio Luis - Maranhio.

‘.. PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E AMBIENTE

estudo, que explorou os grupos de genes biossintéticos em comunidades microbianas
associadas a liquens, enfatizando o rico potencial metabolico desses sistemas simbi6ticos °.

A classificacao taxondomica do MAGO1 foi realizada utilizando a ferramenta GTDB-Tk,
que compara genomas metagenomicos a uma base de dados curada de referéncias taxondmicas.
A analise filogenética revelou que o MAG pertence ao filo Cyanobacteriota, classe
Cyanobacteria, ordem Cyanobacteriales e familia Nostocaceae, indicando sua proximidade
evolutiva com linhagens previamente classificadas dentro do género Nostoc.

A arvore filogenética gerada pelo GTDB-Tk reforca essa classificagcdo, posicionando
“Nostoc sp. MAGO1” dentro de um clado bem suportado junto a outros representantes da
familia Nostocaceae. Destaca-se, ainda, sua proximidade com Calothrix sp. NIES-3974
(GCF _002368395.1), pertencente a mesma familia, o que fortalece a identificagdo do MAGO1
dentro de Nostocaceae (Figura S3).

A segunda arvore filogenética a nivel de género gerada pelo GTDB-Tk reforca essa
classificacao, posicionando “Nostoc sp. MAGO1” dentro de um clado bem suportado junto a
outras linhagens do género Nostoc.

Destaca-se, ainda, sua proximidade com Nostoc sp. PA-18-2419 (GCF_005869855.1),
fortalecendo a atribuicdio do MAGO1 a esse género. Essa relagdo sugere que o genoma
reconstruido compartilha caracteristicas gendmicas e evolutivas com outras espécies do grupo,

corroborando sua identidade taxonomica (Figura 10).
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Figura 10. Arvore filogenética gerada pela ferramenta GTDB-Tk, mostrando a relagdo evolutiva entre
o genoma reconstruido Nostoc sp. MAGO1 e outros genomas de referéncia a nivel de género. O

genoma Nostoc sp. MAGO1 esta destacado em amarelo.
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As arvores filogenéticas geradas pelo GTDB-Tk reforcam essa classificagdo do MAG
pertencente ao género Nostoc, posicionando “Nostoc sp. MAGO1” dentro de um clado bem
suportado junto a outros representantes da familia Nostocaceae. Esse agrupamento sugere uma
alta confiabilidade na identificagdo taxondmica, evidenciando que o genoma reconstruido
apresenta caracteristicas gendmicas semelhantes as de cianobactérias do género Nostoc.

A anélise filogenética revelou que o genoma mais proximo ao MAGO1, foi identificado
corresponde a Nostoc sp. PA-18-2419 (MDC 005869855.1), uma cianobactéria associada em
simbiose com plantas, sugerindo uma possivel relagdo evolutiva entre esses organismos. No
entanto, o calculo de ANI, gerado pela ferramenta GTDB-Tk, entre Nostoc sp. MAGO1 e a
referéncia mais proxima resultou em um valor de 89,22%, abaixo do limiar de 95% geralmente
aceito para designacdo da mesma espécie. Além disso, a fragdo de alinhamento foi de 0,745,
indicando que aproximadamente 74,5% do genoma do MAG apresenta similaridade com o
genoma de referéncia. Outras referéncias relacionadas foram identificadas, incluindo a espécie
Nostoc muscorum, o que reforca a filiacdo do MAG ao género Nostoc. Apesar dessa
proximidade, o GTDB-Tk nao atribuiu 0 MAGO1 a uma espécie especifica, pois o valor de ANI
ficou abaixo do limite predefinido para designagao taxondmica em nivel de espécie.

Os resultados da analise filogenomica criada utilizando a ferramenta GTDB-Tk indicam
de forma robusta que o genoma reconstruido pertence ao filo Cyanobacteriota, classe
Cyanobacteria, ordem Cyanobacteriales e familia Nostocaceae, corroborando sua filiagcao ao
género Nostoc. A inclusao do “Nostoc sp. MAGO1” em clados bem suportados, tanto na arvore
geral da familia quanto na arvore de nivel de género, demonstra uma proximidade evolutiva
consistente com outras linhagens de Nostoc, em especial com Nostoc sp. PA-18-2419. Esse
agrupamento consistente reforca a confiabilidade da identificacdo taxondmica, evidenciando
que os métodos e as bases de dados utilizados proporcionam uma interpretagdo robusta da
filogenia do genoma estudado.

A andlise filogendmica realizada por meio da ferramenta Type (Strain) Genome Server
(TYGS) permitiu avaliar a relacdo evolutiva do genoma do MAG “Nostoc sp. MAGO01”, com
outros 29 genomas de referéncia do género Nostoc. A arvore gerada posiciona Nostoc sp.
MAGOl em um clado bem suportado, agrupado com Nostoc sp. PA-18-2419
(GCA_005869855.1), indicando uma forte similaridade gendmica entre essas linhagens
(Figura 11).
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Nostoc sp. MAGO1 (destacado em vermelho) com outros 29 genomas do género Nostoc. Linhagens de
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Além disso, os resultados demonstram que Nostoc sp. MAGO1 pertence a um

agrupamento filogenético que inclui diversas espécies de Nostoc, todas apresentando altos
valores de suporte bootstrap (100%), refor¢ando a confiabilidade da filogenia inferida.
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A arvore ainda evidencia outros agrupamentos bem definidos dentro do género Nostoc,

incluindo espécies como Nostoc punctiforme € Nostoc azollae, isoladas de diferentes ambientes.

A presenca de altos valores de bootstrap nos principais agrupamentos sustenta a robustez da

inferéncia filogendmica e confirma a confiabilidade da classificacdo taxondmica baseada na
relacdo genodmica entre as cepas analisadas (Figura 11).

estdo em verde.

Nostoc associadas a fungos estdo destacadas em amarelo, enquanto linhagens associadas a plantas

‘Nostoc sp. NMS7' (GCA_017115085.1)

Nostoc sp. JL33' (GCA_017114985.1)

‘Nostoc sp. NOS(2021)' (GCA_017115025.1)
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‘Nostoc sp. NMS8' (GCA_017115045.1)
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"Nostoc azollae' 0708' (GCA_000196515.1)
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Observa-se que os genomas isolados de associagdes fingicas (cianobiontes de liquens e
outras associagdes simbidticas) formam um grande grupo dentro da arvore, contendo isolados
como Nostoc sp. 'Peltigera membrandacea cyanobiont’, Nostoc punctiforme NIES-2108 e
Nostoc sp. Lobaria pulmonaria (5183) cyanobiont. Esse agrupamento sugere uma forte relagao
evolutiva entre esses genomas, possivelmente refletindo adaptagdes compartilhadas a simbiose
com fungos.

Por outro lado, os isolados obtidos de ambientes associados a plantas formam um
agrupamento, incluindo Nostoc sp. PA-18-2419 e Nostoc calcicola FACHB-3891. Além, de
um agrupamento com Nostoc sp. 106C, Nostoc sp, T09, Nostoc sp. TCL26-01 e Nostoc azollae
0708 na base da arvore de linhagens de Nostoc associados a planta. Sugerindo que esses
genomas representam linhagens que evoluiram estabelecendo associacdes com plantas.

Os isolados obtidos de ambientes associados a fungos formam um agrupamento
composto por Nostoc sp. NMS7, Nostoc sp. JL33, Nostoc sp. NOS(2021) e Nostoc sp. UHCC
0926, localizado na parte superior da arvore filogenomica do género Nostoc associada a fungos.
Sugerindo que esses genomas representam linhagens que evoluiram estabelecendo associagdes
simbidticas com fungos.

O posicionamento do Nostoc sp. MAGO1 préximo a Nostoc sp. PA-18-2419 sugere que
seu genoma compartilha mais similaridade com linhagens associadas a plantas do que com
aquelas isoladas de fungos. Além disso, os resultados do TYGS corroboram a classificagdo
obtida pelo GTDB-TXk, indicando que Nostoc sp. MAGO1 esta filogeneticamente relacionado a
espécies do género Nostoc, especialmente Nostoc sp. PA-18-2419.

A andlise de ANI foi realizada para avaliar o grau de similaridade gendmica entre Nostoc
sp. MAGO1 e 29 genomas de Nostoc disponiveis em bancos de dados. O ANI ¢ um pardmetro
amplamente utilizado para delimitacdo de espécies bacterianas, sendo que valores >95%
indicam que dois organismos pertencem a mesma espécie (Tabela 7) 36!,

Os resultados demonstram que Nostoc sp. MAGO1 ndo atingiu o limite de 95% ANI
com nenhum dos genomas analisados, sugerindo que este pode representar uma linhagem
distinta dentro do género Nostoc. O genoma mais proximo foi Nostoc sp. PA-18-2419, com
89,19% ANI, seguido por Nostoc calcicola FACHB-3891 (88,22% ANI). Esses valores
indicam que Nostoc sp. MAGO1 compartilha uma relagdo evolutiva proéxima com essas

linhagens, mas provavelmente ndo pertence a mesma espécie.
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Além disso, verificou-se que os genomas com maior ANI pertencem a cianobactérias
simbiontes de plantas, indicando que Nostoc sp. MAGO1, apesar de ter sido isolado de um
liquen, apresenta similaridade gendmica com linhagens adaptadas a diferentes associagdes. No
entanto, a auséncia de um ANI elevado com outros simbiontes liquénicos sugere que este
representa uma linhagem pouco estudada ou potencialmente nova dentro do grupo.

Os genomas mais distantes incluem Nostoc azollae 708 (77,57% ANI) e Nostoc sp.
TCL26-01 (78,21% ANI), que apresentaram baixa identidade com Nostoc sp. MAGOI1,
reforgando que esses pertencem a linhagens mais divergentes. A distribuicao dos valores de
ANI sugere que Nostoc sp. MAGO1 pode representar um grupo distinto dentro do género
Nostoc, potencialmente adaptado ao ambiente liquénico, mas mantendo semelhancas
genOmicas com linhagens associadas a plantas (Tabela 7).

A andlise de distancia gendémica realizada com o GGDC comparou o genoma Nostoc
sp. MAGO1 com os 29 genomas de referéncia do género Nostoc. Os resultados indicaram que
os valores de DNA-DNA Hybridization (DDH) foi inferior a 70% em todas as comparacdes,
evidenciando que Nostoc sp. MAGO1 ndo pertence a nenhuma das espécies analisadas (Tabela
7).

O maior valor de DDH foi de 44% para Nostoc sp. PA-18-2419, indicando uma
similaridade moderada, mas insuficiente para classifica-lo como a mesma espécie. Outros
genomas apresentaram valores de DDH entre 37,2% e 22,8%, sugerindo uma relagdo
filogenética distante. Os genomas mais divergentes, como Nostoc sp. T09, Nostoc sp. 106C,
Nostoc sp. TCL26-01 e Nostoc azollae, exibiram valores de DDH <15,6%, reforcando um
distanciamento significativo dentro do género Nostoc.

A analise também considerou a distancia gendmica e a probabilidade de DDH >70%,
que foi inferior a 5% em todos os casos, confirmando a distin¢do genética de Nostoc sp. MAGO1
em relacdo as espécies conhecidas (Tabela 7). Os resultados utilizando outras formulas geradas

pelo GGBC podem ser consultados na Tabela S5.
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Tabela 7. Valores de Average Nucleotide Identity (ANI) estimados entre Nostoc sp. MAGO1
Resultados do GGDC e distancias genomicas do DNA-DNA Hybridization (DDH) entre Nostoc sp.

MAGO1 e 29 genomas de referéncia do género Nostoc

Query Reference ‘ ANI Estimate DDH

Nostoc sp. MAGO1 Nostoc sp. PA-18-2419 89.1929 44

Nostoc sp. MAGO1 Nostoc calcicola FACHB-3891 88.2236 37.2
Nostoc sp. MAGO1 Nostoc sp. NOS 2021 84.5775 27

Nostoc sp. MAGO1 Nostoc sp. UHCC 0926 84.5384 26.6
Nostoc sp. MAGO1 Nostoc sp. JL34 84.3153 29.3
Nostoc sp. MAGO1 Nostoc sp. LPT 84.1594 26.9
Nostoc sp. MAGO1 Nostoc sp. JL33 84.1207 254
Nostoc sp. MAGO1 Nostoc sp. NMS9 84.1025 27.1
Nostoc sp. MAGO1 Nostoc sp. Lobaria pulmonaria (5183) cyanobiont' 84.0111 26.9
Nostoc sp. MAGO1 Nostoc sp. 'Peltigera membranacea cyanobiont’' 2104 | 83.8885 25.9
Nostoc sp. MAGO1 Nostoc sp. KVJ20 83.8490 25.1
Nostoc sp. MAGO1 Nostoc punctiforme NIES-2108 83.7935 25.5
Nostoc sp. MAGO1 Nostoc sp. NMS2 83.7745 25.5
Nostoc sp. MAGO1 Nostoc sp. NMS7 83.7319 23.4
Nostoc sp. MAGO1 Nostoc sp. LEGE 12447 83.6534 25.3
Nostoc sp. MAGO1 Nostoc sp. NMSS8 83.6427 26.4
Nostoc sp. MAGO1 Nostoc sp. 'Peltigera membrandcea cyanobiont' 213 | 83.6127 25.7
Nostoc sp. MAGO1 Nostoc sp. TCL240-02 83.5923 26.1
Nostoc sp. MAGO1 Nostoc sp. UCD120 83.5778 24.4
Nostoc sp. MAGO1 Nostoc punctiforme PCC 73102 83.5717 25.5
Nostoc sp. MAGO1 Nostoc sp. C057 83.5516 24.7
Nostoc sp. MAGO1 Nostoc sp. C052 83.5278 24 .4
Nostoc sp. MAGO1 Nostoc sp. LEGE 12450 83.4725 24.7
Nostoc sp. MAGO1 Nostoc sp. NMS4 83.4389 23.7
Nostoc sp. MAGO1 Nostoc sp. KVI3 83.2071 22.8
Nostoc sp. MAGO1 Nostoc sp. T09 79.3871 15.6
Nostoc sp. MAGO1 Nostoc sp. 106C 79.2055 15.6
Nostoc sp. MAGO1 Nostoc sp. TCL26-01 78.2147 14.3
Nostoc sp. MAGO1 Nostoc azollae 708 77.5713 13.6

Genomicamente, as espécies de Nosfoc mostram uma diversidade interessante que

reflete sua adaptacdo a varios nichos ecologicos. Pesquisas indicam que a evolugdo gendmica

do Nostoc foi moldada por uma série de adaptagdes funcionais e transferéncias laterais de genes,
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contribuindo para suas capacidades especializadas em fixagdo de nitrogénio e parcerias
simbidticas *”!'°. Essa flexibilidade genomica permite que o Nostoc mantenha uma relagio
simbiotica com as plantas hospedeiras, o que € crucial para o metabolismo do nitrogénio de
ambas as partes, evidenciando processos coevolutivos entre as plantas hospedeiras e seus
parceiros fotobionte do género Nostoc 212!

A transicdo de Nostoc de um organismo de vida livre para um parceiro simbiotico
envolveu extensas adaptacdes gendmicas. Estudos indicam que essas mudangas apdiam suas
associagoes vegetais. Por exemplo, pesquisas sugerem que o estilo de vida intracelular de
Nostoc pode ter evoluido com outros hospedeiros antes de suas associagdes com Gunnera
(plantas herbaceas eudicotiledoneas) 67122, As relagdes simbidticas geralmente envolvem vias
de sinaliza¢do que aumentam a compatibilidade e a eficiéncia dessas interagdes, permitindo que
ambos os parceiros otimizem sua sobrevivéncia em ambientes hostis 123124,

Os resultados apresentados neste estudo indicam que, embora o “Nostoc sp. MAGO1”
tenha sido isolado de um liquen, ele apresenta maior similaridade genomica com linhagens
associadas a plantas, como evidenciado pela sua proximidade com Nostoc sp. PA-18-2419 e
Nostoc calcicola FACHB-3891. Essa semelhanga sugere que adaptagdes especificas podem ter
ocorrido em linhagens de Nostoc que, independentemente do tipo de hospedeiro (liquen ou
planta), compartilham caracteristicas genomicas comuns. Além disso, a formacao de
agrupamentos distintos na arvore filogenética — separando genomas oriundos de associagdes
com fungos, de um lado, e com plantas, de outro — aponta para possiveis processos adaptativos

que contribuiram para a diversificagdo dentro do género Nostoc, influenciando a distribuicao

ecologica e a especificidade dos diferentes isolados.

4. CONCLUSAO

A andlise metagenomica da amostra ANA13 revelou a complexidade do microbioma
associado ao cianoliquen, destacando sua rica diversidade metabdlica e potencial
biotecnolédgico. Foi identificado 102 BGCs bacterianos e 116 fungicos, com destaque para
NRPS, T1PKS e terpenos, sugerindo rotas metabdlicas compartilhadas e especializagdes
adaptativas. A integra¢ao das abordagens taxondmicas tradicionais e metagendmicas confirmou
que o cianoliquen ¢ composto por um micobionte do género Leptogium e fotobionte do género

Nostoc, além de outros microrganismos que formam uma rede simbiodtica complexa. A presenga
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de DNA wviral, especialmente bacteridfagos, indica interagdes ecologicas adicionais no
microbioma.

A montagem dos MAGs, com destaque para o Bin.001, revelou um genoma de alta
qualidade e 7.461 genes previstos, dos quais 40% possuem func¢do conhecida. A ferramenta
RASTtk identificou 8.649 sequéncias codificantes, representando diversas vias metabolicas. A
analise dos BGCs, incluindo NRPS, terpenos e policetideos do tipo I, reforca o potencial do
microbioma para a produgdo de metabolitos secundarios com fungdes ecologicas e bioativas,
apontando para novas possibilidades para anélises biotecnologicas.

A anotagdo funcional do MAGO1 revelou uma cobertura gendmica de 26%, enquanto
os 74% restantes ndo foi associado a subsistemas funcionais conhecidos. As analises
filogendmicas, juntamente com as avaliacdes de similaridade genomica realizadas por meio dos
parametros ANI e DDH, indicaram divergéncia significativa entre os genomas analisados neste
estudo. Esses resultados nao apenas refor¢cam a eficacia dos métodos empregados (GTDB-Tk e
TYGS) na classificagdo de genomas metagendmicos, como também destacam a importancia de
estudos gendomicos detalhados para ampliar o conhecimento sobre a diversidade e a evolucao
de grupos ecologicamente relevantes, como as cianobactérias.

Este estudo representa uma contribui¢cdo inédita para o conhecimento dos liquens da
Amazonia maranhense, ao realizar, pela primeira vez, uma analise metagendmica voltada a
caracterizacdo do microbioma liquénico na regido. A amostra ANAI13, identificada
morfologicamente como pertencente ao género Leptogium — cuja ocorréncia € aqui registrada
pela primeira vez no estado do Maranhdo — revelou uma notavel complexidade genomica, com
destaque para a diversidade metabolica de seus simbiontes, incluindo vias biossintéticas com
potencial biotecnologico relevante.

Os resultados obtidos evidenciam o valor das andlises integrativas entre a taxonomia
tradicional e as ferramentas de bioinformadtica aplicadas a metagendmica, ampliando o
entendimento das interacdes simbioticas e dos potenciais metabolicos presentes em liquens.
Assim, este trabalho evidéncia uma nova linha de investigacdo cientifica no estado do
Maranhao, voltada a gendmica e a bioprospec¢do de metabolitos secundéarios em ecossistemas
liquénicos, contribuindo significativamente para a valorizagao da biodiversidade amazdnica e

para o avanco do conhecimento sobre ecossistemas ainda pouco explorados.

AGRADECIMENTOS
137



UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

Fundagio Instituida nos termos da Lei n° 5.152, de 21/10/1966 — Sio Luis - Maranhio.

.2,/ PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E AMBIENTE

Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES); Fundagao de
Amparo a Pesquisa e ao Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico do Maranhao (FAPEMA);
Universidade Federal do Maranhdo — UFMA; University Of Helsinki.

Gostariamos de agradecer ao Laboratorio de Sequenciamento de DNA e Gendmica em
todas as publicagdes que contenham dados produzidos em nosso laboratorio.

Agradecemos ao Laboratdério de Sequenciamento de DNA e Gendmica (apoiado pelo
financiamento HiLIFE e Biocenter Finland) e ao Instituto de Biotecnologia da Universidade de

Helsinque pelo sequenciamento

REFERENCIAS

1. Grube M, Wedin M. Lichenized Fungi and the Evolution of Symbiotic Organization.
Microbiol Spectr. 2016;4(6). doi:10.1128/microbiolspec. FUNK-0011-2016

2. Lucheta F, Koch NM, Martins SM de A, Schmitt JL. Comunidade de liquens
corticicolas em um gradiente de urbanizagao na Bacia Hidrografica do Rio dos Sinos, no sul
do Brasil. Rodriguésia. 2018;69:323-334. doi:10.1590/2175-7860201869205

3. Farkas E, Varga N, Veres K, Matus G, Sinigla M, Lokos L. Distribution Types of
Lichens in Hungary That Indicate Changing Environmental Conditions. Journal of Fungi.
2022;8(6):600. doi:10.3390/j0f8060600

4. Coxson D, Bjork C, Bourassa MD. The influence of regional gradients in climate and
air pollution on epiphytes in riparian forest galleries of the upper Fraser River watershed.
Botany. 2014;92(1):23-45. doi:10.1139/cjb-2013-0151

5. Rodriguez JM, Dominguez RED, Mayrhofer H, Passo A, Renison D. High lichen
species richness in Polylepis australis forest: new records from South America and Argentina.
Plant and Fungal Systematics. 2020;65(2):386-402. doi:10.35535/pfsyst-2020-0027

6. Shishido TK, Wahlsten M, Laine P, Rikkinen J, Lundell T, Auvinen P. Microbial
Communities of Cladonia Lichens and Their Biosynthetic Gene Clusters Potentially Encoding
Natural Products. Microorganisms. 2021;9(7):1347. doi:10.3390/microorganisms9071347

7. Weber T, Blin K, Duddela S, et al. antiSMASH 3.0—a comprehensive resource for
the genome mining of biosynthetic gene clusters. Nucleic Acids Research. 2015;43(W1).
doi:10.1093/nar/gkv437

8. Park SY, Choi J, Lee GW, et al. Draft Genome Sequence of Umbilicaria
muehlenbergii KoLRILF000956, a Lichen-Forming Fungus Amenable to Genetic
Manipulation. Genome Announcements. 2014;2(2):10.1128/genomea.00357-14.
doi:10.1128/genomea.00357-14

138



UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

Fundagio Instituida nos termos da Lei n° 5.152, de 21/10/1966 — Sio Luis - Maranhio.

” PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E AMBIENTE

0. Singh G, Calchera A, Schulz M, et al. Climate-specific biosynthetic gene clusters in
populations of a lichen-forming fungus. Environmental Microbiology. 2021;23(8):4260-4275.
doi:10.1111/1462-2920.15605

10. Song H, Kim KT, Park SY, et al. A comparative genomic analysis of lichen-forming
fungi reveals new insights into fungal lifestyles. Sci Rep. 2022;12(1):10724.
doi:10.1038/s41598-022-14340-5

11. Merges D, Dal Grande F, Valim H, Singh G, Schmitt I. Gene abundance linked to
climate zone: Parallel evolution of gene content along elevation gradients in lichenized fungi.
Front Microbiol. 2023;14. doi:10.3389/fmicb.2023.1097787

12. Grimm M, Grube M, Schiefelbein U, Ziihlke D, Bernhardt J, Riedel K. The Lichens’
Microbiota, Still a Mystery? Front Microbiol. 2021;12:623839.
doi:10.3389/fmicb.2021.623839

13. Wicaksono WA, Cernava T, Grube M, Berg G. Assembly of Bacterial Genomes from
the Metagenomes of Three Lichen Species. Microbiology Resource Announcements.
2020;9(38):10.1128/mra.00622-20. doi:10.1128/mra.00622-20

14. Tagirdzhanova G, Saary P, Cameron ES, et al. Evidence for a core set of microbial
lichen symbionts from a global survey of metagenomes. Published online February 2,
2023:2023.02.02.524463. doi:10.1101/2023.02.02.524463

15. Tran DM, Huynh TU, Nguyen TH, et al. Soil microbiome dataset from Yok Don
national park in the Central Highlands region of Vietnam. Data in Brief. 2022;40:107798.
doi:10.1016/5.dib.2022.107798

16. Ferreira MDGR, Sousa NR, Frazdo JMF, Pereira ED. MAPPING AND
CHARACTERIZATION OF CUPUACU OCCURRENCE AREAS IN COMMUNITIES OF
FAMILIAR FARMERS IN THE MUNICIPALITY OF ANAJATUBA, MARANHAO
STATE, BRAZIL. Journal of Geospatial Modelling. Published online March 10, 2018:26-35.
doi:10.22615/2526-1746-jgm-2.4-7962

17. IBGE. Anajatuba (MA) | Cidades e Estados | IBGE. 2023. Accessed April 4, 2025.
https://www.ibge.gov.br/cidades-e-estados/ma/anajatuba.html

18.  Mendes WS, Aragdo NJ, Santos HJ, et al. Hantavirus pulmonary syndrome in
Anajatuba, Maranhao, Brazil. Rev Inst Med Trop Sao Paulo. 2001;43(4):237-240.
doi:10.1590/50036-46652001000400013

19.  Fink B. How to Collect and Study Lichens. The Bryologist. 1905;8(2):22-27.
doi:10.2307/3237900

20. Helms G. Taxonomy and Symbiosis in Associations of Physciaceae and Trebouxia. In:
; 2003. Accessed February 1, 2025. https://www.semanticscholar.org/paper/Taxonomy-and-
Symbiosis-in-Associations-of-and-Helms/798326295bfeedf9aaa8f3dc61a943781b5{2bb7

139



UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

Fundagio Instituida nos termos da Lei n° 5.152, de 21/10/1966 — Sio Luis - Maranhio.

” PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E AMBIENTE

21.  Bicudo CE de M, Menezes M. Generos de algas de aguas continentais do Brasil
(chave para identificagdo e descri¢des) /.

22.  Barreno ER, Ortega SP. Liquenes de la Reserva Integral de Muniellos Asturias.
Oviedo (Espanha). Quadrado. Série Meio Ambiente Natureza 5.

23. Dirig R. Review of How to Know the Lichens. Mycologia. 1980;72(1):218-220.
doi:10.2307/3759439

24. Kitaura MJ. ESTUDO TAXONOMICO DE LEPTOGIUM (ACH.) S.F. GRAY
(COLLEMATACEAE, FUNGOS LIQUENIZADOQOS). Published online 2012.

25. Orange A, White FJ, James PW. Microchemical Methods for the Identification of
Lichens. 2. korr. und erw. Aufl. British Lichen Society; 2010.

26. Bolger AM, Lohse M, Usadel B. Trimmomatic: a flexible trimmer for Illumina
sequence data. Bioinformatics. 2014;30(15):2114-2120. doi:10.1093/bioinformatics/btul 70

217. Nurk S, Meleshko D, Korobeynikov A, Pevzner PA. metaSPAdes: a new versatile
metagenomic assembler. Genome Res. 2017;27(5):824-834. doi:10.1101/gr.213959.116

28. The Galaxy Community. The Galaxy platform for accessible, reproducible, and
collaborative data analyses: 2024 update. Nucleic Acids Research. 2024;52(W1):W83-W94,
doi:10.1093/nar/gkae410

29. Stanke M, Waack S. Gene prediction with a hidden Markov model and a new intron
submodel. Bioinformatics. 2003;19(suppl_2):1i215-1i1225. doi:10.1093/bioinformatics/btg1080

30. Stanke M, Diekhans M, Baertsch R, Haussler D. Using native and syntenically
mapped cDNA alignments to improve de novo gene finding. Bioinformatics. 2008;24(5):637-
644. doi:10.1093/bioinformatics/btn013

31. Keller O, Kollmar M, Stanke M, Waack S. A novel hybrid gene prediction method
employing protein multiple sequence alignments. Bioinformatics. 2011;27(6):757-763.
doi:10.1093/bioinformatics/btr010

32. Gurevich A, Saveliev V, Vyahhi N, Tesler G. QUAST: quality assessment tool for
genome assemblies. Bioinformatics. 2013;29(8):1072-1075.
doi:10.1093/bioinformatics/btt086

33. Mikheenko A, Prjibelski A, Saveliev V, Antipov D, Gurevich A. Versatile genome
assembly evaluation with QUAST-LG. Bioinformatics. 2018;34(13):1142-1150.
doi:10.1093/bioinformatics/bty266

34, Arkin AP, Cottingham RW, Henry CS, et al. KBase: The United States Department of
Energy Systems Biology Knowledgebase. Nat Biotechnol. 2018;36(7):566-569.
doi:10.1038/nbt.4163

140



UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

Fundagio Instituida nos termos da Lei n° 5.152, de 21/10/1966 — Sio Luis - Maranhio.

” PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E AMBIENTE

35.  Ondov BD, Bergman NH, Phillippy AM. Interactive metagenomic visualization in a
Web browser. BMC Bioinformatics. 2011;12:385. doi:10.1186/1471-2105-12-385

36.  Menzel P, Ng KL, Krogh A. Fast and sensitive taxonomic classification for
metagenomics with Kaiju. Nat Commun. 2016;7:11257. doi:10.1038/ncomms 11257

37. Chivian D, Jungbluth SP, Dehal PS, et al. Metagenome-assembled genome extraction
and analysis from microbiomes using KBase. Nat Protoc. 2023;18(1):208-238.
doi:10.1038/s41596-022-00747-x

38. Freitas TAK, Li PE, Scholz MB, Chain PSG. Accurate read-based metagenome
characterization using a hierarchical suite of unique signatures. Nucleic Acids Res.
2015;43(10):e69. doi:10.1093/nar/gkv180

39. Kang D, Li F, Kirton E, et al. MetaBAT 2: an adaptive binning algorithm for robust
and efficient genome reconstruction from metagenome assemblies. PeerJ. 2019;7.
doi:10.7717/peerj.7359

40.  Wu YW, Simmons BA, Singer SW. MaxBin 2.0: an automated binning algorithm to
recover genomes from multiple metagenomic datasets. Bioinformatics. 2016;32(4):605-607.
doi:10.1093/bioinformatics/btv638

41. Alneberg J, Bjarnason BS, de Bruijn I, et al. Binning metagenomic contigs by
coverage and composition. Nat Methods. 2014;11(11):1144-1146. doi:10.1038/nmeth.3103

42, Hyatt D, Chen GL, Locascio PF, Land ML, Larimer FW, Hauser LJ. Prodigal:
prokaryotic gene recognition and translation initiation site identification. BMC
Bioinformatics. 2010;11:119. doi:10.1186/1471-2105-11-119

43. Buchfink B, Xie C, Huson DH. Fast and sensitive protein alignment using
DIAMOND. Nat Methods. 2015;12(1):59-60. doi:10.1038/nmeth.3176

44. Sieber CMK, Probst AJ, Sharrar A, et al. Recovery of genomes from metagenomes via
a dereplication, aggregation and scoring strategy. Nat Microbiol. 2018;3(7):836-843.
doi:10.1038/s41564-018-0171-1

45. Parks DH, Imelfort M, Skennerton CT, Hugenholtz P, Tyson GW. CheckM: assessing
the quality of microbial genomes recovered from isolates, single cells, and metagenomes.
Genome Res. 2015;25(7):1043-1055. doi:10.1101/gr.186072.114

46. Simao FA, Waterhouse RM, Ioannidis P, Kriventseva EV, Zdobnov EM. BUSCO:
assessing genome assembly and annotation completeness with single-copy orthologs.
Bioinformatics. 2015;31(19):3210-3212. doi:10.1093/bioinformatics/btv351

47. Seemann T. Prokka: rapid prokaryotic genome annotation. Bioinformatics.
2014;30(14):2068-2069. doi:10.1093/bioinformatics/btul 53

48.  Aziz RK, Bartels D, Best AA, et al. The RAST Server: Rapid Annotations using
Subsystems Technology. BMC Genomics. 2008;9(1):75. doi:10.1186/1471-2164-9-75

141



UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

Fundagio Instituida nos termos da Lei n° 5.152, de 21/10/1966 — Sio Luis - Maranhio.

” PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E AMBIENTE

49, Overbeek R, Olson R, Pusch GD, et al. The SEED and the Rapid Annotation of
microbial genomes using Subsystems Technology (RAST). Nucleic Acids Res.
2014;42(Database issue):D206-214. doi:10.1093/nar/gkt1226

50. Brettin T, Davis JJ, Disz T, et al. RASTtk: a modular and extensible implementation
of the RAST algorithm for building custom annotation pipelines and annotating batches of
genomes. Sci Rep. 2015;5:8365. do1:10.1038/srep08365

S1. Price MN, Dehal PS, Arkin AP. FastTree 2 — Approximately Maximum-Likelihood
Trees for Large Alignments. PLoS One. 2010;5(3):¢9490. doi:10.1371/journal.pone.0009490

52.  Matsen FA, Kodner RB, Armbrust EV. pplacer: linear time maximum-likelihood and
Bayesian phylogenetic placement of sequences onto a fixed reference tree. BMC
Bioinformatics. 2010;11:538. doi:10.1186/1471-2105-11-538

53. Eddy SR. Accelerated Profile HMM Searches. PLoS Comput Biol.
2011;7(10):e1002195. doi:10.1371/journal.pcbi.1002195

54. Ondov BD, Treangen TJ, Melsted P, et al. Mash: fast genome and metagenome
distance estimation using MinHash. Genome Biol. 2016;17(1):132. doi:10.1186/s13059-016-
0997-x

55. Jain C, Rodriguez-R LM, Phillippy AM, Konstantinidis KT, Aluru S. High-throughput
ANI Analysis of 90K Prokaryotic Genomes Reveals Clear Species Boundaries. Published
online November 27, 2017:225342. doi:10.1101/225342

56. Meier-Kolthoff JP, Goker M. TYGS is an automated high-throughput platform for
state-of-the-art genome-based taxonomy. Nat Commun. 2019;10(1):2182.
doi:10.1038/s41467-019-10210-3

57. Meier-Kolthoff JP, Carbasse JS, Peinado-Olarte RL, Goker M. TYGS and LPSN: a
database tandem for fast and reliable genome-based classification and nomenclature of
prokaryotes. Nucleic Acids Research. 2022;50(D1):D801-D807. doi:10.1093/nar/gkab902

58. Meier-Kolthoff JP, Auch AF, Klenk HP, Goker M. Genome sequence-based species
delimitation with confidence intervals and improved distance functions. BMC Bioinformatics.
2013;14(1):60. doi:10.1186/1471-2105-14-60

59.  Farris JS. Estimating Phylogenetic Trees from Distance Matrices. The American
Naturalist. 1972;106(951):645-668. doi:10.1086/282802

60. Kreft £, Botzki A, Coppens F, Vandepoele K, Van Bel M. PhyD3: a phylogenetic tree
viewer with extended phyloXML support for functional genomics data visualization.
Published online 2017. Accessed April 1, 2025.
https://dx.doi.org/10.1093/bioinformatics/btx324

142



UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

Fundagio Instituida nos termos da Lei n° 5.152, de 21/10/1966 — Sio Luis - Maranhio.

” PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E AMBIENTE

61. Goris J, Konstantinidis KT, Klappenbach JA, Coenye T, Vandamme P, Tiedje JM.
DNA-DNA hybridization values and their relationship to whole-genome sequence
similarities. Int J Syst Evol Microbiol. 2007;57(Pt 1):81-91. doi:10.1099/ijs.0.64483-0

62.  Meier-Kolthoff JP, Hahnke RL, Petersen J, et al. Complete genome sequence of DSM
30083T, the type strain (U5/41T) of Escherichia coli, and a proposal for delineating
subspecies in microbial taxonomy. Standards in Genomic Sciences. 2014;9(1):2.
do0i:10.1186/1944-3277-9-2

63. Meier-Kolthoff JP, Klenk HP, G6ker M. Taxonomic use of DNA G+C content and
DNA-DNA hybridization in the genomic age. International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology. 2014;64(Pt_2):352-356. do0i:10.1099/ijs.0.056994-0

64.  Benatti MN, Kitaura MJ, Dias IPRC, Marcelli MP. Cianoliquens dos géneros
Coccocarpia, Collema e Leptogium do Parque Estadual da Cantareira, SP, Brasil, depositados
no herbario SP. Hoehnea. 2013;40:131-141. doi:https://doi.org/10.1590/S2236-
89062013000100007

65.  Flores E, Herrero A. Compartmentalized function through cell differentiation in
filamentous cyanobacteria. Nat Rev Microbiol. 2010;8(1):39-50. doi:10.1038/nrmicro2242

66. Gagunashvili AN, Andrésson OS. Distinctive characters of Nostoc genomes in
cyanolichens. BMC Genomics. 2018;19(1):434. doi:10.1186/s12864-018-4743-5

67. Warshan D, Liaimer A, Pederson E, et al. Genomic Changes Associated with the
Evolutionary Transitions of Nostoc to a Plant Symbiont. Molecular Biology and Evolution.
2018;35(5). doi:10.1093/molbev/msy029

68. Rikkinen J. Relations Between Cyanobacterial Symbionts in Lichens and Plants.
Microbiology Monographs. Published online 2007. doi:10.1007/7171 2007 102

69. Fedrowitz K, Kaasalainen U, Rikkinen J. Geographic mosaic of symbiont selectivity
in a genus of epiphytic cyanolichens. Ecology and Evolution. 2012;2(9).
doi:10.1002/ece3.343

70. Cardods JLH, Prieto M, Jylhd M, et al. A case study on the re-establishment of the
cyanolichen symbiosis: where do the compatible photobionts come from? Annals of Botany.
2019;124(3). doi:10.1093/aob/mcz052

71. Mikheenko A, Prjibelski AD, Saveliev V, Antipov D, Gurevich A. Versatile genome
assembly evaluation with QUAST-LG. Bioinformatics. 2018;34(13).
doi:10.1093/bioinformatics/bty266

72.  Achudhan AB, Kannan P, Saleena LM. Functional metagenomics uncovers nitrile-
hydrolysing enzymes in a coal metagenome. Front Mol Biosci. 2023;10.
doi:10.3389/fmolb.2023.1123902

143



UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

Fundagio Instituida nos termos da Lei n° 5.152, de 21/10/1966 — Sio Luis - Maranhio.

” PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E AMBIENTE

73. Cameron ES, Sanchez S, Goldman N, Blaxter ML, Finn RD. Diversity and specificity
of molecular functions in cyanobacterial symbionts. Published online March 23,
2024:2024.03.22.586251. doi:10.1101/2024.03.22.586251

74. Cruz M de la, Gonzalez I, Parish CA, et al. Production of Ramoplanin and
Ramoplanin Analogs by Actinomycetes. Frontiers in Microbiology. 2017;8.
doi:10.3389/fmicb.2017.00343

75. Carro L, Nouioui I, Sangal V, et al. Genome-based classification of micromonosporae
with a focus on their biotechnological and ecological potential. Scientific Reports. 2018;8(1).
doi:10.1038/s41598-017-17392-0

76. Stewart KJ, Siciliano SD. Potential Contribution of Native Herbs and Biological Soil
Crusts to Restoration of the Biogeochemical Nitrogen Cycle in Mining Impacted Sites in
Northern Canada. Ecological Restoration. 2015;33(1):30-42. do1:10.3368/er.33.1.30

77. Zhao Y, Liu Q, Kang MS, Jin F, Yu HQ, Im WT. Nocardioides ungokensis sp. nov.,
isolated from lake sediment. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology. 2015;65(Pt_12). doi:10.1099/ijsem.0.000657

78. Mesfin M, Johansen JR, Pietrasiak N, Baldarelli LM. Nostoc oromo sp. nov.
(Nostocales, Cyanophyceae) from Ethiopia: a new species based on morphological and
molecular evidence. Phytotaxa. 2020;433(2):81-93. doi:10.11646/phytotaxa.433.2.1

79. Chopyk J, Nasko DJ, Allard S, et al. Seasonal dynamics in taxonomy and function
within bacterial and viral metagenomic assemblages recovered from a freshwater agricultural
pond. Environmental Microbiome. 2020;15(1). doi:10.1186/s40793-020-00365-8

80. Hamed SM, Elgaml NM, Eissa ST. Integrated biofertilization using yeast with
cyanobacteria on growth and productivity of wheat. Beni-Suef University Journal of Basic
and Applied Sciences. 2022;11(1). doi:10.1186/s43088-022-00288-y

81. Liu Q, Xin YH, Liu HC, Zhou YG, Wen Y. Nocardioides szechwanensis sp. nov. and
Nocardioides psychrotolerans sp. nov., isolated from a glacier. International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology. 2013;63(Pt_1). doi:10.1099/ijs.0.038091-0

82.  Muggia L, Fleischhacker A, Kopun T, Grube M. Extremotolerant fungi from alpine
rock lichens and their phylogenetic relationships. Fungal Diversity. 2015;76(1).
doi:10.1007/s13225-015-0343-8

83. Muggia L, Kopun T, Grube M. Effects of Growth Media on the Diversity of
Culturable Fungi from Lichens. Molecules. 2017;22(5):824. doi:10.3390/molecules22050824

84.  WangY, Zheng Y, Wang X, Wei X, Wei J. Lichen-Associated Fungal Community in
Hypogymnia hypotrypa (Parmeliaceae, Ascomycota) Affected by Geographic Distribution
and Altitude. Frontiers in Microbiology. 2016;7. doi:10.3389/fmicb.2016.01231

144



UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

Fundagio Instituida nos termos da Lei n° 5.152, de 21/10/1966 — Sio Luis - Maranhio.

” PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E AMBIENTE

85. Smith H, Grande FD, Muggia L, et al. Metagenomic data reveal diverse fungal and
algal communities associated with the lichen symbiosis. Published online March 5,
2020:2020.03.04.966853. doi:10.1101/2020.03.04.966853

86. Selbmann L, Grube M, Onofti S, Isola D, Zucconi L. Antarctic Epilithic Lichens as
Niches for Black Meristematic Fungi. Biology. 2013;2(2):784-797.
doi:10.3390/biology2020784

87. Yang J, Woo JJ, Sesal C, et al. Cross-border comparison of mycobiomes in Parmelia
and Peltigera lichens from Turkey and South Korea. Published online November 9, 2023.
doi:10.21203/rs.3.rs-3566204/v1

88. Yang J, Woo JJ, Sesal C, et al. Continental scale comparison of mycobiomes in
Parmelia and Peltigera lichens from Turkey and South Korea. BMC Microbiology.
2024;24(1):243. doi:10.1186/s12866-024-03388-0

89. Schoch CL, Crous PW, Groenewald JZ, et al. A class-wide phylogenetic assessment
of Dothideomycetes. Studies in Mycology. 2009;64(1):1-15. doi:10.3114/sim.2009.64.01

90. Zhang T, Wei XL, Zhang YQ, Liu HY, Yu LY. Diversity and distribution of lichen-
associated fungi in the Ny-Alesund Region (Svalbard, High Arctic) as revealed by 454
pyrosequencing. Sci Rep. 2015;5:14850. doi:10.1038/srep14850

91. Muggia L, Grube M. Fungal Diversity in Lichens: From Extremotolerance to
Interactions with Algae. Life. 2018;8(2):15. doi:10.3390/1ife8020015

92. Muggia L, Grube M. Fungal Diversity in Lichens: From Extremotolerance to
Interactions with Algae. Life. 2018;8(2):15. doi:10.3390/1ife8020015

93. Joneson S, O’Brien H. A molecular investigation of free-living and lichenized Nostoc
sp. and symbiotic lifestyle determination. The Bryologist. 2017;120(4):371-381.
doi:10.1639/0007-2745-120.4.371

94. Ivanov D, Yaneva G, Potoroko I, Ivanova D. Contribution of Cyanotoxins to the
Ecotoxicological Role of Lichens. Toxins. 2021;13(5). doi:10.3390/toxins13050321

95.  Menzel P, Ng KL, Krogh A. Fast and sensitive taxonomic classification for
metagenomics with Kaiju. Nat Commun. 2016;7(1):11257. doi:10.1038/ncomms11257

96.  Uritskiy G, DiRuggiero J, Taylor J. MetaWRAP—a flexible pipeline for genome-
resolved metagenomic data analysis. Microbiome. 2018;6(1). doi:10.1186/s40168-018-0541-1

97. Kayani M ur R, Zaidi SSA, Feng R, et al. Genome-Resolved Characterization of
Structure and Potential Functions of the Zebrafish Stool Microbiome. Frontiers in Cellular
and Infection Microbiology. 2022;12. doi:10.3389/fcimb.2022.910766

98.  LiuS, Zeng J, Huang Y, et al. Antimony efflux underpins phosphorus cycling and
resistance of phosphate-solubilizing bacteria in mining soils. The ISME Journal. 2023;17(8).
doi:10.1038/s41396-023-01445-6

145



UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

Fundagio Instituida nos termos da Lei n° 5.152, de 21/10/1966 — Sio Luis - Maranhio.

.2,/ PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E AMBIENTE

99, Brettin T, Davis JJ, Disz T, et al. RASTtk: A modular and extensible implementation
of the RAST algorithm for building custom annotation pipelines and annotating batches of
genomes. Sci Rep. 2015;5(1):8365. doi:10.1038/srep08365

100. Jeilu O, Simachew A, Alexandersson E, Johansson E, Gessesse A. Discovery of novel
carbohydrate degrading enzymes from soda lakes through functional metagenomics. Frontiers
in Microbiology. 2022;13. doi:10.3389/fmicb.2022.1059061

101. Maatouk M, Ibrahim A, Rolain JM, Merhej V, Bittar F. Small and Equipped: the Rich
Repertoire of Antibiotic Resistance Genes in Candidate Phyla Radiation Genomes. mSystems.
2021;6(6):¢00898-21. doi:10.1128/mSystems.00898-21

102. LiuF, LiJ, Feng G, Li Z. New Genomic Insights into “Entotheonella” Symbionts in
Theonella swinhoei: Mixotrophy, Anaerobic Adaptation, Resilience, and Interaction.
Frontiers in Microbiology. 2016;7. doi:10.3389/fmicb.2016.01333

103. Luaziatelli F, Ficca AG, Cardarelli M, Melini F, Cavalieri A, Ruzzi M. Genome
Sequencing of Pantoea agglomerans C1 Provides Insights into Molecular and Genetic
Mechanisms of Plant Growth-Promotion and Tolerance to Heavy Metals. Microorganisms.
2020;8(2):153. doi:10.3390/microorganisms8020153

104. Amadesi S, Virgili G, Marchionni E, et al. Severe Escherichia coli infections in
critical adult patients: two case reports and genomic analysis. New Microbiol. 2023;46(1):24-
28.

105. Komaki H, Hosoyama A, Ichikawa N, Igarashi Y. Draft Genome Sequence of Marine-
Derived Bacillus subtilis TP-B0611, a Producer of Bacilosarcins and Amicoumacins. Genome
Announcements. 2016;4(5). doi:10.1128/genomea.01134-16

106. Zervas A, Zeng Y, Madsen AM, Hansen LH. Genomics of Aerobic Photoheterotrophs
in Wheat Phyllosphere Reveals Divergent Evolutionary Patterns of Photosynthetic Genes in
Methylobacterium spp. Genome Biology and Evolution. 2019;11(10):2895-2908.
doi:10.1093/gbe/evz204

107. Miyagishima SY, Suzuki K, Okazaki K, Kabeya Y. Expression of the nucleus-
encoded chloroplast division genes and proteins regulated by the algal cell cycle. Mol Biol
Evol. 2012;29(10):2957-2970. doi:10.1093/molbev/mss102

108. Hilton JA, Meeks JC, Zehr JP. Surveying DNA Elements within Functional Genes of
Heterocyst-Forming Cyanobacteria. Plos One. 2016;11(5). doi:10.1371/journal.pone.0156034

109. Zhang CC, Zhou CZ, Burnap RL, Peng L. Carbon/Nitrogen Metabolic Balance:
Lessons from Cyanobacteria. Trends Plant Sci. 2018;23(12):1116-1130.
doi:10.1016/j.tplants.2018.09.008

110. Mohapatra S, Prabhukarthikeyan SR, Biswal G, et al. Comprehensive genome analysis
of Streptomyces caeruleatus S14 isolated from rice rhizosphere. Front Plant Sci.
2025;16:1526700. doi:10.3389/fpls.2025.1526700

146



UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

Fundagio Instituida nos termos da Lei n° 5.152, de 21/10/1966 — Sio Luis - Maranhio.

.2,/ PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E AMBIENTE

111.  Wattam AR, Davis JJ, Assaf R, et al. Improvements to PATRIC, the all-bacterial
Bioinformatics Database and Analysis Resource Center. Nucleic Acids Research.
2016;45(D1). doi:10.1093/nar/gkw1017

112.  Frank M, Schloissnig S. Bioinformatics and molecular modeling in glycobiology.
Cellular and Molecular Life Sciences. 2010;67(16). doi:10.1007/s00018-010-0352-4

113.  Nualnisachol P, Chumnanpuen P, E-kobon T. Understanding Snail Mucus
Biosynthesis and Shell Biomineralisation through Genomic Data Mining of the Reconstructed
Carbohydrate and Glycan Metabolic Pathways of the Giant African Snail (Achatina fulica).
Biology. 2023;12(6). doi:10.3390/biology 12060836

114.  Zhong Q, Wang B, Wang J, Liu Y, Fang X, Liao Z. Global Proteomic Analysis of the
Resuscitation State of Vibrio parahaemolyticus Compared With the Normal and Viable but
Non-culturable State. Frontiers in Microbiology. 2019;10. doi:10.3389/fmicb.2019.01045

115. Malik A, Kim YR, Kim SB. Genome Mining of the Genus Streptacidiphilus for
Biosynthetic and Biodegradation Potential. Genes. 2020;11(10). doi1:10.3390/genes11101166

116. Zhao X, Xu Y, Viel JH, Kuipers OP. Semisynthetic Macrocyclic Lipo-lanthipeptides
Display Antimicrobial Activity Against Bacterial Pathogens. ACS Synthetic Biology.
2021;10(8). doi:10.1021/acssynbio.1c00161

117. Sedeek AM, Salah I, Kamel HL, et al. Genome-Based Analysis of the Potential
Bioactivity of the Terrestrial Streptomyces vinaceusdrappus Strain AC-40. Biology.
2023;12(3). doi:10.3390/biology 12030345

118. Kampa A, Gagunashvili A, Gulder TAM, et al. Metagenomic natural product
discovery in lichen provides evidence for a family of biosynthetic pathways in diverse
symbioses. Proceedings of the National Academy of Sciences. 2013;110(33).
doi:10.1073/pnas.1305867110

119. Huo D, Li H, Cai F, et al. Genome Evolution of Filamentous Cyanobacterium Nostoc
Species: From Facultative Symbiosis to Free Living. Microorganisms. 2021;9(10).
doi:10.3390/microorganisms9102015

120. Mus F, Crook MB, Garcia K, et al. Symbiotic Nitrogen Fixation and the Challenges to
Its Extension to Nonlegumes. Applied and Environmental Microbiology. 2016;82(13).
doi:10.1128/aem.01055-16

121. Li FW, Brouwer P, Carretero-Paulet L, et al. Fern genomes elucidate land plant
evolution and cyanobacterial symbioses. Nature Plants. 2018;4(7). doi:10.1038/s41477-018-
0188-8

122.  Warshan D, Espinoza JL, Stuart R, et al. Feathermoss and epiphytic Nostoc cooperate
differently: expanding the spectrum of plant—cyanobacteria symbiosis. The ISME Journal.
2017;11(12). doi:10.1038/ismej.2017.134

147



UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO PPGSA

Fundagio Instituida nos termos da Lei n° 5.152, de 21/10/1966 — Sio Luis - Maranhio.

*” PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E AMBIENTE

Nob o 0 8
Federc!
—

123.  Brenes-Alvarez M, Olmedo-Verd E, Vioque A, Muro-Pastor AM. A nitrogen stress-
inducible small RNA regulates CO2 fixation in Nostoc. Plant Physiology. 2021;187(2):787-

798. doi:10.1093/plphys/kiab309

124. Carrell AA, Velickovi¢ D, Lawrence TJ, et al. Novel metabolic interactions and
environmental conditions mediate the boreal peatmoss-cyanobacteria mutualism. The ISME

Journal. 2021;16(4). doi1:10.1038/s41396-021-01136-0

148



v

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO PPGSA

Poonus  reschisin e e

Fundagio Instituida nos termos da Lei n° 5.152, de 21/10/1966 — Sio Luis - Maranhio.

hee

.. PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E AMBIENTE

ANEXOS

Figuras suplementares

Figura suplementar 1: Avalia¢do da qualidade das reads pelo FastQC antes e apos o processamento.
(A) Detecgdo de adaptadores nas sequéncias R1 paired antes do processamento; (B) Detecgdo de
adaptadores nas sequéncias R2 paired antes do processamento. (C) Qualidade das sequéncias R1

paired apos a remocgdo de adaptadores pelo Trimmomatic; (D) Qualidade das sequéncias R2 paired

apos a remogdo de adaptadores pelo Trimmomatic.
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Figura suplementar 2. Avaliacdo da qualidade dos MAGs utilizando CheckM. Distribuicéo dos
genes essenciais em cada bin, indicando completude (verde), auséncia de genes (cinza),
heterogeneidade (azul) e contaminagdo (amarelo/vermelho).
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Figura Suplementar 3. Arvore filogenética gerada pela ferramenta GTDB-Tk, mostrando a relagdo
evolutiva entre o genoma reconstruido Nostoc sp. MAGO1 e outros genomas de referéncia a nivel de

familia. O genoma Nostoc sp. MAGO1 esta destacado em amarelo.
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Tabela suplementar 1. Regides ¢ agrupamentos génicos biossintéticos identificados pelo antiSMASH

para bactérias (Classico).

Most similar known cluster Similarity
Region 14.1 NRPS 1 6,006
Region 207.1 NRPS 1 6,489
Region 208.1 NRPS 1 4,317 |anabaenopeptin NZ857 / nostamide A| NRP 100%
Region 298.1 terpene 1 2,238 geosmin Terpene 100%
Region 369.1 terpene 1 1,056
Region 418.1 NRPS 1 10,95
Region 420.1 NRPS 1 8,553
Region 423.1 NRPS 1 9,093
Region 424.1 NRPS 1 6,423
Region 504.1 la:_tg;pses‘_’itiid 1 3,369
Region 539.1 NRPS 1 7,83 anabaenopeptin NZ857 / nostamide A ‘ NRP ‘ 100%
Region 542.1 hglE-KS 1 7,005
Region 639.1 terpene 1 2,238 geosmin ‘ Terpene ‘ 100%
Region 771.1 hglE-KS 1 5,361
Region 773.1 KSl,l”ig"llEP-KS 1 4,746
Region 841.1 NRPS 1 3,618
Region 844.1 NRPS-like 1 1,464
Region 845.1 T1PKS 1 5,838
Region 846.1 NRPS-like 1 2,289 |anabaenopeptin NZ857 / nostamide A| NRP 100%
Region 984.1 phosphonate 1 1,56
Region 995.1 T1PKS 1 3,075
Region 1152.1 NRPS 1 6,639 | anabaenopeptin NZ857 / nostamide A| NRP 100%
Region 1153.1 NRPS 1 6,282 | anabaenopeptin NZ857 / nostamide A| NRP 100%
Region 1154.1 NRPS 1 3,171 |anabaenopeptin NZ857 / nostamide A| NRP 100%
Region 1156.1 NRPS 1 7,356
Region 1158.1 NRPS 1 4,191
Region 1188.1 NRPS 1 2,067
Region 1555.1 NRPS 1 5,343
Region 1556.1 T1PKS 1 5,931
Region 1559.1 NRPS 1 4,629
Region 1638.1 NRPS-like 1 2,568 | anabaenopeptin NZ857 / nostamide A| NRP 100%
Region 1804.1 NRPS-like 1 2,28
Region 1805.1 T1PKS 1 5,823
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Region 1834.1 indole 1 1,182

Region 1953.1  |phosphonate 1 1,008

Region 1981.1 NRPS 1 6,003

Region 2057.1 | NRPS-like 1 2,409 aculeacin A | NRP | 100%
Region 2058.1 NRPS 1 1,788

Region 2080.1 T1PKS 1 3,666 naphthopyrone ‘ Polyketide ‘ 100%
Region 2102.1 NRPS-like 1 2,328

Region 2122.1 | NRPS-like 1 2,301 |anabacnopeptin NZ857 /nostamide A| NRP | 100%
Region 2124.1 T1PKS 1 4,677

Region 2152.1 las_t:lg’:sf_’itiid 1 2,7

Region 2162.1 la:_tchlg’:sl_’itiid 1 3,306

Region 2295.1 NRPS 1 2,457

Region 2389.1 T1PKS 1 8,22

Region 2696.1 siderophore 1 1,851

Region 2757.1 NRPS 1 2,865

Region 2807.1 terpene 1 1,17

Region 2843.1 NRPS-like 1 2,607

Region 3112.1 NRPS 1 3,279 |anabaenopeptin NZ857 / nostamide A| NRP 100%
Region 3113.1 T1PKS 1 6,093

Region 32721 | ONREL 7,515

Region 3371.1 ladderane 1 1,215

Region 3429.1 NRPS-like 1 2,376

Region 3457.1 T1PKS 1 4,014

Region 3623.1 T1PKS 1 2,778 1,3,6,8-tetrahydroxynaphthalene | Polyketide 100%
Region 3873.1 T1PKS 1 7,155

Region 3937.1 NRPS-like 1 2,649

Region 3950.1 lagtclllg’s?_’itiid 1 3.213

Region 3955.1 coﬁ;ﬂg I 2232

Region 3966.1 T1PKS 1 5,442

Region 4143.1 RiPP-like 1 2,007

Region 4514.1 T1PKS 1 6,111

Region 4551.1 NRPS-like 1 2,19

Region 4565.1 NRPS-like 1 2,097

Region 4811.1 NRPS-like 1 1,746

Region 5000.1 NRPS-like 1 2,709

Region 5044.1 RiPP-like 1 1,644
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Region 5127.1 NRPS 1 4,779
Region 5706.1 T3PKS 1 1,062
Region 5927.1 NRPS-like 1 2,166
Region 6137.1 other 1 1,536
Region 6162.1 NRPS-like 1 1,977
Region 6437.1 NRPS 1 3,855
Region 6855.1 NRPS 1 3,426
Region 7208.1 NRPS-like 1 2,463
Region 7314.1 cyanobactin 1 2,028
Region 7463.1 NRPS 1 3,129
Region 8161.1 NRPS-like 1 1,251
Region 8897.1 NRPS 1 1,071
Region 9176.1 NRPS 1 1,89
Region 9407.1 NRPS-like 1 2,22
Region 9630.1 NRPS-like 1 1,887
Region 9820.1 NRPS-like 1 2,862
Region 10553.1 laggg’s‘;l_’gd 1 2,409
Region 10736.1 NRPS 1 2,112
Region 10738.1 terpene 1 1,206
Region 10775.1 terpene 1 1,059
Region 10785.1 terpene 1 1,545
Region 10945.1 NRPS-like 1 1,104
Region 11918.1 NRPS-like 1 2,076
Region 13103.1 NRPS 1 1,62 rhizomi‘rl}‘l’ii inril(llijocmide B/ NRP 100%
Region 13113.1 NRPS 1 1,092
Region 14337.1 terpene 1 1,071
Region 14977.1 | cyanobactin 1 1,785
Region 15149.1 NRPS-like 1 1,557
Region 15218.1 terpene 1 1,482
Region 15537.1 RiPP-like 1 1,47
Region 15866.1 T3PKS 1 1,08

Tabela suplementar 2. Regides e agrupamentos génicos biossintéticos identificados pelo

fungiSMASH.
Most similar known cluster Similarity
Region 10017.1 NRPS 1 2,964
Region 10846.1 | RRE-containing 1 2,865
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Region 10877.1 NRPS 3,204

Region 1110.1 T1PKS 7,269
Region 11293.1 terpene 2,682
Region 11774.1 NRPS 2,901
Region 11900.1 | RRE-containing 1,2
Region 12127.1 NRPS 2,952
Region 12211.1 NRPS 3,189
Region 12268.1 NRPS 3,009
Region 12458.1 NRPS 2,835 xenematide NRP 100%

Region 129.1 terpene 3,609 geosmin Terpene 100%
Region 1308.1 NRPS-like 3,273
Region 13366.1 T1PKS 2,667
Region 13655.1 NRPS 2,601
Region 14005.1 NRPS 2,358
Region 14044.1 lamhipepitiide'dass' 2,247
Region 14047.1 T3PKS 1,905
Region 14379.1 terpene 2,541
Region 14395.1 NRPS 2,616

Region 1455.1 T1PKS 7,089
Region 14594.1 NRPS-like 1,11
Region 15282.1 RiPP-like 1,866
Region 15352.1 | RRE-containing 2,052
Region 15796.1 proteusin 1,926
Region 16005.1 NRPS-like 2,076

Region 1603.1 T1PKS 7,794
Region 16301.1 NRPS-like 2,016
Region 16516.1 NRPS-like 1,776

Region 1713.1 NRPS, T1PKS 11,937
Region 17295.1 thioamitides 1,83

rhizomide A /
Region 17822.1 NRPS 2,184 rhizomide B / NRP 100%
rhizomide C

Region 17875.1 terpene 2,037

Region 1936.1 T1PKS 7,638 monascorubrin Polyketide 100%
Region 19845.1 terpene 1,071
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Region 20352.1 NRPS 1,596 b;fg’oﬁﬁ?nilz/ NRP 100%
Region 2063.1 phosphonate 1,935
Region 20928.1 cyanobactin 1,551
Region 21005.1 NRPS 1,731

Region 2103.1 terpene 2,202
Region 21033.1 RiPP-like 1,104
Region 21150.1 NRPS 1,842
Region 21364.1 terpene 1,473
Region 21878.1 NRPS 1,629 szn;bfii:f;gge N NRP 100%
Region 21919.1 RiPP-like 1,407

Region 2226.1 NRPS-like 4,632
Region 22282.1 RiPP-like 1,608

Region 2277.1 T1PKS 6,63

Region 2324.1 | TIPKS,NRPS-like 11,856
Region 23974.1 terpene 1,416

Region 248.1 terpene 3,609 geosmin Terpene 100%
Region 25282.1 NRPS-like 1,326
Region 25860.1 RiPP-like 1,107

Region 2659.1 NRPS 16,272
Region 26626.1 TIPKS 1,419
Region 26739.1 NRPS 1,197

Region 2838.1 T1PKS 8,22

Region 2839.1 indole 1,173

Region 2851.1 T1PKS 8,517 pyranonigrin E Polyketide 100%
Region 2854.1 | TIPKS,NRPS-like 11,688
Region 28559.1 RiPP-like 1,242
Region 30442.1 RiPP-like 1,167

Region 3065.1 T1PKS 7,629

Region 3154.1 | NRPS-like, T1PKS 12

Region 3175.1 T1PKS 7,509

Region 3249.1 T1PKS 7,878

Region 3518.1 T1PKS 7,839

Region 3519.1 T1PKS 3,84

Region 3548.1 T1PKS 7,341
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Region 3614.1 NRPS-like 6,864

Region 3718.1 terpene 1,644

Region 3798.1 T1PKS 12,231

Region 3871.1 T1PKS 5,547 naphthopyrone Polyketide 100%
Region 3956.1 T1PKS 7,233

Region 402.1 T1PKS 3,756

Region 4170.1 TI1PKS 6,495

Region 442.1 NRPS 19,896 CYCIDO:g; IPIlje\ll;lfhe ii:igf;ce 100%
Region 4496.1 | TIPKS,NRPS-like 7,515

Region 4731.1 NRPS 5,523

Region 4769.1 NRPS,TIPKS 13,185

Region 4839.1 thioamitides 4,224

Region 5047.1 T1PKS 5,913 melanin Polyketide 100%
Region 5434.1 T1PKS 7,839

Region 5509.1 NRPS-like 2,76

Region 5530.1 lamhipepitiide'dass' 4,701

Region 5549.1 T1PKS 10,332

Region 5822.1 RiPP-like 4,608

Region 5985.1 terpene 1,266

Region 6316.1 | NRPS-like, T1PKS 7,512

Region 6383.1 NRPS-like 3,966

Region 6439.1 terpene 1,152

Region 6591.1 phosphonate 3,759

Region 6758.1 terpene 1,428

Region 6969.1 NRPS-like 4,044

Region 7027.1 RiPP-like 1,488

Region 7140.1 NRPS 4,506

Region 734.1 NRPS 4,626

Region 7918.1 terpene 2,679

Region 7969.1 RiPP-like 1,572

Region 8397.1 other 2,874

Region 8423.1 NRPS-like 4,506

Region 863.1 TIPKS 5,418 6'methiizh°y°h° Polyketide 100%
Region 866.1 T1PKS 8,043
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Region 8764.1 NRPS 1 3,708
Region 884.1 T1PKS 1 4,269
Region 902.1 T1PKS 1 7,122
Region 9191.1 RRE-containing 1 2,121
Region 9275.1 NRPS 1 4,335
Region 9701.1 NRPS-like 1 2,445

Tabela suplementar 3: Resultado tabelado da montagem do MAGs realizada pelo MaxBin2, com

completude do marcador, contetido de GC, nimero de contigs e comprimento total do MAGO1.

Nome do Bin S Contetido GC Nlémer.o de Compriment.o total do
ontigs contig
Bin.001.fasta 0,991 0,411 381 8.903.203 bp
Bin.002.fasta 0,393 0,69 716 2.371.523 bp
Bin.003.fasta 0,458 0,717 3867 9.155.619 bp
Bin.004.fasta 0,346 0,476 3140 3.249.6934 bp
Bin.005.fasta 0,692 0,488 3832 6.474.991 bp
Bin.006.fasta 0,579 0,667 1351 5.792.961 bp
Bin.007.fasta 0,617 0,634 2023 4.709.301 bp
Bin.008.fasta 0,692 0,56 2829 5.71.8911 bp
Bin.009.fasta 0,178 0,746 2917 4.301.719 bp
Bin.010.fasta 0,551 0,621 4680 7.829.222 bp
Bin.011.fasta 0,299 0,727 3087 5.151.068 bp
Bin.012.fasta 0,14 0,679 1881 3.098.145 bp
Bin.013.fasta 0,14 0,701 2056 3.357.377 bp
Bin.014.fasta 0,654 0,656 3614 6.275.384 bp
Bin.015.fasta 0,224 0,716 4707 7.217.838 bp
Bin.016.fasta 0,271 0,743 6594 9.653.956 bp
Bin.017.fasta 0,234 0,686 3619 5.391.365 bp

Tabela suplementar 4. Regides e agrupamentos génicos biossintéticos identificados pelo antiSMASH

para 0 MAG.
To Most similar known cluster Similarity
Region 35.1 terpene 12,883 35,15 geosmin Terpene 1
] lanthipeptide-
Region 59.1 6,308 48,606
class-v
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Region 61.1 phenazine 1 2,163
Alkaloid+
Region 63.1 LAP 1 11,306 muscoride A/muscoride B RiPP+Terp 0,2
ene
) ) NRP+Poly
Region 68.1 terpene 65,005 86,06 nostophycin ) 0,27
ketide
mycosporine- shinorine/4-
Region 76.1 like,lanthipeptid 23,025 86,034 deoxygadusol/mycosporine NRP 0,75
e-class-v glycine
) ) NRP+Poly
Region 8§0.1 NRPS,TIPKS 1 38,35 cyanochelin A ) 0,45
ketide
microviridin N9/microviridin
N8/microviridin
) ) o N7/microviridin RiPP:Micr
Region 85.1 microviridin 53,5 73,634 o 0,33
N6/microviridin oviridin
N5/microviridin
N4/microviridin N3
Region 94.1 terpene 1 9,537
NRP+Sacc
haride:Hyb
Region 98.1 NRPS 1 72,031 hassallidin C rid/tailorin 0,34
g
saccharide
) ) o NRP:Lipo
Region 110.1 NRPS-like 1 35,219 bovienimide A 1
peptide
Region 114.1 NRPS 50,746 96,751
proteusin,lanthi
Region 132.1 54,933 92,392
peptide-class-ii
Region 150.1 NRPS 55,632 90,467
NRP:Lipo
Region 152.1 NRPS 1 1,634 bovienimide A ) 1
peptide
Region 157.1 hglE-KS 1 34,376 heterocyst glycolipids Other 0,57
Region 163.1 terpene 84 21,016
Region 181.1 terpene 1 5,878
Region 188.1 terpene 12,878 35,145 geosmin Terpene 1
Region 204.1 thiopeptide,LAP 1 28,304
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vatiamide A/vatiamide
) o o NRP+Poly
Region 207.1 NRPS 1 28,265 B/vatiamide C/vatiamide retid 0,1
etide
D/vatiamide E/vatiamide F
NRP+Poly
Region 236.1 T1PKS,NRPS 1 26,312 anachelin ) 0,3
ketide
) lanthipeptide-
Region 242.1 B 1 13,517
class-ii
Region 244.1 | hglE-KS,T1PKS 6,311 58,484 heterocyst glycolipids Other 1
Polyketide
+NRP:Cyc
Region 258.1 NRPS,TIPKS 10,997 71,877 nostopeptolide A2 lic 0,5
depsipepti
de
Region 260.1 proteusin 259 22,216 PlpA1/PlpA2/PlpA3 RiPP 0,33
) NRP:Lipo
Region 284.1 NRPS 1 3,801 bovienimide A ) 1
peptide
Region 302.1 terpene 1 11,127
Region 308.1 phosphonate 48,877 61,239
) T1PKS,lanthipe bartoloside 2/bartoloside
Region 314.1 ) 1 42,934 ) Other 0,27
ptide-class-v 3/bartoloside 4
Region 327.1 NI-siderophore 1 19,276
NRP+Poly
ketide:Mo
Region 330.1 T1PKS 1 3,177 microsclerodermin dular type 0,28
I
polyketide
NRPS,betalacto anabaenopeptin
Region 357.1 1 52,719 NRP 1
ne NZ857/mostamide A
Region 361.1 terpene 1 16,891
Polyketide
+NRP:Cyc
Region 364.1 NRPS 1 31,012 nostopeptolide A2 lic 0,87
depsipepti
de
Region 368.1 phenazine 1 2,702
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NRP:Cycli
c
) depsipepti
. nostopeptolide
Region 370.1 T1PKS,NRPS 1 15,763 ) de+Polyket 0,37
Al/nostopeptolide 1052 )
ide:Modul
ar type |
polyketide

Tabela suplementar 5. Resultados do GGDC da analise comparativa de hibridizagdo do MAGO1 com
29 linhagens de Nostoc. Paramentos realizadas com as trés formulas do GGDC.

Query genome Reference genome DDH ‘ Model C.I. ‘ Distance ‘ Prob. DDH >=70%
Férmula 1

Nostoc sp. MAGO1 GCA_005869855.1 44 [40.6 -47.4%] | 0.3554 4.09
Nostoc sp. MAGO1 GCA_014697355.1 37.2 [33.8-40.7%] | 0.4217 0.83
Nostoc sp. MAGO1 GCA _017114945.1 29.3 [25.9-32.9%] | 0.5244 0.07
Nostoc sp. MAGO1 GCA_017115025.1 27 [23.6-30.6%] | 0.5617 0.03
Nostoc sp. MAGO1 GCA _017114995.1 271 [23.8 - 30.8%] 0.559 0.03
Nostoc sp. MAGO1 GCA _017115165.1 26.9 [23.5-30.5%] | 0.5634 0.03
Nostoc sp. MAGO1 GCA_002949795.1 26.9 [23.6-30.5%] | 0.5628 0.03
Nostoc sp. MAGO1 GCA_028623165.1 26.6 [23.2-30.2%] | 0.5685 0.02
Nostoc sp. MAGO1 GCA _017115045.1 26.4 [23 - 30%)] 0.5718 0.02
Nostoc sp. MAGO1 GCA_013343235.1 26.1 [22.8-29.8%] | 0.5763 0.02
Nostoc sp. MAGO1 GCA_002246015.1 25.9 [22.5-29.5%] | 0.5811 0.02
Nostoc sp. MAGO1 GCA_002245975.1 25.7 [22.3-29.3%] | 0.5852 0.02
Nostoc sp. MAGO1 GCA _017115105.1 25.5 [22.2-29.2%] | 0.5879 0.01
Nostoc sp. MAGO1 GCA_000020025.1 25.5 [22.2-29.2%] | 0.5875 0.01
Nostoc sp. MAGO1 GCA_003326195.1 25.5 [22.1 -29.1%)] 0.589 0.01
Nostoc sp. MAGO1 GCA_017114985.1 25.4 [22.1 - 29%)] 0.5902 0.01
Nostoc sp. MAGO1 GCA_015206945.1 25.3 [22 - 28.9%] 0.5921 0.01
Nostoc sp. MAGO1 GCA_001712795.1 25.1 [21.8 -28.8%] | 0.5948 0.01
Nostoc sp. MAGO1 GCA_013393925.1 24.7 [21.4-28.4%] | 0.6033 0.01
Nostoc sp. MAGO1 GCA_015206895.1 24.7 [21.4-28.4%] | 0.6027 0.01
Nostoc sp. MAGO1 GCA_014222255.1 24.4 [21.1-28.1%] | 0.6092 0.01
Nostoc sp. MAGO1 GCA_013393905.1 24.4 [21.1 - 28.1%)] 0.609 0.01
Nostoc sp. MAGO1 GCA_017115095.1 23.7 [20.4-27.4%] | 0.6234 0.01
Nostoc sp. MAGO1 GCA _017115085.1 23.4 [20.1 - 27%)] 0.6305 0.01
Nostoc sp. MAGO1 GCA_026127265.1 22.8 [19.6 -26.5%] | 0.6422 0

Nostoc sp. MAGO1 GCA_002154695.1 15.6 [12.7-19.1%] | 0.8536 0

Nostoc sp. MAGO1 GCA _002154725.1 15.6 [12.7 - 19%)] 0.8554 0

Nostoc sp. MAGO1 GCA _013393945.1 14.3 [11.5-17.7%] | 0.9095 0

Nostoc sp. MAGO1 GCA_000196515.1 13.6 [10.8-16.9%] | 0.9423 0
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Query genome Reference genome DDH ‘ Model C.I. ‘ Distance | Prob. DDH >=70%
Férmula 2
Nostoc sp. MAGO1 GCA_005869855.1 383 [35.9-40.9%] | 0.1052 1.76
Nostoc sp. MAGO1 GCA_014697355.1 36.5 [34 - 39%] 0.1123 1.03
Nostoc sp. MAGO1 GCA _017114945.1 29.4 [27 - 31.9%] 0.1455 0.08
Nostoc sp. MAGO1 GCA_017115025.1 30.7 [28.3-33.2%] | 0.1385 0.14
Nostoc sp. MAGO1 GCA_017114995.1 29.6 [27.2-32.1%] | 0.1444 0.09
Nostoc sp. MAGO1 GCA_017115165.1 29.6 [27.2-32.1%] | 0.1445 0.09
Nostoc sp. MAGO1 GCA_002949795.1 29.4 [27 - 31.9%] 0.1454 0.08
Nostoc sp. MAGO1 GCA_028623165.1 30.6 [28.2-33.1%] | 0.139 0.13
Nostoc sp. MAGO1 GCA _017115045.1 28.7 [26.3-31.2%] | 0.1494 0.06
Nostoc sp. MAGO1 GCA _013343235.1 28.5 [26.1 - 31%] 0.1509 0.05
Nostoc sp. MAGO1 GCA_002246015.1 29.2 [26.9-31.7%] | 0.1464 0.08
Nostoc sp. MAGO1 GCA_002245975.1 28.4 [26 - 30.9%] 0.1512 0.05
Nostoc sp. MAGO1 GCA _017115105.1 29.3 [26.9-31.8%] | 0.1462 0.08
Nostoc sp. MAGO1 GCA_000020025.1 28.7 [26.3-31.2%] | 0.1494 0.06
Nostoc sp. MAGO1 GCA _003326195.1 28.8 [26.4-31.3%] | 0.1489 0.06
Nostoc sp. MAGO1 GCA _017114985.1 30.2 [27.8-32.7%] | 0.1412 0.11
Nostoc sp. MAGO1 GCA _015206945.1 28.8 [26.4-31.3%] | 0.1488 0.06
Nostoc sp. MAGO1 GCA _001712795.1 29 [26.6-31.5%] | 0.148 0.07
Nostoc sp. MAGO1 GCA _013393925.1 28.7 [26.4-31.2%] | 0.1493 0.06
Nostoc sp. MAGO1 GCA _015206895.1 28.6 [26.2-31.1%] | 0.1501 0.06
Nostoc sp. MAGO1 GCA _014222255.1 28.7 [26.3-31.2%] | 0.1494 0.06
Nostoc sp. MAGO1 GCA _013393905.1 28.4 [26.1-30.9%] | 0.151 0.05
Nostoc sp. MAGO1 GCA _017115095.1 28.9 [26.5-31.4%] | 0.1482 0.07
Nostoc sp. MAGO1 GCA _017115085.1 30 [27.6-32.5%] | 0.1424 0.1
Nostoc sp. MAGO1 GCA _026127265.1 28.3 [26 - 30.8%)] 0.1517 0.05
Nostoc sp. MAGO1 GCA _002154695.1 23.6 [21.3 -26%)] 0.1855 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA _002154725.1 23.4 [21.1-25.9%] | 0.1868 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA 013393945.1 22.7 [20.4-25.1%] | 0.193 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA _000196515.1 21 [18.8-23.5%] | 0.2087 0
Query genome Reference genome DDH ‘ Model C.I. | Distance | Prob. DDH >=70%
Férmula 3
Nostoc sp. MAGO1 GCA _005869855.1 42.2 [39.3-453%] | 0.4232 0.29
Nostoc sp. MAGO1 GCA 014697355.1 36.1 [33.1-39.1%] | 0.4866 0.03
Nostoc sp. MAGO1 GCA 017114945.1 28.1 [25.1-31.2%] | 0.5936 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA 017115025.1 26.3 [23.4-29.4%] | 0.6224 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA 017114995.1 26.3 [23.4-29.4%] | 0.6226 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA 017115165.1 26.1 [23.2-29.2%] | 0.6265 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA _002949795.1 26.1 [23.2-29.2%] | 0.6263 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA _ 028623165.1 26 [23.1-29.1%] | 0.6285 0
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Nostoc sp. MAGO1 GCA_017115045.1 25.6 [22.7-28.7%] | 0.6357 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_013343235.1 25.3 [22.4-28.4%] | 0.6403 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_002246015.1 25.2 [22.3-28.3%] | 0.6424 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_002245975.1 24.9 [22 - 28%)] 0.648 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_017115105.1 24.9 [22 - 28%)] 0.6481 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_000020025.1 24.8 [22 - 27.9%)] 0.6491 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_003326195.1 24.8 [21.9-27.9%] | 0.6502 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_017114985.1 24.9 [22 - 28%)] 0.6481 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_015206945.1 24.6 [21.8-27.7%] | 0.6528 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_001712795.1 24.5 [21.7-27.6%] | 0.6547 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_013393925.1 24.1 [21.3-272%] | 0.6625 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_015206895.1 24.1 [21.3-27.2%] | 0.6623 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_014222255.1 23.9 [21 - 27%)] 0.6676 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_013393905.1 23.8 [21 - 26.9%)] 0.668 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_017115095.1 233 [20.5-26.4%] | 0.6792 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_017115085.1 23.1 [20.3-26.2%] | 0.6831 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_026127265.1 22.5 [19.7-25.6%] | 0.6965 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA _002154695.1 15.8 [13.3-18.7%] | 0.8808 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA _002154725.1 15.7 [13.2-18.6%] | 0.8824 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA _013393945.1 14.6 [12.1-17.4%] | 0.927 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_000196515.1 13.9 [11.5-16.7%] | 0.9543 0
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HIGHLIGHTS
The Amazon and Brazilian Cerrado both support rich lichen biota.
Species richness is higher in the Amazon than in the Cerrado.

Graphidaceae is the most species-rich lichen family, with 371 species reported from

Abstract: Lichens are symbiotic organisms found on various substrates, including rocks, the
soil surface, and on trees. Most lichens acquire most of their nutrients from rainwater and
atmospheric deposition; many of them also accumulate atmospheric pollutants and are useful
environmental indicators. This study presents a timely update of lichen diversity in the Amazon
and Cerrado biomes. 150 articles were examined from recent years (2013-2023), from
PubMed, Web of Science, Scielo, Scopus, Capes Journals, National Digital Libraries and other
academic sources. After applying non-inclusion criteria, 36 studies were selected for closer
analysis. The publications revealed a rich diversity of lichens, with a total of 58 families, 241
genera, and 1554 species identified from the two biomes. Notably, 33 families, 96 genera and
293 species were reported from both the Amazon and the Cerrado. The most species-rich
families were Graphidaceae, Trypetheliaceae, Parmeliaceae, Arthoniaceae, and
Pilocarpaceae, with the most prominent genera being Astrothelium, Glyphis, Pyrenula, Porina,
Ocellularia, and Heterodermia. The Amazon had more taxa in all taxonomic categories. The
lichens of Brazilian both biomes play significant, but still largely unexplored roles in
environmental maintenance. The requirements of most species are almost unknown, with
major knowledge gaps also in distribution patterns and habitat ecology. However, many lichens
in both regions presumably face significant threats from deforestation, wildfires, mining, and
urban sprawl. This emphasizes the need for effective measures to protect and preserve lichens
as an integral part of environmental management and the preservation of Brazilian biomes.

Keywords: Biodiversity; biomes; lichenized fungi.
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Diversity analysis

Identification of:
« 58 families
+ 241 genera
« 1554 species

Main families:
« Graphidaceae
150 jobs found Sys_ten?atizati'on of _studies and s Trypethgliaceae
application of inclusion and non- « Parmeliaceae
inclusion criteria

in the databases

Main genera
« Glyphis
« Heterodermia
« Astrothelium

INTRODUCTION

Lichens are found in various substrates, such as rocks, soils, and trees, obtaining
nutrients from water and directly from the air. As for the morphological classification, they can
be divided into several categories according to the type of stalk: Crusty, Dimorphic,
Squamulous, Gelatinous, Filamentous, Folious and Fruitful lichens. They are symbiotic
organizations between fungi (mycobiont) with green algae and/or cyanobacteria (photobionts),
they are especially sensitive to environmental conditions, which makes them valuable
indicators of ecosystem quality.

They stand out as excellent bioindicators and important for environmental
biomonitoring due to their wide geographic distribution and remarkable ability to accumulate
pollutants, and may be present in forest succession after fires, especially the Cladoniaceae
and Parmeliaceae families. All the metabolites and elements absorbed during its life are stored
in its stalks. In addition, they have low sensitivity to seasonal changes and do not have
protective structures, which exposes them directly to the environment [1-4].

Brazilian biomes, rich in biodiversity and peculiarities, play a fundamental role in
maintaining environmental balance and promoting life [5-7]. The lichens of the Amazon and
the Cerrado have different shapes, colors, sizes and adaptations to their habitats. They can
be found both in the forest, in open areas or transition regions between biomes. The lichens
of the Amazon stand out for their richness and variety of cortical forms (which grow on the bark
of trees), while the lichens of the Cerrado stand out for their diversity of saxicolous (which grow
on rocks) and terrestrial (which grow on the ground) forms [7,8].

The objective of this study was to make a bibliographic survey of the diversity of lichens
described in these two Brazilian biomes (Amazon and Cerrado). Our hypothesis is that the
biodiversity of lichens in the Amazon and the Brazilian Cerrado is remarkable, reflecting the
ecological complexity of these biomes. Each of these ecosystems has distinct characteristics,
but both play a key role in maintaining environmental balance.

The conservation of lichens in the Amazon and Cerrado is a challenge, as these biomes
suffer from deforestation, burning, mining, agriculture, and urbanization, which affect the
quality and quantity of lichens in diferent habitats. In addition, there are few studies and records
on the distribution, ecology, and taxonomy of lichens in these regions [8]. In short, the study
emphasizes the importance of lichens in Brazilian biomes, providing fundamental information
about the biodiversity of these organisms. Knowledge about lichens contributes not only to the
preservation of biological diversity, but also to the promotion of sustainable practices and the
protection of Brazilian ecosystems.
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MATERIALS AND METHODS

Scientific articles, dissertations, and theses published in the period from 2013 to 2023
were searched. For this investigation, the following platforms were consulted: PubMed
(https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/), Web of Science (https://I1nk.dev/WebofScience), Scielo
(https://www.scielo.br/), Scopus (https://acesse.one/Scopuss), Capes Journals
(https://acesse.one/Periodicos-capes) and National Digital Libraries Dissertations and Theses
(Brazilian Digital Library of Theses and Dissertations - BDTD (https://bdtd.ibict.br/vufind/) and
the Brazilian Portal of Publications and Scientific Data in Open Access - Oasisbr
(https://oasisbr.ibict.br/vufind/). The research of the works was conducted by combining these
keywords with the use of the Boolean operators "OR" and “AND". In order to improve the
specificity of the study, the following keywords were adopted in three languages: Portuguese:
"Lichens" (Variations: Microbiome, Lichenic Associations, Lichenized fungi), "Amazon" and
"Cerrado"; English: Lichens (Variations: Microbiome, Lichen Associations, Lichenized Fungi)
"Amazonia" and "Cerrado"; and in Spanish: Lichens (Variaciones: Microbiome, Lichen
associations, Hongos lichenizados) "Amazonia" and "Cerrado".

Review articles, abstracts, and works that were only taxonomic descriptions, occurrences
that did not address an analysis of lichen diversity in the target regions, as well as those related
to methods of identification of organisms belonging to other taxonomic groups, were excluded.

FINDINGS

This study employed a systematic methodology for the selection of relevant articles related
to the topic addressed. From the database, it was possible to identify through PubMed: five
articles; Web of Science: 33 articles; Scielo: four articles; Scopus: 39 articles; Capes Journals:
53 articles; and in the National Digital Libraries of Theses and Dissertations (BDTD and
Oasisbr): 16 works (four articles, six theses and six dissertations). The results were then listed,
and a total of 150 articles were found to be relevant within the inclusion criteria using the listed
keywords in a ten-year window (2013-2023).

Of the 150 papers initially identified, 82 were excluded due to duplication in multiple
research sources. In addition, 22 studies were discarded because they did not meet the
inclusion criteria, either because they were taxonomic descriptions or because they addressed
different taxonomic groups. Another three texts were eliminated because they were reviews or
abstracts, while seven articles were excluded because they were in taxonomic studies of
different groups or did not address the diversity of lichens. After applying these non-inclusion
criteria, 36 studies remained and were maintained in the integrative review. (Figure 1).
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Figure 1. Steps of the integrative review

Analyzing the publications with the respective regions of development of the studies and
collection sites, we observed a varied and significant geographic distribution (Table 1). In the
Southeast, Sao Paulo [9] registered one publication, while Minas Gerais presented two [1]. In
the South region, Rio Grande do Sul recorded three publications [9-11], followed by Santa
Catarina with two [9,12]. In the Midwest, Mato Grosso do Sul led with seven publications [13—
18], Goiania accounted for three publications [3,19,20], while Mato Grosso [21] and Brasilia
had one [20] each. In the Northeast, Sergipe with one [4] and Pernambuco with two
publications [7,22], while Maranh&o and Tocantins with two [23,24], Paraiba three [25-27] and
Ceara with one publication [28]. In the North region, Rondbnia [29,30] and Amazonas [31,32]
had two publications each, and Para had one [24]. In addition to the Brazilian territory, Ecuador
registered one publication [33], Colombia presented two [34,35], and Venezuela had one
record [36], with studies carried out in the Amazon (Figure 2). These countries are located
within this biome, which highlights the regional relevance of these research.

Table 1. Correlation of the studies used in this study with the respective regions of development
and collection sites.

Countries Reg!ons the studies were Authors/year of publication References
carried out
Brazil Brasilia (DF), National Park %%A; APTROOT; CACERES, | 1o,
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Ceara, Chapada do Araripe ALVES et al., 2014 [28]
PALHARINI et al., 2020; SANTOS
Goias et al., 2022; SILVA; APTROOT; [3,19,20]
CACERES, 2023
CACERES; APTROOT, 2017;
Amazon WOMACK et al., 2015 [31,32]
Maranhao and Tocantins \Z/\SEF?GE; MARCELLI; PEREIRA, [23]
Maranhao, Para and Tocantins | APTROOT et al., 2017 [24]
APTROOQOT; SOUZA;
SPIELMANN, 2021; KITAURA et
al., 2019, 2023; RODRIGUES et
Mato Grosso do Sul al., 2022; RODRIGUES; CANEZ; [[14-18,21]
LORENZ, 2021; SAINTS; DA
SILVA CACERES; LUCKING,
2020; TORRES et al., 2021
Mato Grosso, Chapada dos .
Guimares APTROOQOT; SOUZA, 2021 [21]
Minas Gerais, Uberaba COSTA, 2018 [1]
Northeast Brazil NASCIMENTO et al., 2021 [37]
FEUERSTEIN et al., 2022;
Paraiba NASCIMENTO et al., 2014; [25-27]
SANTIAGO et al., 2018
Pernambuco NASCIMENTO, 2017; SANTOS, [7.22]
2015
ZANETTI; MARCELLI;
. JUNGBLUTH, 2015; CANON;
Rio Grande do Sul ROCIO, 2017: GUMBOSKI et a,, | P~
2018
Rio Grande do Sul, Sdo Paulo ZANETTI; MARCELLI; [9]
and Santa Catarina JUNGBLUTH, 2015
Rondbnia CACERES et al., 2014a, 2014b [29,30]
. SOUZA; APTROOT;
Santa Catarina SPIELMANN, 2022 [9,12]
Sergipe SANTOS, 2022b [4]
Ecuador Yasuni National Park DELEG et al., 2021 [33]
SOTO-MEDINA; LONDONO-
Buenaventura, Valle del Cauca AT ! . [38]
Colombia LEMOS; DIAZ-ESCANDON, 2015
Cali, Valle del Cauca MEDINA; DIAZ; MONTANO, 2021 | [39]
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Venezuela | Cerro Duida MARCANO; SIPMAN, 2021 [40]
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Figure 2. Map of the regions where the main studies took place used in the integrative review

Figure 3 shows the number of studies found during the search for articles on platforms
and integrated into this study. These were analyzed by year of publication in the period from
2013 to 2023. No studies were found for the years 2013 and 2016. In 2021, a significant peak
stands out, with eight papers published, representing the highest number during the analyzed
period. In contrast, the years 2019 and 2020 had the lowest numbers of published papers, with

only two in each year.
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Jobs found
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Year of Publication

Figure 3. Distribution of the years of publication of the articles found between 2013 and 2023 used in
this integrative review.

After a systematic review of the articles selected for this study, we identified a total of 58
families, 241 genera and 1554 species, belonging to both biomes analyzed (T.S 01). When
analyzing the descriptions of species and genera, we observed that the Graphidaceae family
presented the greatest diversity, with 371 descriptions of lichens among the studies analyzed.
Then, the families Trypetheliaceae, Parmeliaceae, Arthoniaceae and Pilocarpaceae stood out
with 178, 138, 95 and 74 descriptions, respectively. Families that presented in Figure 4.

By analyzing the Graphidaceae family, it was possible to identify the greatest diversity of
lichens recorded, with a total of 371 species found in the biomes studied, distributed in 47
genera. Among the genera belonging to this family, the genus Glyphis stands out, with 63
species described, presenting the largest variety of lichens within this family. In addition, the
genera Ocellularia, Fissurina and Phaeographis also stand out, with 28 and 27 species
described, respectively.

Of the 241 genera described, the greatest diversity of species was found belonging to the
genus Astrothelium, with 106 descriptions, followed by the genera Glyphis, with 63
descriptions, Pyrenula and Porina, both with 52 descriptions, Ocellularia, with 44, and
Heterodermia, with 30 descriptions. All other genera had fewer than 30 descriptions.
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Figure 4: Families found and the number of lichens described belonging to each family.

When analyzing the diversity of lichens described by biomes, we observed that the
Amazon presented a greater diversity in terms of families, genera and species. 16 families,
169 genera and 855 species exclusive to the Amazon were identified (T.S 02). In comparison,
the Cerrado exhibited less diversity, with 10 families, 59 genera and 406 species exclusive to
this biome (T.S 03).

From the Amazon, the Graphidaceae family stood out as the most diverse, with 244
species descriptions. Then, the families Trypetheliaceae, Arthoniaceae, Pilocarpaceae and
Porinaceae presented 105, 65, 58 and 50 species descriptions, respectively. All other families
had fewer than 50 descriptions. Among the genera, Astrothelium stood out as the most diverse,
with 83 species described, belonging to the Graphidaceae family. Then, followed by the genera
Ocellularia (n=42), Glyphis (n=38), Porina (n=37) and Pyrenula (n=32). All other genera had
fewer than 30 descriptions during the last ten years.

From the Cerrado, the Parmeliaceae family stood out for the greatest diversity of lichens
described, with 106 species belonging to this family. In addition, the Physciaceae family
presented 48 described species, while the Graphidaceae and Caliciaceae families had 46
descriptions each. All other families had fewer than 30 descriptions. As for the genera of the
cerrado, the genus with the highest number of species described was Heterodermia, with 28
descriptions, belonging to the family Physciaceae. Then, the genera Lecanora, Hypotrachyna
and Parmotrema stood out with 24, 21 and 20 descriptions, respectively. All other genera
recorded fewer than 20 descriptions.
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By analyzing the described lichens present in both biomes, we identified a total of 33
families, 96 genera and 293 species (T.S 04). The Graphidaceae family showed the greatest
diversity, with 81 descriptions, followed by the Trypetheliaceae family, with 57, and
Arthoniaceae, with 22 descriptions. Among the most diverse genera, the genus Glyphis stands
out, with 24 descriptions, which belongs to the Graphidaceae family, followed by the genera
Astrothelium and Polyblastidium, both with 21 descriptions each.

After the literature review, two species described from the Amazon were classified as
"Uncertain", due to the difficulty in determining their families: Psammina tropica and Milospium
graphideorum. These species were not considered in the analyses conducted in this study,
due to the lack of  sufficient information on their  classification.

DISCUSSION

Although in our study the Graphidaceae family was mentioned more often in surveys of
species diversity in the Amazon and Cerrado, with 371 species found, it is important to
emphasize that Parmeliaceae stands out as the most representative. On the other hand, the
Lecanoraceae family is recognized by the largest number of morphological variations within
the lichen group [1,17]. The genus Glyphis, belonging to the Graphidaceae family, has
adaptations and characteristics that allow it to thrive in various environments. This crostose
lichen has been widely described in the two biomes investigated, showing a remarkable ability
to attach to tree trunks, rocks and other substrates, which facilitates its permanence in this
environment [25,30,41].

In the Amazon, lichens of the family Graphidaceae (Figure 5A) are common in a variety
of habitats, from humid tropical forests to more open areas. They can be found growing on tree
trunks, rocks, soil, and even other plants. Their presence is indicative of good air quality, as
they are sensitive to pollution [30]. Research by Plata et al. (2011) highlights the complexity of
the Graphidaceae family, indicating that Allographa, a genus that also belongs to this family,
is genetically close to several other genera, including Glyphis. This genetic proximity suggests
a close evolutionary relationship between Glyphis and other family members (Figure 5B) [42].
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Figure 5. Images representing the most frequent genera and families in the Amazon and Cerrado
regions, according to the bibliographic survey. Graphilaceae Family (A); Glyphis sp. (B); Parmeliaceae
Family (C); Heterodermia sp. (D).

In contrast to the Amazon, where the family of lichens with the most descriptions was the
Graphidaceae, in the Cerrado, the Parmeliaceae is the family of lichens that presented the
highest number of descriptions, with 28 species. The Parmeliaceae family stands out as one
of the most complex and diverse of this group of organisms, encompassing 80 genera and
more than 1700 described species (for example Figure 5C) [17,23,45]. Although the genus
Parmotrema is widely dominant, representing one of the largest groups of folious lichenized
fungi globally, our study revealed that the genus Heterodermia was the one that presented the
highest number of occurrences in the cerrado (Figure 5D) [45]. The Parmeliaceae family is
known for its ecological importance, being used in air pollution assessment studies being used
as bioindicators in different ecosystems [1,45,46].

The genus Astrothelium, a member of the lichenized fungi family Trypetheliaceae, is a
significant component of corticicultural (fixed to bark) lichen communities found primarily in
tropical to subtropical forests [31,43]. In addition, the distribution of Astrothelium species has
been documented in several regions, including the Amazon rainforest, where new species
have been identified in studies conducted by Aptroot; Souza (2021) and Aptroot (2023) [12,22].
In our research, we highlight the richness and variety of this genus within the various Brazilian
biomes, emphasizing its importance and diversity. Throughout the study, it was evident that
this genus stood out with the highest number of descriptions, totaling 106 identified species.

The family Arthoniaceae stands out as a diverse and widely distributed group of lichens,
encompassing species with global distribution. With a large number of varieties, the genus
Arthonia contains approximately 140 globally described species [28,47,48]. The Pilocarpaceae
family encompasses a diverse group of lichens, mainly crostose, with a wide distribution, and
more than 400 described species encompassing 32 genera. Among the members of the
Pilocarpaceae, the genus Fellhanera stands out, constituting the base of this family that
comprises predominantly tropical species, with many foliicultural representatives which grows
on leaves [49-51]. The ecological importance of these families is remarkable, especially when
it comes to monitoring the health of ecosystems.

Analyzing the family of lichenized fungi Porinaceae, it was observed that the genera Porina
and Trichothelium were the most described within this family in the Amazon region [52,53].
The distribution and preference for different habitats have also been explored, with studies
investigating the presence of Porinaceae in tropical forests, such as in Brazil. In addition, the
taxonomic composition and geographic distribution of Porinaceae also vary in different
environments [54,55].

In the Porinaceae family of lichenized fungi, it was observed in this study that the genera
Porina and Trichothelium were the most described within this family in the Amazon region
[26,27]. The distribution and preference for different habitats have also been explored, with
studies investigating the presence of Porinaceae in tropical forests, such as in Brazil. In
addition, the taxonomic composition and geographic distribution of the Porinaceae also vary
in different environments. The Caliciaceae family represents a significant group within lichens,
especially in Brazil. In this study, it was observed that the genus most frequently found within
this family was Pyxine. It is well described as belonging to the Cerrado biome. The research
carried out by Aptroot (2019) seeks to understand the diversity and distribution of lichens of
the Caliciaceae family, which has been investigated in several regions, with an emphasis on
Brazilian biomes [56].

The study carried out by Santos (2022) highlights the Cladoniaceae and Parmeliaceae
Families as the most prevalent among the lichens found in the Cerrado [4]. These families play
an essential role in forest succession, and are commonly observed in areas that have suffered
fires. In addition, the work of Costa (2018) complements by indicating that the Lecanoraceae
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and Caliciaceae families are also quite common in this biome, being fundamental for the
biomonitoring of environmental pollutants [1]. Lichens play a key role as pioneers in the
colonization of areas recently affected by natural disturbances. However, it is important to note
that human activities can cause changes in the diversity of these organisms, thus affecting the
dynamics of ecological succession [1,4,33].

Studies carried out in Colombia in the Valle del Cauca region highlight the main genera of
lichens present in the Amazon rainforest. Among the genera of endemic lichens present in the
Amazon rainforest are: Arthotheliopsis, Brasilicia, Caleniopsis, Dimelaena, Eremothecella,
Lasioloma, Loflammea, Loflammiopsis, Microtheliopsis, Phylloblastia, Phyllogyalidea,
Physcidia, Platythecium and Rubrotricha. These comparative studies between the regions not
only highlight the richness of the ecosystems around the Colombian Amazon rainforest, but
also reinforce the importance of conserving these endemic lichen genera, which play essential
roles in the ecology and maintenance of Amazonian biodiversity [35].

The lichen genera crostospathula and Physcidia, identified in Rondbnia, are considered
rare. In addition, these same genera can be found in Latin American countries and in countries
on the African continent, such as French Guiana [29,57]. The identification of Cladonia curta
Ahti & Marcelli in the Pampa ecosystem in Brazil is a surprising find. Although this species is
commonly associated with the Brazilian cerrado, its presence in the Pampa reveals a
remarkable ability to adjust to different environments [11]. Despite having a wide geographic
distribution, the rarity of these lichen genera in Rondénia and other distinct biomes highlights
the need to carry out additional studies for a deeper understanding of their ecology and
possible interactions with local environmental factors.

Lichens are organisms that have a great diversity of genera, each with distinct ecological
characteristics. The integrative review of the selected works reveals a wide variety of lichenic
species, with emphasis on different genera, among them: Glyphis, Astrothelium, Ocellularia,
Fissurina, Phaeographis, Pyrenula, Porina, Heterodermia, Lecanora, Hypotrachyna and
Parmotrema, are just a few examples of this vast group. Several studies have contributed
significantly to the understanding of these genera, which are well described in the biomes
studied, demonstrating a wide distribution, interactions and importance as environmental
indicators, which are important components for the biodiversity of these regions
[11,23,30,31,34].

CONCLUSION

After a detailed analysis of the previous studies, we found a great diversity of lichens in
the Amazon and Cerrado biomes. In total, 58 families, 241 genera and 1554 species were
identified. The Graphidaceae family stands out as the most diverse, with 371 species
described. We also observed that the Amazon has a greater diversity compared to the
Cerrado, with 16 families, 169 genera and 855 exclusive species, while the Cerrado has 10
families, 59 genera and 406 exclusive species.

The analysis of the genera revealed that Astrothelium and Glyphis are the most diverse,
with 106 and 63 species, respectively, in the Amazon, while Heterodermia stands out in the
Cerrado, with 28 species. In addition, 33 families, 96 genera, and 293 species were found in
both biomes, with Graphidaceae as the most diverse family.

The families Lecanoraceae, Arthoniaceae, Pilocarpaceae and Porinaceae have also been
highlighted to contribute to the lichenic diversity of ecosystems. The Parmeliaceae family, in
particular, has been recognized for its ecological complexity and diversity, and is used in
ecological biomonitoring studies. In addition, comparative studies between regions have
highlighted the importance of conserving endemic genera of lichens in the Amazon forest.
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The analyses carried out in this study highlight how lichens are truly amazing in their ability
to adapt to a wide variety of environments. When we look at the description of these organisms
in different biomes, it is impressive to see how some species of lichens are so versatile,
managing to establish themselves in such diverse environments. The fact that we find these
organisms both in the Cerrado and in the Amazon not only increases the diversity of these
places, but also offers us valuable information about several species that can be useful for
monitoring and environmental conservation of these areas.

Understanding how lichens adapt to different environmental conditions is crucial to ensure
the preservation of these ecosystems. After all, they are always subject to both natural and
human-caused impacts. Therefore, it is essential that we continue to study and value these
organisms, which play such an important role in maintaining the ecological health of our natural
environments.

Supplementary Material
Supplementary tables

The spreadsheets with the description of the diversity of all families, genera and lichens found
in the articles selected for review. The documents contain all the surveys of lichen biodiversity
in the region or collection site studied, made by the respective authors of the works.

T.S 01: https://1drv.ms/x/c/80190776a7ef4cOc/EQ3hvwR _xrtMkculEseVhsoBvIKm511-3E1tZP2710-
ngQ?e=luYKWe

T.S 02: https://1drv.ms/x/c/80190776a7ef4cOc/EQ3hvwR_xrtMkculEseVhsoBvIKm511-3E1tZP2710-
ngQ?e=BpjmmP

T.S 03: https://1drv.ms/x/c/80190776a7ef4cOc/EQ3hvwR _xrtMkculEseVhsoBvIKm511-3E1tZP2710-
ngQ?e=HPK80d

T.S 04: https://1drv.ms/x/c/80190776a7ef4cOc/EQ3hvwR_xrtMkculEseVhsoBvIKm511-3E1tZP2710-
ngQ?e=2y50wp

REFERENCES

1. Costa WR. Use of lichens in active and passive monitoring of air pollution. 2018 Aug
24 [cited 2024 Mar 3]; Available from: http://bdtd.uftm.edu.br/handle/tede/637

2. Dutra V, Silva L, Borgo A, Oliveira LICHEN AS BIOINDICATORS OF AIR QUALITY
IN THE MUNICIPALITY OF BARBACENA-MG | BIOSPHERE ENCYCLOPEDIA. 2022 Jul 26
[cited 2024 Mar 5]; Available from:
https://conhecer.org.br/ojs/index.php/biosfera/article/view/2081

3. Santos AM dos, Vitorino LC, Cruvinel BG, Avila RG, Vasconcelos Filho S de C,
Batista PF, Bessa LA. Impacts of Cd Pollution on the Vitality, Anatomy and Physiology of
Two Morphologically Different Lichen Species of the Genera Parmotrema and Usnea,
Evaluated under Experimental Conditions. Diversity. 2022 Nov; 14(11):926.

4. Santos INM. Potential use of lichens as bioindicators of fire history in the Serra de
Itabaiana National Park/SE. Potentiality of the use of lichens as bioindicators of the history of
fires in the Serra de Itabaiana/SE National Park [Internet]. 2022 Jan 31 [cited 2024 Jan 29];
Available from: https://ri.ufs.br/jspui/handle/riufs/15755

5. Marques EQ, Marimon-Junior BH, Marimon BS, Matricardi EAT, Mews HA, Colli GR.
Redefining the Cerrado—Amazonia transition: implications for conservation. Biodivers
Conserv. 2020 Apr 1; 29(5):1501-17.

6. Martins SM de A, Kaffer MI, Lemos A. Lichens as bioindicators of air quality in a
thermoelectric area, Rio Grande do Sul, Brazil. Hoehnea. 2008; 35:425-33.
7. Nascimento EL de L. Phylogenetic relations of lichens from the Amazon, Atlantic

175


https://1drv.ms/x/c/80190776a7ef4c0c/EQ3hvwR_xrtMkcuIEseVhsoBvlKm51l-3E1tZP271O-ngQ?e=IuYKWe
https://1drv.ms/x/c/80190776a7ef4c0c/EQ3hvwR_xrtMkcuIEseVhsoBvlKm51l-3E1tZP271O-ngQ?e=IuYKWe
https://1drv.ms/x/c/80190776a7ef4c0c/EQ3hvwR_xrtMkcuIEseVhsoBvlKm51l-3E1tZP271O-ngQ?e=BpjmmP
https://1drv.ms/x/c/80190776a7ef4c0c/EQ3hvwR_xrtMkcuIEseVhsoBvlKm51l-3E1tZP271O-ngQ?e=BpjmmP
https://1drv.ms/x/c/80190776a7ef4c0c/EQ3hvwR_xrtMkcuIEseVhsoBvlKm51l-3E1tZP271O-ngQ?e=HPK80d
https://1drv.ms/x/c/80190776a7ef4c0c/EQ3hvwR_xrtMkcuIEseVhsoBvlKm51l-3E1tZP271O-ngQ?e=HPK80d
https://1drv.ms/x/c/80190776a7ef4c0c/EQ3hvwR_xrtMkcuIEseVhsoBvlKm51l-3E1tZP271O-ngQ?e=2y50wp
https://1drv.ms/x/c/80190776a7ef4c0c/EQ3hvwR_xrtMkcuIEseVhsoBvlKm51l-3E1tZP271O-ngQ?e=2y50wp
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

Fundagio Instituida nos termos da Lei n° 5.152, de 21/10/1966 — Sio Luis - Maranhio.

.2,/ PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E AMBIENTE

Forest and Caatinga [Internet]. Federal University of Pernambuco; 2017 [cited 2024 Jan 29].
Available from: https://repositorio.ufpe.br/handle/123456789/32558

8. Consentine P. Cerrados amazénicos: a brief discussion on cerrado vegetation in the
Brazilian Amazon during the Quaternary. Cerrados amazoénicos: a brief discussion on
cerrado vegetation in the Brazilian Amazon during the quaternary period [Internet]. 2018 Jan
18 [cited 2024 Jan 29]; Available from:
http://repositorioinstitucional.uea.edu.br//handle/riuea/811

9. Zanetti CA, Marcelli MP, Jungbluth P. Comparative anatomy of Canoparmelia and
Crespoa species (Parmeliaceae, lichenized fungi). The Bryologist. 2015 Jul; 118(2):184-94.
10. Canon P, Rocio E. Endolinchene fungi associated with Cladonia curta Ahti & Marcelli
in the pampa gaucho- Brazil. 2017 May 3 [cited 2024 Jan 29]; Available from:
https://repositorio.unipampa.edu.br/jspui/handle/riu/1594

11. Gumboski EL, Cafidén ERP, Albuquerque MP de, Putzke J, Pereira AB. Occurrence of
the Cladonia curta Ahti & Marcelli (Cladoniaceae, lichenized Ascomycota) in the Pampa
biome. Rev Bras Biociéncias [Internet]. 2018 Jul 12 [cited 2024 Jan 29]; 16(2). Available
from: https://seer.ufrgs.br/index.php/rbrasbioci/article/view/114598

12. Souza MF de, Aptroot A, Spielmann AA. Key to Heterodermia (Physciaceae,
Teloschistales) in Brazil, with 15 new species. The Lichenologist. 2022 Jan; 54(1):25-44.
13. Aptroot A, Souza MF, Spielmann AA. Two New crostose Cladonia Species with
Strepsilin and Other New Lichens from the Serra de Maracaju, Mato Grosso do Sul, Brazil.
Cryptogam Mycol. 2021 Jul; 42(8):137—48.

14. Kitaura M, Koch N, RODRIGUES A, Torres JM, Barbosa T, Canéz L, Spielmann A,
Honda N, Fleig M, Lorenz A. Leptogium (Collemataceae, Peltigerales) from Mato Grosso do
Sul state, Brazil: nine new records, three new taxa and a key for the species. Phytotaxa.
2019 Mar 19; 399:127—46.

15. Rodrigues AS, Costa PC da, Lorenz AP, Jungbluth P. Hypotrachyna neohorrescens,
a new species in the subgenus Parmelinopsis (Parmeliaceae) from Brazil. The Lichenologist.
2022 Mar; 54(2):107-15.

16. Rodrigues AS, Canéz LS, Lorenz AP. Canoparmelia amazonica, Myelochroa
lindmanii and Parmelinella salacinifera belong to Parmelinella (Parmeliaceae). The
Bryologist. 2021 Jul; 124(3):352-61.

17. Santos VM, da Silva Caceres ME, Liicking R. Diversity of foliicolous lichens in
isolated montane rainforests (Brejos) of northeastern Brazil and their biogeography in a
neotropical context. Ecol Res. 2020; 35(1):182-97.

18. Torres JM, Barbosa TD, Kitaura MJ, Spielmann AA, Lorenz AP. Two new species of
Sticta (Peltigeraceae subfam. Lobarioideae) from the Brazilian Cerrado (Brazilian savanna).
The Bryologist. 2021 Nov; 124(4):506-21.

19. Palharini KMZ, Vitorino LC, O Boy GC, Bessa LA. Edge Effects Reflect the Impact of
the Agricultural Matrix on the Corticolous Lichens Found in Fragments of Cerrado Savanna
in Central Brazil. Sustainability. 2020 Jan; 12(17):7149.

20. Silva J dos R, Aptroot A, Caceres ME da S. Lichens from Dry Central Brazil: A
Checklist of Lichenized Fungi from Distrito Federal and Goias. Cryptogam Mycol. 2023 Oct;
44(9):117-33.

21. Aptroot A, Souza MF. New Lichen Species and Records from the Chapada dos
Guimaraes, Mato Grosso, Brazil. Cryptogam Mycol. 2021 Oct; 42(10):171-80.

22. Santos VM dos. Biogeographic origin of foliicous lichenobiota from the high-altitude
swamps of Northeast Brazil [Internet]. Federal University of Pernambuco; 2015 [cited 2024
Jan 29]. Available from: https://repositorio.ufpe.br/handle/123456789/24292

23. Cunha IPR, Marcelli MP, Pereira EC. Canoparmelia species s.I. (Parmeliaceae,
lichenized ascomycetes) of the tocantinan region, Maranhdo and Tocantins States, Brazil.

176


https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

Fundagio Instituida nos termos da Lei n° 5.152, de 21/10/1966 — Sio Luis - Maranhio.

8
£

.2,/ PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E AMBIENTE

Hoehnea. 2015 Jun; 42:265-72.

24. Aptroot A, Feuerstein SC, Cunha-Dias IPR, Nunes AR de L, Honorato ME, Caceres
ME da S. New lichen species and lichen reports from Amazon forest remnants and Cerrado
vegetation in the Tocantina Region, northern Brazil. The Bryologist. 2017 Aug; 120(3):320-8.
25. Feuerstein S, Aptroot A, Silveira R, Liicking R, Caceres M. An updated world key to
the species of Acanthothecis s. lat. ( Ascomycota : Graphidaceae ), with ten new species
from Brazil. The Lichenologist. 2022 Mar 1; 54:87-99.

26. Nascimento TP, Porto CS, Teixeira MFS, Porto TS, Porto ALF. Production of
biocompounds with antimicrobial activity of Streptomyces sp. Isolated in face of goat mastitis.
Arq Bras Med Veterinaria and Zootec. 2014 Feb; 66:101-8.

27. Santiago R, Silva NH, Silva FP, Martins MCB, Vasconcelos TL de, Yano-Melo AM,
Pereira EC, Santiago R, Silva NH, Silva FP, Martins MCB, Vasconcelos TL de, Yano-Melo
AM, Pereira EC. Interactions of the lichen Cladonia salzmannii Nyl. with soil, microbiota,
mycorrhizae and Genipa Americana. J Soil Sci Plant Nutr. 2018 Sep; 18(3):833-50.

28. Alves MME, Aptroot A, Lacerda SR, Caceres ME da S. Three new Arthoniaceae from
Chapada do Araripe, Ceara, NE Brazil. The Lichenologist. 2014 Sep; 46(5):663—7.

29. Caceres M, Lima E, Aptroot A, Licking R. Brazilian lichens: new discoveries show the
wealth in the North and Northeast of the country. 2014 Oct 1; 35:101-19.

30. Caceres M, Aptroot A, Parnmen S, Licking R. Remarkable diversity of the lichen
family Graphidaceae in the Amazon rain forest of Rondénia, Brazil. Phytotaxa. 2014 Dec 19;
189:087-136.

31. Caceres ME da S, Aptroot A. Lichens from the Brazilian Amazon, with special
reference to the genus Astrothelium. The Bryologist. 2017 Jun; 120(2):166—-82.

32. Womack AM, Artaxo PE, Ishida FY, Mueller RC, Saleska SR, Wiedemann KT,
Bohannan BJM, Green JL. Characterization of active and total fungal communities in the
atmosphere over the Amazon rainforest. Biogeosciences. 2015 Nov 6; 12(21):6337-49.

33. Déleg J, Gradstein SR, Aragén G, Giordani P, Benitez A. Cryptogamic epiphytes as
indicators of successional changes in megadiverse lowland rain forests of western
Amazonia. Ecol Indic. 2021 Oct 1;129:107890.

34. Soto-Medina E, Londofo-Lemos V, Diaz-Escandén D. Epiphytes from a forest type
transition zone in the Choco biogeographic region, Valle del Cauca, Colombia. Rev Biol
Trop. 2015 Dec 1; 63(4):915-26.

35. Medina ES, Diaz D, Montafio J. Biogeografia y riqueza de los liquenes de Colombia.
Rev Acad Colomb Cienc Exactas Fisicas Nat. 2021 Jan 18; 45(174):122-35.

36. Marcano V, Sipman HJM. Diversity and distribution of lichens from Cerro Duida and
its surrounding areas, Alto Orinoco, Amazonas, Venezuela. An Jardin Botanico Madr. 2021;
78(2):3.

37. Nascimento EL de L, Maia LC, Caceres ME da S, Liicking R. Phylogenetic structure
of lichen metacommunities in Amazonian and Northeast Brazil. Ecol Res. 2021 May;
36(3):440-63.

38. Soto-Medina E, Londofio-Lemos V, Diaz-Escanddn D. Epiphytes from a forest type
transition zone in the Choco biogeographic region, Valle del Cauca, Colombia. Rev Biol
Trop. 2015 Dec 1; 63(4):915-26.

39. Medina ES, Diaz D, Montano J. Biogeografia y riqueza de los liquenes de Colombia.
Rev Acad Colomb Cienc Exactas Fisicas Nat. 2021 Jan 18; 45(174):122-35.

40. Marcano V, Sipman HJM. Diversity and distribution of lichens from Cerro Duida and
its surrounding areas, Alto Orinoco, Amazonas, Venezuela. An Jardin Botanico Madr. 2021;
78(2):3.

41. Castelli RF. The genus Graphis (Ascomycota lichenized, Graphidaceae) in Curitiba,
Parana. 2017 [cited 2024 Mar 18]; Available from:

177


https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

Fundagio Instituida nos termos da Lei n° 5.152, de 21/10/1966 — Sio Luis - Maranhio.

.2,/ PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E AMBIENTE

https://acervodigital.ufpr.br/handle/1884/66076

42. Rivas Plata E, Hernandez J, Liicking R, Staiger B, Kalb K, Caceres M. Graphis is two
genera: A remarkable case of parallel evolution in lichenized Ascomycota. Taxon. 2011 Feb
1; 60:99-107.

43. Jiang SH, Zhang C, Xue XD, Aptroot A, Wei JC, Wei XL. Morphological and
Phylogenetic Characterizations Reveal Five New Species of Astrothelium (Trypetheliales,
Ascomycota) from China. J Fungi. 2022 Sep 22; 8(10):994.

44, Aptroot A. Lichens from the Roosevelt River Area in the Brazilian Amazon. Microbiol
Res [Internet]. 2023 [cited 2024 Mar 18]; 14(2). Available from:
https://doi.org/10.3390/microbiolres14020054

45. Santos JS, Dias IPRC, Silva ILA da, Nascimento GM do. Occurrence Of
Corticicultural Species Of Parmotrema A.Massal. (Parmeliaceae; Ascomycota Lichenized) In
Cerrado Vegetation In The State Of Maranh&o, Brazil. Rev Ciénc Ambient [Internet]. 2021
[cited 2024 Mar 18]; 15(1). Available from: https://doi.org/10.18316/rca.v15i1.7374

46. Abril MAQ, Ospina DMR, Rave MID, Valencia J. Lichens as biosensors for the
evaluation of urban and suburban atmospheric contamination in a tropical mountain valley,
Rionegro, Antioquia. Bionatura [Internet]. 2021 [cited 2024 Mar 18]; 6(1). Available from:
https://doi.org/10.21931/rb/2021.06.01.10

47. Wijayawardene N, Hyde K, Dai DQ, Sanchez-Garcia M, Tomio Goto B, Saxena R,
Erdogdu M, SELCUK F, K. C. R, Aptroot A, Bfaszkowski J, Boonyuen N, Silva G, de Souza
F, Dong W, Ertz D, D. H, Jones E, Karunarathna S, Thines M. Outline of Fungi and fungus-
like taxa — 2021. mycosphere. 2022 Feb 23; 13:53—-453.

48. Ertz D, Sanderson N, Lubek A, Kukwa M. Two new species of Arthoniaceae from old-
growth European forests, Arthonia thoriana and Inoderma sorediatum, and a new genus for
Schismatomma niveum. The Lichenologist. 2018 Mar; 50(2):161-72.

49. Spier L, Aptroot A, Herk K van. Asemone, an additional secondary substance in
Fellhanera bouteillei in Europe. The Lichenologist. 2002 Sep; 34(5):447-9.

50. Hyde KD, Tennakoon DS, Jeewon R, Bhat DJ, Maharachchikumbura SSN, Rossi W,
Leonardi M, Lee HB, Mun HY, Houbraken J, Nguyen TTT, Jeon SJ, Frisvad JC, Wanasinghe
DN, Licking R, Aptroot A, Caceres MES, Karunarathna SC, Hongsanan S, Phookamsak R,
Silva NI, Thambugala KM, Jayawardena RS, Senanayake IC, Boonmee S, Chen J, Luo ZL,
Phukhamsakda C, Pereira OL, Abreu VP, Rosado AWC, Bart B, Randrianjohany E,
Hofstetter V, Gibertoni TB, Soares AM da S, Plautz HL, Sotdo HMP, Xavier WKS, Bezerra
JDP, de Oliveira TGL, de Souza-Motta CM, Magalhdes OMC, Bundhun D, Harishchandra D,
Manawasinghe IS, Dong W, Zhang SN, Bao DF, Samarakoon MC, Pem D, Karunarathna A,
Lin CG, Yang J, Perera RH, Kumar V, Huang SK, Dayarathne MC, Ekanayaka AH, Jayasiri
SC, Xiao Y, Konta S, Niskanen T, Liimatainen K, Dai YC, Ji XH, Tian XM, MeSi¢ A, Singh
SK, Phutthacharoen K, Cai L, Sorvongxay T, Thiyagaraja V, Norphanphoun C, Chaiwan N,
Lu YZ, Jiang HB, Zhang JF, Abeywickrama PD, Aluthmuhandiram JVS, Brahmanage RS,
Zeng M, Chethana T, Wei D, Réblova M, Fournier J, Nekvindova J, do Nascimento Barbosa
R, dos Santos JEF, de Oliveira NT, Li GJ, Ertz D, Shang QJ, Phillips AJL, Kuo CH,
Camporesi E, Bulgakov TS, Lumyong S, Jones EBG, Chomnunti P, Gentekaki E, Bungartz
F, Zeng XY, Fryar S, Tkal€ec Z, Liang J, Li G, Wen TC, Singh PN, Gafforov Y, Promputtha |,
Yasanthika E, Goonasekara ID, Zhao RL, Zhao Q, Kirk PM, Liu JK, Yan J, Mortimer PE, Xu
J, Doilom M. Fungal diversity notes 1036—1150: taxonomic and phylogenetic contributions on
genera and species of fungal taxa. Fungal Divers. 2019 May 1; 96(1):1-242.

51. Wang WC, Sangvichien E, Wei TZ, Wei JC. A molecular phylogeny of Pilocarpaceae
Zahlbr., including a new species of Tapellaria Mill. Arg. and new records of foliicolous
lichenized fungi from Thailand. The Lichenologist. 2020 Sep; 52(5):377-85.

52. Licking R, Moncada B, Sipman HJM, Sobreira PNB, Vifas C, Gutierrez J, Flynn TW.

178


https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

Fundagio Instituida nos termos da Lei n° 5.152, de 21/10/1966 — Sio Luis - Maranhio.

.2,/ PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E AMBIENTE

Saxiloba : a new genus of placodioid lichens from the Caribbean and Hawaii shakes up the
Porinaceae tree (lichenized Ascomycota : Gyalectales ). Plant Fungal Syst. 2020 Dec 29;
65(2):577-85.

53. Sobreira PNB, Caceres MEDS, Maia LC, Licking R.
<p><strong><em>Flabelloporina</em></strong><strong>, a new genus in the Porinaceae
(Ascomycota, Ostropales), with the first record of <em>F. squamulifera </em>from
Brazil</strong></p>. Phytotaxa. 2018 Jul 2; 358(1):67—-75.

54, Leite ABX, Menezes AA de, Souto L de S, Aptroot A, Licking R, Santos VM dos,
Caceres ME da S. Epiphytic microlichens as indicators of phytosociological differentiation
between Caatinga and Brejos de Altitude. Acta Bot Bras. 2015 Dec; 29:457—-66.

55. Santos VM, da Silva Caceres ME, Liicking R. Diversity of foliicolous lichens in
isolated montane rainforests (Brejos) of northeastern Brazil and their biogeography in a
neotropical context. Ecol Res. 2020; 35(1):182-97.

56. Aptroot A, Maphangwa KW, Zedda L, Tekere M, Alvarado P, Sipman HJM. The
phylogenetic position of Culbersonia is in the Caliciaceae (lichenized ascomycetes). The
Lichenologist [Internet]. 2019 [cited 2024 Mar 18]; 51(2). Available from:
https://doi.org/10.1017/s0024282919000033

57. Aptroot A, Caceres ME da S. A key to the corticolous microfoliose, foliose and related
crostose lichens from Ronddnia, Brazil, with the description of four new species. The
Lichenologist. 2014 Nov; 46(6):783-99.

179


https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9
https://www.zotero.org/google-docs/?gMmWM9

hee

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

v

PPGSA

Poonus  reschisin e e

Fundagio Instituida nos termos da Lei n° 5.152, de 21/10/1966 — Sio Luis - Maranhio.

FIGURAS SUPLEMENTARES

.. PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E AMBIENTE

Figura suplementar 1: Avalia¢do da qualidade das reads pelo FastQC antes e apos o processamento.

(A) Detecgdo de adaptadores nas sequéncias R1 paired antes do processamento; (B) Detecgdo de

adaptadores nas sequéncias R2 paired antes do processamento; (C) Qualidade das sequéncias R1

paired apos a remocgdo de adaptadores pelo Trimmomatic; (D) Qualidade das sequéncias R2 paired

apos a remogdo de adaptadores pelo Trimmomatic.
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Figura suplementar 2. Avaliacdo da qualidade dos MAGs utilizando CheckM. Distribuicéo dos
genes essenciais em cada bin, indicando completude (verde), auséncia de genes (cinza),

heterogeneidade (azul) e contaminagdo (amarelo/vermelho).
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Figura Suplementar 3. Arvore filogenética gerada pela ferramenta GTDB-Tk, mostrando a relagdo
evolutiva entre o genoma reconstruido Nostoc sp. MAGO1 e outros genomas de referéncia a nivel de

familia. O genoma Nostoc sp. MAGO1 esta destacado em amarelo.
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Tabela suplementar 1. Regides ¢ agrupamentos génicos biossintéticos identificados pelo antiSMASH

para bactérias (Classico).

Most similar known cluster Similarity
Region 14.1 NRPS 1 6,006
Region 207.1 NRPS 1 6,489
Region 208.1 NRPS 1 4,317 |anabaenopeptin NZ857 / nostamide A| NRP 100%
Region 298.1 terpene 1 2,238 geosmin Terpene 100%
Region 369.1 terpene 1 1,056
Region 418.1 NRPS 1 10,95
Region 420.1 NRPS 1 8,553
Region 423.1 NRPS 1 9,093
Region 424.1 NRPS 1 6,423
Region 504.1 laggg’s‘;l_’gd 1 3,369
Region 539.1 NRPS 1 7,83 anabaenopeptin NZ857 / nostamide A ‘ NRP ‘ 100%
Region 542.1 hglE-KS 1 7,005
Region 639.1 terpene 1 2,238 geosmin ‘ Terpene ‘ 100%
Region 771.1 hglE-KS 1 5,361
Region 773.1 KSl,l”%llFi’_KS I 4,746
Region 841.1 NRPS 1 3,618
Region 844.1 NRPS-like 1 1,464
Region 845.1 T1PKS 1 5,838
Region 846.1 NRPS-like 1 2,289 | anabaenopeptin NZ857 / nostamide A| NRP 100%
Region 984.1 phosphonate 1 1,56
Region 995.1 T1PKS 1 3,075
Region 1152.1 NRPS 1 6,639 | anabaenopeptin NZ857 / nostamide A| NRP 100%
Region 1153.1 NRPS 1 6,282 | anabaenopeptin NZ857 / nostamide A| NRP 100%
Region 1154.1 NRPS 1 3,171 |anabaenopeptin NZ857 / nostamide A| NRP 100%
Region 1156.1 NRPS 1 7,356
Region 1158.1 NRPS 1 4,191
Region 1188.1 NRPS 1 2,067
Region 1555.1 NRPS 1 5,343
Region 1556.1 T1PKS 1 5,931
Region 1559.1 NRPS 1 4,629
Region 1638.1 NRPS-like 1 2,568 | anabaenopeptin NZ857 / nostamide A| NRP 100%
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Region 1804.1 NRPS-like 1 2,28

Region 1805.1 T1PKS 1 5,823

Region 1834.1 indole 1 1,182

Region 1953.1  |phosphonate 1 1,008

Region 1981.1 NRPS 1 6,003

Region 2057.1 | NRPS-like I 2,409 aculeacin A | NRP | 100%
Region 2058.1 NRPS 1 1,788

Region 2080.1 T1PKS 1 3,666 naphthopyrone ‘ Polyketide ‘ 100%
Region 2102.1 NRPS-like 1 2,328

Region 2122.1 | NRPS-like 1 2,301 |anabacnopeptin NZ857 / nostamide A| NRP | 100%
Region 2124.1 T1PKS 1 4,677

Region 2152.1 las_t:liapsesf_’itiid 1 2,7

Region 2162.1 la;tchlg’:sl_’itiid 1 3,306

Region 2295.1 NRPS 1 2,457

Region 2389.1 TI1PKS 1 8,22

Region 2696.1 siderophore 1 1,851

Region 2757.1 NRPS 1 2,865

Region 2807.1 terpene 1 1,17

Region 2843.1 NRPS-like 1 2,607

Region 3112.1 NRPS 1 3,279 |anabaenopeptin NZ857 / nostamide A| NRP 100%
Region 3113.1 T1PKS 1 6,093

Region 32721 | ONREL 7,515

Region 3371.1 ladderane 1 1,215

Region 3429.1 NRPS-like 1 2,376

Region 3457.1 T1PKS 1 4,014

Region 3623.1 T1PKS 1 2,778 1,3,6,8-tetrahydroxynaphthalene | Polyketide 100%
Region 3873.1 T1PKS 1 7,155

Region 3937.1 NRPS-like 1 2,649

Region 3950.1 lagtclllg’s?_’itiid 1 3.213

Region 3955.1 coﬁ;ﬂg I 2232

Region 3966.1 T1PKS 1 5,442

Region 4143.1 RiPP-like 1 2,007

Region 4514.1 T1PKS 1 6,111

Region 4551.1 NRPS-like 1 2,19

Region 4565.1 NRPS-like 1 2,097

Region 4811.1 NRPS-like 1 1,746

Region 5000.1 NRPS-like 1 2,709
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Region 5044.1 RiPP-like 1 1,644
Region 5127.1 NRPS 1 4,779
Region 5706.1 T3PKS 1 1,062
Region 5927.1 NRPS-like 1 2,166
Region 6137.1 other 1 1,536
Region 6162.1 NRPS-like 1 1,977
Region 6437.1 NRPS 1 3,855
Region 6855.1 NRPS 1 3,426
Region 7208.1 NRPS-like 1 2,463
Region 7314.1 cyanobactin 1 2,028
Region 7463.1 NRPS 1 3,129
Region 8161.1 NRPS-like 1 1,251
Region 8897.1 NRPS 1 1,071
Region 9176.1 NRPS 1 1,89
Region 9407.1 NRPS-like 1 2,22
Region 9630.1 NRPS-like 1 1,887
Region 9820.1 NRPS-like 1 2,862
Region 10553.1 la:_tchlg’:sl_’itiid 1 2,409
Region 10736.1 NRPS 1 2,112
Region 10738.1 terpene 1 1,206
Region 10775.1 terpene 1 1,059
Region 10785.1 terpene 1 1,545
Region 10945.1 NRPS-like 1 1,104
Region 11918.1 NRPS-like 1 2,076
Region 13103.1 NRPS 1 1,62 rhizomi‘rl}‘l’ii ;ﬁgj"cmide B/ NRP 100%
Region 13113.1 NRPS 1 1,092
Region 14337.1 terpene 1 1,071
Region 14977.1 | cyanobactin 1 1,785
Region 15149.1 NRPS-like 1 1,557
Region 15218.1 terpene 1 1,482
Region 15537.1 RiPP-like 1 1,47
Region 15866.1 T3PKS 1 1,08
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Tabela suplementar 2. Regides e agrupamentos génicos biossintéticos identificados pelo

fungiSMASH.
Most similar known cluster Similarity

Region 10017.1 NRPS 1 2,964
Region 10846.1 | RRE-containing 1 2,865
Region 10877.1 NRPS 1 3,204

Region 1110.1 T1PKS 1 7,269
Region 11293.1 terpene 1 2,682
Region 11774.1 NRPS 1 2,901
Region 11900.1 | RRE-containing 1 1,2
Region 12127.1 NRPS 1 2,952
Region 12211.1 NRPS 1 3,189
Region 12268.1 NRPS 1 3,009
Region 12458.1 NRPS 1 2,835 xenematide NRP 100%

Region 129.1 terpene 1 3,609 geosmin Terpene 100%
Region 1308.1 NRPS-like 1 3,273
Region 13366.1 T1PKS 1 2,667
Region 13655.1 NRPS 1 2,601
Region 14005.1 NRPS 1 2,358

lanthipeptide-class-

Region 14044.1 i 1 2,247
Region 14047.1 T3PKS 1 1,905
Region 14379.1 terpene 1 2,541
Region 14395.1 NRPS 1 2,616
Region 1455.1 T1PKS 1 7,089
Region 14594.1 NRPS-like 1 1,11

Region 15282.1 RiPP-like 1 1,866
Region 15352.1 | RRE-containing 1 2,052
Region 15796.1 proteusin 1 1,926
Region 16005.1 NRPS-like 1 2,076
Region 1603.1 T1PKS 1 7,794
Region 16301.1 NRPS-like 1 2,016
Region 16516.1 NRPS-like 1 1,776
Region 1713.1 NRPS, T1PKS 1 11,937
Region 17295.1 thioamitides 1 1,83
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rhizomide A /
Region 17822.1 NRPS 2,184 rhizomide B / NRP 100%
rhizomide C

Region 17875.1 terpene 2,037

Region 1936.1 T1PKS 7,638 monascorubrin Polyketide 100%
Region 19845.1 terpene 1,071
Region 20352.1 NRPS 1,596 b]jfc"oﬁﬁ?nilz/ NRP 100%
Region 2063.1 phosphonate 1,935
Region 20928.1 cyanobactin 1,551
Region 21005.1 NRPS 1,731

Region 2103.1 terpene 2,202
Region 21033.1 RiPP-like 1,104
Region 21150.1 NRPS 1,842
Region 21364.1 terpene 1,473
Region 21878.1 NRPS 1,629 szr;bj‘i‘;:f;:ﬁe N NRP 100%
Region 21919.1 RiPP-like 1,407

Region 2226.1 NRPS-like 4,632
Region 22282.1 RiPP-like 1,608

Region 2277.1 T1PKS 6,63

Region 2324.1 | TIPKS,NRPS-like 11,856
Region 23974.1 terpene 1,416

Region 248.1 terpene 3,609 geosmin Terpene 100%
Region 25282.1 NRPS-like 1,326
Region 25860.1 RiPP-like 1,107

Region 2659.1 NRPS 16,272
Region 26626.1 T1PKS 1,419
Region 26739.1 NRPS 1,197

Region 2838.1 T1PKS 8,22

Region 2839.1 indole 1,173

Region 2851.1 T1PKS 8,517 pyranonigrin E Polyketide 100%
Region 2854.1 | TIPKS,NRPS-like 11,688
Region 28559.1 RiPP-like 1,242
Region 30442.1 RiPP-like 1,167

Region 3065.1 T1PKS 7,629

Region 3154.1 | NRPS-like, T1PKS 12

Region 3175.1 T1PKS 7,509
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Region 3249.1 T1PKS 1 7,878
Region 3518.1 T1PKS 1 7,839
Region 3519.1 T1PKS 1 3,84
Region 3548.1 T1PKS 1 7,341
Region 3614.1 NRPS-like 1 6,364
Region 3718.1 terpene 1 1,644
Region 3798.1 T1PKS 1 12,231
Region 3871.1 T1PKS 1 5,547 naphthopyrone Polyketide 100%
Region 3956.1 TI1PKS 1 7,233
Region 402.1 T1PKS 1 3,756
Region 4170.1 T1PKS 1 6,495
Region 442.1 NRPS 1 19,896 Cycﬁ:ﬁi IPEGVI;I;) he- iﬁ;iﬁ;ﬁ 100%
Region 4496.1 | T1PKS,NRPS-like 1 7,515
Region 4731.1 NRPS 1 5,523
Region 4769.1 NRPS,T1PKS 1 13,185
Region 4839.1 thioamitides 1 4,224
Region 5047.1 T1PKS 1 5,913 melanin Polyketide 100%
Region 5434.1 T1PKS 1 7,839
Region 5509.1 NRPS-like 1 2,76
Region 5530.1 lamhipepitiide'dass' 1 4,701
Region 5549.1 T1PKS 1 10,332
Region 5822.1 RiPP-like 1 4,608
Region 5985.1 terpene 1 1,266
Region 6316.1 | NRPS-like, T1PKS 1 7,512
Region 6383.1 NRPS-like 1 3,966
Region 6439.1 terpene 1 1,152
Region 6591.1 phosphonate 1 3,759
Region 6758.1 terpene 1 1,428
Region 6969.1 NRPS-like 1 4,044
Region 7027.1 RiPP-like 1 1,488
Region 7140.1 NRPS 1 4,506
Region 734.1 NRPS 1 4,626
Region 7918.1 terpene 1 2,679
Region 7969.1 RiPP-like 1 1,572
Region 8397.1 other 1 2,874
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Region 8423.1 NRPS-like 1 4,506
Region 863.1 TIPKS 1 5418 6'methisizh°y°h° Polyketide 100%
Region 866.1 T1PKS 1 8,043
Region 8764.1 NRPS 1 3,708
Region 884.1 T1PKS 1 4,269
Region 902.1 T1PKS 1 7,122
Region 9191.1 RRE-containing 1 2,121
Region 9275.1 NRPS 1 4,335
Region 9701.1 NRPS-like 1 2,445

Tabela suplementar 3: Resultado tabelado da montagem do MAGs realizada pelo MaxBin2, com

completude do marcador, contetido de GC, nimero de contigs e comprimento total do MAGO1.

Nome do Bin S Contetido GC Nlémer'o de Compriment.o total do
ontigs contig
Bin.001.fasta 0,991 0,411 381 8.903.203 bp
Bin.002.fasta 0,393 0,69 716 2.371.523 bp
Bin.003.fasta 0,458 0,717 3867 9.155.619 bp
Bin.004.fasta 0,346 0,476 3140 3.249.6934 bp
Bin.005.fasta 0,692 0,488 3832 6.474.991 bp
Bin.006.fasta 0,579 0,667 1351 5.792.961 bp
Bin.007.fasta 0,617 0,634 2023 4.709.301 bp
Bin.008.fasta 0,692 0,56 2829 5.71.8911 bp
Bin.009.fasta 0,178 0,746 2917 4.301.719 bp
Bin.010.fasta 0,551 0,621 4680 7.829.222 bp
Bin.011.fasta 0,299 0,727 3087 5.151.068 bp
Bin.012.fasta 0,14 0,679 1881 3.098.145 bp
Bin.013.fasta 0,14 0,701 2056 3.357.377 bp
Bin.014.fasta 0,654 0,656 3614 6.275.384 bp
Bin.015.fasta 0,224 0,716 4707 7.217.838 bp
Bin.016.fasta 0,271 0,743 6594 9.653.956 bp
Bin.017.fasta 0,234 0,686 3619 5.391.365 bp
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Tabela suplementar 4. Regides ¢ agrupamentos génicos biossintéticos identificados pelo antiSMASH

para o MAG.
Most similar known cluster Similarity
Region 35.1 terpene 12,883 35,15 geosmin Terpene 1
) lanthipeptide-
Region 59.1 6,308 48,606
class-v
Region 61.1 phenazine 1 2,163
Alkaloid+
Region 63.1 LAP 1 11,306 muscoride A/muscoride B RiPP+Terp 0,2
ene
) ) NRP+Poly
Region 68.1 terpene 65,005 86,06 nostophycin ) 0,27
ketide
mycosporine- shinorine/4-
Region 76.1 like,lanthipeptid 23,025 86,034 deoxygadusol/mycosporine NRP 0,75
e-class-v glycine
. ‘ NRP-+Poly
Region 80.1 NRPS, T1PKS 1 38,35 cyanochelin A ) 0,45
ketide
microviridin N9/microviridin
N8/microviridin
) ) o N7/microviridin RiPP:Micr
Region 85.1 microviridin 53,5 73,634 ) o o 0,33
N6/microviridin oviridin
NS5/microviridin
N4/microviridin N3
Region 94.1 terpene 1 9,537
NRP+Sacc
haride:Hyb
Region 98.1 NRPS 1 72,031 hassallidin C rid/tailorin 0,34
g
saccharide
NRP:Lipo
Region 110.1 NRPS-like 1 35,219 bovienimide A ) 1
peptide
Region 114.1 NRPS 50,746 96,751
proteusin,lanthi
Region 132.1 54,933 92,392
peptide-class-ii
Region 150.1 NRPS 55,632 90,467
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NRP:Lipo
Region 152.1 NRPS 1 1,634 bovienimide A ) 1
peptide
Region 157.1 hglE-KS 1 34,376 heterocyst glycolipids Other 0,57
Region 163.1 terpene 84 21,016
Region 181.1 terpene 1 5,878
Region 188.1 terpene 12,878 35,145 geosmin Terpene 1
Region 204.1 thiopeptide,LAP 1 28,304
vatiamide A/vatiamide
) o o NRP+Poly
Region 207.1 NRPS 1 28,265 B/vatiamide C/vatiamide retid 0,1
etide
D/vatiamide E/vatiamide F
NRP+Poly
Region 236.1 T1PKS,NRPS 1 26,312 anachelin ) 0,3
ketide
) lanthipeptide-
Region 242.1 B 1 13,517
class-ii
Region 244.1 | hglE-KS,T1PKS 6,311 58,484 heterocyst glycolipids Other 1
Polyketide
+NRP:Cyc
Region 258.1 NRPS, TIPKS 10,997 71,877 nostopeptolide A2 lic 0,5
depsipepti
de
Region 260.1 proteusin 259 22,216 PlpA1/PlpA2/PlpA3 RiPP 0,33
NRP:Lipo
Region 284.1 NRPS 1 3,801 bovienimide A ) 1
peptide
Region 302.1 terpene 1 11,127
Region 308.1 phosphonate 48,877 61,239
T1PKS, lanthipe bartoloside 2/bartoloside
Region 314.1 1 42,934 Other 0,27
ptide-class-v 3/bartoloside 4
Region 327.1 NI-siderophore 1 19,276
NRP+Poly
ketide:Mo
Region 330.1 T1PKS 1 3,177 microsclerodermin dular type 0,28
I
polyketide
NRPS,betalacto anabaenopeptin
Region 357.1 1 52,719 NRP 1
ne NZ857/mostamide A
Region 361.1 terpene 1 16,891
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O0RANA G P CHADUACA N £ € A

Region 364.1

NRPS

31,012

nostopeptolide A2

Polyketide
+NRP:Cyc
lic
depsipepti
de

0,87

Region 368.1

phenazine 1

2,702

Region 370.1

TI1PKS,NRPS 1

15,763

nostopeptolide

Al/nostopeptolide 1052

NRP:Cycli
c
depsipepti
de+Polyket
ide:Modul
ar type |
polyketide

0,37

Tabela suplementar 5. Resultados do GGDC da analise comparativa de hibridizagdo do MAGO1 com
29 linhagens de Nostoc. Paramentos realizadas com as trés formulas do GGDC.

Query genome Reference genome DDH ‘ Model C.I. ‘ Distance ‘ Prob. DDH >= 70%
Férmula 1
Nostoc sp. MAGO1 GCA_005869855.1 44 [40.6 -47.4%] | 0.3554 4.09
Nostoc sp. MAGO1 GCA _014697355.1 37.2 [33.8-40.7%] | 0.4217 0.83
Nostoc sp. MAGO1 GCA _017114945.1 29.3 [25.9-32.9%] | 0.5244 0.07
Nostoc sp. MAGO1 GCA _017115025.1 27 [23.6-30.6%] | 0.5617 0.03
Nostoc sp. MAGO1 GCA _017114995.1 27.1 [23.8-30.8%] | 0.559 0.03
Nostoc sp. MAGO1 GCA _017115165.1 26.9 [23.5-30.5%] | 0.5634 0.03
Nostoc sp. MAGO1 GCA_002949795.1 26.9 [23.6-30.5%] | 0.5628 0.03
Nostoc sp. MAGO1 GCA_028623165.1 26.6 [23.2-30.2%] | 0.5685 0.02
Nostoc sp. MAGO1 GCA _017115045.1 26.4 [23 - 30%)] 0.5718 0.02
Nostoc sp. MAGO1 GCA _013343235.1 26.1 [22.8-29.8%] | 0.5763 0.02
Nostoc sp. MAGO1 GCA _002246015.1 25.9 [22.5-29.5%] | 0.5811 0.02
Nostoc sp. MAGO1 GCA _002245975.1 25.7 [22.3-29.3%] | 0.5852 0.02
Nostoc sp. MAGO1 GCA 017115105.1 25.5 [22.2-29.2%] | 0.5879 0.01
Nostoc sp. MAGO1 GCA_000020025.1 25.5 [22.2-29.2%] | 0.5875 0.01
Nostoc sp. MAGO1 GCA 003326195.1 25.5 [22.1-29.1%] | 0.589 0.01
Nostoc sp. MAGO1 GCA 017114985.1 25.4 [22.1 - 29%)] 0.5902 0.01
Nostoc sp. MAGO1 GCA 015206945.1 25.3 [22 - 28.9%)] 0.5921 0.01
Nostoc sp. MAGO1 GCA 001712795.1 25.1 [21.8-28.8%] | 0.5948 0.01
Nostoc sp. MAGO1 GCA 013393925.1 24.7 [21.4-28.4%] | 0.6033 0.01
Nostoc sp. MAGO1 GCA 015206895.1 24.7 [21.4-28.4%] | 0.6027 0.01
Nostoc sp. MAGO1 GCA 014222255.1 24.4 [21.1-28.1%] | 0.6092 0.01
Nostoc sp. MAGO1 GCA 013393905.1 24.4 [21.1-28.1%] | 0.609 0.01
Nostoc sp. MAGO1 GCA 017115095.1 23.7 [20.4-27.4%] | 0.6234 0.01
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Nostoc sp. MAGO1 GCA_017115085.1 23.4 [20.1 - 27%)] 0.6305 0.01
Nostoc sp. MAGO1 GCA_026127265.1 22.8 [19.6 -26.5%] | 0.6422 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_002154695.1 15.6 [12.7-19.1%] | 0.8536 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_002154725.1 15.6 [12.7 - 19%)] 0.8554 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_013393945.1 14.3 [11.5-17.7%] | 0.9095 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_000196515.1 13.6 [10.8-16.9%] | 0.9423 0

Query genome Reference genome Model C.I. ‘ Distance | Prob. DDH >=70%

Férmula 2

Nostoc sp. MAGO1 GCA_005869855.1 383 [35.9-40.9%] | 0.1052 1.76
Nostoc sp. MAGO1 GCA_014697355.1 36.5 [34 - 39%] 0.1123 1.03
Nostoc sp. MAGO1 GCA _017114945.1 29.4 [27 - 31.9%] 0.1455 0.08
Nostoc sp. MAGO1 GCA_017115025.1 30.7 [28.3-33.2%] | 0.1385 0.14
Nostoc sp. MAGO1 GCA _017114995.1 29.6 [27.2-32.1%] | 0.1444 0.09
Nostoc sp. MAGO1 GCA _017115165.1 29.6 [27.2-32.1%] | 0.1445 0.09
Nostoc sp. MAGO1 GCA_002949795.1 29.4 [27 - 31.9%] 0.1454 0.08
Nostoc sp. MAGO1 GCA_028623165.1 30.6 [28.2-33.1%] | 0.139 0.13
Nostoc sp. MAGO1 GCA _017115045.1 28.7 [26.3-31.2%] | 0.1494 0.06
Nostoc sp. MAGO1 GCA _013343235.1 28.5 [26.1 - 31%] 0.1509 0.05
Nostoc sp. MAGO1 GCA_002246015.1 29.2 [26.9-31.7%] | 0.1464 0.08
Nostoc sp. MAGO1 GCA_002245975.1 28.4 [26 - 30.9%)] 0.1512 0.05
Nostoc sp. MAGO1 GCA 017115105.1 29.3 [26.9-31.8%] | 0.1462 0.08
Nostoc sp. MAGO1 GCA_000020025.1 28.7 [26.3-31.2%] | 0.1494 0.06
Nostoc sp. MAGO1 GCA _003326195.1 28.8 [26.4-31.3%] | 0.1489 0.06
Nostoc sp. MAGO1 GCA _017114985.1 30.2 [27.8-32.7%] | 0.1412 0.11
Nostoc sp. MAGO1 GCA _015206945.1 28.8 [26.4-31.3%] | 0.1488 0.06
Nostoc sp. MAGO1 GCA _001712795.1 29 [26.6-31.5%] | 0.148 0.07
Nostoc sp. MAGO1 GCA _013393925.1 28.7 [26.4-31.2%] | 0.1493 0.06
Nostoc sp. MAGO1 GCA _015206895.1 28.6 [26.2-31.1%] | 0.1501 0.06
Nostoc sp. MAGO1 GCA _014222255.1 28.7 [26.3-31.2%] | 0.1494 0.06
Nostoc sp. MAGO1 GCA 013393905.1 28.4 [26.1-30.9%] | 0.151 0.05
Nostoc sp. MAGO1 GCA 017115095.1 28.9 [26.5-31.4%] | 0.1482 0.07
Nostoc sp. MAGO1 GCA 017115085.1 30 [27.6-32.5%] | 0.1424 0.1
Nostoc sp. MAGO1 GCA 026127265.1 28.3 [26 - 30.8%)] 0.1517 0.05
Nostoc sp. MAGO1 GCA _002154695.1 23.6 [21.3 -26%)] 0.1855 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA _002154725.1 23.4 [21.1-25.9%] | 0.1868 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA 013393945.1 22.7 [20.4-25.1%] | 0.193 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA _000196515.1 21 [18.8-23.5%] | 0.2087 0

Query genome Reference genome Model C.I. | Distance | Prob. DDH >=70%

Férmula 3

Nostoc sp. MAGO1 GCA _005869855.1 42.2 [39.3-453%] | 0.4232 0.29
Nostoc sp. MAGO1 GCA _ 014697355.1 36.1 [33.1-39.1%] | 0.4866 0.03
Nostoc sp. MAGO1 GCA 017114945.1 28.1 [25.1-31.2%] | 0.5936 0
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Nostoc sp. MAGO1 GCA_017115025.1 26.3 [23.4-29.4%] | 0.6224 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_017114995.1 26.3 [23.4-29.4%] | 0.6226 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_017115165.1 26.1 [23.2-29.2%] | 0.6265 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_002949795.1 26.1 [23.2-29.2%] | 0.6263 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_028623165.1 26 [23.1-29.1%] | 0.6285 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_017115045.1 25.6 [22.7-28.7%] | 0.6357 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_013343235.1 25.3 [22.4-28.4%] | 0.6403 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_002246015.1 25.2 [22.3-28.3%] | 0.6424 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_002245975.1 24.9 [22 - 28%)] 0.648 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_017115105.1 24.9 [22 - 28%)] 0.6481 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_000020025.1 24.8 [22 - 27.9%] 0.6491 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_003326195.1 24.8 [21.9-27.9%] | 0.6502 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_017114985.1 24.9 [22 - 28%)] 0.6481 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_015206945.1 24.6 [21.8-27.7%] | 0.6528 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_001712795.1 24.5 [21.7-27.6%] | 0.6547 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_013393925.1 24.1 [21.3-272%] | 0.6625 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_015206895.1 24.1 [21.3-272%] | 0.6623 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_014222255.1 23.9 [21 - 27%)] 0.6676 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_013393905.1 23.8 [21 - 26.9%] 0.668 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_017115095.1 233 [20.5-26.4%] | 0.6792 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_017115085.1 23.1 [20.3-26.2%] | 0.6831 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_026127265.1 22.5 [19.7-25.6%] | 0.6965 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_002154695.1 15.8 [13.3-18.7%] | 0.8808 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_002154725.1 15.7 [13.2-18.6%] | 0.8824 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_013393945.1 14.6 [12.1-174%] | 0.927 0
Nostoc sp. MAGO1 GCA_000196515.1 13.9 [11.5-16.7%] | 0.9543 0
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NORMAS DE SUBMISSAO DO ARTIGO 01

Secao

Autor'®, Autor’

IInstituicdo, Departamento [se houver], Cidade, Estado[sigla], Brasil
"Instituicdo, Departamento [se houver], Cidade, Estadol[sigla], Brasil

TITULO PRINCIPAL

TITULO TRADUZIDO

, Autor!

MInstituicdo, Departamento [se houver], Cidade, Estado[sigla], Brasil

RESUMO

Para o Titulo do resumo: alinhado a esquerda, fonte Opens Sans 12, mailsculas, negrito,
espacamento simples 1,0. Este espaco é para inserir o resumo do artigo. O resumo deve conter
no maximo 15 linhas, escritas em fonte Open Sans 10, justificado. O resumo deve conter no
maximo 15 linhas, escritas em fonte Open Sans 10, justificado. O resumo deve conter no maximo
15 linhas, escritas em fonte Open Sans 10, justificado. O resumo deve conter no maximo 15 linhas,
escritas em fonte Open Sans 10, justificado. O resumo deve conter no maximo 15 linhas, escritas
em fonte Open Sans 10, justificado. Importante: O texto do resumo existente no arquivo do Word
deve coincidir com o resumo cadastrado no momento da submissdo do artigo no sistema
eletrénico da Revista. Importante: O texto do resumo existente no arquivo do Word deve coincidir
com o resumo cadastrado no momento da submissdo do artigo no sistema eletrdnico da Revista.

Palavras-chave: Termo1; Termo2; Termo3

ABSTRACT

Second language abstract here.
Second language abstract here.
Second language abstract here.
Second language abstract here.
Second language abstract here.
Second language abstract here.

Second language abstract here
Second language abstract here
Second language abstract here
Second language abstract here
Second language abstract here
Second language abstract here

. Second language abstract here.
. Second language abstract here.
. Second language abstract here.
. Second language abstract here.
. Second language abstract here.
. Second language abstract here.

Second language abstract here. Second language abstract here. Importante: O abstract existente
no arquivo Word deve coincidir com o abstract cadastrado no idioma inglés no momento da

194



UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

Fundagio Instituida nos termos da Lei n° 5.152, de 21/10/1966 — Sio Luis - Maranhio.

%5 LA
% <

*=:2” PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E AMBIENTE 020

submissdo do artigo no sistema. Importante: O abstract existente no arquivo Word deve coincidir
com o abstract cadastrado no idioma inglés no momento da submissao do artigo no sistema.

Keywords: Term1; Term2; Term3 (evitar tradu¢do automatica)

1 INTRODUCAO OU TiTULO DE SECAO PRINCIPAL [SE HOUVER]

Atencdo: recomendamos fortemente que as autoras e os autores usem
o presente modelo com todas as suas formatacdes de fonte, margens,
espacamentos e demais regras. Para tanto, basta substituir os contelddos de
cada parte, comecando pelo titulo, resumo, palavras-chave etc.

Para o caso desta se¢do primaria (titulos principais) em especifico:
Titulo da se¢do em fonte Opens Sans 12, maiusculas, alinhamento a
esquerda, negrito, espacamento 1,5. Conteudo da secdao em fonte Opens
Sans 12, espacamento 1,5 e paragrafos com recuo de 1,25.

A introducdao deve conter elementos essenciais a uma plena
compreensao do texto. Sugere-se que os autores iniciem o artigo com uma
breve contextualizacdo do assunto e, ap0s, apresentem o PROBLEMA que foi
investigado e sera elucidado. Também se sugere-que sejam apontados de
forma clara os OBJETIVOS do artigo. Ao final da introdu¢do recomenda-se que
seja realizada uma apresentac¢do sucinta da estrutura geral do artigo de modo
a permitir que o leitor compreenda como o assunto sera abordado a partir de
entao.

As notas de rodapé' sdo organizadas com nuimeros arabicos (1, 2, 3...),
em fonte Open Sans 10, alinhamento a esquerda, somente com a primeira

letra maiuscula ou em palavras as quais o idioma exige.

' Exemplo de nota de rodapé.
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1.1 Titulo de subsecao [se houver]

Titulo da subsecao em fonte Open Sans 12, alinhamento a esquerda,
espacamento 1,5 cm, somente com a primeira letra maitscula ou em palavras
as quais o idioma exige (ex.: nomes proprios). Conteudo da subse¢ao em

fonte Open Sans 12, espacamento 1,5 e paragrafos com recuo 1,25.

1.1.1 Exemplo de se¢do abaixo de subsecao [se houver]

Titulo da secdao abaixo da subsecdo em fonte Open Sans 12,
alinhamento a esquerda, espacamento conforme o modelo acima, somente
com a primeira letra maiuscula ou em palavras as quais o idioma exige (ex.:
nomes proprios).

Atencgdo: seguir rigorosamente todas as normas da revista quanto ao
modo de fazer citacdes e referencia-las. Abaixo segue um exemplo de citagao
longa (mais de 3 linhas). Em caso de citacao curta (3 linhas ou menos), basta
inseri-la entre aspas no corpo do texto. Lembrar que a REMOA adota o sistema

“Autor/a, data” para mencdes de referéncias das citacdes no corpo do texto

Citacdo longa (mais de 3 linhas) em fonte Open Sans 10,
espacamento simples (1,0), recuo a esquerda de 4cm,
alinhamento justificado, espacos anterior e posterior simples
1,0. Citacao longa (mais de 3 linhas) em fonte Open Sans 10,
espacamento simples (1,0), recuo a esquerda de 4cm,
alinhamento justificado, espacos anterior e posterior simples
1,0. Citacao longa (mais de 3 linhas) em fonte Open Sans 10,
espacamento simples (1,0), recuo a esquerda de 4cm,
alinhamento justificado, espacos anterior e posterior simples
1,0.

Continuacdo da redacdao do texto com conteudo da secdo em fonte
Open Sans 12, espacamento entrelinhas 1,5, paragrafos com recuo 1,25.

Continuacdo da redacdo do texto com conteudo da secdo em fonte Open Sans
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12, espacamento entrelinhas 1,5, paragrafos com recuo 1,25. Continuag¢ao da
redacdo do texto com conteudo da se¢dao em fonte Open Sans 12,
espacamento 1,5, paragrafos com recuo 1,25. Continuac¢do da redacdao do
texto com conteudo da secdo em fonte Open Sans 12, espacamento
entrelinhas 1,5, paragrafos com recuo 1,25. Continua¢ao da redacdo do texto
com conteudo da secdao em fonte Open Sans 12, espacamento entrelinhas 1,5,

paragrafos com recuo 1,25

1.1.1.1 Exemplo de mais uma subsecdo
Caso o trabalho exija mais uma subsecdo, este modelo deve ser
utilizado. Os titulos das secdes e subse¢des devem seguir uma ordem légica

e apresentados de acordo com este modelo.

2 NOVA SECAO

Redacdo do texto com conteudo da secdo em fonte Open Sans 12,
espacamento 1,5, paragrafos com recuo 1,25. Continuacdo da redacao do
texto com conteudo da se¢ao em fonte Open Sans 12, espacamento 1,5,
paragrafos com recuo 1,25.

Colocar “aspas duplas para citagao direta com até trés linhas, fazendo
referéncia a autoria, ano da obra e numero da pagina de onde foi retirada”

(AUTOR/A, 2017, p. 2).

Indicar com colchetes se precisar suprimir algum trecho na
citacdo [...]. Deve-se sempre referenciar autor/a, ano da obra
e numero da pagina de onde foi retirado o texto. Todas as
citacBes em lingua estrangeira deverao ser traduzidas para o
portugués, desde que essa tradu¢do ndo afete o sentido
original da frase. (AUTOR/A, 2017, p. 2).
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As citacdes deverdo ter chamadas no corpo do texto pelos sobrenomes,
ano de publicacdo e também, para citacdes diretas, o numero da pagina.

Para mencdo da autoria no contexto da frase, s6 a inicial deve ser em
letra maiuscula, e quando a mencdo é feita entre parénteses, todas as letras
devem ser maiusculas, como nos exemplos abaixo:

Conforme afirma Corréa (1997, p. 152), "O espac¢o enquanto objetivacao
geografica do estudo da cidade apresenta varias facetas que permitem que
seja estudado de modo multivariado".

Oou:

"O espaco enquanto objetivacdo geografica do estudo da cidade
apresenta varias facetas que permitem que seja estudado de modo
multivariado" (CORREA, 1997, p. 152)

Os artigos s6 podem fazer referéncia a figuras (fotos, mapas, imagens
ou graficos), quadros ou tabelas. Toda a figura, quadro ou tabela que for
utilizada deve ser chamada no texto (figura 1 e quadro 1) antes de aparecer,

conforme o exemplo a seguir: o titulo da figura 1 é sucinto e completo.

Figura 1 - Titulo de apresentacdo sucinto e completo. Em titulos com mais de uma

linha justificar e manter a esquerda

Fonte: Autores/as (2020)

Legenda: As legendas devem ser colocadas abaixo das fontes.

Nota: Caso seja uma foto tirada pelos préprios autores ou autoras, indicar Fonte: Acervo
particular dos autores (setembro de 2017)
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Importante: o que difere um quadro de uma tabela visualmente é que

o quadro é fechado nas laterais e a tabela é aberta. As tabelas e quadros ficam

melhor dispostos em pagina unica, portanto, sempre que possivel, realizar o

arranjo dos textos para atender este item.

Quando nao for possivel, pode ocorrer do texto sofrer algum ajuste na

diagramacdo, para que o titulo acompanhe a figura, quadro ou tabela, sempre

posicionado acima. Ver quadro 1.

Quadro 1 - Os quadros devem ter seus titulos na parte superior

Coluna 1 Coluna 2 Coluna 3 Coluna 4
Linha 1 Valor 1 Valor 2 Valor 3
Linha 2 Valor 4 Valor 5 Valor 6
Linha 3 Valor 7 Valor 8 Valor 9
Linha 4 Valor 10 Valor 11 Valor 12
Linha 5 Valor 13 Valor 14 Valor 15

Fonte: as fontes dos quadros devem ser colocadas na parte inferior. Quando expde dados
produzidos na pesquisa, indicar: Organizagao dos autores.

Tabela 1 - As tabelas devem ter seus titulos na parte superior

Coluna 1 Coluna 2 Coluna 3 Coluna 4
Linha 1 Valor 1 Valor 2 Valor 3
Linha 2 Valor 4 Valor 5 Valor 6
Linha 3 Valor 7 Valor 8 Valor 9
Linha 4 Valor 10 Valor 11 Valor 12
Linha 5 Valor 13 Valor 14 Valor 15

Fonte: as fontes das tabelas devem ser colocadas na parte inferior. Quando reproduzida
integralmente, indicar Fonte: Sobrenome (ano)

As equacdes aparecem o corpo do texto, sendo enumeradas pelo lado
direito entre parénteses, como:

y=ax+b (1)
onde:
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Open Sans 10;
espagamento simples;
com os topicos divididos por ponto e virgula.

3 CONSIDERACOES FINAIS

Redacdo do texto com conteldo da se¢dao em fonte Open Sans 12,
espacamento 1,5, paragrafos com recuo 1,25. Continuacdo da redac¢ao do
texto com conteudo da secdo em fonte Open Sans 12, espacamento 1,5,
paragrafos com recuo 1,25. Continuacdo da reda¢dao do texto com conteudo
da secdao em fonte Open Sans 12, espacamento 1,5, paragrafos com recuo

1,25.

AGRADECIMENTOS [SE HOUVER]

Escreva aqui seus agradecimentos, se houver.
REFERENCIAS

As referéncias devem ser colocadas em ordem alfabética, com fonte Open Sans tamanho
12, espacamento simples, sem recuo de primeira linha, espacamento de 12 pt depois de
cada uma, obedecendo os seguintes critérios:

Livro: SOBRENOME do/a autor(a) da obra, Prenomes abreviados. Titulo da obra:
subtitulo. NUmero da edicdo. Local de Publicagdo: Editora, ano de publica¢do. Citam-se
todos, separados por ponto e virgula. Sobrenome inglés precedido de Mac ou Mc
permanece na mesma forma. A expressao et al. sera utilizada somente no texto para mais
de trés autores. Nas referéncias, recomenda-se que a autoria seja citada em sua
totalidade, com exce¢do de um grande numero de autores/as.

LEFF, E. Discursos sustentaveis. S50 Paulo: Cortez, 2010.

Mac LAUGHLIN, J. Reimagining the nation-state. The contested terrains of nation-
building. London (Inglaterra): Pluto Press, 2001.

MATEO RODRIGUEZ, ). M. et al. Estructura geografica ambiental y sostenibilidad de las
cuencas hidrograficas urbanizadas de Cuba el ejemplo de la cuenca del rio Quibu,
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provincia Ciudad de La Habana: resultados del Proyecto Caesar. La Habana (Cuba):
Editorial Universitaria, 2008.

NOVO, M. La educacion ambiental. Bases éticas, conceptuales y metodologicas. 2. ed.
Madrid (Espanha): Editorial Universitas, 2003.

Capitulo de livro: SOBRENOME, Prenomes abreviados. Titulo do capitulo: subtitulo. /n:
SOBRENOME, Prenomes abreviados. (org. OU ed.) Titulo da obra: subtitulo. NUumero da
edicdo. Local de Publica¢do: Editora, ano de publicacdo. Pagina inicial e final do capitulo.
Exemplos:

ROSENDAHL, Z. Territorio e territorialidade: uma perspectiva geografica para o estudo da
religido. In: CORREA, R. L.; ROSENDAHL, Z. (org.). Geografia: temas sobre cultura e espaco.
Rio de Janeiro: Editora UERJ, 2005. p. 191-226.

LUZZI, D. A “ambientalizacao” da educacao formal. Um dialogo aberto na complexidade
do campo educativo. In: LEFF, E. (org.). A complexidade ambiental. Sao Paulo: Cortez,
2003. p. 178-216.

Artigo de periédico: SOBRENOME DO(A) AUTOR(A) DO ARTIGO, Prenomes abreviados.
Titulo do artigo: subtitulo. Titulo do Periddico, cidade de publicacdo, nUmero do volume,
numero do fasciculo, paginas inicial e final do artigo, més e ano. Exemplos:

BRANDAO, P. R. B. Devotos, sabios e viajantes: os gedgrafos do mundo islamico medieval.
Geog Ens Pesq, Santa Maria, e3, ago. 2018. Disponivel  em:
https://periodicos.ufsm.br/geografia/article/view/23355. Acesso em: 27 jan. 2020. DOI
10.5902/2236499423355.

TRENTIN, R; SANTOS, L. J. C; ROBAINA, L. E. S. Compartimentacao geomorfoldgica da bacia
hidrografica do Rio Itu - Oeste do Rio Grande do Sul - Brasil. Soc. & Nat., Uberlandia, v.
24 n.1, p.127-142, jan./abr. 2012.

HOFLING, E. M. Estado e politicas (publicas) sociais. Cadernos Cedes, Campinas, v. 21, n.
55, p. 30-41, novembro/2001. Disponivel em: http://www.scielo.br/scielo.php?pid=s0101-
32622001000300003&script=sci_arttext. Acesso em: 5 jan. 2016.

Dissertacdes e Teses: SOBRENOME, Prenomes abreviados. Titulo da obra: subtitulo.
Ano de defesa. Numero de paginas. Categoria (Grau e Area de Concentracdo) - Instituicdo,
Local, Ano do documento. Exemplos:

ROVANI, F. F. M. Zoneamento de risco climatico do cultivo da Nogueira Peca (Carya
illinoinensis) para o Rio Grande do Sul. 2016. 232 p. Tese (Doutorado em Geografia) -
Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, 2016.
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JUNCKES, I. J. O sindicalismo novo dos bancarios na reestruturacao financeira dos
anos noventa no Brasil. 2004. 214 p. Tese (Doutorado em Sociologia Politica) -
Universidade Federal de Santa Catarina, Florian6polis, 2004.

MOURA, G.S.S. Analise do gerenciamento dos residuos sélidos urbanos do municipio
de Mossord-RN. 2011. 45 p. Monografia (Bacharel em Ciéncia e Tecnologia) - UFERSA,
Mossoro-RN, 2011.

Trabalhos apresentados em eventos cientificos: SOBRENOME, Prenomes abreviados.
Titulo do trabalho. In: NOME DO EVENTO, Numero da edicao, Cidade onde se realizou o
evento. Anais [...] ou Proceedings [...] ou Resumos [...] Local de publicacdo: Editora, Ano
de publicacdo. Paginas inicial e final do trabalho. Exemplos:

SILVA, J. M. P. Poder, governo e territério em Carajas In: ENCONTRO NACIONAL DA
ANPEGE, 6., 2005, Fortaleza. Anais[...] Fortaleza: Expressao Grafica, 2005. p. 120-121.

LOPES, L. S. O.; SILVA, O. G. Paisagem e patrimdnio geomorfoldgico: revisao conceitual.
In: ENCONTRO NACIONAL DA ANPEGE, 11. A diversidade da geografia brasileira: escalas
e dimensdes da analise e da acdo, 2015, Presidente Prudente. Anais [...] Presidente
Prudente: ANPEGE, 2015. p. 9355-9365.

1 — Nome completo autor/a:

Titulacao,

link do Orcid e e-mail:

Contribuicao:

2 — Nome completo autor/a:

Titulacao

link do Orcid e e-mail:

Contribuicao:

3 — Exemplo de nome

Engenheiro Ambiental, Doutor em Engenharia Ambiental

https://orcid.org/0000-0000-0000-0000 * exemplodeemail@ufsm.com
Contribuicao: Escrita — Primeira Redacao

Como citar este artigo

AUTORIA. Titulo do artigo. Ciéncia e Natura, Santa Maria, v. 44, exx, 2022. DOI
10.5902/2179460Xxxxxx. Disponivel em: https://doi.org/10.5902/2179460XXXXXX.
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NORMAS DE SUBMISSAO ARTIGO 02

scientific data

nature > scientific data > submission guidelines

Submission Guidelines

How to prepare and submit a manuscript to Scientific Data. Please see our Aims and scope for
advice on what to consider before doing this.

Key steps:

1. Select an article type

2. Deposit the dataset

3. Prepare the manuscript

@)

General
o Title & abstract
o Authors & affiliations

o Background & Summary / Introduction
o Methods
o Data Record

o Technical Validation

o Usage Notes
o Code Availability

o Acknowledgements, Author Contributions & Competing Interests

o References

o Citing Data
o Figures & Tables

o File requirements for first round review

o Covering letters are not required

4. Submit the manuscript
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5. First round peer review

6. Revised manuscripts
o What to expect
o General requirements
o Figures
o Tables
o Equations
o Supplementary information
o LaTeX
o Consortia

1. Select an article type

Data Descriptor Article Comment

Reports on data sharing

policies, repositories, data

Descriptions of datasets Shorter works on data

Scope . .. standards, data curation, or .
shared in repositories . sharing
any topic
relating to data sharing
P.eer- Yes Yes Yes
reviewed?
o Title
e Author list (does
not need a heading) e Title .
e Abstract e Author list (does not . Tlﬂe
e Background & need a heading) e Author list (dqes not
Summary e Abstract need a head}ng)
e Methods e Introduction e Abstract (optional)
e Data Records e Results e References
Format . Tec'hni(':al e Discussion .C A‘}Eho.r
outline Validation e Methods ont.n utions
e Usage Notes o Data Availability o Competing Interests
(optional) e Code Availability » Acknowledgements
e Code Availability e References
e References e Author Contributions
e Author o Competing Interests
Contributions e Acknowledgements

o Competing Interests
e Acknowledgements
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Read more about these formats in our Aims & Scope section. All headings are mandated for
the named article type using the exact working unless otherwise indicated. No additional
headings are supported for Articles or Data Descriptors although any sub-headings within the
named sections are allowed. Comments can contain any structure as long as the named headings
are included.

2. Deposit the dataset

Data Descriptors are associated with datasets that we review alongside the paper. The
requirements for sharing depend on the peer review stage:

For first round review we require that data are available for download and review by reviewers
via any URL that allows anonymous download. This can be the final, intended repository link
if authors wish to deposit the data from the start, or a temporary location such as cloud storage
if you wish to delay or embargo.

From the second round of review onwards we require that data are public and available in a
formal data repository that meets our policy, in preparation for any final publication.

In most cases we recommend these are not separate steps, meaning the data is live at the
repository from the start, as the simplest option. Please see our data repositories guidance for a
full list of requirements, and some suggestions

Sharing is also required for Articles and Comments if relevant to the results of the work.

3. Prepare the manuscript

General

Submissions should be clearly written and understandable by scientists from diverse
backgrounds. Technical jargon should be avoided where possible and clearly explained where
its use is necessary. Titles and abstracts should be written in language understandable to any
scientist. Abbreviations should also be kept to a minimum and, where unavoidable, should be
defined in the text at their first occurrence (please do not use abbreviations sections)

We do not have rules for format, font size, style, etc as long as the mandated headings for the
article type are included. Most bespoke formatting applied to manuscripts in review is not used
for publication as we typset papers according to Scientific Data's house style. For this reason,
we do not require or encourage the use of article templates. Authors that require a pre-defined
structure are advised to simply copy the headings in section 1 into a blank document and read
the rest of this guide for further advice.

Manuscripts published in Scientific Data are not subject to in-depth copy editing. Authors are
responsible for procuring copy editing or language editing services for their manuscripts, either
before submission, or at the revision stage, should they feel it would benefit their manuscript.
Such services include those provided by our affiliates Nature Research Editing
Service and American Journal Experts. Please note that the use of such a service is at the
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author's own expense and in no way implies that the article will be selected for peer review or
accepted for publication.

Title & Abstract

Titles must not exceed 110 characters, including whitespaces, and should avoid the use of
acronyms (other than very common ones such as DNA, etc), abbreviations, and unnecessary
punctuation. Colons and parentheses are not permitted. We recommend only real, technically
descriptive words are used to align titles with how users search for information. Do not include
dataset brand names in titles, self-constructed acronyms, or words used out of context for the
scientific topic, as no user will be searching for them. Capitalise only the first word and any
proper nouns and do not include advertising claims not related to the scientific content of the
work (e.g. novel, first, Al-ready, open, etc). If unsure, just describe what it is in objective terms.

We recommend the Abstract should not exceed 170 words. It should succinctly describe the
data and how it may be used but should not make any claims regarding new scientific findings.
We recommend URLSs for download, or other details on dataset access, are not included. Please
do not use sub-headings to break the Abstract into sections.

Authors & Affiliations

Author affiliations should provide enough detail for the author to be reached, including the
department, institution and country where relevant. Full postal addresses are not
required. Affiliations should be cited in numerical order within the author list, starting with the
affiliations of the first author. Email addresses should be provided for corresponding authors.
If you wish to name more than one first author please use the additional footnote such as "These
authors contributed equally". All other contributions should be described in the author
contributions statement. We do not use other status label footnotes such as "Senior Author".

Background & Summary (Data Descriptors) / Introduction (Articles)

For Data Descriptors, this section should provide an overview of dataset, including the
motivation for creating it, as well as outlining the potential reuse value where applicable. Any
previous publications that used these data, in whole or in part, should be cited and briefly
summarised. Introductions for Articles and Comments should provide a similar explanation of
why the work was performed and what value you believe it adds. Please note that because Data
Descriptors do not present results or analyses there is no formal mandate to cite a given amount
of prior art for comparison, however we recommend that at least some other datasets or outputs
relevant to the field are cited for readers' general interest. Please do not include subjective
claims on novelty, impact, or utility.

Methods

Methods in Data Descriptors should describe the steps or procedures used to create the data,
including full descriptions of the experimental design, data acquisition and any computational
processing. For secondary datasets compiled from other sources, all details of input data should
be described in the Methods (use a sub-heading such as 'Input data' if you wish) at a level of
detail that allows readers to source the exact data used (please do not use non-specific URLs or
just homepages). Where continuously updated input data have been used, authors should
provide the version number or search terms used to create it at a level of detail that allows others
to find the same input and repeat the work. Input datasets with DOIs or other formal metadata
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should be explicitly referenced via our data citation format. For other types without formal
metadata, please embed any URLs in the text. Please do not include general results or analyses
in this section (or anywhere in the paper) which should solely focus on documenting practical
tasks. Where data have been analysed or otherwise published elsewhere then the experimental
methods can be cited rather than re-stated, with the new content just focusing on any technical
or processing steps additional to what has been previously disclosed.

Articles should describe the full scientific process for how the output or study was generated,
but there is less of a requirement to discuss operational aspects like software development or
project management processes unless specifically relevant to the science or data science of the
piece. Please do not include general descriptions of features or other advertising claims. The
focus needs to be on the scientific work (tasks) done.

Papers describing outputs from consortia or other large, multi-stakeholder projects are asked to
be mindful of scientific relevance and reader interest when describing how they are
administered, managed, funded (beyond the practical requirement to state the funder details),
or otherwise organised, unless this is of specific relevance to the science.

Data Record (Data Descriptors only)

This section should be used to explain what the dataset contains, including the repository where
it is stored, an overview of the data files and their formats, and any folder structure. Each
external dataset should be cited using our data citation format. Please do not include extensive
summary statistics, which should be limited to less than half a page, with 1-2 tables or figures,
if required at all. Note the general expectation is that, if readers wish to scrutinise your dataset's
contents, they will download and analyse it for themselves (meaning that if the figure may be
generated from the data file we generally recommend it does not need to be summarised or
depicted in the text).

Technical Validation (Data Descriptors only)

This section should describe the experiments, analyses or checks needed to support the technical
quality of the dataset, with any supporting figures and tables, as needed.

Usage Notes (Data Descriptors only, optional)

'Usage Notes' is an optional section that can be used to provide information that may assist other
researchers who reuse your data. Most commonly these are additional technical notes about
how to access or process the data. Please do not use this section to write a conclusions section,
general selling points, worked cases studies, or similar, as we do not publish these.

Code Availability

For all publications, a statement must be included under the subheading "Code Availability"
indicating whether and how and custom code can be accessed, including any restrictions to
access. This section can also include information on the versions of any software used, if
relevant, and any specific variables or parameters used to generate, test, or process the current
dataset if these are not included in the Methods. Please see our policy on code availability for
more information. The code availability statement should be placed at the end of the manuscript,
immediately before the references.
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If no custom code has been used then the statement is still required in order to state this.
Acknowledgements, Author Contributions & Competing Interests

All types must include Acknowledgements, Authors contributions & Competing interest
statements immediately before the References. Please note that Acknowledgements is
mandated as we expect all authors to use this section to state who funded the work.

The 'Acknowledgements' statement should contain text acknowledging non-author
contributors. Acknowledgements should be brief, and should not include thanks editors or
effusive comments. Grant or contribution numbers should be included here.

The 'Author contributions' statement should briefly describe each author's contribution to the
work. Please see also the Nature journals' authorship policies.

A 'Competing interests' statement is required for all papers accepted by and published
in Scientific Data. If there is no conflict of interest, a statement declaring this must still be
included in the manuscript (e.g. "The author(s) declare no competing interests"). Please see
our policies for more information on what may constitute a competing interest.

References

All references should be numbered sequentially throughout the text. Only one publication is
given for each number. Only papers that have been published or accepted by a named
publication or recognized preprint server should be in the numbered list; preprints of accepted
papers in the reference list should be submitted with the manuscript.Grant details and
acknowledgments are not permitted as numbered references and no other footnotes should
be used in the paper.

For LaTeX files, please note that references should be embedded directly within the .TEX file.
Please do not use separate .bib or .bbl files. If you have created a .tex that requires these, remove

the dependency and paste reference list into the .tex directly. Please see the specific notes for
LaTeX further down.

The correct abbreviation for Scientific Data is 'Sci. Data'.

Scientific Data suggests the use of the standard Nature referencing style. See the examples
below for a journal article!, book? book chapter’, preprint*, computer code’, online material®
8 and government report’. However, please note that the post useful aspect to include are DOIs
for all items that have them, as the easiest method for readers to find content. These may be
appended to the end of any reference in URL format (https://doi.org/DOI, where DOI is the
relevant number). Examples:

1. Schott, D. H., Collins, R. N. & Bretscher, A. Secretory vesicle transport velocity in
living cells depends on the myosin V lever arm length. J. Cell Biol. 156, 35-39 (2002).

2. Hogan, B. Manipulating The Mouse Embryo: A Laboratory Manual 2nd edn (Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 1994)

3. Haines, N. & Cotter, R. in Studies in Manic Depression Vol. 1 (ed. Boase, N.) Ch. 2
(Oxford Univ. Press, 1982).
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4. Babichev, S. A., Ries, J. & Lvovsky, A. I. Quantum scissors: teleportation of single-
mode optical states by means of nonlocal single photon. Preprint
at https://arxiv.org/abs/quant-ph/0208066 (2002).

5. Gallotti, R. & Barthélemy, M. Source code for: The multilayer temporal network of
public transport in Great
Britain. Figshare https://doi.org/10.6084/m9.figshare.1249862.v1 (2014).

6. Manaster, J. Sloth squeak. Scientific American Blog
Network http://blogs.scientificamerican.com/psi-vid/2014/04/09/sloth-squeak (2014).

7. QGIS Development Team. QGIS Geographic Information System, version
2.18.10. Open Source Geospatial Foundation Project https://qgis.org/en/site/ (2016).

8. Hijmans, R. J., Phillips, S. J., Leathwich, J. & Elith, J. dismo: Species Distribution
Modelling https://CRAN.R-project.org/package=dismo (2018).

9. Akutsu, T. Total Heart Replacement Device. Report No. NIH-NHLI-69 2185-4
(National Institutes of Health, 1974).

Citing Data

In line with emerging industry-wide standards for data citation, references to all datasets
described or used in the manuscript should be cited in the text with a superscript number and
listed in the ‘References’ section in the same manner as a conventional literature reference.

An author list (formatted as above) and title for the dataset should be included in the data
citation, and should reflect the author(s) and dataset title recorded at the repository. If author or
title is not recorded by the repository, these should not be included in the data citation. The
name of the data-hosting repository, URL to the dataset and year the data were made available
are required for all data citations. We strongly encourage the use of stable persistent identifers,
such as DOlIs, for datasets described in the journal. These should be included in references in a
URL format (https://doi.org/ XX XXX, where XXXX is the DOI). Please note some repositories
may require these be requested in advance. For repositories using accessions (e.g. SRA or GEO)
an identifiers.org URL should be used where available. For first submissions, authors may
choose to include just the accession number. Scientific Data staff will provide further guidance
after peer-review. Please refer to the following examples of data citation for guidance:

1. Zhang, Q-L., Chen, J-Y., Lin, L-B., Wang, F., Guo, J., Deng, X-Y. Characterization of
ladybird Henosepilachna vigintioctopunctata transcriptomes across various life
stages. figshare https://doi.org/10.6084/m9.figshare.c.4064768.v3 (2018).

2. NCBI Sequence Read Archive https://identifiers.org/ncbi/insde.sra:SRP121625 (2017).
[See note]

3. Barbosa, P., Usie, A. and Ramos, A. M. Quercus suber isolate HL8, whole genome

shotgun sequencing
project. GenBank https://identifiers.org/ncbi/insdc:PKMF00000000 (2018).
4. DNA Data Bank of Japan https://ddbj.nig.ac.jp/resource/sra-

submission/DRA004814 (2016).
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[Note]: Please note the SRP accession number should be used, if available, rather than any
lower order accession number. This allows the SRA dataset to be cited via a single reference,
rather than many.

Figures & Tables

Manuscripts may reference figures (e.g. Figure 1), tables (e.g. Table 1), and Supplementary
Information (e.g. Supplementary Table 1, Supplementary File 2, etc.). Please see the additional
guidance below for submitting figures, tables and supplementary information, though note they
may not be needed for the first round of review.

Please do not include internal hyperlinks to elements within the manuscript as these are
typically removed and replaced with our own linking when typsetting.

File requirements for first round review

The minimum - and easiest - requirement for first round peer review is to submit a single pdf
file for the main article plus any other (pdf) for Supplementary Information, if present. The
article file needs to include all figures and tables within it, with captions, and ensure each
element is discussed in the main text. If that is done there is no requirement to provide separate
figures, tables, or a machine-readable version of the main article for first round review. If we
can read everything, we can review it.

Covering letters

We recommend authors do not write cover letters.

All submissions that meet our technical criteria are sent for review, so there is no requirement
to sell the impact or importance of the work and we do not check for this at initial assessment.
Any technical notes required for the submission should be input as answers to submission
questions in the following sections:

e Suggested or non-preferred Reviewers or Editorial Board Members: please add to the
Manuscript Comment section.

e Prior publications should be clearly cited in the background section of the paper (if
published or available as a pre-print) or supplied to the editorial team as 'related
manuscript files' if under review.

e Notes on the order of status of authors: please note the submission system is only used
to gather names and contact details, meaning the order of names on the platform is not
used or published. The version of record of the author list will be taken from the article
file. The named 'corresponding author' on the system is the main point of contact for
peer review. The named 'corresponding author' in the paper is the main point of contact
for publication. These do not have to be the same and only the information in the article
file is published.

e Information on the importance of the work or why it should be publishe: we do not
check or require this for assessing papers for the journal. Reviews are made solely on
the content submitted for publication (the article, dataset, and any supplementary files).

210


https://www.nature.com/sdata/submission-guidelines#figures
https://www.nature.com/sdata/submission-guidelines#tables
https://www.nature.com/sdata/submission-guidelines#si

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO e%

Fundagio Instituida nos termos da Lei n° 5.152, de 21/10/1966 — Sio Luis - Maranhio. v

Y. : X :
=22 PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E AMBIENTE PPosA

For Revised Manuscripts or Appeals, a separate document is required in all cases, however this
should be marked as a "Response to Reviewers" file on the system (which is visible to all,
including reviewers), rather than "Author Cover Letter" (not visible to reviewers). Appeal
letters should state why the previous decision should be reversed, rather than just responding to
the previous reviews.

4. Submit the manuscript

Submit your manuscript and related files via our online system.

5. First round peer review

We first perform an initial quality check to check the basic requirements for peer review, such
as file availability, data availability, code availability and to check papers are within the scope
of the journal. Our team will contact you to fix any issues if required. While we do reject papers
outside our technical scope — such as traditional research papers not sharing any data — we send
all in-scope manuscripts that meet our technical requirements for peer review and do not
make assessments on perceived impact. You will be contacted once initial quality control is
complete to inform you peer review has started.

We then send the paper to our Editorial Board, contacting members within the correct
subject area to request they handle the paper. Please note their acceptance is dependent on their
availability and so it is common to have to contact multiple Editorial Board Members before
someone accepts. In the unlikely event we do not have an available Editorial Board Member to
assess the paper we will assign it to a member of our in-house staff. We will email you once
the handling editor is assigned to inform you who is handling your paper.

The handling Editorial Board Member is then requested to make an initial technical check
and commence reviewer invitations. You will be notified by email once this starts, which is
the last update we send before any final decision. Please note that sourcing reviewers is
typically the longest period of peer review and requires us to invite volunteers to assess the
work. The timing of this stage depends on how many reviewers decline or do not respond to
our invitations, which determines how many invitations we need to send and how long the
process takes. This varies by manuscript and is not something the journal can directly control,
however please rest assured we will invite reviewers at the maximum possible rate until we
have the minimum two reviewers required to make a quality assessment.

Once the last reviewer is assigned the review invitation process stops and we await the final
reports. Reviewers are typically provided 10 days to assess the paper but more time is provided
if requested. In rare cases, if commissioned reviews are not submitted after this time, we may
go back to the "inviting reviewers" stage to source a replacement.

Once both reviews are received the Editorial Board Member will be asked to assess the reports
and make a recommendation - either to Accept, Revise, or Reject the work. We will
communicate this decision to all authors via a decision letter alongside the results of our data
policy checks, and any remaining requirements.
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6. Revised manuscripts

What to expect

If your paper receives a "revisions" decision at the first round of peer review you will be invited
to revise and re-submit the paper according to the reviewers' and editors' feedback. One month
is provided for revisions but we can be flexible if you need more time.

Scientific Data aims for a two-round review process, meaning the first round communicates
any potential issues to you and the second-round checks to ensure they have been addressed. If
the editor and reviewers are happy with the changes papers may receive an 'Accept’
recommendation at the end of round two.

Second round review starts with a quality check of your revised work. This is more detailed
than our checks at round one as we aim to ensure the paper is ready for any final publication.
Details of our expectations are provided in the next sections.

Once our revised manuscript checks are complete your paper will be sent back to the previous
Editorial Board Member who will check your article revisions and response file. In most cases
reviewers are invited to re-assess works, however Editorial Board Members are free to make
reassessments directly in cases where they feel re-review is not required. The Editor will also
assess if their comments from the previous round have been addressed.

Once the process is finished you will receive a second-round decision letter. We will send
‘Accept’ decisions where we feel all major issues have been fixed and the work is technically
sound and ready to publish. If not, we may return the paper to you for further revision. Note
that while rejection at round two is generally rare it is still used in cases where reviewers feel
comments have not been addressed but it would not be advantageous to continue the process.

General requirements

e One copy of the main article file in a machine-readable format (.docx or .tex only - no
pdfs - LaTeX users see here). We require a clean copy that is ready for any final
acceptance, so please do not include highlighting or other tracked changes, ensure all
mandated sections are included, and there are captions for all tables and figures. Tables
may be embedded within this if they are machine readable.

o All figure files, one file per figure. Individual panels a,b,c cannot be supplied separately
and need to be merged into one file per figure in the arrangement you want and the letter
labels (a, b, c, etc) embedded within the image.

e Supplementary information document, if relevant (pdf only)

e Any oversize tables larger than 1 A4 page that need to be submitted as Supplementary
Tables (in xIsx format or csv)

e A "Response" file with answers to ALL reviewer AND Editor questions (pdf)

e [Optional] a pdf with changes highlighted if you need to show reviewers what was
changed and do not feel you can explain this in words.
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Complete guidelines for re-submission and final publication are listed below:
Figures

We recommend Data Descriptors and Articles not have more than eight figures. While this is
not a mandate, please note that in many cases the requirement for more figures is due to
inclusing general summaries, results, or analyses that may not be within scope of a Data
Descriptor. In addition, a limited number of uncaptioned molecular structure graphics and
numbered mathematical equations may be included if necessary.

Scientific Data requires authors to present digital images in accord with the policies employed
by the Nature-titled journals.

Authors are responsible for obtaining permission to publish any figures or illustrations that are
protected by copyright, including figures published elsewhere and pictures taken by
professional photographers. The journal cannot publish images downloaded from the internet
without appropriate permission.

Figures should be numbered separately with Arabic numerals in the order of occurrence in the
text of the manuscript. Figures presenting quantitative information should include error bars
where appropriate and a description of the statistical treatment of error analysis should be
included in the figure legend.

Figure lettering should be in a clear, sans-serif typeface (for example, Helvetica) and the same
typeface in the same font size should be used for all figures in a paper. Use Symbol font for
Greek letters. All display items should be on a white background and in a format that is clear
to read. Please do not attempt to accomodate a greater number of data points that you feel a
reader can reasonably visuallly discern. The vertical axis of histograms should not be truncated
to exaggerate small differences. Labelling must be of sufficient size and contrast to be readable,
even after appropriate reduction. Authors will see a PDF proof that will include figures prior to
publication and note that these may be compressed vs the original files.

Figures divided into parts should be labelled with a lower-case bold a, b, and so on, in the same
type-size as used elsewhere in the figure. Lettering in figures should be in lower-case type, with
only the first letter of each label capitalized. Units should have a single space between the
number and the unit, and follow SI nomenclature (for example, ms rather than msec) or the
nomenclature common to a particular field. Thousands should be separated by commas (1,000).
Unusual units or abbreviations should be spelled out in full or defined in the legend. Scale bars
should be used rather than magnification factors, with the length of the bar defined on the bar
itself rather than in the legend. In legends, please use visual cues rather than verbal explanations
such as ‘open red triangles’.

Unnecessary figures should be avoided: data presented in small tables or histograms, for
instance, can generally be described briefly in the text instead. Figures should not contain more
than one panel unless the parts are logically connected; each panel of a multipart figure should
be sized so that the whole figure can be reduced by the same amount and reproduced at the
smallest size at which essential details are visible.

Figures for peer-review
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At the initial submission stage authors may choose to upload separate figure files or to
incorporate figures into the main article file, ensuring that any inserted figures are of sufficient
quality to be clearly legible. When submitting a revised manuscript all figures must be uploaded
as separate figure files ensuring that the image quality and formatting conforms to the
specifications below.

Figures for publication

When creating and submitting final figure files, please follow the guidelines below. Failure to
do so can significantly delay publication of your work.

Each complete figure must be supplied as a separate file upload. Multi-part/panel figures must
be prepared and arranged as a single image file (including all sub-parts; a, b, c, etc.). Please do
not upload each panel individually. This is because our typsetters will not arrange them for
you, so if separate panels are used please combine them in a suitable image editor and re-save
the full figure as a single image prior to submission.

Authors are asked to provide figures of a sufficient resolution for final online publication,
however, please do not upload figures that are excessively large. As long as the image is legible
it will be suitable for peer review and publication, noting that our typesetting process will
compress files to standard quality for web and pdf publication anyway. Figure file sizes larger
than a few Mbs are likely codifying information or resolution that will not be retained.

Springer Nature remains neutral with regard to jurisdictional claims in published maps and
institutional affiliations.

Figure legends begin with a brief title sentence summarizing the purpose of the figure as a
whole and continue with a short description of what is shown in each panel and an explanation
of any symbols used. Legends must total no more than 350 words and may contain literature
references.

Any descriptions too long for the figure legend should be included in the Methods section.
Tables

Authors may provide tables within the Word document or as separate files. Legends, where
needed, should be included in the Word document. We recommend Data Descriptors and
Articles should no more than ten tables, but more may be allowed if needed. Tables may be of
any size, but only tables that fit onto a single printed page will be included in the PDF version
of the article. Please do not use complex nested or merged cell structures and we recommend a
standard 2D row/column format. If the information depicted is not numerical please consider
whether a table is needed vs some other format (e.g. text, a list, etc).

Oversize tables

Due to typesetting constraints, tables that cannot be fit onto a single A4 page cannot be included
in the PDF version of the article and will be hosted as Supplementary Tables, although please
note that table sizes are generally smaller in publications than in draft (meaning up to 1.5 pages
in draft may possibly fit). Any oversize tables must be labelled in the text
as ‘Supplementary' tables and numbered separately from the main table list e.g. ‘Table 1, Table
2, Supplementary Table 1’ etc. Please note bibliographic references cannot be included within
Supplementary Tables and should not be listed in the reference list, which only refers to
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references used in the main article file. They also cannot have captions in the main article as
they are not included within it, but are hosted separately. If you do wish to include any context
or information in the supplementary table please find another means of mentioning these
references on the main text.

Finally, please note that expecially large tables (e.g. 100s or 1000s or rows) should not be shared
with the manuscript at all but would be better considered as data tables and deposited within
your repository-deposited dataset instead. Please do not call these "supplementary" as this
causes confusion with materials hosted alongside the paper. Please choose a descriptive file
main and refer to the item in the text as being available at the repository (with a URL and/or
data citation to allow readers to find it).

Equations

Equations and mathematical expressions should be provided in the main text of the paper.
Equations that are referred to in the text are identified by parenthetical numbers, such as (1),
and are referred to in the manuscript as ‘equation (1)’.

Supplementary information

Scientific Data discourages authors from supplying text, figures or tables as supplementary
files. As much as possible, these types of content should be included in the main manuscript.

The main sections of the Data Descriptor manuscript, and particularly the Methods section,
have no word length limits, and the journal is not printed, so unless the supplementary
information document would extend the length of the paper significantly (e.g. by 10 pages or
more) we recommend the content is included in a single article file and not split out. Please
do not use Supplementary Information to include information that is out of scope for the article
type chosen, such as to add results, discussion, or analyses to your Data Descriptor. The general
expectation is that these are additional methods, validation, data dictionaries, or technical notes
(such as how to run the code) that simply won't fit.

The guidelines below explain how to generate Supplementary Information (SI) where it cannpot
be avoided. While we accept two types of SI - documents and oversize tables - instructions on
the second one are explained in the previous section.

1. A supplementary information document is a pdf containing any supplementary text,
figures, small tables or references if these elements are too numerous to fit in the main
text. These should always be self-contained and submitted as a single pdf, so please do
not supply individual items. Supplementary information documents are not typeset and
are published unchanged from the format and content you supply, so we do not need to
collect their individual components, unlike for the main paper. Items in the file should
be numbered in the document and this numbering should be separate from that used for
regular tables and figures appearing in the main article. Please use the formalism "Figure
S1", "Table S1", etc to distinguish these elements.

2. Refer to the supplementary information file in the main paper, either refering to the
whole document (the supplementary file), or individual items (e.g. supplmentary figure
1). Please do not use the word 'supplementary' to refer to any externally hosted file (e.g.
a dataset hosted within a repository) or items included in the main paper as this causes
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confusion during typsetting and publication for where to find the files. This is important
to note if the Editor requests files are removed from SI and uploaded to a repository -
please rename them if so.

3. Remember to include a brief title and legend for items within the supplementary
information document.

4. File sizes should be as small as possible, with a maximum size of 10 MB, so that they
can be downloaded quickly. We mandate pdf formats for supplementary documents and
xlsx or csv files for oversize supplementary tables (see above)

5. When supplying multiple supplementary figures, they should be merged into the main
supplementary information file, with figure legends immediately below each figure. A
table of contents should be included on the first page, listing the page number of each
supplementary figure. Do not share separate supplementary figure files as these are not
typset, as outlined above

6. References in Supplementary Information documents should start again from 1 in a new
numbered listed from the main article. Please note these will not be formally indexed
by bibliographic indexing services and will likely not count (be trackable) as formal
citations effecting user-level metrics such as h-indicies. Please consider this - that no
formal credit is possible - when using supplementary references and please always
consider if the reference could not be included in the main text instead.

Instructions for LaTeX users

Note these are instructions are only required revised manuscripts, where we require an editable
version in preparation for typesetting. Articles submitted for first round peer review may be
supplied in pdf format (vead only) for simplicity.

For revised manuscripts, the core requirement is to supply a single .TEX file marked as an
"Article" on the system. This should be standalone, meaning it can be compiled to a pdf
without any additional .bib files, style sheets, or other dependencies.

To check this, please open the .TEX within your editor without providing read access to any
other files. If it fails to compile, or sections are missing, please check to ensure it is truly
standalone and no dependencies are required. If that has been checked, uploading the .TEX file
to our submission system (as an "Article") without other files should allow a merged pdf to be
generated. Note the most common issue is the the reference list is missing due to a reliance on
a separate .bib/bbl. Please copy the reference list from the .bbl file, paste it into the main
manuscript .tex file, and delete the associated \bibliography {sample} command.

Please do not compile your own pdf and upload it to system as we then have no guarentee the
files will match, or comfirmation the .tex will complie. Similarly, .zip files of associated files
should also not be uploaded as the .tex file should be possible to compile to a complete, viable
pdf without the requirement for additional files.

We do not provide, suggest or recommend the use of a LaTeX template so if you find a
previous or legacy version of this via platforms such as Overleaf please do not use them as they
may be out of date. Please do not use the LaTeX template of any other journal.
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The only formatting requirement are the headings listed in section 1, so copying these into a
blank document and using any legible formatting stype is acceptable for first and revised
submissions. We recommend Computer Modern fonts. Non-standard fonts should be avoided.
For the inclusion of graphics, we recommend graphicx.sty. Please use numerical references
only for citations, and include the references within the manuscript file itself as explained. Exact
reference formats are not important as long as these contain all the key information (a name, a
title, a journal, and - most importantly - a DOI).

Please do not include any internal hyperlinks to sections, headers, figures or tables, via \cref, or
similar. Just refer to these elements using free text (e.g. 'see Fig. 1', without linking). This is
because all internal links are set by our house style and are created during typesetting, rather
than using markup supplied in the .tex file.

Consortia authorships

A consortium author is the name of a group, rather than an individual, in the author list. These
should only be used if a standard author list, naming all contributors directly in the paper, would
be considered excessively long (e.g 100 or more people). Consortium authorships should not
be used for small groups that could easily be accommodated into the main list, or for advertising
or promoting projects.

If a consortium is included in the main author list, all members of the consortium are considered
bona fide authors, and must be listed together with their affiliations at the end of the Author
Contributions statement. The authors and affiliations for the consortium members are an
extension of the main author list, used simply because there is no space for them at the start of
the paper. Therefore any affiliations already included in the main author list should not be
repeated in the Author Contributions statement and the numbering of the affiliations in the
consortium should continue in numerical order from those in the main author list — they should
not start again from 1. If a member of the consortium already appears as an individual name in
the main author list, then his/her affiliations should be identical in the consortium author list.
The consortia itself should be acknowledged with the footnote "A full list of members appears
in the Author Contributions". If you need to give credit to a consortium, a project or a group of
people who do not meet authorship criteria, you can add a mention in the Acknowledgements
section or elsewhere (in which case, a full list of members can be provided as a Supplementary
Note in the Supplementary Information, if desired). Please do not use consortia authorship to
credit individuals who have not actively participatrf in the creation of the paper or new dataset.
If you submitting a description of a secondary dataset compiled from previously published input
data then authorship should not be typically granted to the data owner unless they have been
actively involved in the (new) processing or compilation to create the secondary output. Instead,
individuals should be credited via formal citation of the existing dataset, paper, or any other
relevant works, in the same way as using any piece of prior art.
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