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Resumo

A abordagem polifasica de taxonomia se tornou indispensavel na classificagcdo especialmente
de microorganismos, como os da classe Chlorophyceae. Esta classe é composta de organismos
muito distintos, sendo a maioria microscdpica, apresentando formagdo do talo unicelular,
colonial e filamentosa e a classificacdo e identificacdo dos representantes desta classe sdo
muitas vezes dificultadas pelo fato de ndo possuirem estruturas observdveis em microscdpio
usadas para discriminagdo. Alguns habitos e tipos de reproducdo, a ocorréncia de espécies
cripticas sao alguns fatores que podem resultar em formas que também dificultam a
taxonomia destes organismos. Associada a uma classificacdo mais robusta, a procura por
métodos mais rapidos e praticos, como o DNA Barcode, se intensificou e muitos marcadores
moleculares ja se encontram disponiveis na literatura para serem testados. Para alguns grupos
de animais, algas pardas, algas vermelhas e diatomdceas o marcador COXI é considerado
oficial como DNA Barcode. Entretanto, outros grupos como Chlorophyceae este marcador nao
é aplicavel devido a sua natureza conservada e, portanto, estdo sob constante investigacao,
devido ao fato de que ainda ndao foram encontrados marcadores que possam ser aplicados
satisfatoriamente como DNA Barcode. Marcadores plastidiais como tufA, rbcL e nucleares
como o ITS sdo alguns dos mais aplicados em estudos com algas verdes, muitas vezes
combinados entre si ou com outros marcadores. Entretanto para que figurem como
marcadores moleculares devem ser amplificados por primers que possam ser aplicados de
maneira ampla. Assim, o presente estudo teve como objetivo testar primers para os
marcadores tufA, ITS, rbcL , disponiveis na literatura e ja aplicados com outros grupos,
buscando a universalidade destes primers também em Chlorophyceae. Foi testado também
um par de primers proposto como universal para Chlorophyta (UCP4). Os primers para o gene
tufA mostraram universalidade para a classe amplificando todas as 22 cepas testadas com
falha no seqlienciamento apenas para a cepa de Oedogonium sp.Os primers para o gene rbcl,
Grbcl, amplificou 12 e seqiienciou satisfatoriamente 7 cepas das 22 utilizadas, e o par rbcLFP,
o qual teve um de seus iniciadores desenhado neste estudo, amplificou e seqiienciou 16 cepas.
Primers para o gene ITS amplificaram 5 cepas com bom seqlienciamento de apenas 3 e o par
de primers UCP4 ndo amplificou nenhuma cepa. Além da universalidade observada do par de
primers para o gene tufA, andlises com as seqliéncias obtidas mostraram que este gene se
mostrou um promissor candidato a marcado molecular para aplicacgdo na classe

Chlorophyceae.



Abstract

The polifasic taxonomy approach became indispensable in classification of living beings,
especially microorganisms, such as Chlorophyceae. This class is compound of very distinct
organisms most microscopic, unicellular, colonials, filamentous, and the classification and
identification is many times hampered due the lack of structures observable that helps the
discrimination. Some habits, reproduction, the occurrence of cryptic species are some factors
that can lead to forms that make difficult the taxonomy of these organisms. Besides the
traditional morphology, the molecular biology allows a robust concerning the classification of
the studied organism. Associated to a better classification, the search for faster and more
practical methods of identification, as DNA Barcode, became intensified and many molecular
markers are available in literature to be tested. For some groups of animals, brown algae, red
algae and diatoms the marker COXI is considered an official DNA Barcode. However other
groups, as Chlorophycea, are under constant investigation, due the fact that molecular marker
that can be used satisfactory as DNA Barcode have not been found yet. Plastid markers as tufA,
rbcL and nuclear as ITS are some of the most proposed to be applied in green algae, often
combined with each other or other markers. However, for act as a molecular marker, it is
necessary to be amplified by primers broadly applied. The present study has tested primers for
tufA, ITS and rbclL marker, available in literature and already in use in other groups, looking for
universality in Chlorophyceae. We also tested proposed universal primers for Chlorophyta
(UCP4). Moreover, preliminary analyses have been performed for application of the markers as
barcode in the class. The primers used for tufA marker showed universality in Chlorophycea
amplifying for all 22 strains tested and sequencing have failed only for Oedogonium strain.
From the rbcL marker, the primer pair GrbcL has amplified 12 and sequenced 7 of 22 strains
and rbcLFP — which one the reverse primer was designed in this study — amplified and
sequenced 16 lineages. Primers from the ITS marker amplified only 5 lineages and UCP4
primers have not amplified any strain. Beside the universality found for tufA primers, Analysis
with the obtained sequences showed that the tufA gene is a promising molecular marker to be

applied in Chlorophyceae.
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Introducéo

As microalgas protagonizam inimeros estudos mundiais em biotecnologia,
muitos ja em fase de aplicacdo comercial. Sdo fontes de energias renovaveis como
biodiesel, bioetanol e biogas (metano), fonte de producao de proteinas para racdo animal
e muitos outros bioprodutos para uso em farmacos, cosmeticos, alimentos, como a
astaxantina, b-caroteno, etc. Exemplificando seu valor e eficiéncia, a produgdo de dleo
de algumas espécies é de até 60% de seu peso seco em lipidios sendo muitas vezes mais
produtivas que plantas terrestres oleaginosas (Sheehan et al. 1998).

Por serem eficientes assimiladores de carbono respondem pela maior producéo
primaria dos corpos d’dgua, e sdo conseqlientemente, organismos adequados para
utilizacdo no mercado de crédito de carbono. (Hanagata et al. 1992).

Devido a plasticidade fisiolégica do grupo, séo cultivaveis em diversos
ambientes, desde baixas concentracBes de nutrientes (Griffiths & Harrison 2009) até
efluentes domeésticos, reduzindo o conteudo de nutrientes inorgénicos (Chevalier &
Notue 1985; Sawayama et al. 1995), e podem também ocupar areas ndo produtivas para
agricultura. Demandam pouca energia e dgua para sua producdo e dispensam o uso de
agrotoxicos que oferecem riscos de contaminagdo ao meio ambiente, muito freqlientes
na agricultura.

Entretanto, o termo “microalgas” representa um universo enorme, com mais de
50.000 espécies (e aumentando). A maior biodiversidade de algas eucarioticas em aguas
continentais € representada pelas algas verdes da classe Chlorophyceae (Chlorophyta).
Somente esta classe possui cerca de 2650 espécies, distribuidas em 355 géneros (Hoek
et al. 1995) e sdo majoritariamente microalgas de agua doce.

Esta classe agrupa individuos com mitose fechada e citocinese por formacdo de



ficoplasto (Stewart, & Mattox, 1975) que apresentam reproducdo sexuada com ciclo
reprodutivo hapléntico e com meiose zigdtica. As células destes representantes tém
cloroplasto envolto em duas membranas com tilacoides dispostos em lamelas e o0s
pigmentos fotossintetizantes sdo clorofila a e b, além de pigmentos acessorios (Hoek et
al. 1995).

A morfologia desta classe é muito diversificada, encontrando-se organismos
unicelulares, coloniais, cocoides, palmeldides e filamentosos, e até multicelulares
(Lewis & McCourt 2004) com uma rudimentar divisao de papéis, como em Volvox e
Oedogonium. Possuem diferentes formatos celulares, habitos e tipos de reproducao.

Dados moleculares de filogenia mostraram a monofilia desta classe e sua
subdivisdo em dois grandes clados remetendo a evolucdo do aparato flagelar: clado
OCC, com as ordens Oedogoniales, Chaetophorales e Chaetopeltidales e clado SC, com
Sphaeropleales e Chlamydomonadales.

Individuos representantes da ordem Sphaeropleales, apresentam células
vegetativas ndo moveis, cocoides, unicelulares ou colbnias produtoras de zoGsporos
biflagelados com orientacdo basal diretamente oposta, do tipo 12/6 (DO) (Lewis &
McCourt 2004).

A ordem Chlamydomonadales é formada por individuos unicelulares e coloniais
com células vegetativas biflageladas com orientacdo clockwise 1/7 (CW) ou
quadriflageladas podendo apresentar variadas conformacdes. (Nozaki et al. 2003).

Oedogoniales agrupa individuos exclusivamente filamentosos e apresentam
algumas caracteristicas conspicuas, como a citocinese, onde a parede celular se racha
para o alongamento e a deposi¢do do material de parede forma a nova parede celular,

deixando estrias caracteristicas da ordem. A conformacdo estefanoconte de seus



maltiplos flagelos é também uma caracteristica Unica em toda a classe. (Hoek et
al.1995).

Chaetophorales tem divisdo celular peculiar, onde ao final desta, as células filhas
ndo estdo completamente separadas e permanecem conectadas entre si, formando um
organismo multicelular, taloso, filamentoso, ramificado ou ndo, e heterotricos. Suas
células moveis, zoosporos, sao quadriflageladas com disposi¢do das bases dos pares de
flagelos DO/CW (Lokhorst et al. 1984; Watanabe et al. 1989)

Os organismos da ordem Chaetopeltidales quadriflagelados, entretanto
apresentam somente orientacdo DO das bases dos dois pares de flagelos. Os zo6sporos
sdo recobertos por escamas, caracteristica da ordem e Unica na classe.

A divisdo em ordens e familias desta classe tende a ser bem definida, a partir de
caracteristicas mais facilmente observaveis, como formacdo de colbnias, formato
celular, presenca ou nao de flagelos. Entretanto o delineamento de géneros e espécies é
uma tarefa extremamente trabalhosa, devido a semelhanca morfolégica e a plasticidade
fenotipica destes organismos, agravada pelo fato de muitas ndo terem estruturas
celulares 6bvias, pela ocorréncia de espécies cripticas e ocorréncia de convergéncia
morfologica facilitada pelo habito unicelular, entre outros (Fucikova et al. 2011)
(Bickford et al. 2007; Fawley et al. 2006).

Outros fatores dificultam a identificagdo desses organismos, como a observagéo
dificultada de estruturas deterioradas, ciclos de vida heteromorficos e a variabilidade
morfologica dentro das espécies, como heterotalos concomitantes no ambiente e nem
sempre detectados, exigindo o olhar de um taxonomista experiente.

InovacGes em técnicas de cultivo e observacdo por microscopio eletronico
podem revelar novos organismos ou até mesmo, novas formas de organismos ja antes

identificados que ndo puderam ser prontamente distinguiveis pela morfologia, como € o



caso das “clorococaceas”. Entretanto, a microscopia eletronica é uma tecnologia cara e
muitas vezes com acesso restrito.

Ainda assim, hé casos de género polifiléticos, onde espécies do mesmo género
podem ser alocadas em diferentes classes quanto aos fatores de classificacdo acima
citados. (e.g. Neocchloris, com caracteristicas que o enquadram em Chlorophyceae,
Trebouxiophyceae e Ulvophyceae) (Lewis & McCourt 2004).

A precisa identificagdo destes organismos é indispensavel para conhecimento de
sua biodiversidade e levantamento da filogenia do grupo. Com o continuado aumento
do emprego destes organismos na biotecnologia, € essencial, também, para que se tenha
conhecimento de espécies mais eficientes na producdo dos bioprodutos desejados,
espécies que tenham bom desempenho quando cultivadas em ambientes adversos e que
apresentem rapido crescimento visando maior rendimento da producdo. E importante
também para conhecimento de espécies nativas, evitando a introducgdo espécies exdticas
no ambiente que podem causar desequilibrio e problemas em estudos de biodiversidade,
para evitar impactos ambientais e até para contencdo da liberacdo de produtos toxicos
por microalgas em corpos d’agua utilizados para abastecimento humano.

Desta maneira, ¢ fundamental a busca por métodos que possam resolver 0s
problemas de identificacdo tdo comuns em Chlorophyceae de maneira rapida e precisa.

Uma técnica é a obtencdo de marcadores moleculares que juntamente com
métodos taxondmicos classicos compbe uma abordagem polifasica de identificagdo.

Alguns marcadores moleculares ja sdo aplicados eficientemente na distingdo de
especies para alguns grupos de organismos. A extremidade 5’ do Cox1, por exemplo, é
um marcador oficial utilizado para insetos, aves, peixes, algas pardas (Saunders &

McDevit 2012), algas vermelhas (Le Gall & Saunders 2010) e diatomaceas.



No entanto, em Viridiplantae este gene ndo é aplicavel, devido a sua natureza
conservada neste grupo (Fazekas et al. 2008) e introns ja foram reportados em algas
verdes (Turmel et al. 2002). Existem alguns marcadores moleculares propostos para
aplicacdo em plantas terrestres, como os loci de genes codificantes matK, rbcL, rpoB,
rpoC1, e regibes espacadores de genes ndo codificantes, como atpF-atpH, trnH-psbA e
psbK-psbl, todos plastidiais. Estes loci sdo muitas vezes combinados entre si, de modo a
alcancar o melhor desempenho como identificador. Assim, dos marcadores propostos,
0S que tém se mostrado mais apropriados como marcadores moleculares para plantas
terrestres sdo o0 rbcL, que apresenta universalidade e sequéncias com boa qualidade,
aplicado juntamente ao marcador matK, que apresenta boa resolugéo especifica (CBOL
Plant Working Group et al. 2009). Entretanto o marcador molecular matK esta ausente
em Chlorophyta (Pombert, 2005).

As algas verdes sdo uma linhagem antiga e muito diversificada (Yoon et al.
2004), ainda com pouca informacéo sobre seu genoma. No GenBank (National Center
for Biotechnology Information) existem apenas oito genomas completos de
Chlorophyceae, sendo todas da ordem Chlamydomonadales o que dificulta a busca por
marcadores moleculares que possam ser aplicados como DNA-barcode.

Alguns genes vém sendo frequentemente usados em trabalhos de modo mais
focado nos téxons internos de Chlorophyceae, investigando seu uso como DNA
barcode ou em analises filogenéticas mostrando bons resultados.

Genes plastidiais sdo muito explorados, pois suas caracteristicas favorecem seu
uso como barcode, como a origem uniparental. O gene rbcL, ja em uso com plantas
terrestres é codificante para a maior subunidade da enzima rubisco e esta presente no

genoma plastidial de todos os eucariontes fotossintetizantes.



Este gene figura em muitos estudos com Chlorophyceae combinado geralmente
com genes nucleares para esclarecer relagfes filogenéticas (Nozaki, 2000; Hoham et al.
2002; Assuncdo et al. 2011). Por ser codificante tem poucos indels (pequenas inser¢oes
ou delecbes), porém a ocorréncia de alguns introns é conhecida entre Chlorophyceae
(Nozaki et al. 2002). A extremidade 3’ deste gene ¢é variavel o suficiente para
discriminacgdo especifica em Ulvophyceae (Saunders & Kucera 2010) o que o coloca
como bom candidato para uso como barcode. Existem muitas sequéncias disponiveis
no GenBank de Chlorophyceae, sendo de diversas regides componentes ou deste gene
completo, que contém cerca de 1400pb.

O gene tufA também faz parte do genoma do cloroplasto em Chlorophyceae,
mas em Charophyceae e plantas terrestres sofreu transferéncia para o nucleo, mantendo
em alguns casos ambas as copias nuclear e plastidial (Baldauf et al. 1990). Tal fato pode
dificultar seu uso como marcador barcode nestes grupos, devido a possibilidade de
haver pseudogenes e a homologia. Entretanto em Chlorophyceae esta localizado apenas
no genoma plastidial e introns sdo desconhecidos em algas verdes (Nozaki et al. 2002)

O tufA é codificante para uma molécula que faz a mediagdo da entrada de um
amino-acil-tRNA no sitio aceptor ribossomal durante a sintese protéica, ditando a
elongacdo da cadeia peptidica a ser formada, e devido a regulagdo, € um gene
conservado (Delwiche et al. 1995). Este gene mostrou bom sinal filogenético
possibilitando resolver questdes de filogenia (Fama et al. 2002; O’Kelly et al. 2004),
apresentando taxa intermediaria de evolucdo (Saez et al. 2008), entretanto resolveu
melhor questdes supra-genericas (Ludwig et al. 1990) (Delwiche et al. 1995).

Outro gene também constantemente explorado em estudos de filogenia com
diversos organismos é o espacador interno nuclear (ITS) (Buchheim et al. 2012; Moniz

& Kaczmarska 2010). Seu uso para identificagdo em fungos € anterior ao conceito de



barcode (Hebert et al. 2003) sendo hoje reconhecido como tal para fungos (Seifert,
2009; Schoch et al. 2012).

A aplicagdo de marcadores do gene ITS em Chlorophyceae, portanto, acrescenta
a cerca de sua universalidade. Pelo fato de ser um espagador, sofre menor presséo
evolutiva, sendo altamente varidvel e seu uso € adequado para resolver questdes em
nivel especifico em algas verdes (O’Kelly et al. 2010; Coleman, 2007; Verbruggen et
al. 2006).

Na busca de marcadores moleculares para DNA barcode é conveniente trabalhar
com genes que tenham bom sinal filogenético, ou seja, que remetam a filogenia dos
grupos estudados, mas que também possibilitem a discriminacgdo especifica (apresente a
variacdo genética necessaria dentro das espécies). O sinal filogenético do marcador
descarta a criacdo de uma sequéncia para cada organismo catalogado, o que
inviabilizaria seu uso em amostras ambientais, das quais freqientemente ndo se tem
conhecimento de quais tdxons pertencem 0s organismos ali presentes e muitos nao séo
facilmente cultivaveis para que se possa entdo trabalhar em cataloga-los.

Assim, trabalhar com marcadores moleculares com sinal filogenético
possibilitaria 0 enquadramento do organismo desconhecido proximo de taxa
semelhantes, facilitando a identificagéo.

Somado a praticidade de se trabalhar com marcadores moleculares, o
seqlienciamento de nova geracdo (NGS do inglés Next-Generation Sequencing) é uma
tecnologia nova que pode ser empregada globalmente, pois pode ser aplicada com
qualquer produto de PCR, independente do marcador ou primers utilizados, provendo
informacdes moleculares do pool de uma populacéo (Fumagalli et al. 2014; Salipante et
al. 2013; Reyes et al. 2012) e consequentemente sendo aplicavel em amostras

ambientais (Hajibabaei et al. 2011).



O sequenciamento de diferentes fragmentos de uma sO vez permite a
identificacdo dos mais variados organismos, podendo ser pertencentes a Archea,
Bacteria ou eukaryotos (Eiler et al. 2013), organismos como nano ou picoplancténicos,
muitas vezes nao observaveis pela taxonomia cléassica.

Portanto, os marcadores moleculares combinados ao poder massivo do NGS,
tornam a identificacéo e catalogamento dos organismos ainda mais eficiente.

Todavia, os genes candidatos a marcadores para Chlorophyceae, como rbcL,
ITS, tufA, entre outros, devem seguir as premissas basicas previstas por (Hebert et al.
2003) para que possam ser aplicados como identificador molecular.

Seguindo esses requisitos, a regido marcadora deve apresentar variagdo
suficiente para discriminagdo especifica. Esta discriminacgdo é verificada pela existéncia
do Barcode Gap, a partir de medicbes de distancias genéticas onde a maior distancia
genética intra-especifica ndo deve sobrepor a menor distancia interespecifica.

Esta regido marcadora deve também ser flanqueada por regides conservadas para
desenvolvimento dos primers para sua amplificacdo. Estes primers devem gerar
sequéncias bidirecionais de boa qualidade que possam ser aplicados universalmente
recuperando as regifes marcadoras do maior nimero possivel de taxa.

Desta maneira 0 primeiro passo é a obtencdo de primers que possam amplificar
as regibes marcadoras da maneira mais abrangente possivel. Entretanto ha pouca
iniciativa de testar a universalidade de primers que tenham mostrado previamente bons

resultados.



Objetivo

Tendo em vista as dificuldades de identificacdo dos organismos de
Chlorophyceae acima expostas e a falta de pares de primers que possam recuperar toda
a classe, este estudo teve como objetivo testar primers para marcadores moleculares
disponiveis na literatura e ja aplicados em outros grupos de organismos de modo
encontrar candidatos universais para a classe Chlorophyceae.

Secundariamente foram avaliadas as sequéncias geradas com o0s primers
testados, buscando por candidatos a aplicacdo em reconstrucdes filogenéticas e futuras

aplicagdes como DNA barcode.

Materiais e Métodos
Organismos

Os organismos utilizados neste trabalho s&o representantes da classe
Chlorophyceae, todos de agua doce. Foi utilizado apenas um representante da classe
Trebouxiophyceae servindo como outgroup deste estudo. Todos 0s organismos se
encontram em cultivo na Colec¢do de Culturas de Microalgas no laboratério de ficologia
da Universidade Federal de Sdo Carlos, (Centro de Dados Mundial de
Microorganismos, WDCM, n° 835)

Segundo o banco de algas internacional Algaebase, as cepas utilizadas estdo
classificadas da seguinte maneira:
Classe Chlorophyceae
Ordem Sphaeropleales

Familia Selenastraceae: Ankistrodesmus densus Korshikov 1953 (cepas 003,
128, 239), Monoraphidium komarkovae Nygaard 1979 (cepa 353), Selenastrum

bibraianum Reinsch 1866 (cepa 350), Selenastrum gracile Reinsch 1866 (005 e 047),



Kirchneriella aperta Teiling 1912 (cepa 123), Raphidoceles subcaptata (Korshikov)
Nygaard, Komarek, J.Kristiansen & O.M.Skulberg 1987 (cepa 048).

Familia Scenedesmaceae: Scenedesmus sp (cepa 439), Scenedesmus ecornis
(Ehrenberg) Chodat (cepa 088), Scendesmus spinosus Chodat, 1913 (cepas 046, 062),
Coealastrum sphaericum Né&geli 1849 (cepa 060), Desmodesmus communis
(E.Hegewald) E.Hegewald 2000 (cepa 030).

Familia Hydrodictyaceae: Pediastrum duplex Meyen 1829 (cepa 055).

Ordem Chlamydomonadales:

Familia Volvocaceae: Volvox sp (cepa 193), Pandorina morum (O.F.Mdller)
Bory de Saint-Vincent in Lamouroux, Bory de Saint-Vincent & Deslongschamps 1824
(cepa 095).

Familia Chlamydomonadaceae: Chlamydomonas chlorastera Ettl 1968 (cepa

009).

Ordem Chaetophorales: Chaetophora sp. (cepa 552).

Ordem Oedogoniales: Oedogonium sp (cepa 570).

Classe Trebouxiophyceae

Ordem Chlorelalles

Familia Oocystacea: Nephrocytium lunatum West 1892 (cepa 065)
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Fotografias identificacdes

A documentacdo das diferenciagdes morfoldgicas foi feita por fotografias
obtidas com microscopia éptica (Axioplan 2 Imaging com camera acoplada AxioCam —
Zeiss), com o auxilio de programa para analise de imagens e medidas de escala
AxioVision 4.6 - Zeiss. As fotos foram cortadas (4X6 cm) utilizando o programa Picasa

versao 3.9.137.

Cultivo

Os organismos foram isolados e axenizados, cultivados em erlenmeyers de 100
ml em meio WC (Guillard & Lorenzen 1972), em pH 7,0 e temperatura de 25+1°C, sob
intensidade luminosa de 300 umol photons m™.s™ e fotoperiodo claro/escuro de 12/12h.

As cepas das filamentosas Chaetophorales e Oedogoniales ndo puderam ser
axenizadas por plagueamento ou dilui¢do e, portanto, foram lavadas antes da extragéo.

O método de lavagem consistiu em consecutivas centrifugaces e adicdes de
meio de cultivo limpo as células, sendo que no primeiro passo de lavagem a
ressuspensdo das células foi feita com solucédo de cloreto de litio.

O cloreto de litio tem acdo caotrdpica desestabilizando a mucilagem e em
maiores concentragdes desestabiliza a membrana celular, podendo levar a célula a morte
(Nordi et al. 2006). A concentracdo utilizada foi de 1M, desejando eliminar 0 maximo
possivel da mucilagem e conseqlientemente possiveis fungos e bactérias aderidos a
célula algal sem causar danos a esta.

As cepas de N. lunatum e P. morum sdo coloniais, caracterizadas por ter um
espesso envoltorio de polissacarideo, 0 que apos a extracdo do DNA pode deixar
resquicios e dificultar a reacdo de amplificacdo. A fim de evitar isso, estas cepas

também foram lavadas com cloreto de litio.
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Quando em fase de crescimento exponencial, que foi determinada por densidade
Otica celular, os cultivos foram concentrados em pellets de 40-60mg em centrifuga

Eppendorf 5415D a 35009 para extracdo do DNA.

Extracdo de DNA

O material concentrado foi homogeneizado com pérolas de vidro de 0,5mm de
didmetro inseridas nos tubos sobre os pellets e estes foram levados ao vortex por cerca
de 15 segundos. O DNA foi extraido com kit de extragdo Invisorb Spin Plant Mini Kit.

A extracdo de DNA da cepa de C. chlorastera com passo de extragdo mecanica
para quebra da parede celular (pérolas de vidro) apresentou rastro no gel de extracéo,
possivelmente indicando que houve degradacdo de DNA. As células de
Chlamydomonas sdo células mais frageis por ndo possuirem parede celular celuldsica
tipica, mas sim uma cobertura glicoprotéica denominada teca e também devido ao
formato de célula. Apds essa medida, a extracdo desta cepa deu-se da maneira esperada
e a amplificacdo pode, portanto, ser verificada.

A cepa de Oedogonium sp por outro lado apenas mostrou extracao satisfatoria de
material genético quando no passo de homogeneizacdo com as pérolas de vidro foi
macerada com bastdo de modo a romper mecanicamente sua espessa parede celular.

Apos a extracdo, o material foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1%
em tampdo TRIS-Borato-EDTA 1x (TBE), corado com GelRed (GelRed Nucleic Acid
Gel Stain-Biotium, Hayward, CA, EUA) diluido em &gua na propor¢do 1:500 para
verificacdo da qualidade da extracéo.

O material extraido foi separado em tubos de 1,5 ml para uso e armazenamento

em freezers -20°C e -80°C respectivamente.
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Amplificacdo do DNA
Para a reacdo de amplificacdo foi preparada solucdo dos reagentes necessarios a
PCR com as seguintes concentragodes:
e 1ul de cada primer (F e R) com concentragéo de 0,25 uM;
e 4 ul de solucdo de dNTP com concentracgéo final de 0,2 mM cada,
e 0,75 ul de MgClI com concentracdo final de 1,5 mM,
e 2,5udetampéo 10X de PCR sem Mg com concentracgéo final de 1X,
e 1uldeBSA (albumina bovina) (10 mg/ml),
e 0,2 ul de Tag (Tag DNA Polymerase, Recombinant, 5U/ul, Invitrogen)

e Quantidade variavel de DNA (concentracdo final de 5-10 ng)

A solugdo de amplificacdo foi completada com &gua ultrapura até o volume

final de 25ul.

Os programas usados no termociclador foram:
e Desnaturacgéo inicial a 94°C por 4 minutos,

e 45 segundos a 94°C,

e 30 segundos T°C especifica 29 ciclos

e 45 segundos de extensdo a 72°C
e Extensdo final de 10 minutos a 72°C.

As temperaturas de anelamento especificas para cada par de primers foram:
tufA: 55°C, ITS: 56°C, rbcLFP: 50-55°C, GrbcL: 50°C.

Cada cepa foi amplificada em duplicata e para cada reacdo de amplificacéo foi
incluido um controle negativo (todos os reagentes menos o DNA) para garantir que ndo

houvesse contaminacao.
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Foi verificado o sucesso de amplificagdo por eletroforese em gel de agarose 1%
em tamp&o TBE 1x, a 90V por 35 minutos. Foi utilizado marcador de tamanho (1Kb
DNA Ladder-Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) para verificar os tamanhos dos
fragmentos amplificados, corados com corante GelRed na concentragdo 1:500.

Para todas as cepas que ndo mostraram amplificacdo alguns parametros foram
alterados nas tentativas seguintes, sempre mantendo um controle positivo (uma cepa
que tivesse sido prontamente amplificada com o par de primers em questdo). Para tanto
foram testados gradientes de temperatura de anelamento, aumento da concentracdo de
magnésio, tempo de extensdo, porém ndo foram eficientes para que houvesse
amplificacdo de cepas que ndo haviam sido amplificadas com os parametros iniciais.

Entretanto a diminuicdo no ndamero de ciclos do programa — de 35 para 29 -
usado no termociclador otimizou a amplificagdo para todos os primers, principalmente
em relacéo a intensidade da banda referente ao fragmento esperado.

Portanto, foi considerada auséncia de amplificacdo quando ndo foram
observadas bandas no gel de amplificagdo mesmo apds os ajustes citados acima e
ajustes na concentracdo de DNA extraido na reacdo de amplificacéo.

As extracOes e amplificacBes foram quantificadas no fotodocumentador BioRad
Universal Hood, pelo recurso Ferramentas de Quantificacdo, do software ImagelLab 4.0
build 17.

O produto de PCR foi purificado manualmente usando solucdo de PEG
(Polietilenoglicol) 20% e NaCl 1M (Lis and Schleif 1975) seguindo o0s seguinte
protocolo (Bagatini, 2008):

Precipitacdo do DNA:
1. Acrescentar igual volume de solucdo de PEG e amostra: homogeneizar imediatamente

2. Levar a banho Maria por 37°-40°C por 15 minutos
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10.

Centrifugar a 16000 xg por 15 minutos

Lavagem do material

Retirar o sobrenadante com uma pipeta. Descartar o sobrenadante

Adicionar lentamente, escorrendo pela parede do tubo 125 ul de etanol 80% gelado.
Centrifugar a 16000 xg por 2 minutos.

Retirar lentamente o sobrenadante com uma pipeta. Descartar o sobrenadante.
Repetir passos5a 7.

Secagem

Secar em estufa a 37°C por aproximadamente 30 minutos a 1 hora. Olhar
periodicamente para ndo deixar os tubos secarem em excesso. Ou

Secar em banho Maria aberto a 50°C por 5 minutos

Adicionar agua ou tampéo 12 a 20 ul.

O sequenciamento foi conduzido pela Macrogen (Seul-Korea).

Primers

Os primers testados neste estudo foram escolhidos na literatura de acordo com o
grupo de organismos estudados pelos autores. Desta maneira, foram escolhidos aqueles
ja testados em Chlorophyceae ou outras classes de Chlorophyta. Foram testados primers
para marcadores moleculares plastidiais como tufA e rbcL e nuclear, como o ITS (tabela
1) (figura 1).

Os pares escolhidos foram previamente alinhados com sequéncias de
Chlorophyceae que contivessem os genes alvo obtidas no GenBank de modo a verificar
se seria possivel o anelamento destes primers e estimar o tamanho do fragmento a ser

gerado.
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Tabela 1- Marcadores moleculares, nomes, trabalho de referéncia e seqiiéncias dos primers testados (F=forward, R=reverse), tamanho esperado

do fragmento em pares de bases (bp) e temperatura de anelamento (T°C anel) de cada par de primer.

Marcador Primer Referéncia Sequencia 5° 2 3’ Tamanho T°C anel
molecular frag/o (pb)

rbcL rbcL -M379 F* (McManus & Lewis, 2011) GGTTTCAAAGCTYTWCGTGC 550 50 - 55
rbcLFP R* (Designed in this study) GTAAATACCACGGCTACGRTCTT

rbcL GrbcL F (Saunders & Kucera, 2010) GCTGGWGTAAAAGATTAYCG 500 - 581 50
GrbcLR TCACGCCAACGCATRAASGG

Rpl5 —rpll4 UCP4 F (Provan et al.2004) ACGATCTAAAAAMGCATACAT 367 - 421 54
UCP4R AATTGTWTCDTTDGCACCDGAAG

tufA tufA F (Fama et al. 2002) GGNGCNGCNCAAATGGAYGG 780 55
tufA R CCTTCNCGAATMGCRAAWCGC

ITS ITS5 F (White et al. 1990) GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 574 - 601 56
ITSSR TCCTCCGCTTATTGATATGC
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Figura 1 — Representag¢des das regides do gene amplificadas por cada par de primer testado. A
— Cluster de gene plastidias onde se encontra a regido amplificada pelo par de primers UCP4.
Retirado de Provan, 2004. B — Regido amplificada pelo par de primers ITS5- ITS4. C — Regido do
gene tufA amplificada pelo par de primers tufA. D — Regides do gene rbclL amplificadas pelos
dois pares testados: GrbcL e rbcLFP.

O sucesso de amplificacdo dos primers foi determinado com base no nimero de
cepas amplificadas por cada par de primers testado e nimero de seqliéncias obtidas com

boa qualidade.
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Andlise das Sequéncias

Os cromatogramas foram submetidos primeiramente a analise de base-calling no
programa Phred (Ewing et al. 1998), implementado no programa Geneious version
6.1.7 (Biomatters), onde as sequéncias que possuiam valores de qualidade (HQ%)
inferiores a 40% foram descartadas, assim como sequéncias com picos duplos e grande
quantidade de ruidos. Quando possivel foram trabalhadas as consensus das sequéncias
forward e reverse obtidas. O alinhamento das sequiéncias foi realizado com o software
Clustal W (Thompson et al. 1994) também implementado no software Geneious v.6.1.7,
assim como a edi¢do das mesmas.

As sequéncias geradas foram confrontadas com as depositadas no GenBank
utilizando a ferramenta de busca de seqiiéncias por alinhamento Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) (Altschul et al. 1997) para verificar se correspondiam as
linhagens esperadas ou ao menos tdxons préximos e se ndo havia contaminacéo.

O Frame de leitura da proteina foi investigado no ORF finder ambos no website
National Center for Biotechnology and Information (NCBI; Betheseda, MD, USA). A
traducdo e analises de gaps, in/del e stop condons foram realizadas no Geneious v.6.1.7.

No software Mega6 (Tamura et al. 2013) foram calculadas as distancias
genéticas (p-distance) par a par, entre familias, entre ordens e entre classes, assim como
a composicao de nucleotideos, composi¢do de aminoacidos e “codon usage bias”.
Dados de polimorfismo como sitios polimorficos, sitios parsimoniamente informativos,
numero de codons, substituicdes sindbnimas e ndo sindnimas foram calculados no
DNAsp 5.10 (Librado & Rozas 2009).

O modelo evolutivo foi obtido a partir do programa jModelTest v.0.1.1 (Darriba

et al. 2012). Quando presentes, os gaps foram considerados delecdo completa.
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Para obtencdo da arvore baseada no algoritmo Neighbour-Joining (p-distance)
foram usados 1000 bootstraps no Mega6 com completa delecdo. A arvore de inferéncia
bayesiana foi implementada no Mr. Bayes (Huelsenbeck & Ronquist, 2001) sob o

modelo evolutivo GTR+I+G, utilizando MCMC com 3.000.000 geracoes.

Resultados

Universalidade dos primers testados e rendimento de seqiiéncias

UCP4:

Apesar de ser proposto como primer universal para Chlorophyta, o par de
primers UCP4 n&o amplificou nenhuma das cepas utilizadas (tabela 2).

O par de primers UCP4 falhou para todas as tentativas de amplificacéo,
entretanto ndo se sabia ao certo como estes primers iriam se comportar. (Provan et al.
2004) testa a universalidade de primers em Rhodophytas e Chlorophytas. Os primers
por ele testados recuperam um cluster genético plastidial e o teste da universalidade
destes pares em Chlorophyta foi feito com apenas 4 organismos, sendo dois deles
pertencentes a classe Ulvophyceae, um da Chlorophyceae e um de Charophyceae.

O par UCP4 foi o escolhido por ter amplificado a Chlorophyceae (Dunaliella
salina) e por ter gerado fragmentos mais constantes quanto ao numero final de pares de
base (367 pb a 421 pb) e também ao nimero de pares de bases ndo codificantes que se
manteve proporcional nestes fragmentos entre individuos de Chlorophyta e Charophyta,
sugerindo a auséncia de in/dels e, portanto, maior facilidade para trabalhar como
possivel marcador.

Entretanto o sucesso de amplificacdo de apenas um organismo como

representante de uma classe que contém mais de 2500 espécies ndo é suficiente para
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afirmar que os primers sejam universais para a classe. O mesmo cabe ao teste de

universalidade dos outros primers testados em seu estudo.

ITS
Os primers testados para recuperar a regido do ITS amplificaram apenas 5 das

22 cepas testadas. As amplificacfes foram obtidas sem dificuldades gerando bandas
intensas e Unicas, porém renderam bom seqienciamento de apenas 3 destas cepas:
Kirchneriella aperta, Desmodesmus communis e Pediastrum duplex (Tabela 2).

O par de primer ITS testado neste estudo foi escolhido dentre os propostos por
(White, et al. 1990) em seu trabalho avaliando genes para filogenia de fungos, mas ja
testados com organismos de Chlorophyceae (Van Hannen et al. 2000; Buchheim et al.
2012). Este par recupera as duas regides espacadoras ITS1 e ITS2 e também o gene
5.8S.

Por ser uma regido espacadora e, portanto, sofrer menor presséo seletiva, o ITS
tende a ser mais variavel, podendo apresentar in/dels e consequentemente tamanhos
variaveis entre diferentes taxa. Em algas verdes este espacador é comumente utilizado
em filogenias de nivel especifico. (O’Kelly et al. 2010; Coleman 2007). Ainda assim a
regido do ITS2 tem melhor resolucdo especifica do que o ITS inteiro (Chen et al. 2010).
Desta maneira a natureza pouco conservada e o tamanho muito variavel do gene ITS
pode ter sido a causa do baixo sucesso de amplificagédo e baixa qualidade das seqliéncias
obtidas neste estudo.

Este mesmo par de primers foi utilizado por Van Hannen et al. (2000) em um
estudo com o género Scenedesmus. Entretanto no presente estudo ndo mostrou

amplificagdo para nenhuma cepa do género Scenedesmus testada.
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Tabela 2 — Amplificacdo e sequenciamento para cada cepa e par de primer testado Amp =
amplificacdo, Seq = sequenciamento; (/) sucesso (-) falha amplificagdo/sequenciamento; R/F
= apenas sequéncia reverse/forward com boa qualidade QH>40%).

Cepa tufA GrbcL ITS rbcL FP
Amp | Seq | Amp | Seq | Amp | Seq | Amp | Seq
Ankistrodesmus densus 003 V| v - - - - - -
Ankistrodesmus densus 128 V| v - - - - N4
Ankistrodesmus densus 239 V| Vv - - - - - -
Selenastrum gracilis 005 V| v - - v - V| Vv
Selenastrum gracilis 350 V| v v - - - N4
Selenastrum bibraianum 047 V| | Vv v - - - V| v
Raphidoceles subcaptata 048 v | R v - - - vV, | Vv
Nephrocytium lunatum 065 v | R vV | R - - vV, | Vv
Kirchneriella aperta 123 V| Vv V| Vv V| Vv - -
Monoraphidium kormakokae 353 V| Vv vV| R - - V| Vv
Desmodesmus communis 030 V| Vv V| | Vv V| Vv V| Vv
Coelastrum sphaericum 060 V| v v - - - - -
Scenedesmus ecornis 088 V| Vv - - - - N4
Scenesdesmus sp 439 V| Vv V| Vv - - vV | Vv
Desmodesmus spinosus 046 V| Vv N4 - - V| Vv
Desmodesmus spinosus 062 V| v V| Vv - - V| Vv
Pandorina morum 095 V| Vv - - - - N4
Volvox sp. 193 V| Vv - - v - vV, Vv
Pediastrum duplex 055 V| v v - "4 V| Vv
Chlamydomonas clorastera 009 V| v - - - - - -
Chaetophora sp. V| Vv - - - - - -

Oedogonium sp. 570 v -
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GrbcL

O par de primers GrbcL amplificou 12 das 22 linhagens testadas, resultando em
bom sequenciamento (HQ>40%) de 7 cepas: D. communis, M. komarkovae, N. lunatum,
K. aperta, Scenedesmus sp (439), S. spinosus (046 e 062) (tabela 2).

As cepas que mostraram maior facilidade na amplificagdo foram D. communis,
S. spinosus (046 e 062), Scenedesmus sp (439) e K. aperta que geraram uma Unica
banda intensa de tamanho referente ao fragmento alvo na primeira tentativa de
amplificagéo.

As cepas C. sphaericum, M. komarkovae e N. lunatum foram amplificadas duas
vezes para gerar quantidade suficiente de material amplificado, pois na primeira
amplificacdo geraram bandas Unicas referentes ao fragmento alvo, porém fracas.

Com excecdo das sequéncias das cepas de N. lunatum e M. komarkovae - que s
foi possivel analisar as seqliéncias reverse - as consensus das sequéncias obtidas com

este par de primers resultaram em fragmento de cerca de 500 - 581 bases de extensdo.

rbcLFP

Os primers rbcLFP amplificaram satisfatoriamente 16 das 22 cepas testadas,
com bandas intensas nas primeiras amplificacdes (tabela 2). Ndo foram verificadas
bandas duplas. O seqlienciamento destas cepas foi satisfatorio e o fragmento final das

consensus das sequéncias obtidas com este par de primers teve tamanho de 550 bases.

Este par mostrou amplificacdo com bandas Unicas e intensas com temperaturas
de anelamento de 50 a 55°C. Entretanto o teste de gradiente da temperatura de
anelamento ndo resultou em sucesso de amplificagéo para nenhuma cepa que ndo havia

sido até entdo amplificada.
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Duas sequéncias obtidas com este par de primers apresentaram diferengas em
relacdo as restantes, sendo elas A. densus (cepa 128) e D. communis. Foram verificadas
bandas de fragmentos maiores no gel de amplificacdo (figura 2) e de fato as sequéncias
destas cepas apresentaram 584 e 669 bases a mais em relagdo as outras amplificacfes

com 0 mesmo par de primers.

046 046 055 055 062 062 439 439 Oed Oed 030 128

M’ ¥ 1000ph
]

1 8 A B Rl 1.

Figura 2 - Gel de amplificacdo com primers rbcLFP. Os oito primeiros po¢os sdo cepas que
geraram bandas de tamanho esperado (700 a 800 pb). Os pocos 9 e 10 sdo cepas que ndo foram
amplificadas com estes primers e 0s pog¢os 11 e 12 sdo as cepas D. communis e A. densus,
respectivamente, que geraram bandas com cerca de 1200 pb. O ladder estd no poco 13 e a
primeira banda do ladder destacada corresponde a 1000 pb.

Os fragmentos finais de A.densus e D.communis, apds o alinhamento, mostraram
uma porcdo de cerca de 800 bases que ndo se alinharam com as sequiéncias de referéncia
ou com as sequéncias das outras cepas obtidas com o par rbcLFP neste estudo.

O fragmento do gene rbcL de A. Densus 128 obtido com o par de primers
rbcLFP apresentou total de 1219 bases apés a edicdo e encontra similaridade a partir de

sua base 887 com a base 696 da sequéncia de Ankistrodesmus stipitatus (EF113406)
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usada como referéncia no alinhamento. Como esta cepa foi amplificada com o par de
primers GrbcL foi possivel verificar a posi¢do desta sequéncia de bases destoante no

alinhamento com as outras cepas que ndo a apresentaram (figura 3).

O fragmento do gene rbcL de D. communis obtido com o par rbcLFP, resultou
em 1134 bases e encontra similaridade com a seqiéncia de referéncia
Desmodesmus santosii (G1281314250) apenas a partir de sua base 654 correspondente a

base 801 da seqliéncia de referencia.

A. densus 128 - GrbeL

l | I | - m w ref - EF113406
' :
;

= w s A densus 128 - rtbcLFP

houve aknhamento . ‘ ‘ \ \
| | | | ) |
e zzrqa:nt!i::l s \ - wm Segiiéncias com tamanho
e = == normal (700-800 pb)
S— DOTGA0 destoante L ---

Figura 3 — Diagrama do alinhamento das seqiiéncias obtidas com os pares de primers rbcLFP
(SeqUiéncias com tamanho normal 700 — 800pb), da seqiiéncia de A. densus 128 obtida com o
par de primer GrbclL (A. densus 128 — Grbcl), da seqiiéncia de referéncia de Ankistrodesmus
stipitatus obtida no GenBank (ref — EF113406) e da seqliéncia de A. densus 128 obtida com o
par de primer rbcLFP (A. densus 128 — rbcLFP), mostrando em marrom a localiza¢do da porg¢édo
de aproximadamente 800 pb que ndo se alinhou com a seqiiéncia de referéncia. Os nimeros
em laranja representam as bases da seqliéncia de referéncia (EF113406) e os pretos
representam as bases da seqiiéncia de A. densus 128 — rbcLFP.

E possivel que esta porgdo com ~800 bases corresponda a um intron, cuja
ocorréncia em Chlorophyceae ja foi mostrada neste gene por Nozaki et al. (1998; 2002)
ou que se trate de um pseudogene.

Caso esta porcdo se trate de um intron, isso dificultaria as analises de DNA
barcoding uma vez que, sendo o intron uma regido nao expressada, sua taxa de mutacao

pode ser mais alta, ndo refletindo a verdadeira distancia entre as espécies. Da mesma
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forma a amplificacdo de um pseudogene pode levar a resultados erroneos
superestimando o numero de espécies existente (Song et al. 2008).

Dessa forma independente da origem ou natureza desta por¢do de ~800pb no
gene rbcL, o torna inapropriado para identificacdo de espécies através da abordagem do
DNA Barcoding. A concluséo sobre o que de fato possa ser essa fragdo de sequiéncia de
nucleotideos ndo comum as outras cepas serd possivel apenas através de investigaces
direcionadas especificamente para a situacéo, o que ndo foi objetivo deste estudo.

O maior sucesso de amplificacdo do par rbcLFP em relacdo ao GrbcL deve-se
ao fato de que o primeiro é composto de iniciadores desenhados a partir de sequéncias
de Chlorophyceae. O iniciador forward do par rbcLFP foi retirado de um estudo
filogenético com Pediastrum (McManus and Lewis 2011) e seu reverse desenvolvido
neste estudo a partir de sequéncias de Chlorophyceae. Ja o par GrbcL foi desenhado
para aplicacdo com organismos de Ulvophyceae (Saunders & Kucera, 2010).

Saunders & Kucera (2010) testaram regidoes das extremidades 3’ e 5’ do gene
rbcL obtendo melhor discriminagdo especifica com a regido 3°, ¢ melhor universalidade
com a regido 5°. O par de primers testado neste estudo foi escolhido com foco na
amplitude de aplicagdo e, portanto, foi testado o par que recuperasse a extremidade 5°.
Assim, se este par mostrasse sucesso de amplificagdo, mas ndo de discriminacéo
especifica também em Chlorophyceae, poderia ser combinado com outros primers de
outra regido marcadora com melhor resolucdo no nivel especifico. Porém o baixo
sucesso de amplificacdo em Chlorophyceae e suas seqiiéncias de baixa qualidade
levaram a sua excluséo como primers universais para este grupo.

Ha grande disponibilidade de sequéncias no Genbank do gene rbcL de
organismos da classe Chlorophyceae, podendo ser seqiiéncias com intron, sequéncias

que contém parcialmente a seqléncia codificante, ou seja, diferentes regido do gene,
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além da possibilidade de serem depositadas seqtiéncias de organismos com classificagao
equivocada, 0 que torna impreciso os estudos baseados nestas. Além disso, estas
sequéncias depositadas foram obtidas com diversos pares de primers (Hoham et
al.2002), muitas vezes desenvolvido para ser trabalhado apenas com um género, o que

nédo garante que possa ser aplicado a outros taxa.

tufA

O par de primers utilizado para o marcador tufA foi o Unico par que amplificou
todas as 22 cepas testadas e com excecdo da cepa de Oedogonium sp foi possivel
sequenciar todas as cepas. De todas as sequencias obtidas com este par de primers,
Raphidoceles subcapitata e Nephrocytium lunatum foram as U(nicas que nao
apresentaram bom seqiienciamento bidirecional, sendo possivel trabalhar apenas suas
sequéncias reverse (tabela 2).

As cepas de N. lunatum e P. morum mostraram bandas fracas na primeira
tentativa de amplificacdo do gene tufA. Entretanto, apds a lavagem destas cepas com o
cloreto de litio para remoc¢do do polissacarideo das col6nias seguida do protocolo de
extracdo, a amplificacdo do gene tufA destas cepas resultou em bandas Unicas e
intensas. Assim, as reagOes de amplificacdo com os outros pares de primers foram
realizadas com o DNA extraido destas células lavadas. Todas as outras cepas foram
facilmente amplificadas.

Quando conferidas com sequéncias disponiveis nos bancos internacionais
através do BLAST, todas as sequéncias obtidas neste trabalho tiveram maior
similaridade com linhagens dentro de Chlorophyceae, muitas vezes com 0 mesmo
género. E importante ressaltar que ndo ha disponiveis seqiiéncias de todos os
marcadores para todas as espécies, sendo computada, portanto, a maior similaridade

com as sequéncias disponiveis.
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As seqliéncias de tufA obtidas ndo apresentaram gaps ap6és o alinhamento e o
fragmento final teve apds edicdo 743 pares de base, dos quais 305 sitios foram
invaridveis. Os 438 sitios restantes mostraram-se polimdrficos com total de 716
mutacdes e 364 sitios foram parsimoniamente informativos.

A regido amplificada corresponde a seqiiéncia codificadora integral, com 247
cédons, apresentando apenas um stop codon, correspondente ao final do frame da
leitura da proteina. O ndmero de sitios com mutagdes sindnimas foi de 172,26 e de
mutacgdes ndo sindnimas foi de 568,74.

O modelo evolutivo de substituicdo nucleotidica selecionado foi 0 GTR+I+G,
onde se assume o modelo Geral de Reversdo ao Longo do Tempo (GTR) com uma
proporcdo de sitios Invariaveis (I) e distribuicdo Gamma (G) para acomodar as
diferentes taxas para sitios variaveis.

As sequéncias foram depositadas no GenBank sob o nimero de acesso (ainda
nédo depositadas).

O gene tufa ja foi amplificado e sequenciado para diversos grupos de organismos
como plasmodium, cianobactérias, bactérias, outras classes de Chlorophyta e plantas
terrestres, e destes, 0 grupo que apresenta maior numero de seqiiéncia disponiveis no
GenBank séo as bactérias.

Além do sucesso de amplificacdo e sequienciamento mostrado por Saunders &
Kucera (2010), este mesmo par de primer utilizado no presente trabalho é amplamente
utilizado em Ulvophyceae, (Fama et al. 2002; O’Kelly et al. 2004; Wynne et al. 2009;
Lawton et al. 2013). Combinado com rbcL, permitiu a distingdo e sugestdo de novas
especies de Codium (Verbruggen et al. 2012) e combinado com genes nucleares, além

do rbcL, foi possivel esclarecer o delineamento de alguns géneros de Sphaeropleales
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(Fucikova et al. 2014) e até sugeriu a ressurgéncia do género Chromochloris (Fucikova
et al. 2012).

Foi aplicado também em diferentes grupos como macroalgas verdes (Du et al.
2014), criptofitas, (Garcia-Cuetos et al. 2010) e na identificagdo das microalgas fontes
dos cloroplastos presentes no trato digestivo de gastrépodes (Christa et al. 2013).
Entretanto estes mesmos primers falharam quando testado em Cladophoraceae
(Saunders & Kucera, 2010).

Visto que apenas o par de primers tufA amplificou todas as cepas testadas as

andlises filogenéticas foram conduzidas apenas com as seqliéncias obtidas com ele.

Analises filogenéticas

Para andlises de filogenia foram incluidas sequéncias do GenBank de modo a
melhorar a representacdo da ordem Chaetophorales (Schizomeris leibleinii 336169554),
representar a ordem Chaetopeltidales, (Floydiella terrestris 304322936) com a qual ndo
foi possivel trabalhar com nenhum organismo pertencente por ndo dispormos de
nenhuma cepa isolada em nosso banco, representar a ordem Oedogoniales,
(Oedogonium cardiacum EF587375), por ndo ter sido possivel gerar sequéncia com o
par de primers para 0 gene tufA e uma seqiiéncia de Ostreococcus tauri (112806818),
um representante da classe Mamiellophyceae para atuar como outgroup.

A arvore filogenética elaborada com as sequéncias do gene mostra a monofila da
classe Chlorophyceae e sua subdivisdo nos clados SC e OCC remetendo a evolugdo do
aparato flagelar (figura 4 e 5).

O clado SC com as ordens Sphaeropleales e Chlamydomonadales e o clado OCC

foram mostrados com valor de suporte maximo na analise Bayesiana (figura 4 e 5).
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As ordens Sphaeropleales (grupo DO) e Chlamydomonadales foram
representadas com valor de suporte de 0,63 (anélise Bayesiana). A monofilia de
Sphaeropleales com altos valores de suporte também foi verificada com dados da
estrutura secundaria de ITS2 (Keller et al. 2008), mais conservada que a sequiéncia de
nucleotideos do mesmo gene (Coleman 2007).

A diviséo das familias Scenedesmaceae e Selenastraceae mostrou valor maximo
Baysieano de suporte (figuras 4 e 5) A forte sustentacdo da familia Selenastracea foi
também observada por Krienitz et al. (2001). Entretanto houve sobreposicéo de alguns
géneros dentro dessas familias, como € o caso de Selenastrum, em Selenastraceae.

As trés cepas do género Ankistrodesmus foram agrupadas com valor maximo
para ambas as andlises. Este género forma um grupo coeso morfologicamente e
facilmente distinguivel dos outros géneros amostrados (Figura 6).

Os géneros de Selenastrum, Raphidocelis e Monoraphidium foram sobrepostos.
Tais sobreposicdes de géneros dentro das familias de Sphaeropleales, principalmente de
Selenastraceae ja foram reportadas em estudos de filogenia com dados moleculares.

(Fawley et al. 2006; Krienitz & Bock 2012).

Devido a dificuldade de delineamento das espécies pelo conceito morfologico é
compreensivel que os dados genéticos de ramos mais internos ndo se comportem
coerentemente com a morfologia. A grande maioria destes organismos ndo tem
reproducédo sexuada, ou seja, a reproducdo assexuada favorece mutacgdes que ndo afetam
0 crescimento ou a capacidade do mutante competir, gerando uma grande variabilidade
morfolégica (Krienitz & Bock 2012). Deste modo, a discriminagdo é dificultada devido
a continuidade dos critérios de diferenciacdo morfoldgica, ndo sendo precisos os limites

entre espécies.
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Ainda, a morfologia pode se mostrar polifilética, ou seja, organismos
morfologicamente parecidos apresentam as diferencas genéticas observadas. (Krienitz et
al. 2011) provou que a morfologia de foice, visivel em Selenastraceae evoluiu
polifileticamente em Chlorophyceae e Trebouxiophyceae.

Bock et al. (2010) e Darienko et al. (2010) mostraram que 0s gene 18S e 26S
sdo genes muito conservados para separar espécies morfologicamente distintas, mas que
sdo geneticamente proximas, freqliente em linhagens de algas verdes.

Entretanto é necessario que se investigue a fundo, preferencialmente com dados
de variados genes com poder de discriminagdo especifica e ja testados para grupos com
classificacdo estabelecida, para que se possa primeiramente sincronizar as definigdes
morfolégicas com os dados genéticos das espécies componentes desta classe.

Estudos de filogenia com organismos de Chlorophyceae combinam mais de um
gene, para que se tenha a melhor resolucdo possivel das relagdes filogenéticas. Opta-se
por genes mais conservados, como 18S, 26S, rbcL, que possam resolver niveis
filogenéticos superiores, e genes menos conservados, como o ITS e alguns genes
plastidiais, para relagfes mais internas entre os taxa estudados, como a monofilia a
ordem Sphaeropleales.

Como ja visto, a monofilia de Sphaeropleales foi bem sustentada, assim como as
familias representadas neste estudo.

Combinado ao gene 26S, o gene 18S resolveu com bom suporte os clados SC e
OCC (Turmel et al. 2008), mas devido ao baixo sinal filogenético destes genes, néo

resolveram com clareza os ramos mais internos destes clados (Buchheim et al. 2012).
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Figura 4 — Andlise Bayesiana das seqliéncias obtidas do marcador tufA mostrando o agrupamentos dos clado OCC, SC, das ordens e familias das cepas do banco WDCM
n°835 da classe Chlorophyceae. Os valores bayesianos de probabilidade posterior estdo indicados nos nds. As seqliéncias obtidas no GenBank estao indicadas pelo numero
de acesso a esquerda do nome da espécie. Os desenhos representam a orientagdo do corpo basal do aparato flagelar como as células estivessem indicadas pelos circulos e
fossem vistas de cima.
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Figura 5 — Andlise de Neighbor-Joining para as seqliéncias obtidas do marcador tufA mostrando o agrupamento dos clados OCC, SC, ordens e familias das cepas do banco
WDCM, n°835 da classe Chlorophyceae. Nos ramos estdo plotados os valores de Bootstrap. As seqliéncias otbidas no GenBank estdo representandas pelo nimero de

acesso a esquerda do nome da espécie.
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Figura 6 - Fotografias registradas no momento das identificagdes das cepas representantes da
familia de Sphaeropleales.Os numeros das cepas estdo indicados no canto inferior esquerdo de
casa fotografia: (a, b, c) A. densus. (d, e) S. gracile. (f) S. bibraianum. (g) R. Subcapitata. (h) K.
aperta. (i) M. komarkovae. (j) N. lunatum. A barra de escala (10 um) esta indicada no canto
inferior direito.

Sozinho, o gene nuclear 18S mostrou bom suporte para os clados SC e
OCC (Némcova et al. 2011), mas com baixo valor de suporte para a monofilia da ordem
Sphaeropleales (Buchheim et al. 2001), o0 mesmo ocorrendo quando combinado com
28S (Shoup and Lewis 2003). Quando combinado com rbcL e outros genes plastidiais,
foi possivel verificar bom valor de suporte para a monofilia de Sphaeropleales (Tippery

et al. 2012).
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Os dados obtidos neste trabalho com o gene tufA isoladamente, ou seja, sem
estar combinado a outros genes, possibilitaram bom suporte das topologias ja
encontradas em outros trabalhos que utilizaram dados de outros genes combinados entre
si. Em outras palavras, o gene tufA foi capaz de reproduzir sozinho a filogenia esperada

para o grupo.

Nephrocityum lunatum

Nas analises com os marcador tufA Nephrocytium lunatum encontrou-se dentro
da classe Chlorophyceae. Considerando que este género seja atualmente representante
de outra classe (Trebouxyophyceae), e que o gene tufA separou bem familias e ordens,
era esperado que Nephrocytium lunatum fosse alocada num ramo externo & classe
Chlorophyceae, como ocorrido com Ostreococcus tauri.

Analisando as distancias genéticas é possivel que N. lunatum pertenca a outra
ordem componente do clado SC, visto que as ordens Chlamydomonadales e
Sphaeropleales divergem 19% entre si e a cepa de N. lunatum tem 19% e 20% de
diferenca entre Sphaeropleales e Chlamydomonadales respectivamente.

Ordens componentes do clado OCC tém no minimo 24% de diferenca genética
com o clado SC (Chaetophorales x Chlamydomonadales). Esta diferenca é maior que a
encontrada entre as classes Chlorophyceae e Trebouxiophyceae (considerando que N.
lunatum seja da classe Trebouxiphyceae) (21%). Porém & necessario ressaltar que o
género Nephrocytium ndo estd suficientemente representado com apenas uma cepa,
sendo, portanto crucial a inclusdo de mais espécies do género e a analises com outros

genes para elucidar sua posi¢do em relacéo a classe Chlorophyceae.
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O género Nephrocytium ja esteve classificado em Chlorophyceae (West, 1892),
quando entdo a classe teve algumas ordens redistribuidas. A ordem Chlorococcales foi
desfeita e redistribuida, com alguns géneros mantidos em Chlorophyceae. Nephrocytium
lunatum junto com outros géneros restantes de Chlorococcales passaram a integrar outra
ordem, Chlorellales, agora da classe Trebouxiophyceae (Friedl, 1995). Entretanto néo
ha dados suficientemente esclarecedores da transferéncia do género Nephrocytium para
a classe Trebouxiophyceae.

Por ndo possuirem nenhum aparato flagelar, ndo é possivel a classificacdo do
género Nephrocytium a partir desta caracteristica (Huss and Sogin 1990). Situacdo
semelhante foi encontrada com o género Chlorella, a qual pdde ser classificada tanto em
Chlorophyceae como em Trebouxiophyceae a partir de dados obtidos com 18S (Huss et
al. 1999).

E importante ressaltar que foram usados poucos representantes dos taxons
utilizados, e a melhor maneira de se elaborar uma filogenia robusta e avaliar a aplicagédo
dos marcadores como barcodes, € ampliar 0 nimero representativo de espécimes dos
tdxons a serem testados ou ainda realizar a analise com multiplos loci (Hajibabaei et al.
2007), como ja utilizado para plantas terrestres (Newmaster et al. 2006) (Kress &

Erickson, 2007).

Conclusoes

O presente estudo mostrou que dos marcadores testados, o gene tufA pode ser
amplificado e seqlienciado de maneira satisfatria com apenas um par de primers em

todos os organismos testados da classe Chlorophyceae.
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Os dados obtidos apenas com o gene tufA renderam reconstrucées filogenéticas
satisfatorias, com bom suporte dos principais clados observados em outros trabalhos
que utilizaram dados de diversos genes combinados. Ainda assim, muitos destes estudos
foram feitos com pouca amostragem da classe ou quando dispunham de amostragem
mais ampla, tratava-se de sequiéncias obtidas no GenBank.

Desta maneira, o presente trabalho contribuiu também para a disponibilidade de
mais sequéncias de espécies e diferentes linhagens de Chlorophyceae no GenBank,

Além da possibilidade de reconstrucdo dos modelos de filogenia esperada para a
classe com as seqliéncias obtidas com os primers para o gene tufA, as analises das
caracteristicas destas sequéncias mostraram que se trata de um gene apropriado para
estudos de filogenia, sendo usado sozinho, e que se mostra um promissor marcador
molecular principal para a classe.

Para que se possam resolver as problematicas encontradas nos ramos internos
das familias de Sphaeropleales, sugere-se o0 uso de outros genes menos conservados
para serem aplicados nos géneros que apresentaram dificuldade de separacdo de modo a
auxiliar a conciliar os conceitos morfoldgicos com os dados moleculares.

Entretanto o gene tufA deve ser testado também nos ramos mais internos de
grupos de Chlorophyceae onde a classificacdo esteja bem estabelecida, a fim de

responder se hé a possibilidade de sua aplicacdo também como barcode na classe.
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