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RESUMO

Nos altimos anos, discussdes sobre politicas de conservacdo em diferentes niveis geopoliticos tém sido
amplamente debatidas. As espécies sdo os principais indicadores para estimar os pardmetros de
biodiversidade, exercendo um papel fundamental nos registros da biodiversidade. Entretanto, a
delimitacdo de espécies ndo é uma tarefa simples. Para alguns organismos, como microalgas verdes que
apresentam uma morfologia simples e reproducdo assexuada, a delimitacdo de espécie tem sido um
grande desafio. A principio, a taxonomia foi baseada em caracteristicas morfolégicas como a
organizacdo do talo e tipo de reproducdo. No entanto, para os grupos como da familia Selenastraceae,
as caracteristicas morfoldgicas sdo ambiguas em nivel de género e ndo refletem as relac6es filogenéticas.
Outros tipos de abordagens taxonémicas tém sido propostos para 0s grupos mais complexos, entre elas
a abordagem integrativa, a qual leva em consideracdo caracteristicas morfoldgicas, moleculares,
ecoldgicas, fisiologicas e bioquimicas. Neste contexto, propusemos o estudo sobre alteragdes
fisiologicas acessadas por variagdes na morfologia e bioquimica a fim de auxiliar na diferenciacéo de
10 cepas dos géneros Kirchneriella, Selenastrum e Messastrum, que possuem espécies cripticas dentro
da familia Selenastraceae. Nesse estudo, empregamos diferentes condi¢fes de temperatura, pH e
concentracdes de nitrato. A partir de nossos resultados, mostramos que as respostas fisioldgicas
morfoldgicas (i.e. acessadas por meio das variacbes morfoldgicas) ndo séo similares entre cepas da
mesma espécie e, portanto, ndo sdo adequadas para delimitacdo de espécie. O tamanho da célula
responde as variagdes ambientais com alteracGes significativas no volume da célula podendo aumentar
ou diminuir para 70% seu biovolume, entre diferentes tratamentos, enquanto 0 aumento da temperatura
tende a diminuir o biovolume celular em todas as cepas estudadas. As respostas fisioldgicas bioquimicas
foram mais eficientes na separagdo dos tdxons e refletiram os dados filogenéticos disponiveis na
literatura. Portanto, as respostas fisiol6gicas bioquimicas demonstraram ser uma ferramenta taxonémica
bastante util para a delimitacdo de espécies, podendo separar a niveis de géneros e espécies,

correspondendo aos dados moleculares.
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ABSTRACT

Recently, discussions on conservation policies at different geopolitical levels have been widely
debated. Species are the main indicators for estimating biodiversity parameters, playing a key
role in biodiversity records. However, species delimitation is not an easy task. For some
organisms, such as green microalgae that have a simple morphology and asexual reproduction,
the species delimitation has been challenging. At first, taxonomy was based on morphological
characteristics such as thallus organization and type of reproduction. However, for groups such
as the family Selenastraceae, morphological characteristics are ambiguous at the genus level
and do not reflect phylogenetic relationships. Other taxonomic approaches have been proposed
for these complex groups, including the integrative approach, which considers morphological,
molecular, ecological, physiological, and biochemical characteristics. In this context, we
proposed the study on physiological changes (accessed by morphological and biochemical
variations) to help differentiate 10 strains from the genera Kirchneriella, Selenastrum and
Messastrum, which have cryptic species within the family Selenastraceae. Thus, we evaluated
the algae response under different conditions such as variations in temperature, pH and nitrate
concentrations. We have shown that physiological responses based on morphological results is
not enough (or reliable) to delimit species. Cell size undergoes relevant changes in cell volume
under environmental variations, in which it can increase or decrease up to 70% between
different treatments; whereas as the temperature increases, the cell biovolume tends to decrease
in all strains studied. Biochemical physiological responses were more efficient in the separation
of taxa and reflected the phylogenetic data available in the literature. Therefore, physiological
responses based on biochemical results have been shown to be an extremely useful taxonomic
tool for species delimitation and can separate all genera and species, corresponding to molecular

data.
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APRESENTA(;AO DA TESE

A tese serd apresentada da seguinte forma: (1) Introducdo geral; (2) Hipoteses e
Objetivos; (3) Capitulos 1, 2 e 3; (4) Consideracdes finais.

Cada capitulo sera apresentado no formato de artigo cientifico com resumo, introducéo,
material e métodos, resultados, discussdo e referéncias bibliograficas. Esse formato foi
escolhido para facilitar a publicagéo dos resultados obtidos, de tal forma que as repeti¢cdes nos
capitulos séo inevitaveis.

No primeiro capitulo fizemos uma revisao bibliogréfica sobre abordagem integrativa,
delimitacdo de espécie de microalgas verdes e suas dificuldades: plasticidade fenotipica e
selecdo natural.

O segundo capitulo estd formatado de acordo com a revista Phytotaxa, a qual sera
submetido. Nesse capitulo, apresentamos os resultados de uma das hipéteses sobre as diferentes
respostas morfologicas de 10 cepas de microalgas dos géneros Messastrum, Selenastrum e
Kirchneriella em diferentes tratamentos, que podem refletir na delimitacdo de espécie.

No terceiro capitulo apresentamos uma nova abordagem para auxiliar na delimitacéo de
espécies para microalgas, que envolve respostas fisioldgicas morfoldgicas e bioquimicas como
ferramentas taxonémicas e considera, portanto, a diversidade funcional das cepas, contribuindo
para uma abordagem integrativa.

Ao final, apresentamos uma breve discussdo geral e as conclusdes com base nos

capitulos apresentados.
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INTRODUCAO GERAL

Diversidade de Microalgas

As microalgas sdo consideradas cosmopolitas podendo habitar diferentes
ambientes, desde marinhos a terra firme e consistem em organismos autétrofos,
heterotrofos, mixotrofos e predadores que possuem grandes variacbes morfologicas e
fisioldgicas que as permitem adaptar-se aos mais diversos parametros ambientais
(RAVEN; GEIDER, 2003). A diversidade bioldgica das microalgas ainda ¢ algo a ser
discutido. Atualmente, existem cerca de 40.000 espécies descritas em ambientes
aquaticos, mas é estimado que existam cerca de 800.000 espécies (CHENG; OGDEN,
2011; COPLIN, 2012). Além dos poucos estudos disponiveis, outra razdo para a
subestimacéo drastica da diversidade de espécies descritas esta relacionada aos métodos

de classificacdo e delimitacdo de espécies.

Os fatores ambientais séo considerados os “vildes” na delimitagdo de espécie e
“protagonistas” na diversidade bioldgica em microalgas, sendo estes capazes de alterar
caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas, fisioldgicas e moleculares (CRISPO, 2008).
Diante de mudancas ambientais, os organismos podem responder de quatro maneiras: 1)
morte; 2) plasticidade fenotipica; 3) selecdo natural e 4) migracao (Figura 1).(SCHAUM;

COLLINS, 2014)

A plasticidade fenotipica é a primeira resposta dos organismos diante de pressées
ambientais. Ela é definida pela capacidade de um genétipo produzir mais de um fenétipo
como uma resposta plastica (BRADSHAW, 1965; CRISPO, 2008). Toda a alteragdo nos
individuos, diante da diversidade ambiental, tem origem fisiol6gica (BRADSHAW,
1965), a qual pode se manifestar de duas formas: através da plasticidade morfoldgica ou

fisiolégica. A plasticidade fenotipica € considerada um combustivel que alimenta as



alteracdes fenotipicas e as mudancas evolutivas nas espécies, além de ser responsavel

pela manutencéo da vida (WEST-EBERHARD, 1989, 2005).

Figura I. - Esquema ilustrando as possiveis respostas das espécies de microalgas diante de alteragGes

ambientais.

Microalga
AlteragOes
‘<:= Ambientais
/ \
Migracao ou Selecdo
morte Natural

Plasticidade fenotipica

eragtes enoticas
/ N\

Variacoes Variacoes
morfologicas bioquimicas

Fonte: Elaborado pelo autor.

Familia Selenastraceae

A familia Selenastraceae pertence a divisdo das algas verdes Chlorophyta, que
compreende uma enorme variedade morfoldgica, tendo organismos unicelulares

flagelados ou cocoides, filamentosas, podendo ser ramificadas ou ndo, cenociticas e



membranosas (HOEK; STAM; OLSEN, 1988). Atualmente, a familia Selenastraceae
vem passando por uma revisdo taxondmica (GARCIA DA SILVA et al., 2017,
KRIENITZ; BOCK, 2012). Por apresentar uma morfologia simples, espécies cripticas e
possuirem individuos altamente plasticos, elas podem ser identificadas erroneamente em

nivel de género (FAWLEY et al., 2005).

O conhecimento atual da diversidade especifica da familia Selenastraceae em
ecologia é escasso, embora sejam espécies abundantes nos mais diversos habitats. A
delimitacdo das microalgas por muito tempo foi baseada em caracteres morfologicos. A
partir de avancos metodoldgicos, técnicas moleculares tém sido empregadas na tentativa
de uma delimitacdo mais coerente (GARCIA DA SILVA et al.,, 2017; KRIENITZ et al.,
2001; MCCOURT et al., 1995). No entanto, os estudos moleculares filogenéticos muitas
vezes revelam espécies cripticas (espécies morfologicamente indistinguiveis e
geneticamente diferentes), mas ndo definem claramente quais as diferencas nas
sequéncias detectadas sdo suficientes para delimitar de espécies diferentes (MALAVASI

etal., 2016)

A dificuldade na delimitacdo de espécie na Familia Selenastraceae se deve
principalmente a reproducdo assexuada e a baixa variacdo morfolégica, assim como em
outros grupos de microalgas. Durante um tempo, as floragcdes de fitoplancton foram
consideradas monoclonais ou com baixa diversidade genética (LEBRET et al., 2012). No
entanto, estudos recentes mostraram alta diversidade genética intraespecifica em espécies
marinhas e limnicas dificultando a identificacdo correta das espécies (LEBRET et al.,
2012; LOGARES et al., 2009; RYNEARSON; ARMBRUST, 2005). Além disso,
diferencas genéticas nas populagdes podem levar a variagdes fenotipicas importantes para
as caracteristicas fisioldgicas e ecologicas de uma determinada espécie (LEBRET et al.,

2012).



A problematica da delimitacdo de espécie mostra a necessidade de solucionar o
problema. Alguns métodos j& foram testados, tais como identificacdo morfoldgica,
genética e bioquimica, os quais mostraram espécies cripticas. No entanto, a plasticidade
fenotipica, que reflete respostas fisiologicas dos organismos, ainda é pouco considerada.
O estudo de espécies fisioldgicas por meio da plasticidade fenotipica pode auxiliar na
taxonomia das espécies por: 1) considerar a variagdo morfologica frente as variacoes
ambientais, ampliando as faixas de tamanho dos organismos, frequentemente descritas
para poucos individuos e em uma condicdo ambiental, e 2) incluir além da diversidade
genética, a diversidade funcional das microalgas para uma taxonomia mais robusta e que

reflita a real diversidade das microalgas.
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HIPOTESES

(A) Por meio da plasticidade fenotipica, supde-se que fatores abidticos possam alterar a
fisiologia de microalgas da familia Selenastraceae causando alteragdes morfoldgicas que

podem ser importantes para a taxonomia morfol6gica desses organismos.

(B) Diante da plasticidade fenotipica (como respostas as variacdes ambientais), supomos
que cepas da mesma espécie adotem estratégias semelhantes. Sendo assim, elas se
agrupam através das diversas respostas fisioldgicas acessadas por meio da morfologia

e/ou bioguimica.

(C) Dados fisioldgicos (morfologicos e bioquimicos) auxiliam na delimitacéo de espécie,

através de uma abordagem mais robusta.



OBJETIVOS GERAIS

Investigar como os fatores ambientais (temperatura, pH e nutrientes) atuam na fisiologia
das espécies da familia Selenastraceae, através das respostas plasticas, e como podem
influenciar na taxonomia do grupo. Além disso, discutir se as respostas fisioldgicas

auxiliam para uma taxonomia mais robusta e que reflita a real diversidade das microalgas.

Objetivos Especificos

1- Analisar a plasticidade morfoldgica das espécies em diferentes condigdes ambientais

para conhecer as possiveis implicaces taxonémicas.

2- Verificar se as respostas fisioldgicas (respostas plasticas morfolégicas e bioquimicas)
diante das variacbes de pH, temperatura e nutrientes, podem assemelhar ou
diferenciar os géneros morfologicamente mais semelhantes (Selenastrum Reinsche

Messastrum TS. Garcia) e espécies do género Kirchneriella Schmidl.

3- Usar as espécies fisiologicas para delimitar espécies, associadas a uma abordagem
integrativa, que unird dados do comportamento fisiologicos: caracteristicas

bioquimicas e morfologicas.



CAPITULO 1

1 A IMPORTANCIA DA ABORDAGEM INTEGRATIVA E DA
PLASTICIDADE FENOTIPICA PARA A DELIMITACAO DE

ESPECIES EM MICROALGAS VERDES

Abstract

Species delimitation is not an easy task due to divergences and major issues regarding the
concept of species. In this context, some green microalgae from the Chlorophyceae class
pose a great challenge as they present predominant asexual reproduction, morphological
plasticity, and a simple morphology that enables the occurrence of many cryptic
morphological species. Owing to technological and methodological advances, new tools
are now being used for species delimitation, such as molecular, biochemical, and
phylogenetic data. However, it is often the case that they are not always sufficient when
used alone. This is especially true because microalgae can undergo constant
morphological, physiological, and behavioral changes in the face of environmental
variations, due to phenotypic plasticity. However, these changes can also be promoted by
natural selection on genetic differences of these asexual populations. Therefore, an
integrative approach, including the phylogenetic diversity and phenotypic plasticity on
morphological, physiological and ecological traits, is important to propose more robust

species delimitation that also preserves the functional diversity within microalgae species.



1.1 Introduc¢ao

Nos ultimos anos, discussdes sobre politicas de conservacao, em diferentes niveis
geopoliticos, tém sido recorrentes a fim de estimar os parametros de biodiversidade desde
o nivel populacional até a escala de biomas inteiros. A espécie € a unidade fundamental
para esta analise, no entanto existem divergéncias e grandes questdes que envolvem tal
conceito. Apesar do papel central que as espéecies desempenham como principais
indicadores de biodiversidade, a definicdo técnica em torno deste termo continua
paradoxalmente controversa entre os bidlogos. Na pratica, a definicdo de limites da
espécie esta, muitas vezes, longe de ser simples (DE QUEIROZ, 2007). Esta definicédo é
complicada devido a aplicacdo de diferentes conceitos de espécie e tem sido fortemente
influenciada por novos tipos de dados, os quais se tornaram disponiveis ao longo do

tempo com os avancos tecnolégicos e metodologicos (MALAVASI et al., 2016).

Nesta revisdo, abordaremos as principais dificuldades relacionadas a delimitacéo
de espécies considerando o caso das microalgas verdes. Retomaremos 0s problemas
gerais para determinacdo de espécies na biologia, passando pelos principais problemas
encontrados nas microalgas verdes, finalizando com sugestdes para que possamos
avancar na delimitacdo especifica das microalgas, além de considerar sua diversidade
funcional. Para tanto, abordaremos os seguintes tépicos: (1) o conceito de espécie; (2)
delimitacdo de espécie em microalgas verdes e suas dificuldades: plasticidade fenotipica
e selecdo natural; e (3) abordagem integrativa: uma possivel abordagem para o

aprimoramento da delimitacdo de espécies em microalgas.



1.2 O conceito de espécie

A taxonomia é a ciéncia que nomeia, classifica e organiza os seres vivos em
diferentes grupos de acordo com caracteristicas compartilhadas, tendo sido desenvolvida
pelo cientista (botanista) sueco Carolus Linnaeus no século XVIII. Dentro da taxonomia
temos diversas divisdes desde dominio até subespécie. Embora muitos grupos sejam
artificiais, a definigdo de “espécie” ¢ fundamental, uma vez que € a unidade taxondmica
basica para determinar a diversidade dos organismos. Questbes acerca da correta
definicdo desse termo surgem naturalmente, uma vez que podem ser observadas variacdes

continuas dentro de uma mesma “espécie” (MAYR, 2006).

A dificuldade em definir o termo espécie, associada a sua complexidade, tem
permeado e gerado debates na comunidade cientifica por séculos, fato conhecido como o
“problema das espécies” (AGAPOW et al., 2004; CLARIDGE; DAWAH, 1997;
DARWIN, 1859; KIMBEL; MARTIN, 1993; WILSON, 1999). Por exemplo, Darwin em
1859 ja havia percebido que a definicdo de espécie dificilmente iria satisfazer a todos os
naturalistas (BARBEROUSSE; SAMADI, 2010). O conceito mais utilizado, o de espécie
biologica de Mayr (MAYR, 1942), que avalia o intercruzamento entre individuos, ndo

pode ser aplicado a todos os grupos de organismos, tais como os de reproducao assexuada.

Ao longo dos anos, surgiram outros conceitos para delimitacdo de espécie, tais
como: (1) conceito de coesdo — proposto por Templeton (TEMPLETON, 1989) - esse
conceito combina isolamento reprodutivo, selecdo ecologica e compatibilidade
reprodutiva; estd relacionado com a coesdo fenotipica, que se constitui em agrupar
individuos com a mesma esséncia, no qual a populacdo é mais inclusiva; (2) conceito
evolutivo — proposto por Simpson (SIMPSON, 1990) - os individuos possuem um papel
evolutivo Unico, tendéncias e destino histérico; considera-se uma especie sendo uma

linhagem Unica, nas quais os descendentes mantém as caracteristicas do ancestral. (3)
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conceito ecologico — proposto por Van Valen (VAN VALEN, 1976) - implica que as
espécies pertencem ao mesmo nicho ecoldgico e dividem 0s mesmos recursos em suas
zonas adaptativas. (4) Filogenético — proposto por Cracraft (CRACRAFT, 1974) - o
“conceito filogenético” esta relacionado com as diferencas de caractere fixo, no caso 0s
organismos apresentam um grupo de caracteres diagnosticavel. Uma revisdo mais

detalhada desses conceitos foi elaborada por De Queiroz (DE QUEIROZ, 2007).

Além desses conceitos, temos o “conceito morfologico” (DU RIETZ, 1930), em
gue uma classe de organismos com caracteristicas morfoldgicas similares compde uma
populacdo de individuos da mesma espécie. Embora muito utilizado e ainda util, as
analises moleculares tém mostrado que ndo fornecem delimitacdo correta para muitas
espécies. Existem problemas na delimitacdo de espécies cripticas (espécies
morfologicamente  semelhantes e geneticamente diferentes), morfoespécies
(morfologicamente distintas e geneticamente iguais) e espécies que apresentam

plasticidade fenotipica em ambientes diversificados.

Todos o0s conceitos propostos tém fundamentos, mas geram Vvarios
questionamentos sobre suas eficiéncias na delimitacdo de espécie. No entanto, a
delimitacdo correta de espécie é importante para levantamentos de diversidade e
esclarecimento das relaces bioldgicas (processos de evolugdo, especiacdo e ecologia)
(DAYRAT, 2005; SKALOUD; RINDI, 2013). Além disso, para grupos de interesse
comercial, como é o caso das microalgas, a delimitagdo de espécies é importante para a
correta obtencdo de bioprodutos de interesse, tendo papel fundamental para questdes
comerciais e de saude publica (BOROWITZKA, 2016). Em relacdo as microalgas e
demais microrganismos, uma delimitacdo especifica eficiente pode ainda auxiliar em

projetos futuros para definicdo de bioindicadores utilizando dados de sequenciamento



massivo e andlise de nutrientes, metais e pesticidas nos ambientes aquaticos

(PAWLOWSKI et al., 2016).

1.3 Dificuldades na delimitacao de espécie em microalgas verdes:
plasticidade fenotipica e selecdo natural

Um dos grupos que se apresentam como grande desafio para a delimitagéo de
espécie sdo as microalgas verdes da classe Chlorophyceae. Esses organismos ocupam
diversos habitats, desde aguas doces, salobras e salgadas a ambientes terrestres, e
possuem diversas organizacdes celulares (LEWIS; MCCOURT, 2004; VAN DEN
HOEK; MANN; JAHNS, 1995). Compreendem algas unicelulares, cenobiais e
filamentosas, cujas caracteristicas como imobilidade na fase vegetativa, reproducédo
assexuada predominante e formas com variacGes dentro de uma morfologia limitada
(HOEK; STAM; OLSEN, 1988; KRIENITZ; BOCK, 2012), prejudicam a identificacdo

das espécies (GARCIA DA SILVA et al., 2017).

Muitas das microalgas verdes descritas sdo morfoespécies que sdo consideradas
espécies distintas por apresentarem fendtipos diferentes, embora, geneticamente sejam
iguais (MCCOURT et al., 1995), mas o contrario também é comum. A variacao
morfoldgica, de certo modo restrita para alguns grupos, facilita a ocorréncia de muitas
espécies cripticas (FAWLEY et al., 2005). Frequentemente, para alguns taxons
encontramos varios morfotipos para um Unico filotipo, o que dificulta sua identificacdo
em levantamentos de diversidade fitoplancténica (KRIENITZ et al., 2001). Por exemplo,
Lewis e Flechtner (2004) analisaram 9 cepas da cloroficea Scenedesmus de locais
diferentes na América do Norte. Por meio de analises genéticas, foi possivel separar as

cepas em trés grupos distintos, apesar das células serem morfologicamente semelhantes.



Muiller (2005) em trabalho similar com 29 cepas de microalgas verdes, identificadas como
Chlorella wvulgaris, observou que a variacdo genética entre as cepas estudadas
compreendia 11 gendtipos diferentes. Desses gendtipos diferentes, 5 espéecies eram
cripticas, ou seja, morfologicamente idénticas. E interessante ressaltar que para este
estudo as cepas utilizadas tiveram todas a mesma origem, foram isoladas da mesma cepa,
porém foram distribuidas em diferentes bancos de cultivos de varios paises, cada qual
com seus metodos de cultivos. Ele alertou sobre a necessidade de armazenar e registrar
corretamente as cepas, uma vez que variagdes fisiologicas e bioquimicas também podem
corresponder a diferencas gendmicas. Nesse mesmo estudo, ficou claro que as variacdes
fisiolégicas e bioquimicas podem ocasionar variacbes gendmicas, demonstrando a
necessidade de um estudo mais detalhado sobre a delimitacdo de espécie, levando em

consideracao as variagdes de cultivos.

As alteracdes no ambiente de determinada espécie, de origem bidtica ou abidtica,
naturais ou ndo, sdo sempre uma fonte em potencial para selecdo direcional de uma
populagdo (HOUGHTON et al.,, 2001), podendo impulsionar respostas evolutivas
(genéticas) e plasticas (GIENAPP et al., 2008). Quando uma espécie sofre pressdes
ambientais incomuns, ela pode responder de quatro formas: 1) migracao; 2) aclimatacéo;
3) adaptacéo; 4) morte (SCHAUM; COLLINS, 2014). Segundo Gienapp et al. (2008) e
Davis et al. (2005), quando uma espécie se aclimata, ela sobrevive as novas condi¢Bes
ambientais impostas através da plasticidade fenotipica, sem, contudo, alterar sua
constituicdo genética. Por outro lado, quando ocorre adaptacdo as novas condigdes no
ambiente, essa se da por meio de mudancas genéticas através do processo de selecédo
natural.

Sabendo que as microalgas podem passar por constantes variacdes morfoldgicas,

genéticas e fisioldgicas diante das variagbes ambientais, é necessario entender os



processos que causam essas Vvariagches para entender como elas podem afetar a
delimitacdo especifica em microalgas. Dessa forma, a seguir trataremos duas causas
principais destas variagdes em microalgas: plasticidade fenotipica e selecao natural.

A plasticidade fenotipica € vital para a sobrevivéncia das espécies diante de
perturbacdes ambientais, de tal forma que a capacidade dos organismos expressarem
variacdes fenotipicas € uma caracteristica basica da vida (KRISMER et al., 2017). Em
geral, plasticidade fenotipica ocorre quando um genotipo individual assume
caracteristicas particulares em um ambiente diferente do de origem. Assim, essas
alteracdes das caracteristicas do individuo associadas a plasticidade fenotipica em uma
populacdo ndo tém origens genéticas, mas sim ambientais, de tal forma que a
variabilidade é intragenotipica (BRADSHAW, 1965).

Para Bradshaw (1965), a plasticidade fenotipica pode se manifestar de duas
formas: a morfoldgica e a fisiologica; uma vez que todas as mudancas nas caracteristicas
do individuo sdo de origem fisioldgica, logo, toda plasticidade é fisiologica. Quando o
fenotipo é alterado devido a uma mudanca ambiental, trata-se de uma resposta plastica,
que pode ser desenvolvimental ou labil (adaptavel). A plasticidade desenvolvimental
ocorre durante a formacdo do individuo, estas alteraces estdo ligadas as caracteristicas
ndo reversiveis (ex. caracteristicas morfoldgicas permanentes). Esse conceito serve para
qualquer alteracdo fenotipica observada no ambiente, que tem como resposta uma
adaptacdo genética a alteracGes ambientais. Sendo assim, se um caractere for variavel, a
selecdo deve manter essa variabilidade (SMITH-GILL, 1983). Por outro lado, na
plasticidade labil as mudancas fenotipicas ocorrem durante toda a vida Gtil do individuo
e podem ser reversiveis (e.g., alteracGes fisioldgicas, comportamentais e morfologicas
ndo permanentes), podendo futuramente a populacdo apresentar adaptacfes genéticas e

fluxo génico (CRISPO, 2008).



Identificar quando a plasticidade é desenvolvimental (sele¢do natural) ou labil ndo
é uma tarefa simples. Por exemplo, Rebolloso-Fuentes et al. (2001) observou que
microalgas Phaeodactylum tricornutum, quando submetidas a quantidades diferentes de
luz, apresentaram como respostas plasticas aumento de biomassa e diminuicdo de
lipidios. Pefia-Castro et al. (2004) observaram que a espécies do género Scenedesmus
alteram sua morfologia quando sdo submetidas a diferentes concentracbes de metais
pesado. Hessen e Van Donk, (1993) perceberam mudancgas morfoldgicas em espécies de
Scenedesmus na presenca de predadores. Estes casos podem ser identificados tanto como
plasticidade desenvolvimental quanto labil. A forma de saber o tipo de plasticidade
baseia-se em avaliar se as alteracdes sdo reversiveis quando as células sdo submetidas ao
ambiente inicial ou se houve mudanca genética quando comparado com a populagédo

inicial.

A plasticidade fenotipica desempenhou um papel central nos estudos de respostas
evolutivas as mudangas ambientais, incluindo a evolucdo da diversidade (WEST-
EBERHARD, 2005). A plasticidade fenotipica e as variacGes genéticas sdo consideradas
as Unicas respostas viaveis para as mudancas ambientais repentinas, drasticas ou até
mesmo lentas (PIGLIUCCI, 2005) e ambas podem caminhar juntas em alguns casos.
Dentro de uma visdo tradicional, a plasticidade pode promover ou retardar futuras
divergéncias genéticas, prevendo assim a acdo da selecdo natural (CRISPO, 2008;

SCHLICHTING; PIGLIUCCI, 1998; WRIGHT, 1931).

Para Crispo (2008), uma visdo alternativa € a de que as respostas plasticas
permitem a colonizagdo e a persisténcia diante de alteracbes ambientais ou a novos
ambientes, mas aumentam as possibilidades para divergéncia genéticas futuras. Existem

varias evidéncias de que a plasticidade fenotipica pode ser um trampolim para a selecédo
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natural e levar a diversificagdo taxonémica (CONOVER; SCHULTZ, 1995; CRISPO,

2008; WEST-EBERHARD, 1989, 2005).

Schaum e Collins (2014) testaram varias linhagens de Ostreococcus da colegédo
“Roscoff Culture Collection and the Plymouth Marine Laboratory” sob quatro
concentragdes de CO», variando de 430 ppm a 1000 ppm. As linhagens vinham de varios
ambientes que foram classificados como mais ou menos flutuantes (variacOes
ambientais). Com base nos resultados, eles demonstraram que uma linhagem de
Ostreococcus, advinda de um ambiente flutuante de ancestrais mais plasticos, se
desenvolvia melhor em altas concentragdes de CO> do que linhagens de ancestrais menos
plasticos. Logo, podemos considerar que a plasticidade do ancestral € um bom indicador
de respostas evolutivas, uma vez que a plasticidade pode facilitar a evolu¢do (LANDE,
2009). Além disso, foi possivel observar que as linhagens com maior plasticidade
ancestral diminuem sua plasticidade ao longo do tempo. De fato, eles observaram que
apos 400 geracdes de selecdo no maior nivel de concentracdo de COg, as linhagens
selecionadas ndo conseguiram sucesso no ambiente ancestral. A perda de plasticidade de
algumas linhagens quando submetidas a diferentes pressbes ambientais pode ser
justificada pelo fato de que algumas delas diminuem sua plasticidade para limitar seu
custo, enquanto permanece plastica o suficiente para sobreviver em um ambiente

flutuante (BRADSHAW, 1965).

Segundo Draghi e Whitlock (2012), as popula¢es com mais individuos plasticos
tém mais chances de se adaptar a novos ambientes e mudancas ambientais. Nesse caso, a
populacdo se mantém com altos niveis de plasticidade individual, geneticamente, para
manter e produzir variagdes fenotipicas (GOMEZ-MESTRE; JOVANI, 2013). De
maneira geral, € mais benéfico que os organismos se mantenham plasticos ao invés de se

adaptarem geneticamente a um local diante das variagdes ambientais. A plasticidade é
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benéfica nas situacdes em que: (a) os ambientes sdo espacialmente ou temporariamente
heterogéneos; (b) as variacbes ambientais sdo previsiveis; (c) e pelo fato de as respostas
plasticas serem tdo rapidas quanto as mudangas ambientais (ALPERT; SIMMS, 2002;

PADILLA; ADOLPH, 1996).

Mas quando e como saber se as respostas de uma populacdo sdo plasticas ou séo
frutos de selecdo natural diante de variagcGes ambientais? Podemos observar isso por trés

meios: 1) analises genéticas; 2) teste de reversibilidade; 3) curva de crescimento.

1) As analises genéticas podem apontar se houve modificacfes genéticas nas geracdes
apés o estresse ambiental. O AFLP (do inglés, Amplified Fragment Length
Polymorphism), técnica descrita por Vos et al. (1995), tem sido bastante utilizado para
essa finalidade. Ele permite a anélise simultanea de muitos locais amplamente espalhados
por todo o genoma, sem conhecimento prévio da sequéncia dos organismos em estudo
(MUELLER; WOLFENBARGER, 1999; MULLER et al., 2005, 2007). E uma técnica
sensivel e confiavel para resolver diferengas entre isolados da mesma espécie em uma
variedade de taxons. Essa técnica é usada para avaliar selecdo em microalgas (DAY et
al., 2005; MULLER et al., 2005, 2007) e em outros grupos de microrganismos como
fungos (MAJER et al., 1996; MUELLER; LIPARI; MILGROOM, 1996; ROSENDAHL;

TAYLOR, 1997; WANG et al., 2010).

2) O teste de reversibilidade consiste em analisar se 0 comportamento, a morfologia e a
fisiologia de uma populagéo diante das variagdes ambientais séo resultado de respostas
plasticas ou selegdo natural. Quando uma populagdo F1 (ver Figura 1) é submetida a um
estresse ambiental, ela pode responder de duas maneiras: aclimatando-se ao ambiente
(resposta plastica, F2) ou adaptando-se a este (resposta genética, F2”). Para saber qual a

resposta da geracdo (F2 ou F2’) é necessério retornar essa populacdo aclimatada ou
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adaptada ao ambiente de origem. Se a populacdo tiver as mesmas caracteristicas da
geracdo F1, temos uma resposta de plasticidade fenotipica (F2), se for diferente, ou até

mesmo ndo conseguir sobreviver o resultado é uma selegdo natural (F2”) (Figura 1.2).

Figura 1.1 - Esquema representativo do comportamento de uma populagdo frente as alteragdes ambientais.
Se as alteracBes sdo por plasticidade fenotipica (populagdo F2), o retorno ao ambiente original leva ao
retorno das caracteristicas da populacdo F1. Se ocorre selecdo natural, ap6s o retorno da populacdo

selecionada (populagdo F2’) ao ambiente original, esta permanece diferente da populacao F1.

Plasticidade Fenotipica

/‘\ POpUIagéo
F2

Fenotlplca

Populagao Alteragoes Alteragoes na
DDDDD Populagao
Ambientais
Genetlca Populagao

Selecao Natural

Fonte: Elaborada pelo autor.

3) O sucesso de sobrevivéncia da populagdo ao novo ambiente depende mais das respostas
plasticas do que da selecdo natural. Isso porque a plasticidade permite que os individuos
de uma populagdo tenham respostas simultaneas e rapidas, enquanto a selecdao natural
depende da variacdo genética entre os individuos ou possiveis mutacfes que podem surgir
(CRISPO, 2008). O crescimento de microalgas segue o modelo exponencial, o qual pode
ser dividido em trés fases: aclimatacdo, exponencial e estacionaria. Quando uma
populacdo é submetida a uma alteracdo ambiental e a resposta € plastica, os individuos
tendem a um crescimento lento na fase de aclimatacao, sem queda abrupta no nimero de
individuos ou com pequenas oscilagdes de crescimento. Sem plasticidade, as células que

ndo estdo aptas ao novo ambiente podem permanecer vivas por um tempo, mas morrem
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posteriormente. Se a maior parte da populacéo ¢ afetada, ocorre uma queda acentuada na
curva de crescimento, seguida de crescimento mais lento (Figura 1.2). Assim, propomos
aqui a observacao diaria da curva de crescimento para as microalgas, que pode indicar se

estd ocorrendo plasticidade fenotipica ou selecdo natural (Discutido no Capitulo 2).

Figura 1.2 - Esquema representativo de uma populagdo submetida a estresse ambiental. As diferentes
respostas no crescimento da populacdo podem sugerir presenca de plasticidade fenotipica, quando corre
crescimento rapido, sem (curva A) ou apds (curva B) fase de laténcia (fase lag), ou selecdo natural, quando

h& queda abrupta dos individuos da populacéo apds a fase de laténcia (curva C).

Plasticidade
Fenotipica

Populagio Estresse
F1 Ambiental

Fonte: Elaborada pelo autor.

Alguns estudos biotecnoldgicos se propdem a produzir novas cepas de microalgas
para fins comerciais utilizando varios estresses ambientais para a selecdo de cepas
geneticamente distintas. Por exemplo, na colecdo de microalgas do Instituto de Pesquisa
Pesqueira de Taiwan (Tung-Kang, Ping-Tung, Taiwan), uma cepa de Chlorella sp. foi
submetida por varias vezes a altas temperaturas, por varias geragdes, obtendo uma nova
cepa da espécie nomeada Chlorella sp MTF-7 (Chlorella mutante) (CHIU et al., 2011).
Esse experimento nos ajuda a entender duas situacdes: a) provavelmente na populacdo
das células de Chlorella sp havia células plasticas, com potencial para sobreviver a altas

temperaturas. O processo de sele¢do natural ocorreu gradualmente quando as células
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foram submetidas a temperaturas cada vez maiores. Quando submetidas novamente a
temperaturas variaveis, incluindo a temperatura do ambiente original, estas néo
retornaram as suas caracteristicas antigas, sendo assim considerada uma nova cepa, por
meio da selecdo natural; b) existe um custo, portanto a plasticidade se mantém quando é
mais benéfico para os organismos. Neste caso, é caro manter a plasticidade (PRICE,
2006), por estar a varias geracGes sob 0 mesmo tipo de estresse e ser um ambiente

homogéneo.

Krismer et al. (2017) avaliou até que ponto 0s mecanismos genéticos em
Chlamydomonas reinhardtti sdo capazes de produzir variacdo fenotipica a nivel celular,
em casos de reducdo de nitrogénio, e observaram as variagdes fisioldgicas e morfologicas.
Os autores utilizaram uma cepa selvagem de C. reinhardtii (CC-1690) e duas populacdes
isoclonais (ANC3 e ANC5) isoladas a partir da CC-1690. As trés cepas foram mantidas
sob diferentes regimes de limitagdo de nitrogénio por nove dias. Krismer et al. (2017)
mostraram que a populacao selvagem CC-1690 apresentou uma maior variagdo fenotipica
que as populagbes isoclonais. Entretanto, as culturas isoclonais mostraram maior
sincronicidade em sua resposta fenotipica. Esse resultado demonstra que a diversidade
genética tende a manter ou aumentar sua variacdo fenotipica entre as células de uma
populacdo sob estresse, enquanto a variagdo fenotipica ndo genética (plasticidade) tende

a ser mais limitada, quando comparada com a variacdo de origem genética.

Por outro lado, Chandller et al. (2019) realizaram estudos com dez cepas da
bactéria Pseudomonas aeruginosa provenientes de varios bancos de cultivo do mundo.
Eles mostraram que 95% dos genes eram idénticos para todas as cepas e sugeriram que
as diferencas fenotipicas ndo estdo relacionadas com as diferencas gendmicas, e que,
portanto, outras diferencas potenciais na transcricdo e traducdo podem ser responsaveis

pela variagdo fenotipica observada. Anélises de genes reguladores ndo revelaram
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nenhuma alteragcdo no genotipo correlacionada com as variagdes observadas no fenétipo.
Em conclusdo, os autores sugerem que as cepas de P. aeruginosa, mantidas
individualmente, podem passar por microevolucéo continua, o que pode influenciar tanto
as andlises genotipicas quanto fenotipicas. Embora esse estudo ndo seja com microalgas,

0 conceito se aplica.

Conhecendo melhor os processos que envolvem as mudangas morfoldgicas,
genéticas, fisioldgicas e comportamentais, podemos aprimorar os trabalhos taxondmicos
que ndo levam em consideracdo as variagcbes ambientais. Tanto ampliando as faixas de
tamanhos e morfotipos dos individuos ou perfis quimiotaxondmicos em delimitacdes
genéticas, como utilizando os dados de plasticidade fenotipica para verificar potenciais
sobreposicGes ou separacfes de nichos em espécies filogenéticas. Dessa forma,
compreendemos que as ferramentas utilizadas para delimitacdo de espécie precisam levar

em consideracao as respostas da populacdo diante de mudancas ambientais.

1.4 Abordagem integrativa: uma possivel abordagem para o
aprimoramento da delimitagdo de espécies em microalgas

A dificuldade para a delimitacdo de espécies de microalgas verdes tem estimulado
revisdes taxonémicas para este grupo, principalmente pelo fato de as espécies mudarem
seu fendtipo ou sofrerem mudancas genéticas e muitas serem espécies cripticas. O sistema
de classificagdo morfolégico com critérios fenotipicos tem sido substituido por uma nova
classificacao filogenética (KRIENITZ; BOCK, 2012), sendo, em alguns casos, auxiliados
por caracteristicas morfoldgicas e genéticas (KRIENITZ; BOCK, 2012; LELIAERT et
al., 2012; LINDELL, 2014). Carstens et al. (2013) observaram que inferéncias a respeito

da delimitacdo de espécies baseadas em dados genéticos, por si sO, sdo insuficientes e
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inadequadas. Por outro lado, essas inferéncias devem considerar a historia de vida,
distribuicdo geografica, morfologia e comportamento. Em um contexto taxonémico,
informacdes de sequéncias de DNA ndo devem ser utilizadas como indicadores de
delimitacdo de espécie sem que haja o apoio de evidéncias baseadas em outras técnicas

(MALAVASI et al., 2016).

Diante da complexidade em delimitar espécies de microalgas verdes (KRIENITZ
etal., 2001), devido as diferentes formas e respostas fisioldgicas, é preciso construir uma
ligacdo entre os diversos campos de conhecimento que fornecam dados sobre diferentes
caracteres de determinada espécie. No caso de microalgas, durante muito tempo somente
o critério morfoldgico fora utilizado. No entanto, hoje sabemos que muitas espécies
possuem plasticidade fenotipica e que ocorrem espécies cripticas. Desse modo, para a
delimitacdo de espécie de microalgas propomos o uso de uma abordagem integrativa, em
que diferentes ferramentas podem ser utilizadas para delimitar espécies (Figura 3) de um
modo mais robusto. Além disso, a abordagem integrativa considerando a plasticidade
fenotipica permite o conhecimento e preservacdo de uma diversidade funcional muitas

vezes ndo observada pelo estudo de marcadores moleculares.

A abordagem integrativa foi proposta inicialmente por Dayrat (2005) e Will et al.
(2005), os quais propuseram o uso de diferentes fontes de evidéncias para delimitar uma
espécie. Essa préatica taxonémica implica na utilizacdo de varios conceitos de espécie, tais
como morfoldgico, genético, fisiologico e ecoldgico (CARON; HU, 2019), sendo,

portanto, mais abrangente do que a taxonomia polifasica.

No caso das microalgas, além de usar esses caracteres é necessario compreender
os fatores que possam influencia-los. Os fatores (a)bidticos causam as principais

interferéncias, uma vez que afetam a fisiologia das microalgas, a qual esta relacionada
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com todos os outros caracteres. As mudancas causadas na fisiologia podem gerar
respostas plasticas (BRADSHAW, 1965), interferindo na morfologia, alterando a

composicao bioquimica e o metabolismo celular.

Para Schlick-Steiner (2010) existem trés situacGes que impulsionam a taxonomia
integrativa: 1) quando ha falhas nos dados morfoldgicos, e se torna necessaria a aplicacao
de outros conceitos taxonémicos; 2) em situacfes que, embora os dados morfologicos
estejam coerentes, outras ferramentas tornem o processo de identificacdo mais rapido; e
3) a juncdo de varias disciplinas para identificacdo de uma espécie ajuda a taxonomia ir
além de nomeacdes de espécies, permite a compreensdo dos processos que envolvem uma

“espécie”.

A taxonomia integrativa ndo substitui a taxonomia tradicional (AGNARSSON;
KUNTNER, 2007; HEY et al., 2003), ela permite que a jungdo de varias disciplinas na
delimitacdo de espécies forneca melhores dados para compreender a biodiversidade,
podendo esta diminuir ou aumentar o numero de espécies descritas (DAYRAT, 2005).
Por exemplo, Bendif et al. (2011) estudaram quatro géneros da familia Pavlovophyceae
(que compreende treze espécies) utilizando uma abordagem integrativa de dados
morfolégicos, moleculares e bioquimicos. Os dados moleculares agruparam espécies que
antes eram identificadas como distintas (Pavlovagyrans e Pavlovapinguis), e identificou
quatro clados distintos. Com os dados das caracteristicas morfolégicas e bioquimicas
criou se uma assinatura especifica para cada um dos grupos que estavam associadas aos
dados moleculares. Esse estudo, além de conseguir separar as especies e associar com as
caracteristicas moleculares, morfoldgicas e bioquimicas, permitiu uma compreensédo

sobre a ecologia do grupo.
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Embora a abordagem integrativa seja uma ferramenta aparentemente
descomplicada, é necessario seguir algumas praticas para sua aplicacéo: a) ndo identificar
as espécies que serao estudadas, para que nao haja nenhuma hipotese prévia; b) trabalhar
com cluster de agrupamentos, seja por dados morfologicos, bioquimicos ou genéticos,
que por sua vez serdo usados para testar as hipoteses; ¢) sempre que possivel utilizar
dados de genética de populacdo; d) por fim, depois da juncdo dos diferentes caracteres
obtém-se uma hipotese, sendo significativa se 95% dos dados forem correspondentes
(SCHLICK-STEINER et al., 2010). Esse tipo de abordagem pode ser aplicado em
diferentes grupos, como de bactérias e fungos (DAS et al., 2014; SHARMA; POLKADE;
SHOUCHE, 2015), espécies de invertebrados (KRUG et al., 2013) e vertebrados

(BHULLAR et al., 2015).

Em relacdo a eficiéncia das diferentes ferramentas para aplicacdo da abordagem
integrativa em microalgas, é possivel notar que nos ultimos anos a utilizacdo de dados
genéticos, como sequéncias de DNA, tem sido vista como uma solucdo bastante
conveniente para os problemas de definicdo de espécie, sendo utilizada na Gltima década
como uma ferramenta segura para esse fim (MALAVASI et al., 2016). No entanto, a
delimitacdo filogenética também tem seus problemas, por exemplo, resultados diferentes
emergem com diferentes métodos de bioinformatica, ou diferentes marcadores podem ser

discordantes (DARIENKO et al., 2015; MALAVASI et al., 2016).

A diversidade filogenética em microalgas é muito ampla e reflete em uma gama
igualmente ampla de metabolismos e propriedades bioquimicas (FINKEL et al., 2016).
Outro campo que pode auxiliar na delimitacdo de espécie é o bioquimico, a diversidade
genética resulta em diversidade bioquimica (KIM; CHOJNACKA, 2015). Para
Borowitzka (2016), os avan¢os em metaboldmica e protebmica também impactardo nosso

entendimento sobre o que é uma especie em microalgas. Alguns dados
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quimiotaxondmicos tém sido utilizados para taxonomia de algas, por exemplo, os
espectros de FTIR-ATR (do inglés, Attenuated Total Reflectance) (DE MORAES;
VIEIRA, 2014), proteinas caracterizadas por MALDI-TOF (LEE et al., 2015; MELLO et

al., 2017), ou acidos graxos por GC-MS (LANG et al., 2011).

A abordagem integrativa permite a aplicacdo de um conceito de espécies mais
robusto para as diferentes areas da biologia (BITTNER et al., 2010). Por exemplo, a
diversidade ecoldgica pode ser mais importante para planos de conservagdo do que a
diversidade genética de um marcador especifico; as diversidades fisioldgica e bioguimica
podem ser importantes para decisfes sobre manutencao de diferentes cepas em bancos de
cultivo. Por exemplo, Borowistzka (2016) cita varios trabalhos que reportaram variacdes
fisiologicas e bioquimicas importantes em isolados ou cepas “da mesma espécie” de
diatoméaceas, dinoflagelados e haptofitas. Para Brodie et al. (2017), nos proximos anos
sera fundamental que ficologistas utilizem novos métodos cientificos para identificar as

variedades e as varia¢des na delimitacdo de espécie.

1.5 Consideracgoes finais

As microalgas tém uma diversidade de espécies incalculavel. Por terem, na
maioria das vezes, reproducdo assexuada, muitas espécies cripticas e serem altamente
plasticas sdo um desafio para a delimitacdo de espécie. As alteracbes ambientais exercem
um papel fundamental nas alteracbes morfologicas, genéticas, bioquimicas e em suas
relagbes ecoldgicas. E de extrema importancia compreender o papel da plasticidade
fenotipica e da sele¢do natural na delimitacdo de espécie, uma vez que estes podem levar
a uma identificacdo errénea, podendo superestimar ou subestimar a biodiversidade deste

grupo. Além disso, 0s interesses comerciais e farmacéuticos por microalgas tém sido
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crescente, de tal forma que sua identificacdo correta passa a ser uma questdo de saude
publica. Em relacdo as questdes taxondmicas, acreditamos que seja mais vantajoso ter
conhecimento sobre as relacdes que envolvem a delimitacdo de espécie do que um
levantamento numérico de diversidade deste grupo. Para tanto uma abordagem
integrativa permite um conhecimento amplo sobre a delimitacdo de espécies de

microalgas.

21



1.6 Referéncias

AGAPOW, P. M. et al. The impact of species concept on biodiversity studies. Quarterly

Review of Biology, v. 79, n. 2, p. 161-179, 2004.

AGNARSSON, I.; KUNTNER, M. Taxonomy in a changing world: seeking solutions for

a science in crisis. Systematic Biology, v. 56, n. 3, p. 531-539, 2007.

ALPERT, P.; SIMMS, E. L. The relative advantages of plasticity and fixity in different
environments: when is it good for a plant to adjust? Evolutionary Ecology, v. 16, n. 3,

p. 285-297, 2002.

BARBEROUSSE, A.; SAMADI, S. Species from Darwin onward. Integrative Zoology,

v. 5, n. 3, p. 187-197, 2010.

BENDIF, E. M. et al. Integrative taxonomy of the Pavlovophyceae (Haptophyta): a

reassessment. Protist, v. 162, n. 5, p. 738-761, 2011.

BHULLAR, B. A. S. et al. A molecular mechanism for the origin of a key evolutionary
innovation, the bird beak and palate, revealed by an integrative approach to major

transitions in vertebrate history. Evolution, v. 69, n. 7, p. 1665-1677, 2015.

BITTNER, L. et al. Some considerations for analyzing biodiversity using integrative

metagenomics and gene networks. Biology Direct, v. 5, p. 1-17, 2010.

BOROWITZKA, M. A. Systematics, taxonomy and species names: do they matter? In:
BOROWITZKA, M. A.; BEARDALL, J.; RAVEN, J. A. (Eds.). . The physiology of

microalgae. 1. ed. Cham: Springer International Publishing, 2016. p. 655-681.

BRADSHAW, A. D. Evolutionary significance of phenotypic plasticity in plants. In:

CASPARI, E. W.; THODAY, J. M. (Eds.). Advances in genetics. [s.l.] Academic Press,

22



1965. p. 115-155.

BRODIE, J. et al. The algal revolution. Trends in Plant Science, v. 22, n. 8, p. 726738,

2017.

CARON, D. A;; HU, S. K. Are we overestimating protistan diversity in nature? Trends

in Microbiology, v. 27, n. 3, p. 197-205, 2019.

CARSTENS, B. C. et al. How to fail at species delimitation. Molecular Ecology, v. 22,

n. 17, p. 4369-4383, 2013.

CHANDLER, C. E. et al. Genomic and phenotypic diversity among ten laboratory
isolates of pseudomonas aeruginosa PAO1. Journal of Bacteriology, v. 201, n. 5, p. 1-

18, 10 dez. 20109.

CHIU, S. Y. et al. Microalgal biomass production and on-site bioremediation of carbon
dioxide, nitrogen oxide and sulfur dioxide from flue gas using Chlorella sp. cultures.

Bioresource Technology, v. 102, n. 19, p. 9135-9142, 2011.

CLARIDGE, M. R.; DAWAH, H. A. Species: the units of biodiversity. 1. ed. [s.l.]

Springer Netherlands, 1997.

CONOVER, D. 0.; SCHULTZ, E. T. Phenotypic similarity and the evolutionary
significance of countergradient variation. Trends in Ecology & Evolution, v. 10, n. 6, p.

248-252, 1995.

CRACRAFT, J. Phylogenetic models and classification. Systematic Zoology, v. 23, n.

1, p. 71-90, mar. 1974.

CRISPO, E. Modifying effects of phenotypic plasticity on interactions among natural

selection, adaptation and gene flow. Journal of Evolutionary Biology, v. 21, n. 6, p.

23



1460-1469, nov. 2008.

DARIENKO, T. et al. Evaluating the species boundaries of green microalgae
(Coccomyxa, Trebouxiophyceae, Chlorophyta) using integrative taxonomy and DNA
barcoding with further implications for the species identification in environmental

samples. PLoS ONE, v. 10, n. 6, p. 1-31, 2015.

DARWIN, C. On the origin of species. published on, v. 24, 1859.

DAS, S. et al. Understanding molecular identification and polyphasic taxonomic
approaches for genetic relatedness and phylogenetic relationships of microorganisms.

Journal of Microbiological Methods, v. 103, p. 80-100, 2014.

DAVIS, M. A.; THOMPSON, K.; GRIME, J. P. Invasibility: the local mechanism driving
community assembly and species diversity. Ecography, v. 28, n. 5, p. 696704, out.

2005.

DAY, J. G. et al. Cryopreservation and conservation of microalgae: the development of
a Pan-European scientific and biotechnological resource (the COBRA project). Cryo-

Letters, v. 26, n. 4, p. 231-238, 2005.

DAYRAT, B. Towards integrative taxonomy. Biological Journal of the Linnean

Society, v. 85, n. 3, p. 407-415, 2005.

DE MORAES, G. P.; VIEIRA, A. A. H. Fourier transform infrared with attenuated total
reflectance applied to the discrimination of freshwater planktonic coccoid green

microalgae. PL0oS ONE, v. 9, n. 12, p. 1-21, 2014.

DE QUEIROZ, K. Species concepts and species delimitation. Systematic Biology, v. 56,

n. 6, p. 879-886, 2007.

24



DRAGHI, J. A.; WHITLOCK, M. C. Phenotypic plasticity facilitates mutational
variance, genetic variance, and evolvability along the major axis of environmental

variation. Evolution, v. 66, n. 9, p. 2891-2902, 2012.

DU RIETZ, G. E. The fundamental units of biological taxonomy. [s.l.] Svensk

Botaniska Foreningen, 1930.

FAWLEY, M. W. et al. Evaluating the morphospecies concept in the Selenastraceae

(Chlorophyceae, Chlorophyta). Journal of Phycology, v. 42, n. 1, p. 142-154, fev. 2005.

FINKEL, Z. V. et al. Phylogenetic diversity in the macromolecular composition of

microalgae. PLoS ONE, v. 11, n. 5, p. 1-16, 2016.

GARCIA DA SILVA, T. et al. Selenastraceae (Sphaeropleales, Chlorophyceae): rbcL,
18S rDNA and ITS-2 secondary structure enlightens traditional taxonomy, with
description of two new genera, Messastrum gen. nov. and Curvastrum gen. nov. Fottea,

v.17,n.1, p. 1-19, 1 abr. 2017.

GIENAPP, P. et al. Climate change and evolution: disentangling environmental and

genetic responses. Molecular Ecology, v. 17, n. 1, p. 167-178, 2008.

GOMEZ-MESTRE, I.; JOVANI, R. A heuristic model on the role of plasticity in adaptive
evolution: plasticity increases adaptation, population viability and genetic variation.

Proceedings of the Royal Society B: Biological Sciences, v. 280, n. 1771, 2013.

HESSEN, D. O.; VAN DONK, E. Morphological changes in Scenedesmus induced by
substances released from Daphnia. Archiv fur Hydrobiologie, v. 127, n. 2, p. 129-140,

1993.

HEY, J. et al. Understanding and confronting species uncertainty in biology and

25



conservation. Trends in Ecology and Evolution, v. 18, n. 11, p. 597-603, 2003.

HOEK, C.; STAM, W. T.; OLSEN, J. L. The emergence of a new chlorophytan system,
and Dr. Kornmann’s contribution thereto. Helgolander Meeresuntersuchungen, v. 42,

n. 34, p. 339-383, set. 1988.

HOUGHTON, J. T. et al. Climate change 2001: the scientific basis. Contribution of
working group | to the third assessment report of the Intergovernmental Panel on
Climate Change. New York, USA: The Press Syndicate of the University of Cambridge,

2001.

KIM, S.-K.; CHOIJNACKA, K. Marine algae extracts. Weinheim, Germany: Wiley-

VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, 2015.

KIMBEL, W. H.; MARTIN, L. B. (EDS.). Species, species concepts and primate

evolution. 1. ed. Boston, MA: Springer US, 1993.

KRIENITZ, L. et al. Traditional generic concepts versus 18S rRNA gene phylogeny in
the green algal family Selenastraceae (Chlorophyceae, Chlorophyta). Journal of

Phycology, v. 37, n. 5, p. 852-865, 2001.

KRIENITZ, L.; BOCK, C. Present state of the systematics of planktonic coccoid green

algae of inland waters. Hydrobiologia, v. 698, n. 1, p. 295-326, 2012.

KRISMER, J. et al. Single-cell mass spectrometry reveals the importance of genetic
diversity and plasticity for phenotypic variation in nitrogen-limited Chlamydomonas.

ISME Journal, v. 11, n. 4, p. 988-998, 2017.

KRUG, P. J. et al. Integrative species delimitation in photosynthetic sea slugs reveals

twenty candidate species in three nominal taxa studied for drug discovery, plastid

26



symbiosis or biological control. Molecular Phylogenetics and Evolution, v. 69, n. 3, p.

1101-1119, 2013.

LANDE, R. Adaptation to an extraordinary environment by evolution of phenotypic
plasticity and genetic assimilation. Journal of Evolutionary Biology, v. 22, n. 7, p.

1435-1446, 2009.

LANG, I. et al. Fatty acid profiles and their distribution patterns in microalgae: a
comprehensive analysis of more than 2000 strains from the SAG culture collection. BMC

Plant Biology, v. 11, n. 1, p. 124, 2011.

LEE, H. W. et al. Phylogenetic analysis of microalgae based on highly abundant proteins

using mass spectrometry. Talanta, v. 132, p. 630-634, 2015.

LELIAERT, F. et al. Phylogeny and molecular evolution of the green algae. Critical

Reviews in Plant Sciences, v. 31, n. 1, p. 1-46, 2012.

LEWIS, L. A.; FLECHTNER, V. R. Cryptic species of Scenedesmus (Chlorophyta) from
desert soil communities of Western North America. Journal of Phycology, v. 40, n. 6, p.

1127-1137, 2004.

LEWIS, L. A.; MCCOURT, R. M. Green algae and the origin of land plants. American

Journal of Botany, v. 91, n. 10, p. 1535-1556, 2004.

LINDELL, D. The genus Prochlorococcus, Phylum Cyanobacteria. In: ROSENBERG, E.
et al. (Eds.). . The prokaryotes: other major lineages of bacteria and the archaea. 4.

ed. Berlin, Heidelberg: Springer Berlin Heidelberg, 2014. p. 829-845.

MAJER, D. et al. The use of AFLP fingerprinting for the detection of genetic variation in

fungi. Mycological Research, v. 100, n. 9, p. 1107-1111, 1996.

27



MALAVASI, V. et al. DNA-based taxonomy in ecologically versatile microalgae: a re-
evaluation of the species concept within the coccoid green algal genus Coccomyxa

(Trebouxiophyceae, Chlorophyta). PLOS ONE, v. 11, n. 3, p. 0151137, 30 mar. 2016.

MAYR, E. Systematics and the origin of species, from the viewpoint of a zoologist.

New York: Columbia University Press, 1942,

MAYR, E. Uma ampla discussédo: Charles Darwin e a génese do pensamento

evolutivo moderno. [s.l.] Editora FUNPEC. Tradugédo, 2006.

MCCOURT, R. M. et al. Using rbcL sequences to test hypothesis of chloroplast and
thallus evolution in conjugating green algae (Zygnematales, Charophyceae). v. 995, p.

989995, 1995.

MELLO, R. V. etal. MALDI-TOF MS based discrimination of coccoid green microalgae

(Selenastraceae, Chlorophyta). Algal Research, v. 28, n. September, p. 151-160, 2017.

MUELLER, U. G.; LIPARI, S. E.; MILGROOM, M. G. Amplified fragment length
polymorphism (AFLP) fingerprinting of symbiotic fungi cultured by the fungus-growing

ant Cyphomyrmex minutus. Molecular Ecology, v. 5, n. 1, p. 119-122, 1996.

MUELLER, U. G.; WOLFENBARGER, L. L. R. AFLP genotyping and fingerprinting.

Trends in Ecology and Evolution, v. 14, n. 10, p. 389-394, 1999.

MULLER, J. et al. Distinction between multiple isolates of Chlorella vulgaris
(Chlorophyta, Trebouxiophyceae) and testing for conspecificity using amplified fragment
length polymorphism and ITS rDNA sequences. Journal of Phycology, v. 41, n. 6, p.

1236-1247, 2005.

MULLER, J. et al. Assessing genetic stability of a range of terrestrial microalgae after

28



cryopreservation using amplified fragment length polymorphism (AFLP). American

Journal of Botany, v. 94, n. 5, p. 799-808, 2007.

PADILLA, D. K.; ADOLPH, S. C. Plastic inducible morphologies are not always
adaptive: The importance of time delays in a stochastic environment. Evolutionary

Ecology, v. 10, n. 1, p. 105-117, jan. 1996.

PAWLOWSKI, J. et al. Protist metabarcoding and environmental biomonitoring: time for

change. European Journal of Protistology, v. 55, p. 12-25, 2016.

PENA-CASTRO, J. M. et al. Phenotypic plasticity in Scenedesmus incrassatulus
(Chlorophyceae) in response to heavy metals stress. Chemosphere, v. 57, n. 11, p. 1629-

1636, 2004.

PIGLIUCCI, M. Evolution of phenotypic plasticity: where are we going now? Trends in

Ecology and Evolution, v. 20, n. 9, p. 481-486, 2005.

PRICE, T. D. Phenotypic plasticity, sexual selection and the evolution of colour patterns.

Journal of Experimental Biology, v. 209, n. 12, p. 2368-2376, 2006.

REBOLLOSO-FUENTES, M. M. et al. Biomass nutrient profiles of the microalga
Phaeodactylum Tricornutum. Journal of Food Biochemistry, v. 25, n. 1, p. 57-76, fev.

2001.

ROSENDAHL, S.; TAYLOR, J. W. Development of multiple genetic markers for studies
of genetic variation in arbuscular mycorrhizal fungi using AFLP(TM). Molecular

Ecology, v. 6, n. 9, p. 821-829, 1997.

SCHAUM, C. E.; COLLINS, S. Plasticity predicts evolution in a marine alga.

Proceedings of the Royal Society B: Biological Sciences, v. 281, n. 1793, p. 20141486,

29



22 out. 2014.

SCHLICHTING, C. D.; PIGLIUCCI, M. Phenotypic evolution: a reaction norm

perspective. Sunderland: Sinauer Associates Inc, 1998.

SCHLICK-STEINER, B. C. et al. Integrative taxonomy: a multisource approach to

exploring biodiversity. Annual Review of Entomology, v. 55, p. 421-438, 2010.

SHARMA, R.; POLKADE, A. V.; SHOUCHE, Y. S. “Species concept” in microbial

taxonomy and systematics. Current Science, v. 108, n. 10, p. 1804-1814, 2015.

SIMPSON, G. G. Principles of animal taxonomy. New York: Columbia University

Press, 1990.

SKALOUD, P.; RINDI, F. Ecological differentiation of cryptic species within an asexual
protist morphospecies: a case study of filamentous green alga Klebsormidium

(Streptophyta). Journal of Eukaryotic Microbiology, v. 60, n. 4, p. 350-362, jul. 2013.

SMITH-GILL, S. J. Developmental plasticity: developmental conversion versus

phenotypic modulation. American Zoologist, v. 23, n. 1, p. 47-55, 1 fev. 1983.

TEMPLETON, A. R. The meaning of species and speciation: a genetic perspective. In:
ERESHEFSKY, M. (Ed.). The units of evolution: essays on the nature of species. [s.1.]

MIT Press, 1989. p. 158-183.

VAN DEN HOEK, C.; MANN, D. G.; JAHNS, H. M. Algae: an introduction to

phycology. [s.l.] Cambridge University Press, 1995.

VAN VALEN, L. Ecological species, multispecies, and oaks. Taxon, v. 25, n. 2-3, p.

233-239, 26 maio 1976.

VOS, P. etal. AFLP: A new technique for DNA fingerprinting. Nucleic Acids Research,

30



v. 23,n. 21, p. 4407-4414, 1995.

WANG, X. et al. Differential gene expression in incompatible interaction between wheat
and stripe rust fungus revealed by cDNA-AFLP and comparison to compatible

interaction. BMC Plant Biology, v. 10, 2010.

WEST-EBERHARD, M. J. Phenotypic plasticity and the origins of diversity. Annual

Review of Ecology and Systematics, v. 20, n. 1, p. 249-278, nov. 1989.

WEST-EBERHARD, M. J. Phenotypic accommodation: adaptive innovation due to
developmental plasticity. Journal of Experimental Zoology Part B: Molecular and

Developmental Evolution, v. 304B, n. 6, p. 610-618, 15 nov. 2005.

WILL, K. W.; MISHLER, B. D.; WHEELER, Q. D. The perils of DNA barcoding and

the need for integrative taxonomy. Systematic Biology, v. 54, n. 5, p. 844-851, 2005.

WILSON, R. A. Species: new interdisciplinary essays. [s.l.] The MIT Press, 1999.

WRIGHT, S. Evolution in mendelian populations. Genetics, v. 16, n. 2, p. 97-159, jan.

1931.

31



CAPITULO 2

2 PLASTICIDADE MORFOLOGICA DE ALGAS VERDES COCOIDES DA
FAMILIA SELENASTRACAE SOB DIFERENTES CONDICOES

ABIOTICAS E SUAS IMPLICACOES TAXONOMICAS

Abstract

The Selenastraceae is a family of green, coccoid, and asexual microalgae widely spread
around the world and mainly found in freshwaters. However, the identification at species
level in this family has been challenging, once there are many cryptic species as
consequence of their simple morphology. The traditional taxonomy based only in
morphological features has, in most cases, led to misleading results, as revealed by
molecular studies. In fact, the genetic diversity found is by far greater than the
morphologic one. Besides the cryptic morphology, phenotypic plasticity can also be
misleading for species identification, but have been frequently disregarded in taxonomic
studies of Selenastraceae. In this study, we first propose to evaluate the occurrence of
morphological plasticity in 10 strains from 3 Selenastraceae genera which have similar
semi-lunate cell morphology, namely: Kirchneriella, Selenastrum, and Messastrum,
under different temperature, pH, and nitrate concentrations. Furthermore, we aimed to
analyze if, despite the morphological plasticity, we could still use cell size (Ilength, width,
curvature or biovolume) as a diacritical tool for genera and species. Our results have
shown that cell size responds to environmental conditions, and cell volume can increase
or decrease up to 70% between different treatments. The response to each changing

condition varied even between strains of the same species, revealing intraspecific
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variation. However, with increasing temperature there was a tendency to decreased cell
biovolume in all strains, possibly facilitating cell buoyancy. Finally, we found that, at
least for two species Kirchneriella lunaris e Kirchneriella obesa, the morphometric

characteristics (cell length, width and biovolume) could not be used as a diacritical tool.
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2.1 Introducao

A definicdo de espécie nas microalgas verdes de agua doce € uma tarefa complexa
por se tratar de microrganismos com grande similaridade morfologica. Entre as
microalgas verdes, a familia Selenastraceae € considerada uma das que apresentam maior
complexidade taxonémica devido a simplicidade de sua morfologia (KRIENITZ; BOCK,
2012). As Selenastraceae sdo microalgas cocoides exclusivamente assexuadas,
encontradas em varios tipos de ambientes de agua doce, sendo mais comuns e
diversificadas em ambientes lacustres (KRIENITZ; BOCK, 2012). Essas microalgas
possuem morfologia simples com formas fusiformes a cilindricas, lunadas, retas ou
sigmoides, sendo encontradas como células isoladas ou formando coldnias (BICUDO;
MENEZES, 2006; GARCIA DA SILVA et al., 2017; KOMAREK; FOTT, 1983;
KRIENITZ; BOCK, 2012).

A identificacdo morfologica do grupo é realizada pela combinacdo de diversas
caracteristicas como o tamanho e formato celulares, estilo de vida solitario ou colonial, o
processo de liberacdo dos autosporos (células originadas através do processo de divisao
mitotica e, consequentemente, reproducdo assexuada) e preferéncias especiais de habitat
(HINDAK, 1984; KOMAREK; FOTT, 1983). No entanto, devido a sua morfologia
simples, as caracteristicas diacriticas podem ser bastante sutis entre géneros e espécies
(MCCOURT et al., 1995).

Por muito tempo, as caracteristicas morfologicas foram a principal ferramenta
para a classificagdo e identificacdo dessas espécies. No entanto, para este grupo de
microalgas verdes, as caracteristicas morfologicas sdo ambiguas em nivel de género e ndo
refletem as relagdes filogenéticas (KRIENITZ; BOCK, 2012). Estudos recentes com
marcadores moleculares tais como rbcL, ITS2 e 18S rDNA mostraram as dificuldades

para a identificacdo de géneros e espécies por meio da morfologia e revelaram que a
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diversidade genética € bem maior do que morfoldgica e que, portanto, um mesmo
morfotipo pode resultar em diferentes filotipos (GARCIA DA SILVA et al., 2017,
KRIENITZ et al., 2001; MCCOURT et al., 1995). Isso dificulta os levantamentos de
diversidade fitoplanctonica e, consequentemente, o conhecimento da real distribuicéo das
espécies.

Embora os trabalhos envolvendo a filogenia de Selenastraceae citados
anteriormente tenham demonstrado a frequente ocorréncia de convergéncia morfologica,
trabalhos mais detalhados (e.g. (GARCIA DA SILVA, 2016; GARCIA DA SILVA et al.,
2017; KRIENITZ et al., 2011) demonstram a validade da identificacdo morfoldgica, pois
ha coesédo filogenética para a maioria dos individuos de morfotipos de géneros como
Chlorolobion, Raphidocelis, Kirchneriella, Ankistrodesmus, Tetranephis. Contudo,
alguns desses trabalhos demonstraram também a necessidade de estudo do ciclo de vida
para obtencdo de variacGes na morfologia e tamanho celular para cada espécie, uma vez
que ha variabilidade dos organismos em culturas dependendo da idade celular (FAWLEY
et al., 2005; GARCIA DA SILVA, 2016; KOMARKOVA-LEGNEROVA, 1969). Um
exemplo € a Selenastrum bibraianum Reinsch que sofre alteracdo celular de semilunado
a fusiforme durante o ciclo de vida, podendo aumentar ou diminuir seu volume celular
(GARCIA DA SILVA et al., 2017).

Além da convergéncia morfologica e da variacdo morfoldgica com a idade celular,
outro complicador para a identificacdo das Selenastraceae é a plasticidade fenotipica. A
plasticidade fenotipica refere-se a qualquer variagéo fisiologica ou morfolégica induzida
por variagbes ambientais, sejam bidticas ou abidticas (MORALES; TRAINOR, 1997;
STEARNS, 1989). Embora variagdes morfolégicas em microalgas cocoides de outros
grupos tenham sido demonstradas (e.g., LUO et al., 2005; VAN DONK; LURLING;

LAMPERT, 1999), os estudos com Selenastraceae sdo escassos. Entretanto, o estudo
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disponivel na literatura mostrou que as caracteristicas utilizadas para identificacdo podem
variar substancialmente sob diferentes condi¢fes ambientais (WANG; LIU; CHEN,
2005), podendo levar a identificacdes erradas em amostras de diferentes habitats ou em
organismos cultivados sob condicGes diferentes.

Apesar de esforcos na tentativa de obtencdo de caracteristicas diacriticas para
géneros e espécies de Selenastraceae (KRIENITZ; BOCK, 2012), a plasticidade
fenotipica é ainda pouco explorada em estudos taxondmicos, possivelmente pela grande
complexidade taxondmica do grupo. No entanto, esses estudos podem mostrar se existem
caracteristicas menos variaveis intrataxons (espéecies ou géneros) e com maior variagdo
intertaxons e, portanto, mais apropriadas como caracteristicas diacriticas para
identificacdo morfologica. Adicionalmente, podem demonstrar se determinada condicao
ambiental pode acentuar a diferenca entre os taxons e facilitar a identificacdo
morfologica. Alem disso, ainda que ndo seja possivel a definicdo de caracteristicas
diacriticas com trabalhos sobre plasticidade fenotipica, o conjunto de dados sobre
variacGes fenotipicas pode ajudar a compor uma abordagem integrativa (ou seja,
utilizando morfologia, marcadores moleculares, bioquimica, fisiologia e ecologia) para a
taxonomia desses microrganismos (DARIENKO et al., 2015; DAS et al., 2014;
MALAVASI et al., 2016).

Para além da taxonomia, os estudos sobre plasticidade podem fornecer também
informacBes importantes para o entendimento da ecologia das espécies nos diversos
ambientes, uma vez que tamanho e formato celular podem interferir, por exemplo, na taxa
de predacdo por consumidores e aquisicdo de recursos (e.g., LITCHMAN;
KLAUSMEIER, 2008; LURLING, 2003), além de trazer luz a compreensdo dos

processos de selecdo natural, evolugéo e especiacdo (LANDE, 2009).
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Neste contexto, nesse estudo propusemos analisar as variagdes morfométricas e a
plasticidade fenotipica morfolégica de 10 cepas de quatro especies da familia
Selenastraceae: Kirchneriella lunaris (Kirchner) Mobius, Kirchneriella obesa (West)
West & G.S.West, Selenastrum bibraianum Reinsch e Messastrum gracile T.S.Garcia,
que possuem morfologia semelhante, mas compdem clados filogeneticamente diferentes
(GARCIA DASILVA, 2016; GARCIA DA SILVA et al., 2017; KRIENITZ et al., 2001).
Em condicdes de cultivo semelhantes, as espécies de Kirchneriella possuem formatos
celulares com pequena diferenca na curvatura e sobreposicdo parcial da variacdo de
tamanho (comprimento e largura) (GARCIA DA SILVA, 2016). A espécie Messastrum
gracile foi recentemente reposicionada (GARCIA DA SILVA et al., 2017; KRIENITZ et
al., 2001), sendo anteriormente identificada morfologicamente como pertencente ao
género Selenastrum (S. gracile Reinsch) e diferindo morfologicamente de S. bibraianum
por ligeira variacdo na faixa de tamanhos e organizacao das células na coldénia (GARCIA
DA SILVA et al., 2017).

Para o estudo da plasticidade fenotipica morfolégica nessas microalgas,
utilizamos cultivos experimentais com variagdes na temperatura, pH, e concentracdes de

nutrientes (nitrato) dos cultivos.

2.2 Materiais e métodos
Microalgas e cultivo

As dez cepas de microalgas investigadas (Tabela 2.1) foram axenizadas e séo
mantidas na Colecdo de Culturas da Universidade Federal de S&o Carlos (CCMA-
UFSCar, WDCM 835). Parte dessas cepas sdo provenientes da Colecdo de Culturas

pessoal da Dra. Christina Bock (CB), da Universidade Duisburg-Essen (Renania do
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Norte-Vestefalia, Alemanha). Dessa forma, para algumas espécies foram analisadas cepas
provenientes de diferentes continentes (Tabela 2.1).

As especies foram escolhidas a partir de estudos anteriores com microalgas da
familia Selenastraceae para os géneros Kirchneriella Schmidle, Selenastrum Reinsch e
Messatrum T.S. Garcia, que sdo espéecies com morfologias muito semelhantes. Embora o
género Kirchneriella seja morfologicamente mais distinto de Selenastrum e Messastrum,
este ultimo género apresenta-se mais distante filogeneticamente dos dois primeiros
(GARCIA DA SILVA et al., 2017).

As cepas foram cultivadas em sistemas tipo batch (fechadas), em frascos Boeco®
(250 mL), com 150 mL de meio WC (GUILLARD; LORENZEN, 1972), com adicdo de
TRIS (0,5 g/L), pH 7,0, com intensidade luminosa de 200 umol fétons m 2 s de radiagéo
PAR oriunda de lampadas LED (3200 K) em fotoperiodo de 12:12 horas e temperatura
de 23 + 1°C. A auséncia de bactérias foi testada em meio WC (GUILLARD;
LORENZEN, 1972) com adi¢cdo de peptona (2%) e glicose (2%) no indculo antes do

inicio dos experimentos.

Desenho experimental

As cepas foram submetidas a cultivos em diferentes condi¢bes de temperatura
(23°C e 30°C), pH (7,0 e 8,5) e concentracdo inicial de nitrogénio (1000 e 200 uM de
nitrato). Ao todo, foram quatro tratamentos (tréplicas de cultivos): Controle — Tc (23 +
1°C, pH 7,0 € 1000 uM de nitrato); pH 8,5 - TpH (23 £ 1°C, pH 8,5 ¢ 1000 uM de nitrato);
Temperatura - Tt (30 °C, pH 7,0 ¢ 1000 uM de nitrato); e Nutrientes - Tn (23°C + 2, pH
7,0 e 200 uM de nitrato). A concentracdo de 1000 uM de nitrato € a concentragéo padrao
do meio WC (GUILLARD; LORENZEN, 1972). As tréplicas de cultivos das 10 cepas

nas diferentes condicGes de cultivo totalizaram 120 cultivos experimentais.
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Anteriormente ao experimento, foram obtidas curvas de crescimento para cada
alga em cada tratamento. As densidades foram determinadas por espectrofotometria de
absorbancia de acordo com Griffiths et al. (2011) (espectro Hach DR 5000, Canada) e
pela fluorescéncia da clorofila a in vivo utilizando o fluorimetro Turner Designs
(Sunnyvale, CA) ap6s 30 minutos de aclimatacdo ao escuro (PARKHILL; MAILLET;
CULLEN, 2001). Durante os experimentos, o dia de amostragem variou entre 0s
tratamentos de acordo com a curva de crescimento. No entanto, em cada tratamento todas
as cepas foram amostradas no mesmo dia, enquanto estavam entre a metade e o fim do

crescimento exponencial.

Andlises morfoldgicas e estatisticas

As andlises morfoldgicas foram feitas usando um microscopio Zeiss Axio plan 2
(Jena, Alemanha). As imagens foram obtidas com uma camera Zeiss Axio CamHRc
utilizando software Axiovision 4.5 (Zeiss), por meio do qual foram obtidos os valores de
comprimento, largura e curvatura celular de 30 individuos para a réplica de cada cepa. O
comprimento foi a medido de ponta a ponta da célula, acompanhando a curvatura celular,
enguanto para a curvatura celular, considerou-se a medida em linha reta de ponta a ponta
da célula. O biovolume foi obtido para cada individuo conforme a equacédo sugerida por

Hillebrand et al. (1999) e Sun e Liu (2003), adaptadas no Banco de Férmulas — External
Quality Assessment Trial do Phytoplankton: (V = lisnbza), sendo a e b o comprimento

e a largura celular, respectivamente. As medidas celulares foram comparadas entre 0s
tratamentos e o controle por meio do teste-t de Student corrigido por Welch. O nivel de

significancia foi fixado em a=0,05, (* p <0,05; ** p < 0,01; ***p < 0,001).
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2.3 Resultados

Os trés géneros estudados (Kirchneriella, Selenastrum e Messastrum)
apresentaram variacGes morfoldgicas diferentes para cada tratamento. De forma geral,
houve tendéncia de reducdo no biovolume celular com o aumento da temperatura, mas
ndo houve um padrdo no comportamento para as espécies em relagdo aos outros
tratamentos (Figura 2.1). As demais variagdes morfoldgicas entre cepas e espéecies sao

discriminadas abaixo para cada um dos géneros estudados.

Kirchneriella

As nossas observacOes, considerando as diferencas abioticas, demonstraram
valores de comprimento e largura diferentes aos originalmente descritos para ambas as
espécies do género Kirchneriella. Tanto os comprimentos minimo (6,7 pm) e maximo
(29,6 pm), como largura maxima (10,2 um) foram maiores do que os descritos por
Madbius (1894). No entanto, a largura minima encontrada em nosso estudo foi ainda
menor do que a descricdo original (2,3 um) (Tabela 2.2).

As espécies do género Kirchneriella tiveram respostas diferentes aos tratamentos
TpH e Tn, K. lunaris aumentou seu biovolume com o aumento do pH, enguanto o
biovolume de K. obesa diminuiu. Ndo houve diferencas significativas para K. obesa,
exceto no tratamento Tt (Figura 2.1). JA& com a reducdo na concentracdo de nitrato
(tratamento Tn), houve uma diminuicdo no biovolume das células da K. lunaris, enquanto
0 biovolume das células de K. obesa se mantiveram préximos ao controle (Tc). Para o
tratamento Tt, como j& mencionado, ambas as espécies tiveram diminui¢des significativas
do volume (Figura 2.1 a e b).

As espécies de K. lunaris apresentaram um aumento significativo no biovolume

com o tratamento de pH e uma diminuicéo significativa com o tratamento de nutrientes.

40



Ja a K. obesa ndo apresentou diferencas significativas para esses tratamentos. No
tratamento Tt, as duas espécies apresentaram reducdes significativas no biovolume
(Figura2.1aeb).

A maior variacao entre o controle e os tratamentos ocorreu para cepa de K. lunaris
CCMA-UFSCar 443 (Figura 2.2), em que o comprimento celular diminuiu em média 34%
(5,6 um) no tratamento Tn e aumentou em media 22% (3,7 um) no TpH (Tabela 2.3). Ja
para as medidas de largura, ndo houve diferencas significativas no tratamento TpH, mas
houve reducédo de 32% (2,1 um) e 20% (1,3 um) nos tratamentos Tt e Tn, respectivamente
(Tabela 2.3). Em relacdo ao biovolume, as variacdes foram consideradas muito
significativas chegando a diminuicdo de 58% (167 um?) com a reducdo da concentracédo
de nitrato (Tn) e 68% (196 um?3) com o aumento da temperatura (Tt).

Ainda dentro da mesma espécie, a cepa CCMA-UFSCar 87 nao apresentou
diferenca significativa relacionada ao comprimento. Por outro lado, foram observadas
uma diminuicdo de 7% (0,4 um), 19% (1,1 um) e 16% (0,9 um) nas medidas de largura
para os tratamentos TpH, Tt e Tn, respectivamente. As variacdes de biovolume foram
consideradas muito significativas apenas para o tratamento Tt, no qual houve uma
diminuicdo de 33% (56,5 um3) do volume celular quando comparado ao controle.

Por outro lado, as cepas de K. obesa ndo apresentaram respostas significativas
com o aumento de pH (TpH), exceto para largura nas cepas CCMA-UFSCar 345 e CB
2012/37 (Figura 2.2). No entanto, a resposta em relacdo a Tt e Tn variou dependendo da
cepa. Para a cepa de K. obesa CCMA-UFSCar 345, houve diminuicdo significativa do
comprimento celular nos tratamentos Tt e Tn, de 10% (1,2 um) e 15% (1,9 um),
respectivamente. A cepa CCMA-UFSCar 516 apresentou diferenca significativa no
tratamento Tt com uma diminuigdo de 23% (3,6 um) no comprimento, 38% (2,5 um) na

largurae 71% (209,5 pm3) no biovolume; e para o tratamento TpH houve uma diminuicdo
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de 49% (144 um) na largura (Tabela 2.2; Figura 2.2 e 2.3[1 e 2]). Nenhum dos tratamentos
alterou significativamente o comprimento das células da cepa CB 2012/37. Porém, com
o tratamento TpH a largura e o biovolume aumentaram significativamente 16% (0,8 um)
e 37% (67,7 um3), respectivamente, (Figura 2.2 - 2.3[3 e 4]) e no tratamento Tn, 33% (1,6
pum) na largura e 67% (121 um?3) no biovolume.

Em relacdo a curvatura, todas as linhagens do género Kirchneriella, aumentaram
a distancia entre as pontas das celulas nos tratamentos TpH e Tn e diminuiram com o
tratamento Tt quando comparadas ao controle, exceto a cepa CB 2012/37, que aumentou

a curvatura nos tratamentos TpH e Tt e diminuiu no tratamento Tn (Figura 2.5).

Selenastrum

As cepas do género S. bibraianum mantiveram uma faixa de tamanho do
biovolume celular proximo para os tratamentos Tc, TpH e Tn. No entanto, os valores dos
tamanhos maximos dos biovolumes nos tratamentos TpH e Tn foram inferiores ao Tc, e
os valores dos tamanhos minimos foram superiores ao Tc (Tabela 2.2).

As cepas de S. bibraianum também apresentaram variagdes morfoldgicas distintas
quando submetidas aos diferentes tratamentos. A cepa CCMA-UFSCar 630 apresentou
aumento significativo de 9% (2,6 pm) no comprimento para o tratamento TpH, € uma
diminuicdo de 4% (1,2 um) no comprimento com o tratamento Tt (Figura 2.4) quando
comparados ao controle. Os tratamentos Tt e Tn também reduziram significativamente a
largura celular em 42% (2,8 um) e 11% (1,3 um), respectivamente, quando comparadas
ao controle. Consequentemente, o biovolume celular diminuiu significativamente 67%
(378,8 um?3) no tratamento Tt e 39% (224,3 um?) no Tn.

Semelhante ao encontrado para a cepa CCMA-UFSCar 630, a cepa CB2009/36

apresentou aumento significativo de 14% (3,5 um) no comprimento no tratamento TpH.
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No entanto, para esta cepa todos os tratamentos alteraram significativamente a largura
das células, sendo que para TpH e Tn houve um aumento de 18% (0,7 um) e 51% (2,16
Km), respectivamente, enquanto ocorreu uma diminuicao de 15% (0,6 pum) no Tt.

Para as medidas de curvatura, a cepa CCMA-UFSCar 630 ndo apresentou
nenhuma diferenca significativa, ja para cepa CB 2009/36 em todos os tratamentos

ocorreu um aumento considerado significativo (Figura 2.5).

Messastrum

Todas as cepas do género Messastrum foram identificadas como pertencentes a
uma Unica espécie M. gracile no trabalho de Garcia et al (2017). As cepas de Messastrum
gracile também mostraram uma diminuicdo do biovolume celular no tratamento Tt,
embora nao significativo para a cepa CCMA-UFSCar 5. No entanto, esta cepa foi a Gnica
que apresentou aumento significativo do biovolume no TpH (Figura 2.4). Observamos
também que os valores maximos e minimos foram maiores que nos outros tratamentos,
no tratamento Tn houve uma diminui¢do do biovolume celular.

Em relagdo ao controle, a cepa CCMA-UFSCar 5 teve diminuicao significativa de
6,3% (1 um) no tratamento Tt, e aumento de 24% (0,7 um) em relacdo ao comprimento,
e 30% (0,9 um) na largura no TpH 8,5 e Tn. Além disso, a cepa CCMA-UFSCar 470
apresentou diferenca significativa no tratamento TpH (Figura 2.4), em que seu biovolume
apresentou um aumento extremamente significativo de 57% (109 um3). Essa mesma cepa
nédo apresentou nenhuma diferencga significativa no comprimento, exceto no tratamento
de TpH, enquanto para largura houve uma diminui¢do de 45% (2um) no Tt e 35% (1,3
p1m) no Tn. O biovolume se mostrou muito significativo apenas para o tratamento Tt, com

uma diminuigéo de 78% (87 um?3) do volume celular.
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A cepa CCMA-UFSCar 622 apresentou diferenca significativa no tratamento
TpH, ocorrendo aumentos no comprimento e no biovolume de 16% (3,4 um) e 15 % (16
pum), respectivamente. No tratamento Tt, ocorreu uma diminuicdo de 49% (1,9 um) na
largura e 71% (99 um), enquanto no tratamento Tn ocorreu uma diminuicdo de 49% (2,7
pUm) no comprimento, 25% (1 um) na largura e 35% (49 pum3) no biovolume.

Os valores de curvatura variaram em cada cepa de acordo com os tratamentos:
para a cepa CCMA-UFSCar 5 e CCMA-UFSCar 470 houve diferencas significativas em
todos os tratamentos; a cepa CCMA-UFSCar 622 ndo apresentou diferenca significativa
no tratamento Tt, mas houve uma diminui¢do no TpH e um aumento no Tn considerados

significativos.

2.4 Discussao

Ao se comparar o controle com os demais tratamentos, notamos que maioria das
cepas apresentou diferencas significativas em resposta as variagdes abioticas, de acordo
com os tratamentos. No entanto, as repostas as variacdes ambientais foram diferentes nos
trés géneros, assim como entre as quatro espécies e as dez cepas estudadas.

Embora ndo tenham sido observadas repostas padrées no comportamento das
cepas de uma mesma espécie em cada tratamento, notamos que em todas as cepas
estudadas ocorreu uma diminuicdo (ainda que ndo significativa para algumas) no
biovolume celular quando submetidas ao aumento de temperatura (Tt). Essas observacoes
néo sdo novidade. Por exemplo, segundo Bergmann (1847), Chisholm, (1992), e Zohary
e Sommer, (2021) a temperatura da agua afeta o fitoplancton, tanto diretamente quanto
indiretamente, causando mudangas na fisiologia e no metabolismo, que podem impactar
suas atividades aquaticas. Zohary e Sommer (2021) notaram que a diminui¢do do

biovolume celular conforme o aumento da temperatura € constantemente relatado em
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diversos trabalhos com fitoplancton, incluindo as microalgas de dgua doce. Atkinson et
al. (2003), também notou esse padrdo de comportamento para os protistas planctdnicos
que tendem a diminuir o biovolume com o aumento da temperatura. Segundo ele, a
diminuicdo do tamanho celular a partir das respostas a0 aumento da temperatura esta
relacionada com a plasticidade fenotipica das espécies.

Existem algumas explicacbes para a diminuicdo do biovolume celular em
temperaturas mais elevadas, entre elas, duas estdo relacionadas as propriedades fisicas da
agua: (1) Densidade — o0 aumento da temperatura da dgua faz com que a densidade da
agua diminua, interferindo diretamente nas taxas de afundamento de pequenas particulas
em suspensdo, como o fitoplancton (NASELLI-FLORES; ZOHARY; PADISAK, 2021).
As microalgas, como organismos fotossintéticos, precisam viver em suspensdo, e com
isso observa—se que a presenca de células de menor biovolume se torna dominante,
contribuindo para uma menor taxa de afundamento (ZOHARY; FLAIM; SOMMER,
2021). (2) Viscosidade — para reduzir a velocidade de afundamento o fitoplancton adota
alguns tipos de estratégias que estdo relacionadas a “resisténcia a 4gua e a forma das
células” que pode ser quantificada pela equagio de Stokes (PADISAK; SOROCZKI-
PINTER; REZNER, 2003; ZOHARY; FLAIM; SOMMER, 2021). De acordo com a
equacdo de Stokes, as taxas da velocidade de afundamento das particulas estdo
inversamente relacionadas a viscosidade e diretamente relacionadas a temperatura da
agua. Conforme a temperatura aumenta, a viscosidade diminui e a velocidade de
afundamento aumenta. Para permanecer na zona fotossintética do corpo d’agua as células
precisam diminuir a area de contato. Considerando a equacdo de Stoke, Zohary et al.
(2017) observaram que a velocidade de uma célula esférica muda de acordo com variagdo
de temperatura, sendo as células com menor didmetro as que apresentam menores

velocidades de afundamento.
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Infelizmente, ndo existem muitos estudos que relacionam temperatura,
metabolismo, energia celular e biovolume. Uma hipGtese que propomos é que em
temperaturas mais elevadas o teor de clorofila e a quantidade de energia fotossintética
aumentam (FANESI et al., 2016). Com o aumento do teor de clorofila, as células podem
operar otimamente em termos de suprimento de energia (ANNING; HARRIS; GEIDER,
2001), uma parte dessa energia € absorvida e usada para construir nova biomassa e
aumentar sua taxa de crescimento (como observado por Montagnes et al. (2003); Sayegh
e Montagnes, (2011)). Com mais divisdes celulares, ocorre uma diminuicdo do biovolume
celular. Por outro lado, em baixas temperaturas a maior parte da energia celular é
dissipada ou canalizada para manter as células em equilibrio entre a absorcéo de energia
e 0 consumo (ENSMINGER; BUSCH; HUNER, 2006; FANESI et al., 2016). Nesses
casos, a plasticidade morfologica seria uma consequéncia da resposta plastica fisiologica.

A partir de outros estudos, notamos um registro constante de mudancas fenotipicas
no tamanho das células de acordo com as alteracGes sazonais. Zohary et al. (2017)
analisaram dados sobre registro anual do tamanho de espécies fitoplanctonica do lago
Kinneret, Israel. Com base nesses dados, observou-se um padrdo no comportamento das
espécies no qual durante o verdo diminuam o seu tamanho e no inverno aumentavam.
Para Miner et al. (2005), a adaptacdo fenotipica em respostas as mudancas ambientais é
uma resposta plastica a qual os organismos aderem para a sua manutencao.

Em nosso estudo, observamos que individuos da mesma espécie, mas de cepas
diferentes, apresentaram respostas morfoldgicas diferentes aos mesmos tratamentos,
mostrando que além da plasticidade fenotipica de cada cepa para os diferentes tratamentos
(Figura 2.2), h&a também uma variagdo intraespecifica (BRADSHAW, 1965).

As cepas mostraram diferentes graus de plasticidade, ndo havendo um padréo de

comportamento para espécie diante das variagcbes ambientais. Por exemplo, a cepa de K.
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obesa (CCMA-UFSCar 516, isolada - Lago das Ninféias, Sdo Paulo, cujo pH de
isolamento era 4,6) apresentou volume celular reduzido quando submetidas ao TpH,
enquanto a K. obesa CB2012/37 (isolada de um lago em Montbel, Franca, onde o pH de
origem era 8,8) aumentou. E possivel que essa diferenca na resposta seja devido a
diferente historia de variacfes do ambiente de origem (local de isolamento). Segundo
Lande (2009), a adaptacdo fenotipica as flutuacbes ambientais deve ocorrer
frequentemente por uma plasticidade preexistente, tais comportamentos deixam claro que
cada cepa carrega consigo uma memoria plastica ambiental, plasticidade ancestral
(NILSSON-EHLE, 1913).

A partir dos dados mostrado nas Figuras 2.2 e 2.3 (histogramas de biovolume
celular — Figura S1), pudemos observar uma ampla variacdo de tamanhos. Além disso,
observamos que a frequéncia de organismos presentes nas faixas de valores minimos e
méaximos foi baixa e a maioria esta representada como outliers. Dessa forma, existem
dentro da populacao varios fendtipos que permanecem em situac6es adversas, mostrando
que a plasticidade individual pode ser mantida parcialmente como subproduto de mais
tipos plasticos. Portanto, em uma populacdo quanto mais individuos plasticos menos
chances de serem extintos (GIENAPP et al., 2008).

A plasticidade morfoldgica encontrada neste estudo amplia as faixas de tamanho
celular (comprimento e largura) relatadas para as espécies utilizadas e ultrapassam o0s
limites utilizados para a descri¢do dessas espécies (Tabela 2.2). Outros estudos como
Couté, (2011); Osti (2013); Fonseca et al. (2014) que analisaram o biovolume de trés das
espécies aqui estudadas (K. obesa, K. lunaris e S. bibraianum) em diferentes regides ou
condigdes de cultivo, mostraram uma variagéo na faixa do volume celular. Para Sommer
et al. (2017), o tamanho e outras caracteristicas morfométricas determinam a capacidade

do fitopléncton para lidar com as pressGes ambientais, sendo assim as variagdes
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ambientais deixam marcas nas propriedades morfométricas na comunidade
fitoplanctonica. Assim, a variabilidade nos tamanhos dos individuos em grande parte
seria devido a plasticidade fenotipica.

Embora variacbes morfoldgicas resultantes de variagfes ambientais também
possam ser devido a selecdo natural sob variacfes genéticas, em nosso estudo, algumas
evidéncias sugerem auséncia de selecdo. Por exemplo, as curvas de crescimento diario de
trés cepas (CCMA-UFSCar 443, CCMA-UFSCar 470 e CCMA-UFSCar 516) que
apresentaram uma alteracdo importante na frequéncia de tracos morfologicos em pelo
menos um tratamento (Figura S1), mostram que ndo houve evidéncia de reducdo
populacional no tratamento em relacdo ao controle (Figura S2). O mesmo ocorreu com a
cepa CCMA-UFSCar 345, que manteve uma ampla faixa de tamanho celular, parecido
ao Tc (Figuras S1 e S2). Os individuos tendem a apresentar um crescimento lento na fase
de aclimatacdo sem queda abrupta no nimero de individuos ou com pequenas oscilacdes
de crescimento quando as respostas da populacdo sdo plasticas. Quando ndo ha
plasticidade, as células que ndo estdo aptas ao novo ambiente podem permanecer vivas
por um tempo, mas morrem posteriormente, tendo uma queda na curva de crescimento.
Em nossas observacdes da curva de crescimento didria, ndo houve nenhuma queda
abrupta, sugerindo que realmente nossas cepas responderam as mudancas ambientais
através de plasticidade fenotipica e ndo de selecao natural.

Além disso, segundo Noble et al. (2019) a plasticidade fenotipica vem antes da
genética adaptativa, quando uma populacdo é submetida a estresse ambiental a primeira
resposta é plastica. Embora a maioria dos estudos evolutivos foque nas mutagdes génicas
e genéticas adaptativas, nos ultimos anos houve um crescimento no argumento da
importancia da plasticidade fenotipica. Mesmo que a plasticidade fenotipica possa servir

como uma resposta emergencial, necessaria para a sobrevivéncia, ela nao facilita a
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expressdo génica; quando ha mudancas no ambiente a tendéncia é que ocorra uma
reversdo da expressao génica para a forma anterior (HO; ZHANG, 2018).

Sabendo-se que os tamanhos das células, combinados com outras caracteristicas
morfologicas, fazem parte dos critérios de identificacdo de acordo com sistematica
tradicional classica da familia Selenastraceae, o trabalho mostrou que a variabilidade
morfologica, perante as variaveis ambientais, pode confundir a identificacdo das espécies
e géneros com base nos limites de comprimento, largura, biovolume celular e curvatura
descritos na literatura (Tabela 2.2).

Observamos em nossos dados que os valores minimos e maximos encontrados no
comprimento celular e largura de Selenastrum em relacdo a Messastrum foram maiores,
embora pelos dados originais da espécie, o comprimento celular de Messastrum seja
maior (Tabela 2.2). Outras diferencas, nem sempre observaveis em amostras de
levantamento de diversidade, como autosporia, também podem separar 0S géneros
Kirchneriella de Messastrum e Selenastrum, uma vez que o posicionamento do autésporo
em Kirchneriella é paralelo e em Messastrum e Selenastrum em zig zag (GARCIA DA
SILVA et al., 2017).

De acordo com Garcia et. al. (2017), para identificar espécies do tipo
Kirchneriella, além do tamanho e forma das células, devemos considerar a curvatura ou
a torcdo celular, uma vez que essas caracteristicas sdo cruciais para a identificacdo.
Porém, em nossos resultados existe uma variacdo ampla na curvatura das células sob
diferentes condi¢ces no ambiente, podendo assim ocorrer variagbes consideradas
extremamente significativas, como por exemplo, a cepa CCMA-UFSCar 443 no Tt que
apresentou uma média de 2,5 um de curvatura e no TpH 4,9 um, ou seja, quase o dobro.
Logo, consideramos em nosso estudo que a curvatura também € uma caracteristica

variavel.
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Dessa forma, entendemos que a taxonomia morfoldgica deve considerar a
variacdo de tamanho e formato relacionados as variacdes de fatores abioticos no meio em
que estdo inseridos antes da descricdo de novos taxas, e para a proposi¢do de faixas de
tamanhos para as novas espécies descritas. Além disso, a grande variabilidade que
encontramos indica a necessidade inclusdo de outras ferramentas como marcadores
moleculares e caracteristicas fisiologicas para descricdo de novas espécies em

Selenastraceae.

2.5 Conclusao

Nesse trabalho foi analisada a plasticidade morfoldgica de quatro espécies da
familia Selenastraceae com morfologias similares sob diferentes condicdes de cultivos,
com variagdes no pH, temperatura e nutrientes. De acordo com as analises realizadas,
podemos elencar quatro comportamentos recorrentes das cepas em questdo: (1) as
variacdes ambientais alteram o tamanho dos organismos; (2) entre as cepas de mesma
espécie ndo existem respostas similares frente aos diferentes tratamentos, cada cepa
carrega consigo uma plasticidade fenotipica que pode estar relacionada com o seu
ambiente de origem; (3) o aumento da temperatura tende a diminuir o biovolume celular
em Selenastraceae; (4) ndo é possivel utilizar faixas de tamanhos maximos e minimos
como ferramenta diacritica entre as duas espécies ou géneros estudados, embora haja
diferencas na média de tamanhos celulares, especialmente, comprimento e biovolume,
para os diferentes géneros. A fim de uma analise e identificagdo precisas seriam
necessarios elementos como dados genéticos, morfologicos, fisioldégicos e ambientais,

compondo, portanto, uma abordagem integrativa.
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2.7 Figuras e tabelas

Figura 2.1 - VariagGes no biovolume celular para as espécies (a) Kirchneriella lunaris (CCMA 87 e CCMA
443), (b) Kirchneriella obesa (CCMA-UFSCAR 345, CCMA-UFSCAR 516 e CB 2012.37), (c)
Selenastrum bibraianum (CCMA-UFSCAR 630 e CB 2009.36) e (d) Messastrum gracile (CCMA-
UFSCAR 5, CCMA-UFSCAR 470 e CCMA-UFSCAR 622). Os outliers indicam possiveis valores
discrepantes. As médias das medidas celulares foram comparadas entre os tratamentos e o controle por
meio do teste-t de Student corrigido por Welch. O nivel de significancia foi fixado em a=0,05. Sendo: Tc
— Tratamento controle; TpH -Tratamento pH 8,5; Tt — Tratamento temperatura 30 °C; Tn — Tratamento

nitrato. (* p < 0,05; ** p < 0,01; **+ p < 0,001).
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Figura 2.2. - Variagcdes de comprimento, largura e biovolume celular para Kirchneriella lunaris (CCMA-UFSCar 87 e CCMA-UFSCar 443) Kirchneriella obesa (CCMA-

UFSCar 345, CCMA-UFSCar 516 e CB 2102/37). As medidas celulares foram comparadas entre os tratamentos e o controle por meio do teste-t de Student corrigido por Welch.

Sendo: Tc — Tratamento controle; TpH -Tratamento pH 8,5; Tt — Tratamento temperatura 30 °C; Tn — Tratamento nitrato. O nivel de significancia foi fixado em 0=0,05, (* p

<0,05; ** p < 0,01; ***p < 0,001).
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Figura 2.3 - [1] Kirchineriella obesa — CCMA-UFSCar-516 no tratamento Tc; [2] Kirchineriella obesa —
CCMA-UFSCar-516 no tratamento Tt; [3] Kirchineriella obesa-CB2012.37 no tratamento Tc; [4]
Kirchineriella obesa-CB2012.37 no tratamento no TpH. Barra de escala 10 um. Sendo: Tc — Tratamento

controle; TpH -Tratamento pH 8,5; Tt — Tratamento temperatura 30 °C.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 2.4 - VariacGes de comprimento, largura e biovolume celular para Selenastrum bibraianum (CCMA-UFSCar 630 e CB2009.36) e Messastrum gracile (CCMA-UFSCar
005, CCMA-UFSCar 470 e CCMA-UFSCar 622). As medidas celulares foram comparadas entre os tratamentos e o controle por meio do teste-t de Student corrigido por Welch.
Sendo: Tc — Tratamento controle; TpH -Tratamento pH 8,5; Tt — Tratamento temperatura 30 °C; Tn — Tratamento nitrato. O nivel de significancia foi fixado em 0=0,05, (* p

<0,05; ** p < 0,01; ***p < 0,001).
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Figura 2.5 - Variagdes de curvatura celular para Selenastrum bibraianum (CCMA- UFSCar630 e CB2009.36) e Messastrum gracile (CCMA- UFSCar 005, CCMA- UFSCar
470 e CCMA- UFSCar 622). As medidas celulares foram comparadas entre os tratamentos e o controle por meio do teste-t de Student corrigido por Welch. Sendo: Tc —
Tratamento controle; TpH -Tratamento pH 8,5; Tt — Tratamento temperatura 30 °C; Tn — Tratamento nitrato. O nivel de significancia foi fixado em a=0,05, (* p <0,05; ** p <

0,01; ***p < 0,001).
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Tabela 2.1. - Lista das microalgas utilizadas neste estudo, identificadas de acordo com a morfologia
classica e identificadas de acordo com (Korshikov 1987; Mobius, 1894, West e G.S.West, 1894, Garcia,

2016).
Espécie Cepa Local e ano de isolamento

Kirchineriella

Kirchineriella lunaris CCMA-UFSCar 087  Luis Antbnio, Sao Paulo, Brasil, 1987

Kirchineriella lunaris CCMA-UFSCar 443  Brotas, Sao Paulo, Brasil, 2012

Kirchineriella obesa CB2012/37 Montbel, Franca*
Kirchineriella obesa CCMA-UFSCar 345  Pantanal, Mato Grosso do Sul, 2011
Kirchineriella obesa CCMA-UFSCar 516  Séo Paulo, Sao Paulo, Brasil, 2012

Selenastrum

Selenastrum bibraianum  CB2009/36 Neuglobsow*, Alemanha, 1986

Selenastrum bibraianum  CCMA-UFSCar 630 Buri, Séo Paulo, Brasil, 2013

Messastrum

Messastrum gracile CCMA-UFSCar 005 Itirapina, Sdo Paulo, Brasil, 1978
Messastrum gracile CCMA-UFSCar 470  Santa Cruz das Palmeiras, Sdo Paulo, 2012
Messastrum gracile CCMA-UFSCar 622  Conchas, Sao Paulo, 2013
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Tabela 2.2. - Caracteristicas morfoldgicas das linhagens de algas utilizadas neste estudo e dados taxonémicos encontrados na literatura.

Taxon Controle Tratamentos Curvatura (um) Dados Literatura
Cepa
(CxL) Biovolume (pum) (CxL) Biovolume (um) (Tc,TpH,Tte Tn) Cellsize (CSz) (um)
Kirchneriella lunaris CCMA-UFSCar 87 76-192x35-83 53,14 - 401,83 78-285x29-74 32,19 474,53 15-105 .
6 — 10 x 3 -5 (M6bius,
. - - 1894)
Kirchneriella lunaris CCMA-UFSCar 443 9,4-228x39-87 117,35 -726,27 6,7-29,6x2,3-10,2 64,18 -1276,5 15-8,63
Kirchneriella obesa CCMA-UFSCar 345 8,1-16,8x2,9-55 36,31-175,75 55-192x23-74 50,15 - 190,15 1,3-93
12-16 X 7-9 (West e
Kirchneriella obesa CCMA-UFSCar516  8,5-21,3x4,2-10,1 76,52 -787,94 6,7-21,4x2,6-9,4 27,19 -787,75 2,4-155
G.S.West, 1894)
Kirchneriella obesa CB2012/37 85-231x4,2-10,1 46,29 — 425,93 7-31x28-87 24,59 — 551,25 16-129
Selenastrum
CCMA-UFSCar630  20,1-37,1x3,9-10,8 180,12 — 1554,26 17-41,1x16-85 19,14 — 1227,55 11,6 - 33,8
bibraianum 10-23x5-8
Selenastrum (Korhikov,1953)
CB2009/36 14-38,7x21-65 40,19 — 550,68 148-42,4x22-96 90,37 — 598,49 8,1-34,7
bibraianum
Messastrum gracile CCMA-UFSCar005 16,3-32,2x1,9-4,2 33,99 - 187,57 143-32,7x2-5,6 30,14 -381,18 5,7-24,6
19 -56 x 1 -5 (Reinsch,
Messastrum gracile CCMA-UFSCar 470 115-221x24-6 30,63 — 329,31 10,6 — 26,1 x 1-5 6,77 -271,03 2,9 -19,6 (1866)
19-55 x 1-6 (Garcia, 2016)
Messastrum gracile CCMA-UFSCar 622  14,3-26,7x2,6-5,3 51,64 — 267 151-30,9x18-6,2 9,16 — 348,74 6,9-257
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Tabela 2.3. - Valores médios das medidas celulares e seus respectivos desvios padrdo, comp = comprimento (um), larg = largura (um), biov = biovolume (um?3), curv = curvatura
(um) em cada tratamento (Tc, TpH, Tt e Tn) de todas as cepas utilizadas neste estudo. O valor de N=90, exceto para cepa CCMAA-UFSCar 443 (Tc), CB2009.36 (Tn) e

CB2012.37 (Tn) que N = 60.

Cepa Tc TpH Tt Tn

Comp Larg Biov Curv Comp Larg Biov Curv Comp Larg Biov Curv Comp Larg Biov Curv

xfo xfo Xxfo |Xfo|Xx/fo|Xx/o| Xfo |Xfo|Xfo|Xxfo| X/o |\X/o|X/o |X/o| X0 |X/0o

CCMA-UFSCar 87 12,7/3 5,5/1 170,7/74 3,71 15,2/2 5,2/0,8 177,9/75 4,2/1 12,812 4,48/0,7 114,2/49 3,7/ 15,79/4,6 4,6/ 149,1/77 5,9/2

CCMA-UFSCar 443 16,4/4 6,4/1 288,3/129 3,9/1 20,1/4 711 456,3/265 4,9/1 11,211 43/1 91,6/44 2,5/0,5 9/2 4,8/1 120,3/42 3,4/1
CCMA-UFSCar 345 12,1/2 4,1/0,6 88,5/32 3,4/1 12,8/2 4,3/1 106,3/48 5,1/1 10,8/2 4/11 78,1/39 3,71 10,2/2 4,71 97,9/38 5,4/1
CCMA-UFSCar 516 15,5/3 6,5/1 293,6/151 5/1 14,72 4,71 149,6/88 6,2/2 11,92 4/1 84,1/35 5,12 13,6/2 571 199,7/118 7,412

CB2012/37 16,5/3 4,9/1 181,1/94 4,412 17,4/2,5 5,7/1 248,9/108 6,2/2 14,3/3 4,711 148,4/100 4/1 17,172 6,5/1 315,8/114 7,412

CCMA-UFSCar 630 28,313 6,7/1 568/254 24,214 30,9/4 5,3/1 515,9/225 22,713 27,113 3,91 189,1/108 23,714 26,1/3 5,4/1 343,7/158 20,1/5

CB2009/36 24,3/5 4,1/1 193/118 16,4/5 | 27,8/4,3 4,9/1 302,7/184  20,4/3 26,6/4 3,5/1 148,1/82,3  17,1/4 30,3/3 6,3/1 524,5/203  21,9/4

CCMA-UFSCar 005 | 23,9/3 2,9/0,5 91,6/38 14/3 25,8/3 3,6/1 150,6/55 15,7/3 21,3/2 2,9/0,5 82,1/32 12,7/3 23,1/2,5 3,9/0.6 151,6/65 17,8/3

CCMA-UFSCar 470 1712 3,8/1 111,5/54 8,5/2 19,6/3 3,711 98,2/43 11,4/3 16/2 1,8/0,4 24,312 13,3/3 17,6/2 2,5/0,5 48,6/20 12,412

CCMA-UFSCar 622 20,9/2 3,91 137,9/52 14,8/2 24,3/3 3,81 153,9/69 13/2 2213 1,99/0,4 39,3/21 15,7/3 23,712 2,9/0,4 88,8/33 16,9/3
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Material-Suplementar

Tabela S1 - Dados com o nivel de significancia de cada cepa que foram comparadas entre os tratamentos e 0

controle por meio do teste-t de Student corrigido por Welch. O nivel de significancia foi fixado em 0=0,05, (* p

<0,05; ** p < 0,01; ***p < 0,001) ns= ndo significativa.

Messastrum gracile

Cepa TpH Tt Tn
c L B|C|L|B|C|L|B
CCMA-UFSCar 87 NS ** NS | NS  ** * I NS * NS
CCMA-UFSCar 443 ** NS NS | NS ** LA L L A
CCMA-UFSCar 345 NS NS NS | ** NS NS | ** NS NS
CCMA-UFSCar 516 NS ** NS * *x * NS NS NS
CB2012/37 NS ** * NS NS NS | NS * *
CCMA-UFSCar 630 ** NS NS ¥k Rk I NS X *
CB2009/36 * * ¥ NS ** * NS * ek
CCMA-UFSCar 005 NS **  xxx | NS NS | NS % NS
CCMA-UFSCar 470 * NS NS | NS *¥**x %% | NS  ** *
CCMA-UFSCar 622 ** NS NS | NS ** i *
Kirchneriella lunaris - - *kk - _ *kk _ _ kK
Kirchneriella obesa - - NS -- - orx - - NS
Selenastrum bibraianum - - NS - - orx - - NS
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=90,

= 60.

50

67

Oes e das frequéncias do biovolume celular para as dez cepas estudadas. N
exceto para cepa CCMAA-UFSCar 443 (Tc), CB2009.36 (Tn) e CB2012.37 (Tn) em que N

Figura S1 - Histogramas das variag
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Curva de crescimento diaria

Figura S2 - Curvas de crescimento diarias obtidas pela diferenca entre as absorbancias em 680 nm e 750 nm e

fluorescéncia da clorofila das cepas utilizadas nos quatros tratamentos: controle, nutrientes, temperatura e pH. [a]

Kirchneriella obesa - CCMA-UFSCar 345; [b] Kirchneriella lunaris - CCMA-UFSCar 443; [c] Messastrum

gracile - CCMA-UFSCar 470; [d] Kirchneriella obesa- CCMA-UFSCar 516).
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CAPITULO 3

3 DELIMITAGAO DE GENEROS E ESPECIES DE MICROALGAS VERDES
POR MEIO DE RESPOSTAS FISIOLOGICAS E MORFOLOGICAS SOB

VARIACOES AMBIENTAIS.

Abstract

The green microalgae of the Family Selenastraceae are a complex group for species
delimitation. Initially, the taxonomy was based on morphological characteristics such as the
organization level of vegetative state, and type of reproduction. With methodological advances,
a phylogenetic approach with molecular markers has been employed attempting to solve the
taxonomic problems of this family. However, phylogenetic studies have revealed cryptic
species. Besides, the morphology can vary substantially under different environmental
conditions, as they present phenotypic plasticity, with the risk of misidentifications in samples
from different habitats or cultivated under different conditions. In this work, we tested species
and genera delimitation using morphological and biochemical features in 3 genera of the family
Selenastraceae (Kirchneriella, Messastrum and Selenastrum) under different environmental
conditions such as temperature, pH, and different nitrogen concentrations. Biochemical
physiological responses were more efficient in the separation of taxa and reflected the

phylogenetic data available in the literature.
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3.1 Introducao

A taxonomia é a principal ferramenta para a delimitacdo de espécie que sustenta o
conhecimento da biodiversidade e seu manejo (DESALLE; EGAN; SIDDALL, 2005; FUJITA
et al., 2012; QUEIROZ et al., 2003). Por muito tempo, a delimitacdo das espécies em
microalgas se baseou principalmente em dados morfoldgicos e de reproducdo (LEWIS;
MCCOURT, 2004; TOMASELLI, 2004; VAN DEN HOEK; MANN; JAHNS, 1995). No
entanto, desenvolvimentos recentes sobre conceitos de espécies e na andlise e interpretacao de
dados usados para delimitar espécies tém tido implicacbes nas pesquisas taxonémicas
(DARIENKO et al., 2015; DAS et al., 2014; LINDELL, 2014). Os conceitos filogenéticos
(CRACRAFT, 1974) e evolutivo (SIMPSON, 1990), baseados em técnicas moleculares, tém
sido frequentemente utilizados para compreensdo das perspectivas ecoldgicas, moleculares e

evolutivas na delimitacdo de espécies (HALL, 2008; LELIAERT et al., 2014).

As microalgas verdes de agua doce sdo consideradas um grupo complexo para a
delimitacdo de espécie. Inicialmente, a taxonomia foi baseada em caracteristicas morfoldgicas
como a organizacio do talo e tipo de reproducido (PROSCHOLD; LELIAERT, 2007; RINDI;
RYSANEK; SKALOUD, 2017). No entanto, para grupos como o da familia Selenastraceae, as
caracteristicas morfologicas sdo ambiguas em nivel de género e ndo refletem as relacdes
filogenéticas (GARCIA DA SILVA, 2016; KRIENITZ; BOCK, 2012). Além disso, a
morfologia pode variar substancialmente sob diferentes condi¢cdes ambientais, pois apresentam
plasticidade fenotipica, com o risco de identificagdes equivocada em amostras de diferentes

habitats ou cultivadas em diferentes condi¢des (LANDE, 2009; WANG; LIU; CHEN, 2005).

Uma abordagem filogenética com marcadores moleculares tais como rbcl, ITS2 e 18S
rDNA tem sido empregada para melhor taxonomia de cepas da familia Selenastraceae

(GARCIA DA SILVA et al., 2017; KRIENITZ et al., 2001). No entanto, a delimitacdo de
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espécies filogenéticas ainda permanece um desafio. Além disso, informacgdes de sequéncias
DNA sem quaisquer outras evidéncias, ndo podem ser usadas por si s6 como indicadores para
delimitacdo de espécie (CARSTENS et al., 2013). Os estudos filogenéticos moleculares, 0s
quais tém revelado muitas espécies cripticas, muitas vezes ndo definem claramente o quao
diferentes sequéncias de DNA detectadas deveriam ser a fim de resultar na delimitacdo de
espécies (MALAVASI et al., 2016). O que se observa € um problema comum na familia
Selenastraceae: a pequena porcentagem de variacdo nos marcadores moleculares para delimitar
espécie, além de muitas espécies separadas em pequenos géneros (FAWLEY et al., 2005). Uma
descricdo de espécies para microalgas bem estabelecida precisa ir além das informacGes
morfoldgicas e genéticas, ou seja, devem ser consideradas as caracteristicas, fisioldgicas,
bioquimicas, ecoldgicas e de distribui¢do, levando a melhor resolucéo da posi¢do taxonémica

das variantes morfoldgicas (FAWLEY; FAWLEY, 2020; WOOD; LEATHAM, 1992).

A dificuldade para a identificacdo dessas microalgas e de outros microrganismos tem
encorajado ainda mais estudos para a caracterizacdo das espécies envolvendo uma abordagem
integrativa, ou seja, com uma combinacdo de informacgdes morfoldgicas, filogenéticas,
fisioldgicas e ecoldgicas (BENDIF et al., 2011; CARON; HU, 2019; DARIENKO et al., 2015;
DAS et al.,, 2014; KRIENITZ; HUSS; BOCK, 2015; MALAVASI et al., 2016). Nessa
abordagem, a fisiologia pode ser avaliada pela plasticidade (morfoldgica, bioguimica ou no
crescimento) em diferentes condicdes ambientais, por exemplo Darienko et al. (2014). A
qguimiotaxonomia, utilizando diferentes compostos (HEGNAUER, 1962; LEWIS; SMITH,
1967; MORI et al., 2018; STACEY, 1974) ou perfis quimicos obtidos de células inteiras (DE
MORAES; VIEIRA, 2014; MELLOetal., 2017; PALMUCCI; GIORDANO, 2012), vem sendo
usada em uma abordagem polifasica para taxonomia de microalgas verdes. No entanto, para
uma taxonomia mais robusta, é necessario o estudo em diferentes condi¢des ambientais, que

ainda é escasso para microalgas (CARON; HU, 2019; DARIENKO et al., 2015).
73



Nesse estudo, especies de microalgas da familia Selenastraceae foram escolhidas a partir
de estudos moleculares filogenéticos anteriores (GARCIA DA SILVA et al., 2017; KRIENITZ
et al., 2001), os quais delimitaram importantes géneros da familia, ainda que, estudos sobre
delimitacdo de espécies nesse caso sejam bastante escassos. Dessa forma, estudaremos a
plasticidade fisiolégica por meio de respostas morfoldgicas e bioquimicas em 3 géneros da
familia Selenastraceae, considerando varia¢des na concentracao de nitrato, na temperatura e pH
a fim de: (1) verificar se as mudancas (plasticidade) morfoldgicas e fisiologicas decorrentes das
variacOes ambientais sdo semelhantes em géneros morfologicamente mais semelhantes como
Selenastrum Reinsche Messastrum TS. Garcia; (2) discutir a delimitacdo de espécies em
Kirchneriella Schmidle a partir das respostas fisiol6gicas, usando os dados morfoldgicos e
bioquimicos para analise taxondmica; (3) propor uma abordagem fisiolégica mais répida e

eficiente para inser¢do em uma abordagem integrativa.

3.2 Materiais e métodos
Microalgas

As 11 cepas estudadas pertencem a quatro espécies, sendo elas dos géneros
Kirchneriella Schmidle, Selenastrum Reinsche e Messastrum T.S. Garcia pertencentes a
Familia Selenastraceae (Chlorophyta, Chlorophyceae, Sphaeropleales) (Tabela 3.1). Todas as
cepas sdo mantidas em condicdes axénicas na Colegao de Culturas de Microalgas de Agua Doce
(CCMA-UFSCar, registro internacional no WDCM: 835). Duas das cepas sao provenientes da
Colecdo de Culturas pessoal da Dra. Christina Bock (CB), Universidade Duisburg-Essen,
Alemanha.

As cepas em condicdes controle, foram cultivadas em sistemas tipo batch (fechadas) em

frascos Boeco® (250 mL), com 150 mL de meio WC (GUILLARD; LORENZEN, 1972), com
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adicdo de TRIS (0,5 g L), pH 7,0, com intensidade luminosa de 200 pmol fotons m 2 s*
oriunda de ldmpadas LED (3200 K) em fotoperiodo de 12:12 horas e temperatura de 23 1 °C.
A auséncia de bactérias foi testada em meio WC (GUILLARD; LORENZEN, 1972) com adi¢édo

de peptona (0,025%), glicose (0,025%) no indculo, antes do inicio dos experimentos.

Tabela 3.1. - Lista das microalgas utilizadas, identificadas de acordo com a morfologia classica e classificadas de

acordo com (GARCIA DA SILVA, 2016; KORSHIKOV, 1987; MOBIUS, 1894; WEST; WEST, 1894).

Espécie

Cepa

Local e ano de isolamento

Kirchineriella
Kirchineriella lunaris
Kirchineriella lunaris
Kirchineriella obesa
Kirchineriella obesa
Kirchineriella obesa
Selenastrum
Selenastrum bibraianum
Selenastrum bibraianum
Selenastrum bibraianum
Messastrum
Messastrum gracile
Messastrum gracile

Messastrum gracile

CCMA-UFSCar 087
CCMA-UFSCar 443
CB2012/37

CCMA-UFSCar 345

CCMA-UFSCar 516

CB2009/36
CCMA-UFSCar 630

CCMA-UFSCar 125

CCMA-UFSCar 005
CCMA-UFSCar 470

CCMA-UFSCar 622

Luis Antonio, Sdo Paulo, Brasil, 1987
Brotas, Sdo Paulo, Brasil, 2012
Montbel, Franga*

Pantanal, Mato Grosso do Sul, 2011

Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil, 2012

Neuglobsow*, Alemanha, 1986
Buri, Sdo Paulo, Brasil, 2013

Represa do Jatai, Goias, Brasil, 1992

Itirapina, Sdo Paulo, Brasil, 1978
Santa Cruz das Palmeiras, Sdo Paulo, 2012

Conchas, Sdo Paulo, 2013
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Desenho experimental

As respostas morfoldgicas e bioquimicas das cepas de microalgas foram testadas em
quatro tratamentos: um controle e os demais com variagdes na temperatura, pH e nitrato em
relacdo as condicBes controle. As variacBes nos tratamentos em relacdo ao controle estdo
discriminadas na Tabela 3.2. As tréplicas de cultivos das 11 cepas nas diferentes condicGes de

cultivo totalizaram 132 cultivos.

Tabela 3.2. - Condicdes fisico-quimicas dos cultivos nos diferentes tratamentos. A concentragdo de 1000 uM de

nitrato corresponde & concentracdo padréo do meio WC (GUILLARD; LORENZEN, 1972).

Tratamento Condicdes de cultivo variaveis
Controle 23+1°C, pH 7,0 € 1000 uM de nitrato
Temperatura 30+1°C, pH 7,0 e 1000 uM de nitrato
Nitrato 23+1°C,pH 7,0 € 200 uM de nitrato
pH 8,5 23+1°C, pH 8,5¢ 1000 uM de nitrato

Previamente, foram obtidas curvas de crescimento para cada microalga em cada
tratamento por espectrometria de absorbancia, de acordo com Griffths (2011)
(espectrofotometro Hach DR 5000, Canada). Durante os experimentos, o dia de amostragem
variou entre os tratamentos. No entanto, em cada tratamento todas as cepas foram amostradas

no mesmo dia, enquanto estavam no meio do crescimento exponencial.

De cada replica, em cada tratamento, foi separada uma aliquota e fixada com
formaldeido 4% para as analises morfologicas e o0 restante separado para as analises
bioquimicas (Figura 3.1).

Figura 3.1 Fluxo de trabalho da geragdo dos dados morfoldgicos e bioquimicos.
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Intensity

Fonte: Elaborado pelo autor.

Andlises morfoldgicas

As medidas do comprimento e largura das células foram realizadas como descrito no
capitulo 2. Resumidamente, as imagens foram capturadas com uma camera Zeiss AxioCam
HRc e o software Axiovision release 4.5 (Zeiss) em microscopio 6tico Zeiss Axioplan 2, Jena
(Alemanha). Por meio do software foram obtidos os valores de comprimento e largura de 30
individuos para a réplica de cada cepa. O comprimento foi medido de ponta a ponta da célula,
acompanhando da curvatura celular. Para as analises estatisticas, utilizamos o valor médio das

30 células em cada réplica.

Anélises guimicas

As culturas utilizadas para analise por espectrometria de massa por ionizacdo/dessorcao
a laser assistida por matriz: tempo de voo (MALDI-TOF MS), foram centrifugadas em tubos
do tipo Falcon estéril na centrifuga Heraeus Megafuge® 2.0 a 3000 xg por 5 min. A biomassa
foi armazenada a -20 °C por 60 dias, liofilizada e pesada. O tipo de matriz e preparo das
amostras para leitura no MALDI-TOF MS seguiram a metodologia descrita por Mello et al.

(2017) para obtencdo dos espectros. No entanto, padronizamos a concentragdo de biomassa,

77



apos testes preliminares com diferentes propor¢fes de matriz e biomassa (utilizamos a

proporcdo de 5 mg de biomassa seca para 0,9 mL de matriz).

Os espectros obtidos foram processados com o pacote MALDIquant (GIBB;
STRIMMER, 2017) no ambiente estatistico R (R Core Team 2020, versédo 3.6.3). O MALDI-
TOF MS produziu espectros para cada réplica das onze cepas, sendo que para cada réplica
fizemos trés réplicas de leitura. Desta forma, obtivemos um total de 96 espectros. Para as
analises, as réplicas de leitura foram agrupadas e examinamos uma faixa de massa/carga (m/z)
de 2.000 a 15.000. Posteriormente, dentro da faixa escolhida, selecionamos os 50 picos
principais, obtidos pelo comando ddar no pacote sda (AHDESMAKI et al., 2015) do grupo de

cepas, analisado para cada um dos tratamentos.

Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada no programa estatistico R (R Core Team 2020, versédo
3.6.3). Para testar os dados morfolégicos e bioquimicos como ferramenta taxonémica, todos 0s
dados dos diferentes tratamentos foram utilizados, exceto quando especificado. Desta forma,
para os dados morfoldgicos utilizamos uma matriz com as variaveis comprimento e largura de
cada um dos 4 tratamentos, portanto com 8 variaveis para cada uma das réplicas. A matriz de
dados bioquimicos foi composta por 50 principais picos de m/z obtidos MALDI-TOF MS para
cada tratamento, portanto, com 200 variaveis por réplica. Para analise dos dados morfoldgicos,
utilizamos uma matriz composta pelas variaveis de comprimento e largura de cada um dos
tratamentos. Portanto, 2 varidveis para cada uma das réplicas. A matriz dos dados bioquimicos
foi composta pelos 50 picos principais de m/z para tratamento, sendo assim utilizamos 50

variaveis por réplica.
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As significancias estatisticas da separacdo por géneros e espécies, tanto para os dados
morfologicos como bioquimicos, foram obtidas por analise de varidncia multivariada
permutacional (PERMANOVA), utilizando o método da distancia euclidiana por meio do
comando adonis no pacote vegan (OKSANEN et al., 2007), versdo 3.6.3 e teste de post-hoc
para obtencdo do p-ajustado utilizando o comando p.adjust do pacote pairwise Adonis no

programa R (ARBIZU, 2017). O nivel de significancia adotado foi de p<0,005.

O escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS, do inglés non-metric
multidimensional scaling), foi realizado com a funcdo metaMDS no pacote vegdist (R Core

Team 2020, versdo 3.6.3) no R, utilizando o método de distancia euclidiana.
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3.3 Resultados

Nesse trabalho, as respostas aos diferentes tratamentos foram consideradas como
respostas plasticas as variacdes ambientais, como demonstrados para a morfologia no capitulo
2. No presente capitulo, além da resposta morfoldgica (caracteristicas métricas: dados de
comprimento e largura), analisamos a resposta bioquimica (caracteristicas quimicas: dados dos
espectros de proteinas- MALDI-TOF), que corresponde a medida indireta de resposta
fisioldgica dos organismos, uma vez que reflete mudangas nos metabdlitos produzidos. De fato,
a plasticidade fenotipica pode se manifestar na morfologia e na fisiologia. Contudo, uma vez
que uma mudanca morfoldgica ndo ocorre sem mudanca fisioldgica, para alguns autores, toda
plasticidade é fisiolégica (BRADSHAW, 1965). Desta forma, consideraremos as respostas

morfolégicas e bioquimicas as variagdes ambientais como plasticidades fisioldgicas.

De forma geral, os resultados apontam que as respostas bioquimicas as variagdes
ambientais ocorrem de maneira mais congruente entre cepas de um mesmo género ou especie
do que a plasticidade morfoldgica, sendo, portanto, mais eficiente na separacdo dos grupos
taxonémicos. Utilizamos o teste estatistico ndo paramétrico (PERMANOVA) para verificar se
a separacdo entre os 3 géneros e, no caso da Kirchneriella, entre as duas espécies, poderia
explicar significativamente a variacdo encontrada nos dados morfolégicos e bioquimicos. Os
resultados serdo apresentados em trés partes: 1) delimitacdo de taxons considerando
plasticidade morfoldgica; 2) delimitacdo de taxons considerando a plasticidade bioquimica e;

3) a delimitacdo de tdxons nos diferentes tratamentos.

(1) Delimitagéo de taxons considerando plasticidade morfologica

Para comparar a eficiéncia do conjunto de dados morfoldgicos na delimitacdo de tdxons,

utilizamos o comprimento e largura dos quatros tratamentos (Tabela 3.3). APERMANOVA de
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dados morfoldgicos (Tabela 3.3) demonstrou que o género Kirchneriella se diferencia tanto do
género Selenastrum (p = 0,001) quanto de Messastrum (p = 0,001). No entanto, para 0s géneros
Messastrum e Selenastrum ndo houve diferencgas significativas (p = 0,135). Tais diferencas
podem ser observadas graficamente na analise de NMDS (Figura 3.2), em que se observa a
formacao de trés grupos, com maior separacdo do género Kirchneriella. Além disso, 0 NMDS
mostra uma pequena inser¢éo das cepas do género Messastrum (CCMA-UFSCar 470 e CCMA-
UFSCar 622) no grupo do género Selenastrum, indicando que ndo houve separagdo completa
destes grupos. De fato, além dos dados de significancia,a PERMANOVA (Tabela 3.3) também
mostra que a diferenca entre grupos foi maior entre Messastrum e Kirchneriella (F.Model =
32,9) e menor entre Messastrum e Selenastrum (F. Model=1,8). A delimitag8o especifica para
0 género Kirchneriella também foi possivel utilizando a variacdo morfolégica em todos os

tratamentos (p= 0,003) (Tabela 3.4).

(2) Delimitagdo de taxons considerando a plasticidade bioquimica

Os perfis proteicos obtidos por meio do MALDI-TOF MS forneceram os dados
bioquimicos, que consideramos como medida de variacgdo fisiol6gica de cada cepa de microalga
nos diferentes tratamentos. A PERMANOVA utilizando dados bioquimicos foi significativa
(p=0,001) para a separagéo entre os 3 géneros (Tabela 3.3). A maior distancia foi encontrada
entre os géneros Messastrum e Selenastrum (F. Model =17.583), e 0s géneros mais proximos

foram Kirchneriella e Selenastrum (F. Model =5.653021).

A representacdo grafica de NMDS corrobora a PERMANOVA, que mostrou os trés
géneros estudados bem separados (Figura 3.3) por meio das analises dos espectros de proteina,
mesmo com a plasticidade sendo causada pelas variages ambientais. Ocorreu também a

separagdo entre as duas espécies de Kirchneriella (p=0, 002) (Tabela 3.3).
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Tabela 3.3. - Analise de variancia multivariada permutacional (PERMANOVA) comparando variaveis
morfologicas e bioquimicas de todos os tratamentos (controle, pH, temperatura e nitrato) para os trés géneros e as
duas espécies estudadas. O valor de significancia adotado foi de p< 0,005. (*) significativa, (**) muito significativa

e (***) extremamente significativa.

Dados Morfoldgicos

Géneros F.Model R2 P p. ajustado
Messastrum vs Kirchneriella 32.96 0.59 0.001 0.0015 *
Messastrum vs Selenastrum 1.81 0.10 0.135 0.135
Kirchneriella vs Selenastrum 22.99 0.51 0.001 0.0015 *
Espécie

Kirchneriella lunaris vs Kirchneriella obesa 5.36 0.29 0.003 0.003 *

Dados Bioquimicos

Géneros

Messastrum vs Kirchneriella 23.66 0.52 0.001 0.001 **
Messastrum vs Selenastrum 17.58 0.52 0.001 0.001 **
Kirchneriella vs Selenastrum 5.65 0.20 0.001 0.001 **
Espécie

Kirchneriella lunaris vs Kirchneriella obesa 9.377| 0.428 0.002 0.002 **

(3) A delimitacéo de taxons nos diferentes tratamentos.

Comparando individualmente os tratamentos, notamos que para os dados morfologicos
em nenhum dos tratamentos houve separacao de todos 0s géneros. Messastrum e Selenastrum,
como observado para todos os dados em conjunto, apresentaram maior semelhanca em quase

todos os tratamentos, exceto no tratamento de Temperatura (F. model = 37,554) (Tabela 3.4).
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Ja 0 género Kirchneriella se separou tanto de Selenastrum quanto Messastrum (p=0,001)

independentemente do tratamento.

Os dados biogquimicos separaram todos 0s géneros nos tratamentos de Nitrato e de
Temperaturas (p=0,001). No Controle e no tratamento de pH, ndo houve diferencas
significativas entre os géneros de Kirchneriella e Selenastrum (p=0,007 e p= 0,011,
respectivamente). O tratamento que separou melhor as espécies foi o de Nitrato, em que 0 R2
foi o maior entre os tratamentos. As respostas bioquimicas na condi¢do controle, embora
tenham separado espécies, ndo explicam satisfatoriamente a variacdo entre 0s géneros
filogeneticamente mais proximos (Kirchneriella e Selenastrum R2 = 17%), ainda que

significativo.
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Tabela 3.4. - Andlise de variancia multivariada permutacional (PERMANOVA) comparando variaveis morfoldgicas e bioquimicas de cada tratamento (controle, pH,

temperatura e nitrato) para os trés géneros e as duas espécies estudadas. O valor de significancia adotado foi de p< 0,005. (*) significativa, (**) muito significativa e (***)

extremamente significativa.

Dados Morfologicos

Géneros Controle pH Nutrientes Temperatura

F.Model R2 p.value p.adjust|F.Model R2  pwvalue p.adjust|F.Model R2  pwalue p.adjust F.Model R2  pwalue p.adjust
Kirchneriella vs Selenastrum 22.52961 0.505947 0,001  0.0015 | 20,9073 0.630587 0,001 0.0015 | 19.58255 0.470332 0.001 0.0015 | 1.892237 0.585268 0.001 0.0015
Kirchneriella vs Messastrum 34.26157 0.608969 0.001  0.837 |26.92579 0.550339 0.001 0.0015 | 31.0463 0.585268 0.001 0.0015 |46.37935 0.678265 0.001 0.0015
Selenastrum vs Messastrum 0.142604 0.008834 0.837  0.0015 | 6.869321 0.300373 0.009 0.009 |1.906051 0.106447 0.206 0.206 | 37.55391 0.10576 0174 014
Espécie
K. lunaris vs K. obesa 2.02677 0.134877 0152 01824 |9.362019 0.418657 0.003 0.0036 | 8.069657 0.382999 0.012 0.0144 |9.362019 0.00531 0.863  0.863

Dados Bioquimicos

Géneros Controle pH Nutrientes Temperatura

F.Model  R2 p.value p.adjust|F.Model R2  pwvalue p.adjust|F.Model RZ  pwvalue p.adjust| F.Model R2  p.walue p.adjust
Kirchneriella vs Selenastrum 4751891 0.177628 0.007  0.007 |4.302498 0.163578 0.011 0.011 [13.32762 0.377258 0.001 0.001 |4.93%72 0183361 0.001 0.001
Kirchneriella vs Messastrum 22.94832 0.510549  0.003 0.003 |24.92938 0.49811 0.001 0.0015 | 25.9479 0.541169 0.001 0.001 |21.83431 049811 0.001 0.001
Selenastrum vs Messastrum 17.34919 0.520228 0.003 0.003 |16.87485 0513306 0.001 0.0015 | 21.15675 0.569332 0.001 0,001 |15.91046 0.498537 0.001  0.001
Espécie
K. lunaris vs K. obesa 22.33144 0.632056 0.002  0.002 |4.962053 0.00531 0.004 0.006 |22.33144 0.334656 0.003 0.0036 |4.962053 044453 0.003  0.003
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Figura 3.2. - Gréfico de escala multidimensional ndo-métrica (NMDS) mostrando diferencas nas respostas morfoldgicas entre os trés géneros estudados: Kirchneriella (linha
solida preta, sendo: linha pontilhada lilas cepa CCMA-UFSCar 443; linha pontilhada laranja cepa CCMA-UFSCar 516 e CCMA-UFSCar 87), Selenastrum (linha sélida cinza,

sendo: linha pontilhada azul a cepa CB2009/36; linha pontilhada vermelha cepa CCMA-UFSCar 630) e Messastrum (linha pontilhada preta).
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 3.3. - Gréfico de escala multidimensional ndo-métrica (NMDS) mostrando diferencas nas respostas fisioldgicas bioquimicas entre os trés géneros estudados:

Kirchneriella (linha sdlida preta, sendo: linha pontilhada vermelhna CCMA-UFSCar 443; linha pontilhada lilas cepa CCMA-UFSCar 345), Selenastrum (linha solida cinza,

sendo linha pontilhada azul CCMA-UFSCar 630) e Messastrum (linha pontilhada preta).
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3.4 Discussao

As repostas fisiologicas morfoldgicas e bioquimicas de cepas de microalgas
submetidas a diferentes tratamentos foram utilizadas como ferramenta para separacéo
taxonémica entre os géneros Kirchneriella, Selenastrum e Messastrum e entre espécies

de Kirchneriella.

Em principio, nenhum critério morfolégico isolado é significativo para a
taxonomia de alguns géneros da familia Selenastraceae (KRIENITZ et al., 2011), sendo
necessario um conjunto de dados morfoldgicos que considere as alteracdes ambientais,
uma vez que esses organismos apresentam plasticidade fenotipica (FAWLEY et al., 2005;
TREVINO, 2008). Com base em nossos resultados, é possivel observar que mesmo o
conjunto de respostas morfoldgicas em diferentes condi¢cbes ndo sdo Uteis como
ferramenta taxonémica para garantir a separacdo de géneros morfologicamente
semelhantes como Messastrum e Selenastrum. Embora aparentemente o aumento de pH
poderia auxiliar na diferenciacdo entre 0s géneros, sabe-se que eles apresentam
caracteristicas morfolégicas bastante similares como formato celular, arranjo do
autosporo, estrutura do pirenoide, tipo de colonia (FAWLEY et al., 2005; GARCIA DA

SILVA et al., 2017; KOMARKOVA-LEGNEROVA, 1969).

Embora as microalgas dos géneros Selenastrum e Messastrum, sob diferentes
condi¢cdes ambientais, tenham respondido de forma similar as variagdes ambientais em
relacdo ao tamanho celular, no tratamento de pH houve diferenciacdo morfoldgica,
mesmo que ndo significativa, entre esses géneros, como pode ser observado pela
PERMANOVA. Assim, embora a plasticidade morfolégica possa ser uma causa de
confusdo entre tdxons (como discutido no Capitulo 2), em condigdes controladas e
especificas, o estudo de plasticidade pode auxiliar na delimitacdo de espécies

morfologicamente semelhantes.
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Utilizando as respostas biogquimicas, observamos a separacdo dos trés géneros
estudados, bem como uma distancia maior entre 0s géneros Selenastrum e Messastrum, e
maior similaridade entre Selenastrum e Kirchneriella tanto pela PERMANOVA como
pelo NMDS (Figura 2). Nossos resultados corroboram o trabalho desenvolvido por Garcia
et al. (2017), que utilizaram dados moleculares dos mesmos géneros (algumas das
mesmas cepas) e observaram que o0s géneros Selenastrum e Messastrum, antes
classificados morfologicamente como um unico género (a espécie S. gracile foi
reclassificada como género Messastrum), formavam clados filogeneticamente distantes.
No mesmo trabalho, é possivel verificar que a espécie Kirchneriella obesa é mais préxima

filogeneticamente da Selenastrum bibraianum do que da Messastrum gracile.

Krienitiz et al. (2001, 2011) ja havia alertado que, apesar do monofiletismo da
familia, esses géneros ainda precisavam de uma revisdo, pois suas caracteristicas
morfologicas geralmente ndo concordam com os seus dados moleculares. Utilizando
dados de 18S rDNA, Krientiz et al. (2001) ja haviam sugerido maior similaridade entre
as espécies K. aperta e Ankistrodesmus bibraianus (S. bibraianum) do que entre A.
bibraianus e A. gracilis (Messastrum gracile), sendo confirmado posteriormente por
Garcia et al. 2017. Usando separadamente os dados morfolégicos em cada um dos
tratamentos, observamos que nenhum dos tratamentos foi capaz de separar todos os
géneros, nenhum se assemelhou aos dados moleculares desenvolvidos por Garcia et al.,

(2017).

Em nosso estudo, foi possivel diferenciar as espécies de Kirchneriella obesa e
Kirchneriella lunaris quando utilizamos o conjunto de dados de todos os tratamentos,
tanto para os dados morfologicos quanto bioquimicos. Por meio de nossas analises
fisioldgicas, observamos que essas espécies sdo fisiologicamente diferentes. No entanto,

ndo foi possivel separa-las em todos os tratamentos quando utilizamos individualmente
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os dados morfologicos por tratamento. Os dados morfoldgicos possibilitaram apenas a
separacdo das espécies no tratamento de pH, indicando que a resposta fenotipica nesse
tratamento foi diferente para cada espécie, permitindo sua diferenciagdo. Como ja notado
por Bridge et al. (1989), as respostas plasticas bioguimicas ndo correspondem as
morfologicas. Em nosso estudo, foi possivel separar através dos dados bioquimicos as

espécies em todos os tratamentos.

Segundo Domenighini e Giordano (2009), quando individuos das mesmas
espécies sdo submetidos a composicOes diferentes de nutrientes, eles apresentam
espectros bioquimicos diferentes para cada composicao testada. Isso ocorre até mesmo
em espécies muito proximas que possuem caracteristicas ecoldgicas, funcionais e
morfoldgicas similares. As estratégias adotadas sdo diferentes em resposta as mudancas
ambientais. Esse comportamento indica a particularidade das respostas plasticas para
cada espécie. Em nossos resultados, observamos que houve particularidade nas respostas
plasticas bioquimicas em todos os tratamentos para K. obesa e K. lunaris, tal que ambas
apresentaram respostas plasticas bioquimicas diferentes, 0 que permitiu a separacao

bioguimica entre elas.

A partir de nossos resultados bioquimicos e, comparado com outros estudos que
utilizaram apenas dados bioguimicos como ferramenta taxonémica (DE MORAES;
VIEIRA, 2014; TAIPALE et al., 2013), nota-se a importancia em considerar as variacoes
ambientais para uma abordagem taxonémica. Por exemplo, se apenas os dados das
respostas bioquimicas do tratamento de pH ou do Controle fossem utilizados, néo
teriamos a separacdo de todos 0s géneros, como ocorreu com Kirchneriella e
Selenastrum. Embora tenham sido significativas, a porcentagem de explicacdo da
variacdo entre os géneros da PERMANOVA foi baixa e houve sobreposi¢cdo no NMDS.

Mello et al. (2017) também utilizaram a técnica MALDI TOF para caracterizar e separar
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especies e géneros da familia Selenastraceae. Embora 0 MALDI TOF tenha sido
considerado uma ferramenta boa e agil, 0s autores ndo obtiveram a separacao de espécies
que possuiam mais de um género. Além disso, relataram problemas com algumas
espeécies, as quais se agruparam com outros géneros. Por fim, os autores ndo consideraram
variacGes ambientais e suas possiveis respostas plasticas, o que pode limitar as analises

para a taxonomia.

Segundo Boenigk et al. (2012), uma delimitacdo de espécie consistente é aquela
em que tanto o gendétipo quanto fendtipo sdo diferentes de todas as outras espécies. A
definicdo de espécie fenotipica é mais abrangente que a morfologica; é uma medida tdo
ou mais apropriada para medir diversidade, uma vez que dentro da mesma espécie podem
ocorrer variagbes importantes, ja que a delimitacdo por espécie ndo explica toda a
variacdo encontrada nos dados. Contudo, as espécies se separam independente das
variacdes nas respostas fisioldgicas, mantendo a delimitacao dos tdxons. Os nossos dados

bioquimicos concordam com os dados filogenéticos.

Considerando os critérios fisioldgicos, é possivel delimitar as espécies
fisioldgicas, sendo preciso buscar particularidades no funcionamento de cada alga para
considerar que, mesmo em diferentes regides com diferentes climas e ambientes, 0s
organismos de mesma espécie comportem-se de maneira semelhante. A combinacédo das
respostas fisiologicas bioquimicas, frente aos diferentes tratamentos, demonstrou ser uma
estratégia util para a taxonomia de géneros e espécies morfologicamente semelhantes da
familia Selenastraceae, inclusive refletindo a filogenia. Dessa forma, nesse trabalho
demonstramos que é possivel realizar uma abordagem taxonémica que utilize os critérios
bioquimicos para delimitar as espécies na familia Selenastraceae e contribuir para uma

taxonomia mais robusta, além das diversidades morfologicas e genéticas.
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3.5 Conclusoes

1) As respostas morfologicas frente a variacbes ambientais (abidticas) foram menos
eficientes que as respostas bioquimicas para separar géneros e espécies na familia
Selenastraceae. 2) As respostas bioquimicas foram mais eficientes na separacao de
taxons e ainda concordaram com os dados ja disponiveis na literatura para a
filogenia das espécies estudadas. 3) O tratamento com reducdo de nitrato
isoladamente foi o que melhor separou géneros; separou também as 2 espécies de
Kirchneriella, mas as variacdes bioguimicas no controle diferenciaram melhor
essas espécies. 4) Desta forma, os espectros do MALDI-TOF MS sdo uma
ferramenta 0til e rapida para a caracterizagdo de espécies de microalga,
especialmente se consideradas as plasticidades bioguimicas, que incorporam uma

diversidade funcional (fisiologica) na delimitacdo de taxons.
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4 Consideracgoes finais

A partir dos dados fisiologicos obtidos no presente trabalho, com as diferentes
cepas da familia Selenastraceae pertencentes aos géneros Selenastrum Reinsch e
Messastrum TS. Garcia e Kirchneriella Schmidl, observamos que os fatores ambientais
atuam diretamente na morfologia e na bioquimica dessas espécies. Por terem uma
morfologia muito parecida, esses géneros podem ser identificados erroneamente, uma vez
que os fatores ambientais podem aproximar ou distanciar as semelhancas entre eles. Ndo
é indicado utilizar dados métricos, como comprimento e largura (maximos e minimos)
como ferramenta taxondmica entre as duas espécies ou géneros estudados.

Quando testamos as variacdes de pH, temperatura e nutriente, notamos que todas
as cepas apresentaram alteracbes morfoldgicas quando comparadas ao tratamento de
controle, o que significa que a plasticidade fenotipica atua frequentemente nessas cepas.
E de extrema importancia inserir a plasticidade fenotipica das espécies nas identificacoes
taxonémicas, principalmente nas morfoldgicas. Ao utilizarmos os dados fisiologicos
considerando as respostas de todos os tratamentos em nosso estudo, notamos que para a
identificacdo morfoldgica a plasticidade fenotipica, neste caso, ndo auxiliou na separacao
taxonémica dos géneros estudados, ndo sendo uma boa ferramenta para identificacdo das
espécies. Por outro lado, os dados fisioldgicos (bioguimicos) se mostraram Uteis
concordando com os dados moleculares da literatura. Nossos resultados sugerem que é

possivel delimitar as espécies por meio das respostas fisiologicas (bioquimicas).
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