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Resumo

As microalgas verdes de &gua doce compBem um dos grupos de grande
complexidade para taxonomia morfolégica classica. Para grupos como a familia
Selenastraceae, as caracteristicas morfoldégicas sdo ambiguas em nivel de género e
nado refletem as relagdes filogenéticas. As abordagens taxondmicas polifasicas tém
emergido como uma maneira de tentar ajudar a taxonomia classica a resolver a
classificacdo desses grupos. Considerando-se a relativa especificidade
lectina/carboidrato e a grande diversidade na composicdo monomérica dos
polissacarideos extracelulares de microalgas, buscamos conhecer se alguns taxons de
microalgas apresentam um conjunto de lectinas e monossacarideos terminais
especifico o que poderia ser utilizado como caracteristica quimiotaxondmica em uma
abordagem taxondmica polifasica. Para tanto fizemos uma otimizacdo dos métodos
até hoje utilizados para taxonomia e analisamos o comportamento dos
monossacarideos terminais e das lectinas para dez espécies de diferentes géneros
das familias Selenastraceae e Scenedesmaceae (Chlorophyceae), Botryococcaceae e
Oocystaceae (Trebouphyceae), e Fragilariaceae, Stephanodiscaceae
(Bacillariphyceae) em cultivos. Observamos que é possivel por meio desta técnica
separar cepas de mesma espécie de locais diferentes, além de encontrar
monossacarideos indicadores em regides especificas para determinado taxons. Neste
trabalho utilizamos seis tipos de lectinas e onze antilectinas sintéticas para reconhecer

0Ss monossacarideos terminais e as lectinas.
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Abstract

Freshwater green microalgae are a group which present great complexity for classical
morphological taxonomy. For groups like Selenastraceae family, the morphological
characteristics are ambiguous at genus level and do not reflect the phylogenetic
relationships. Taxonomic polyphasic approaches have been emerged to assist the
classical taxonomy in the classification of such groups. Taking into account the specific
relation lectin-carbohydrate and the great diversity in monomer composition of
extracellular polysaccharides from microalgae, we aim to understand if some
microalgae taxa have specific terminal monosaccharides set, which could be used as
chemotaxonomic feature within a polyphasic taxonomic approach. Thus, we performed
an optimization of methods so far used in taxonomy, and analyzed the terminal
monosaccharides and lectins behavior against ten species from different genera to the
following families: Selenastraceae and Scenedesmaceae (Chlorophyceae),
Botryococcaceae and Oocystaceae (Trebouphyceae), and Fragilariaceae,
Stephanodiscaceae (Bacillariphyceae), all of them in crops. We noticed that is
possible, using this technique, to separate strains from the same species isolated
different from places. Furthermore, we found some indicator monosaccharides the
microalgae of some taxa. In this work we use six types of lectins and eleven anti

synthetic lectins to recognize the terminal monosaccharides and lectins.
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APRESENTACAO DA TESE

A tese sera apresentada da seguinte forma: (1) Introducado geral; (2) Hip6teses

e Objetivos; (3) Capitulos (com Resultados e Discusséo) (4) Consideracdes finais.

Cada capitulo serd apresentado no formato de artigo cientifico: com resumo,
introducdo, material e métodos, resultados, discussao, referéncias bibliograficas. Esse
formato foi escolhido para facilitar a publicacdo dos resultados obtidos. O primeiro dois
primeiro capitulo esta em inglés e o segundo em portugués. Uma vez que alguns
capitulos estdo em inglés, uma introdugéo geral, uma discussao geral e as conclusdes

em portugués foram necessérias.

A divisao neste formato torna a publicacdo dos dados mais rapida, no entanto,

as repeticdes nos capitulos séo inevitaveis.

O primeiro capitulo encontra-se formatado para a publicacdo na revista a qual
foi submetido (Algae), Neste capitulo, apresentamos os resultados de uma das
hipoteses sobre as diferentes concentracdes e periodos de incubagdo, que podem

refletir nas ligacdes das lectinas.

No capitulo 2, testamos a especificidade das lectinas e antilictinas pode ser
uma ferramenta na discriminacdo de grupos e na identificagdo desse complexo grupo

de microalgas.

Ao final, uma breve discussdo geral e as conclusbes foram elaboradas

baseadas nos capitulos apresentados.
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1 INTRODUCAO GERAL

Microalgas

As microalgas sdo os principais produtores primarios de todos os ambientes
aquéticos por conta da sua atividade fotossintética (Harwood e Guschina 2009), a qual
€ o principal meio de produzir carbono organico pela fixacdo de carbono inorganico

(Léveillé et al. 1997).

Microalga € um termo ndo natural relacionado a taxonomia que define um
grande grupo de microorganismos com clorofila a e outros pigmentos fotossintéticos
(Hoek et al., 1995). Formam um grupo heterogéneo de organismos microscopicos,
unicelulares, coloniais ou filamentosos, coloridos devido aos seus pigmentos
fotossintéticos e fotoautotréficos (Raven et al., 2001; Olaizola, 2003). Podem
desenvolver-se tanto em ambiente marinho, como em agua doce e salobra (Chisti,

2004).

Estes microrganismos  tém sido tradicionalmente classificados
morfologicamente pela organizacédo do talo, tipos de pigmentos, aspectos citoldgicos e
morfoldgicos, tais como a ocorréncia de células flageladas, a estrutura dos flagelos, a
divisdo celular, a presenca e a caracterizacdo dos envoltérios do cloroplasto e a
possivel conexao entre o reticulo endoplasmatico e a membrana nuclear (Tomaselli,

2004).

De acordo com a classificagdo morfolégica as microalgas podem ser
procaridticas ou eucarifticas; as procaridticas encontram-se no grupo das
Cyanobacteria (Cyanophyta), também conhecidas como algas azuis (Lindell, 2014). As
microalgas eucaridticas pertencem principalmente as classes Bacilariophyceae

(diatomaceas), Dinophyceae (dinoflagelados), Prymnesiophyceae (cocolitoforideos) e



Cryptophyceae (criptombénadas), além Prasinophyceae e Chlorophyceae, Ulvophyceae

e Klebsormidiophyceae e Zygnematophyceae (algas verdes), (Hoek et al, 1995)

A classe Chlorophyceae possui organismos que ocupam diversos habitats,
desde 4guas doces, salobras e salgadas a ambientes terrestres, e possuem diversas
organizacOes celulares (Hoek 1995; Lewis e McCourt 2004). Dentro desta classe,
temos grupos importantes em aguas continentais tropicais, como as Sphaeropleales
que inclui algas verdes unicelulares, cenobiais, filamentosas, imoéveis na fase
vegetativa, com reproducéo assexuada predominante, possuem formas com variacoes
dentro de uma morfologia limitada. Essas caracteristicas prejudicam a identificagdo

das espécies dessa ordem (McManus and Lewis 2011).

Diversos trabalhos tém questionado a eficiéncia do sistema de classificagdo
taxondmico morfolégico das microalgas baseados em critérios fenotipicos. Desta
forma, o desenvolvimento de uma abordagem polifasica para a identificacéo
taxonbmica envolvendo uma combinagdo de técnicas de biologia molecular e
guimiotaxonomia tem sido proposta para melhor compreensdo da diversidade

biolégica (Das et al, 2014).

Lectinas

As lectinas foram definidas como proteinas ou glicoproteinas com um ou mais
sitio(s) de ligacdo a um acucar por subunidade. Estas moléculas se ligam de forma
seletiva e reversivelmente a carboidratos e precipitam polissacarideos, glicoproteinas
e glicolipideos, desta forma, agem frequentemente como reconhecedoras de células

(Singh et al., 1999).

A primeira descri¢do da atividade atualmente atribuida as lectinas foi feita por
Stillmark em 1888 (Kocourek e Horejsi, 1981). Ele descobriu que extratos de mamona,

2



Ricinus communis, continham uma proteina que aglutinava eritrécitos; essa proteina
foi chamada de Ricina. Tais proteinas foram nomeadas hemaglutininas ou
fitohemaglutininas por apresentarem atividade de hemaglutinacdo (Brilliantine A.,
1969). Anos depois essas proteinas foram denominadas lectinas, o termo lectina
provém do verbo latino legere, ou seja lectus que significa escolhido, e refere-se a
habilidade dessas proteinas ligarem-se seletivamente e reversivelmente a carboidratos

(Sharon e Lis 1990).

Inicialmente identificadas como proteinas toxicas, as lectinas tornaram-se
ferramentas indispensaveis em diagnosticos de doengas, de tipagem sanguinea e de
identificacdo de cepas de microrganismos (Van Damme et al., 1998). Elas tém dado
suporte a estudos moleculares, estruturais, genéticos e de fisiologia vegetal entre
outros, através do detalhamento das interacdes proteina-proteina e proteina-

carboidrato (Hou et al, 2008).

A definicdo de lectinas mais aceita atualmente, é que s&o proteinas que
apresentam pelo menos um sitio de ligacao nao catalitico, pelo qual se ligam de forma
reversivel e especifica a mono ou oligossacarideos, sendo este sitio denominado
dominio lectinico. Em geral, as lectinas s@o oligoméricas, e apresentam ligagédo
reversivel a carboidratos através de ligacdes fracas do tipo pontes de hidrogénio,
interagBes hidrofébicas e forcas de Vander Walls (Sharon & Lis, 2004), como ilustrado

na Figura 1.



Figura 1. Representacdo esquemética da ligacdo da lectina a um carboidrato (A). As

linhas pontilhadas representam pontes de hidrogénio. Fonte Kennedy et al (1995).

As lectinas constituem um grupo de proteinas presentes em organismos Vivos
desde virus até mamiferos, sobretudo em vegetais. Por serem proteinas com altas
taxas de expressdo em plantas e que se caracterizam pela acdo sobre outros
organismos vivos, as lectinas sédo bastante estudadas, ganhando grande importancia
cientifica e pratica em diversos campos do conhecimento em pouco mais de um século

apos seu descobrimento (Sharon e Lis 1993).

A hidrofobicidade é a forca principal de interagcdo entre lectinas e carboidratos
através de sitios de ligacdo (Quiocho, 1986), e com proteinas ou outras substancias
através de sitios hidrofébicos (Roberts; Goldstein, 1983; Kella et al., 1984). Na opinido
de Peumans e Van Damme (1995) a presenca de pelo menos um dominio de ligacdo
ndo-catalitico que liga reversivelmente, mas especificamente um mono- ou
oligossacarideo, ja é suficiente para uma proteina obter o nome lectina.

A grande maioria de lectinas de plantas apresenta especificidade por

carboidratos simples (monossacarideos) ou complexos (oligossacarideos e glicanos),



0s quais podem ser de origem vegetal ou ndo, como N-acetilglicosamina e 4cidos N-
glucurdnico, galacturénico, xilurénico, Lidurdnico, sidlico e N-acetiimuramico (Van
Damme et al., 1998).

Com base na capacidade de aglutinacdo e com propriedades de precipitar
glicoconjugados, as lectinas foram subdivididas em quatro classes segundo Povineli e

Finardi (2002):

I. As merolectinas sdo proteinas contendo exclusivamente um Unico dominio
ligante a carboidratos. S&o proteinas polipeptidicas simples, que devido a sua
estrutura monovalente s&do incapazes de precipitar glicoconjugados ou aglutinar
células. Exemplos bem conhecidos deste grupo s@o as heveinas, lectinas de Hevea
brasiliensis (Van Parijs et al., 1991) e as proteinas ligantes monoméricas de orquideas

(Peumans e Van Damme, 1995).

II. As hololectinas também sao formadas por um Unico dominio ligante a
carboidratos, mas contém dois ou mais desses dominios que podem ser idénticos ou
muito homoélogos. Este grupo compreende todas as lectinas que tem mudltiplos sitios
de ligacdo e, em funcdo dessas caracteristicas, sao capazes de aglutinar células ou
precipitar glicoconjugados. Obviamente a maioria das lectinas de plantas conhecidas

sao hololectinas, por isso comportam-se como hemaglutininas.

lll. As quimerolectinas sado proteinas que, além do dominio ligante a
carboidrato, possuem um outro dominio ndo relacionado com este. O segundo
dominio pode ter uma atividade catalitica ou outra atividade biol6gica bem definida
agindo independentemente do dominio de ligantes de carboidratos. Em funcdo do
numero de sitios de ligacdes a acglcares, as quimerolectinas agem como merolectinas

ou hololectinas (Peumans e Van Damme, 1995).

IV. Superlectinas consistem exclusivamente de pelo menos dois dominios de

ligagdo a acucares diferentes. Esse pode ser considerado um grupo especial de



guimerolectinas, consistindo de dois dominios estruturalmente e funcionalmente

diferentes de ligacdo a carboidratos (Van Damme et al., 1996).

Identificacdo dos acucares terminais das microalgas por meio das
lectinas

Os carboidratos agem como intermediarios na comunicacdo celular em varios
sistemas biologicos, podendo influenciar fenébmenos de diferenciacao, proliferacdo e
interacbes entre células (Sanz-Aparicio et al., 1997). Isso se deve, em parte, ao
enorme potencial codificador de informagfes das estruturas dos glicanos, superior ao
das proteinas, acidos nucléicos e outras macromoléculas (Cavada et al., 2001). Eles
criam um repertorio amplo de isbmeros a partir de poucos acgucares, assim, 0S
polissacarideos se constituem em moléculas de reconhecimento por exceléncia (Sol et
al., 2006). As informacdes presentes na estrutura de oligossacarideos conjugados a
proteinas ou a lipidios na superficie das células s@o reconhecidas por um grupo

especializado de proteinas, as lectinas (Breuker et al., 1997).

Na utilizacdo de lectinas para identificar acucares, elas séo inicialmente
purificadas e isoladas. Logo ap6s, sdo marcadas com fluoresceina isotiocianato
(FITC), o que permite sua observacao por fluorescéncia apés sua ligacdo com os
monossacarideos alvos (Fig. 2a). Sendo assim é possivel observar os sitios através

da fluorescéncia das lectinas marcadas.
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Figura 2. Representagdo esquemaética do uso da Lectina e Anti lectina marcados com

FITC.

As lectinas por sua vez podem ser identificadas por meio de um anticorpo
especifico chamado antilectina, que se liga a uma determinada lectina presente na
parede celular. No entanto, a antilectina ndo é marcada diretamente com FITC, e sua

ligacdo a lectina é identificada por meio de um segundo anticorpo marcado com FITC

que se liga a antilectina. (Fig. 2b).

Desta forma, tanto os monossacarideos terminais, como as lectinas presentes

nas paredes das algas podem ser analisados e utilizados como uma possivel

caracteristica quimiotaxondmica auxiliar para a identificagdo das microalgas.
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Hipoteses

A) Trabalhos feitos com lectina em microalgas utilizaram diferentes concentracdes e
diferentes periodos de incubacdo. Entretanto tais variacbes nas concentracfes e
periodos de exposicdo, levam-nos a crer, com base nos resultados desses trabalhos
que essas diferencas reflitam nas ligacbes das lectinas com os acgucares e interfiram

no sinal de fluorescéncia do tratamento realizado com as células algais.

B) Considerando-se a relativa especificidade lectina/carboidrato e a grande
diversidade na composicdo monomérica dos polissacarideos extracelulares de
microalgas, pode-se deduzir que um determinado tdxon de microalgas apresente um
conjunto de monossacarideos terminais especifico o que poderia ser utilizado como
caracteristica quimiotaxondmica em uma abordagem taxondmica polifasica. Além
disso, devido a grande distribuicao e diversidade de funcbes das lectinas nos seres
vivos, pressupde-se variagdes nas lectinas encontradas na parede de cada grupo de

microalgas, o que também poderia ser utilizado na quimiotaxonomia.
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Objetivos especificos

Utilizando as lectinas como marcadores de monossacarideos terminais para
caracterizar a diversidade na composicdo dos polissacarideos extracelulares das
microalgas, e/ou as antilectinas para identificar as lectinas presentes na parede

celular, pretendeu—se:

1) Otimizar um método apropriado para a utilizacdo de lectinas como marcadores
quimiotaxondmicos em microalgas verdes de agua doce, testando diferentes
concentracdes da lectina ConA e diferentes tempos de incubacdo em culturas da

microalga verde Kirchneriella irregularis.

2) Verificar se os monossacarideos terminais dos polissacarideos e glicoproteinas e as
lectinas que compdem as superficies do complexo grupo de microalgas verdes sao
uma ferramenta util na discriminacdo de grupos e na identificagdo desse complexo

grupo de algas.

12


https://www.google.com.br/search?espv=2&biw=1366&bih=628&site=webhp&q=kirchneriella+irregularis&spell=1&sa=X&ved=0CBkQvwUoAGoVChMIl5-f8932yAIVheAmCh3vdAzn

13



2 Capitulo 1: Lectins as terminal monosaccharides markers in
green freshwater microalgae: Method Optimization

Naiara Archanjo!, Inessa Lacativa Bagatini', Hugo Sarmento?, Armando Augusto

Henriques Vieira®

! Laboratério de Ficologia, Departamento de Botanica, Universidade Federal de S&o
Carlos, S&o Carlos, SP, Brasil, > Departamento de Hidrobiologia (DHB)- Laboratério

Biodiversidade e Processos Microbianos -UFSCar — Sao Carlos, SP

Artigo submetido arevista Algae

2.1 Abstract

FITC-Lectins have been widely used as molecular markers, since the lectins have the
property to binding on specific carbohydrates. Such property allows us to obtain
information regarding to the diversity of terminal monosaccharides on the
polysaccharides present on microalgae cell surfaces. Among those lectins, the
Concanavalin (ConA) is one of the most used with a great cost-benefit. In our work, we
aimed to optimize a suitable methodology to use FITC-lectins as chemical markers for
freshwater green microalgae. We have tested different concentrations of Concanavalin
(ConA) in different incubation times in cultures of the green microalgae Kirchneriella
irregularis. Afterwards, to identify the binding lectin-sugar, we performed fluorescence
measurements by flow cytometry. We have shown that the best results for
fluorescence intensity occurs for the lowest concentration, 5 pg.ml™, and incubation
time, 0.5 h, and that the time and concentration influence in the lectin-sugar binding

analysis.
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2.2 Introduction

Freshwater green microalgae present a high complexity to morphological
taxonomy. Among them, the Family Selenastraceae (Order Sphaeropleales) has a high
morphological diversity and includes some of the most common planktonic freshwater
algae (McCourt and Lewis, 2004). Taxonomical complexity derives from the occurrence
of several morphotypes for a single filotype, what makes difficult to identify them in

phytoplankton diversity surveys (Krienitz and Bock 2012).

The need to overcome these difficulties has encouraged many studies and
development of new techniques to help identify and classify those organisms. Thus,
using a polyphasic approach, which combines morphological identification, molecular
biology techniques and chemotaxonomy, has been proposed to better understand the
biological diversity of microorganisms (Das et al, 2014), as the Selenastraceae. Among
the techniques used for chemotaxonomy of microalgae are, for example, fatty acids
profiles (Taipale et al, 2013) and monosaccharides from cell wall (Takeda, 1991),
usually determined by chromatographic techniques and mass spectrometry, and even

spectrometry of FTIR-ATR (Moraes and Vieira, 2014).

Another approach that has been employed as chemotaxonomical tool for
microalgae is the use of FITC (fluorescein isothiocyanate)-conjugated lectin. Lectins
are proteins which have the ability to bind selectively and reversibly to different types of
monosaccharides (Coelho and Silva, 2000). Because of their specific binding ability,
they have been used as molecular markers to show the diversity of terminal
monosaccharides of the polysaccharides on the cell surfaces of microalgae. Such data
allows species differentiation (Cho et al., 2003, Hou et al, 2008) and discrimination of

toxic and non-toxic strains (Rhodes et al, 1995, Cho et al, 1998).

15



Among the most commonly used lectins, Concanavalin A (ConA), obtained from
Canavalia ensiformis seeds (Family: Leguminosae), is specific for D-glucose / D-
mannose (Dug et al, 2001), which are common terminal sugars in microalgae
polysaccharides of different orders (Cho et al, 1998). Although the potential use of
lectins as chemotaxonomic characteristics, few phytoplankton groups were studied so
far, for example, Dinophyceae (Back et al, 1993; Cho et al, 1998, 2002, Hou et al,
2008), cyanobacteria and Conjugatophyceae (Back et al, 1993). Furthermore, most of
these studies have used epifluorescence microscopy, which is time consuming, and
usually suitable only to determine the presence and absence of terminal
monosaccharides (Cho et al., 1998 and Rhodes, 1995). Some studies have used
spectrofluorometry to obtain a relative quantitation of these monosaccharides by the
fluorescence of FITC-conjugated lectins (Sharon and Lis 2001) and few have used flow

cytometry (Hou et al., 2008).

Flow cytometry can be used successfully in the measurement of FITC-
conjugated lectins to help in the morphological differentiation of similar microalgae
species (Hou et al., 2008). Although it is an easier technigue with simultaneous results,
low cost and high reproducibility, since it provides fluorescence values per cell, it still
remains a poorly explored technique for this purpose in microalgae, and therefore with

few methodological tests available in the literature.

Thus, in this work we aimed to optimize a suitable methodology to use lectins
as chemotaxonomic markers in freshwater green microalgae. Therefore, we tested
different concentrations of ConA lectin, as a model, and different incubation times for

the green microalgae Kirchneriella irregularis.

16



2.3 Material and methods

2.3.1 Microalgae

The microalga Kirchneriella irregularis (Chlorophyceae) (UFSCar CCMA-
UFSCar 348) used in this study was kept under axenic conditions and stored in the
Freshwater Microalgae Culture Collection from the Botanical Department, Federal

University of S&o Carlos (World Data Center for Microorganisms, WDCM No. 835).

The K. Irregularis cells were cultured in triplicates, in WC medium pH 7.0
(Guillard and Lorenzen 1972) at 23 + 2 °C under illumination of 108 + 2.0 umol photons
m?s™in 12:12h light:dark cycles until the exponential phase (23 days). Then the cells
were fixed with 4% of formaldehyde, and centrifuged at 1380 xg for 4 minutes, and the

supernatant was removed to obtain the cells.

2.3.2 Experimental design

For the test with lectins, fixed cells were washed three times with sterile WC
medium (WC medium for washing was used without vitamins and micronutrients),
centrifuged at 1380 xg for 14 minutes at 4 °C. After centrifugation, the supernatant was
removed and ~ 1x10° cells were mixed with WC buffer solution. The WC buffer
consists in WC medium (Guillard & Lorenzen, 1972) without micronutrients and
vitamins, added with TRIS base (6 g.L™), BSA (1%), CaCl, (0.111 g.L™") and MgCl,

(0.203 g.L'™"), pH 7.8.

We evaluated the fluorescence of K. irregularis cells after incubation with three

concentrations of FITC-ConA (Vector Laboratories): 5, 7.5 and 10 pgml™. Each
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concentration was used for incubation for three periods: 0.5 h, 1 h and 2 h, totalizing 9
different treatments. After the incubation time, the cells were washed twice using the

WC medium for washing to remove the unbound lectins.

In addition to the blanks, three negative controls were prepared with the target
monosaccharides for each of the nine treatments: 1) Negative Control G: only glucose
(Dextrose 500 mg - Maliinckrodt Gen) as an inhibitor sugar and final concentration of
200 mM; 2); Negative Control M only mannose (D - (+) Mannose 100 mg - Sigma
Aldrich) as an inhibitor sugar and final concentration of 200 mM; and 3) Negative
Control GM: glucose and mannose as inhibitors sugars at a final concentration of 200
mM (100mM of each sugar). Sugars were mixed and incubated with ConA lectin for 30
minutes before the addition of algal cells. The cells were treated in the same way as

those treated with lectin.

All treatments were analyzed in triplicates and followed by a reference sample,
the blank (cells treated with the same methodology, but without adding sugars and

lectin).

2.3.3 Epifluorescence microscopy

We observed the K. irregularis cells using an epifluorescence microscope
(Zeiss Axioplan 2, Jena, Germany) to demonstrate the FITC-ConA lectin binding
pattern. The visualizations were made with the filter 09 (FITC, green fluorescence). The
images were captured with a Zeiss AxioCam HRc camera and the software Axiovision

release 4.5 (Zeiss).
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2.3.4 Flow cytometry

The sample analyses were performed using a FACSCaliburTM flow cytometer
(Becton Dickinson, USA), Model 2111D 015SLBD-laser emission 488 nm. The
fluorescence measurements were performed through the BD CellQuestTM Pro
software and the cytograms were acquired in the FL3-H channel for chlorophyll
fluorescence signals, and the FL1-H channel for green fluorescence (FITC) and side
scatter 90°, in the channel Side Scatter (SSC-H). Fluorescent beads with 6 pm,
(Fluoresbrite carboxylate Microspheres, Polysciences Inc., WarriGton, PA, USA) with
known densities and internal standards, were added as performed by Sarmento et. al.
(2008). The sample settings were prepared with K. irregularis cells without treatment
with lectin (the blanks described above), which quantified the natural fluorescence of
the cell and were subtracted from the fluorescence values of the controls and
tretments. These analyses were made in Flow Jo _ v.10.08 program in cytograms
SSC-H: FL1-H (FITC fluorescence) and FL1-Hcélulas: FL3-Hbeads (beads
fluorescence). The fluorescence values are shown in arbitrary units (a.u.) per cell and

relative to the fluorescence of the beads.

2.3.5 Statistical analysis

The statistical significance between two groups of treatments and/or controls

was obtained through the Student t test (a = 0.05) corrected by Welch.
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2.4 Results

2.4.1 Efficiency of controls

The fluorescence signals from the negative controls: G, M and GM were
evaluated in different concentrations of FITC-ConA and incubation periods and
compared with the reference sample (blank). The controls using only one of the
inhibitors sugars demonstrated that an effective control requires using both sugars. As
we can see in Figure la, the relative fluorescence from blank was below 0.4 a.u.
(arbitrary units) , whereos the controls using glucose presented values from 0.8 to ~
1.6 a.u. The same trend was observed for mannose, Figure 1b, where all M controls
reached values above 1.3 a.u. However, for GM control (Figure 1c), we observed

values in intervals between 0.45 and 0.65 a.u.

Moreover, we could demonstrate the different proportions of each terminal
monosaccharide when inhibiting the binding sites of each sugar separately. The
relative amount of one sugar could be calculated by subtracting the control using the
respective sugar (G or M) from the treatments (cells + FITC-ConA). In case of K.

irregularis, the concentration of glucose sites was lower than mannose.

For GM control, at any incubation time, the differences were significant when
compared to the blank (Figure 1c). Incubation of 2 h showed the smallest difference
between controls and blank, and the concentration 2 was the only one that did not
show statistically significant difference compared to the blank. However, the mean
fluorescence values and standard deviations were very similar for different
concentrations (Figure 1c). Nevertheless, for the incubation of 0.5 h, which showed the
greatest differences between control and blank, the largest difference was only 0.22

a.u.
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These differences between blank, controls G, M and GM, and treatment with
FITC-ConA could also be shown by epifluorescence microscopy (Figure 2), even using
the shorter incubation time (0.5 h) and lowest concentration of lectin (5 pg.ml™).
However, the difference between the control GM and blank was not evident by using

this technique.

2.4.2 Influence of ConA concentration in the fluorescence signal

For the analyses of different concentrations and incubation times, the values of
fluorescence for the blanks were subtracted from those values obtained in different
treatments. Thus, we obtained only the fluorescence from FITC-conjugated ConA lectin
without influence of natural fluorescence of cells. The fluorescence values for the

treatments were compared to their respective controls GM (Figure 3).

The concentrations 1 and 2 incubated for 0.5 h showed higher fluorescence
values than the other concentrations and incubation times (Figure 5). The different
concentrations, C1 (2.9 a.u.), C2 (2.8 a.u.) and C3 (2.9 a.u.), for 1 h did not show
significant differences in fluorescence intensity, the same trend was observed period,

of 2 h, that was, C1 (2.1 a.u.), C2 (1.9 a.u.) and C3 (2.2 a.u.).

2.4.3 Influence of incubation time in fluorescence signal

Incubating the samples for 0.5 h presented the highest fluorescence signals
(Figure 4). For this period, the fluorescence of the concentrations 1 (3.9 a.u.) and 2 (4.2
a.u.) were significantly higher when compared to the incubation period of 2 h (2.2 and
1.9 a.u., respectively). However, concentration 1 and concentration 2 for 0.5h were not
statistically different.
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2.5 Discussion

Although some studies have presented advances in the use of lectin as a
taxonomic tool, they showed different parameters regarding to the concentration and
the incubation time. Thus, we proposed to test the influences of different
concentrations and incubation periods on fluorescence signals. Rhodes et al (1995)
used concentration of FITC-ConA of 100 pg.ml™ for a period of 15 minutes. Cho et al
(1998) used concentrations of 50 pg.ml™* for 1 hour, whereas Hou et al (2006) used
concentrations of 100 pg.ml™* for 1 hour. All these works used the FITC-conjugated
lectins (100 pg.ml-1, Sigma Chemical Co.), whose recommendation time varies from

15 minutes to 2 h, and the lectin concentration from 50 to 200 pg.ml™.

The instructions of the manufacturer of the lectin used in our study (Vector
Labs) lectinas to use concentrations from 5 to 20 ug.ml™ and incubation times from 30
min to 2 h. Thus, we aimed to find out what were the best concentration and time to

optimize the use of lectins as cell markers in microalgae.

We found that concentration and the incubation time alter the intensity of the
fluorescence signals for FITC-ConA. We have obtained the highest fluorescence
values for the concentration of 7.5 pg.ml™ in 0.5 h period. However, there was no
statistically significant difference when compared with the concentration of 5 ug.ml-1 for

the same incubation time.

Regarding to the controls, we noticed the importance of using both inhibitors
sugars to ensure a good control. Furthermore, we found that it is possible to use the
controls with a single inhibitor sugar to indirectly measure each sugar, mannose or

glucose, using lectin ConA. Rhodes et al (1995) could separate the binding sites of
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mannose and glucose, but could not quantify the differences, since they used the
epifluorescence and the results were not quantitative. On the other hand, we showed
that is possible to differentiate the fluorescence of FITC-ConA for each terminal sugatr,

mannose and glucose, using flow cytometry technique.

In a previous taxonomic study using seaweed, the only control used was the
autofluorescence of cells without the addition of lectins as quantitative measurements,
which were analyzed with flow cytometry (Hou et al., 2006). Our results showed that, at
least for the lectin ConA, the differences between control (GM) and blanks, although
statistically significant, were a very low value, indicating that blanks could be used as
controls, as performed by Hou et al (2006). Nevertheless, we can state that the
controls with separate inhibitors sugars can be important regarding to its use as a tool
to differentiate species, since they indicate the differences in proportions of binding
sites for each specific sugar. Thus, they increase the quantity of taxonomic data to

differentiate species.

Employing lectins to identify the terminal monosaccharides using flow cytometry
has advantages when compared with chromatographic techniques HPLC (high-
performance liquid chromatography) and GC-MS (Gas Chromatography - Mass

Spectrometry), as cost and analysis time (Rhodes 1995; Hou et al., 2006).

Despite the advantages in terms of cost, lectins are still expensive and some are toxic.
However, we found that the lowest concentration presented higher fluorescence
intensity for FITC-ConA in the shortest period of incubation tested. Thus, it makes

possible to save reagents and time, as well as, reduce waste.

In summary, the results indicate that (1) the use of lectins may be useful as a
quick tool for microalgae taxonomic studies; (2) In the case of ConA, the use with two
separate inhibitors sugars as a control can contribute by giving one more specific

information about cell terminal sugars. Furthermore, the use of inhibitors sugars
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together is a good control; (3) the incubation time and lectin concentration could
interfere on the fluorescence signals of the lectin-sugar binding. However, between the
treatments, the shortest incubation time and the lowest lectin concentration (5 pg.ml™)

provided satisfactory results.
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2.7 Figure
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Figure 1: Fluorescence os Blank and Controls fluorescence per cell, in arbitrary units
(a.u.) for different concentrations and incubation time using glucose (G), mannose (M)
and glucose+mannose (GM) as inhibitor sugars. B1, 2 and 3 are the blanks (without
lectin) for each incubation time; G1, G2 and G3 represent different ConA
concentrations of the controls: 5, 7.5 and 10 pgml-1, respectively. The results account
an average of 3 replicates + standard. The stars represent the significance values
regarding to the blank obtained in Welch corrected t-Student test (* p < 0,05 ; * p <

0,01; ***p < 0,001)
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Figure 2: Photomicrographs from K. irregularis cells under epifluorescence microscopy
in different treatments using FITC-conjugated ConA with concentration of 5 pgml-1 and
0.5 h. A) blank; B) G Control (only glucose as sugar inhibitor); C) M control (only
mannose as sugar inhibitor); D) Control GM (glucose + mannose sugars as inhibitors);

and E) treating (alga + lectin, without inhibitor sugar).
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Figure 3: Fluorescence per cell ( arbitrary units — au) of K. irregularis, marked with
ConA lectin. C1, C2 and C3 represent the treatments with the following ConA
concentrations: 5, 7.5 and 10 pgml-1, respectively; GM1, GM2 and GM3 are the
controls with ConA concentrations of 5, 7.5 and 10 ugmil-1, respectively, and after
incubation with glucose + mannose. The balnk fluorescence was discounted from
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treatments and controls. These results account an average of three experiments and
the standard deviation. The fluorescence in all treatments was significantly higher than
in the corresponding control. The concentrations were compared each other in each

period. The letter "a" indicates the significantly similar concentrations.
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Figure 4: Fluorescence per cell, in arbitrary units (a.u.) of treatments samples marked
whith ConA, in relation to the incubation period. Where C1, C2 and C3 represent the
concentrations of 5, 7.5 and 10 pugml-1, respectively. The results represent an average
of three replicates + standard deviation. For comparisonof each concentration
separately, the incubation periods that were statistically homogeneous were accounted
by the letter "a". The samples of the same FITC-conjugated lectin concentration were
compared in three different periods. The values of the respective controls were

substracted from the samples.
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3 Capitulo 2: O papel das lectinas na caracterizacao
quimiotaxonémica de microalgas de agua doce

Naiara Archanjo, Inessa Lacativa Bagatini, Armando Augusto Henriques Vieira

Laboratério de Ficologia, Departamento de Botanica, Universidade Federal de Sao

Carlos, Sao Carlos, SP, Brasil,

3.1 Resumo

A classificacdo morfolégica com critérios fenotipicos das espécies de
microalgas tem sido substituida por uma nova classificacdo filogenética, devido a
variagdo morfoldgica, de certo modo restrita para alguns grupos, nos quais ocorrem
muitas espécies cripticas, além da plasticidade fenotipica, resultando em varios
morfotipos para um unico filotipo, o que dificulta sua identificacdo em levantamentos
de diversidade fitoplanctbnica. Além da biologia molecular outras técnicas tem sido
proposta para melhor compreensado da diversidade biolégica das microalgas, sendo
uma delas a quimiotaxonomia. Entre as técnicas utilizadas para quimiotaxonomia de
microalgas temos detec¢do de monossacarideos terminais por lectinas, que podem
ser analisadas, por exemplo, utilizando lectinas marcadas com FITC (fluoresceina
isotiocianato.), sendo a quantidade de sitios de ligacdo (monossacarideos terminais)
disponiveis, proporcional a fluorescéncia medida na célula. Este estudo propés testar
lectinas e antililectinas como ferramentas taxondmicas, para elucidar se o0s
monossacarideos e as lectinas das ficosfera algais sdo especificos para taxa
inferiores, como ordens, familias, géneros e espécies. Para isso prospectaremos se
ocorrem, e quais sdo, em varias espécies de varios géneros das familias
Selenastraceae, Schedesmaceae (Chlorophyceae) e Fragilariaceae,

Stephanodiscaceae (Bacillariphyceae) e (Trebouxiophyceae) em cultivos.
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3.2 Introduc¢ao

As microalgas séo definidas por um grupo de organismos fotossintetizantes,
microscopios, eucariéticos e procariéticos, que ndo possuem estruturas diferenciadas,
apresentando geralmente organizac¢ao unicelular ou colonial, mas sem especializacéo
de células para diferentes fungdes, com algumas exce¢des (Hoek 1995, Pulz e Gross

2004).

Y

Devido a variacdo morfolégica de certo modo restrita para alguns grupos,
ocorrem muitas espécies cripticas, além de plasticidade fenotipica (Trevifio 2008),
resultando frequentemente em alguns taxas varios morfotipos para um Unico filotipo,
0 que dificulta sua identificagdo em levantamentos de diversidade fitoplancténica

(Krienitz et al 2001).

Assim, atualmente a classificacdo das espécies de microalgas vem passando
por uma fase de revisbes. O sistema de classificagdo morfolégico com critérios
fenotipicos tem sido substituido por uma nova classificagdo filogenética (Krienitiz e
Bock,2012), em alguns casos auxiliados por caracteristicas fisiol6gicas e ecoldgicas

(Lindell, 2014).

A introducdao de uma metodologia molecular filogenética para a sistematica de
algas verde passou por uma revisdo fundamental dos conceitos de linhagens
taxondmicos superiores, tais como divisbes, classes e ordens (Melkonian e Surek,
1995; Friedl, 1997; Chapman et al., 1998; Leliaert et al., 2012). Ap6s estas novas
concepcgbes filogenéticas as ordens que contém algas verdes tém sido

consideravelmente alteradas.

A dificuldade para a identificacdo dessas microalgas tem encorajado muitos
estudos e desenvolvimento de novas técnicas auxiliares para sua identificacdo e

taxonomia. Desta forma, o uso de uma abordagem polifasica envolvendo uma
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combinacdo de técnicas de biologia molecular e quimiotaxonomia tem sido proposta
para melhor compreenséo da diversidade biolégica (Das et al, 2014). Entre as técnicas
utilizadas para quimiotaxonomia de microalgas estdo, por exemplo, os perfis de acidos
graxos (Taipale et al, 2013) e de monossacarideos da parede celular (Takeda, 1991),

geralmente determinados por técnicas de cromatografia e espectrometria de massas.

Alguns trabalhos sugerem que 0os monossacarideos terminais das microalgas
podem funcionar como ferramentas taxonémicas. Rhodes et al (1995) e Cho (2003)
diferenciaram espécies de microalgas toxicas das nao toxicas, comparando 0s
monossacarideos terminais, utilizando FITC-lectinas e microscopia de epifluréscencia,
possibilitando a analise de presenca e auséncia de determinado monossacarideo, que
foram identificadas através de lectinas marcadas com FITC. No entanto eles nao

utilizaram os resultados obtidos para separar taxa inferiores.

As lectinas constituem um grupo de proteinas presentes em todas as formas de
vida desde os virus até os mamiferos (Kennedy et. Al., 1995). S&o proteinas de origem
ndo imunoldgica que apresentam sitios de ligacdes para acucares especificos,
capazes de aglutinar células e precipitar polissacarideos ou glicoproteinas (Singh al.,

1999).

Sendo a principal caracteristica das lectinas a capacidade de se ligar com
especificidade a carboidratos, as lectinas podem ser utilizadas, por exemplo, como
ferramentas para a detecgdo, o isolamento e a caracterizagdo de glicoconjugados,
sendo essenciais para o entendimento de mudancas nas superficies celulares em
processos fisiolégicos e patoldgicos (Sharon e Lis, 2004).

A deteccdo de monossacarideos terminais por lectinas pode ser analisada, por
exemplo, utilizando lectinas marcadas com FITC (fluoresceina isotiocianato.), sendo a
quantidade de sitios de ligacdo (monossacarideos terminais) disponiveis, proporcional

a fluorescéncia medida na célula. H& varias lectinas disponiveis comercialmente
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marcadas com FITC, que se ligam especificamente a carboidratos simples ou
complexos. Como exemplo de lectinas que se ligam a carboidratos simples, podemos
citar a ConA, que se liga a manose e glicose, a UEA-I, que se liga a fucose, a DBA
que se liga a N-Acetil- D-galactosamina .

Assim, as lectinas podem ser utilizadas como marcadores moleculares para
mostrar a diversidade de acucares terminais dos polissacarideos das superficies
celulares de microalgas verdes de agua doce, possivelmente mostrando padrdes
distintos nos diferentes grupos de microalgas.

Além de serem utilizadas para marcar acucares terminais, como estdo
presentes em em praticamente todos 0s seres vivos, as préprias lectinas presentes na
parede celular também podem ser utilzadas como caracteristica quimiotaxonomica.

Sendo assim, com o objetivo de testar a utilizacdo das lectinas e antilectinas
como dados quimiotaxondmicos auxiliares na identificacdo de microalgas, analisamos
um grupo de lectinas e anti lectinas marcadas com FITC, para elucidar se os
monossacarideos e as lectinas das ficosfera algais sdo especificos para taxa
inferiores, como ordens, familias, géneros e espécies. Para isso prospectamos se
ocorrem, e quais sdo, em varias espécies de varios géneros das familias
Selenastraceae, Schedesmaceae (Chlorophyceae) e Fragilariaceae,

Stephanodiscaceae (Bacillariphyceae) e (Trebouxiophyceae) em cultivos.

3.3 Material e métodos

3.3.1 Microalgas

As microalgas usadas neste estudo (Tabela 1) foram axenizadas e mantidas na
Colecado de Culturas do Departamento de Botanica da Universidade Federal de Sao

Carlos (Centro de Dados Mundial de Microorganismos, WDCM No. 835).
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As algas foram cultivadas em tréplicas em meio WC com pH 7,0 (Guillard e
Lorenzen 1972) a 23+2°C e sob iluminagéo de 108+2,0 umol photons m™2 s™* em ciclos
de 12h:12h claro:escuro até a fase exponencial (para cada alga foi feita previamente
uma curva de crescimento). As culturas foram, entéo, fixadas com formaldeido a 4%,

foram centrifugadas a 1380 xg por 4 minutos para a obtencéo das células.

Tabelal. Lista das microalgas utilizadas neste estudo, identificadas de acordo com a

morfologia classica e classificadas de acordo com Algaebase ( Mc Guiry, 2013).

ESPECIE

Local e ano de isolamento

CEPA

Chlorophyta

Selenastraceae
Monoraphidium komarkovae
Monoraphidium contortun
Ankistrodesmus densus
Ankistrodesmus densus
Ankistrodesmus fusiformis
N.I ( Ndo identificada)
Scenedesmaceae
Desmodesmus spinosus
Desmodesmus spinosus
Oocystaceae
Nephrocytium lunatum
Botryococcaceae
Botryococcus braunii

Bacillariophyta

Stephanodiscaceae
Cyclotella sp.
Fragilariaceae
Fragilaria sp.

Baia das Pedras - Pantanal MT, 2011
Represa de Guarapiranga SP, 2010
Represa do Broa SP, 1979

Represa Matdo SP, 2010

Rio Madeira RO, 2011

Rio Madeira RO, 2011

Tanque de peixe Jaboticabal SP, 1983
Lagoa do Inferndo (EE Jatai), 1987

Lagoa do Inferndo (EE Jatai), 1987

UTEX-Culturas em placas, 2012

Lago da Esalg SP, 2010

Reservatorio de Ibitinga SP, 2010

CCMA-UFSCar 353
CCMA-UFSCar306
CCMA-UFSCar 003
CCMA-UFSCar 239
CCMA-UFSCar 333
CCMA-UFSCar 261

CCMA-UFSCar 046
CCMA-UFSCar 062

CCMA-UFSCar 065

CCMA-UFSCar 399

CCMA-UFSCar 157

CCMA-UFSCar 410
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3.3.2 Lectinas

Para a analise com as lectinas (Tabela 2), as células fixadas foram lavadas por
trés vezes com meio WC (Guillard e Lorenzen 1972) estéril para lavagem sem

vitaminas e micronutrientes, centrifugadas a 1380 xg por 4 minutos a 14°C.

Apbs a centrifugacéo, o sobrenadante foi removido e aliquotas com cerca de 1
x 10° células em tréplicas, foram misturadas as solucdes de WC buffer, que consiste
em meio WC (Guillard & Lorenzen, 1972), sem adicdo de micronutriente e vitaminas,

adicionado de Tris base, BSA 1%, CaCl, e MgCl,, pH 7,8 para incubagéo.

Cada réplica foi incubada com uma das lectinas marcada com FITC (Tabela 2)
concentracdo de 5ug/ml (5mg ml; Vector Laboratories) e incubada por 30 minutos no
escuro. Apés este periodo, foram lavadas por duas vezes com meio WC sem
nutrientes e ressuspendidas em 200 pl de WC sem vitaminas e micronutrientes, o
processo de lavagem elimina as lectinas marcadas com FITC que nao foram ligadas

aos monossacarideos especificos.

Tabela 2. Tabela das lectinas usadas no experimento.

Lectina Fonte Especificidade

ConA Canavalia ensiformis Methyl a- manopiranosida; D-manose; D-glicose
UEAI Ulex europaeus (gorse) L-Fucose

DBA Dolichos biflorus N-Acetil- D-galactosamina

WGA Triticum vulgaris N-Acetilgucosamina

GNL Galanthus nivalis a-1,3 manose

PNA Arachis hypogaea a-Lactose; D-galactose
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3.3.3 Antilectina

As células fixadas foram lavadas trés vezes com meio WC (Guillard e Lorenzen
1972) estéril sem vitaminas e micronutrientes, centrifugadas a 1380 xg por 4 minutos a

14°C.

Apbs a centrifugacéo, o sobrenadante foi removido e aliquotas com cerca de 1
x 10° células em tréplicas, foram misturadas as solucdes de WC buffer pH 7,8 para

incubacao.

O processo de incubacdo das anti lectinas foi feito em duas etapas. Na
primeira etapa foram adicionada as células uma solucdo de antilectina em WC buffer,
concentracdo final de 5 pg/ ml (Vector Laboratories). As células com antilectinas
foram incubadas por 2h, no escuro e posteriormente lavadas apenas uma vez com
meio WC sem vitaminas e micronutrientes. Na segunda etapa, essas células lavadas
foram incubadas novamente por 2 horas, no escuro, com o WC buffer pH 7,8 e o
anticorpo para antilectina (Anti-GOAT, IgG H+L, Vector Laboratories), com
concentragao final de 5 pg/ml.. Posteriormente foram lavadas por duas vezes e

ressuspendidas em 200 ul de WC sem vitaminas e micronutrientes.

3.3.4 Desenho experimental

3.3.4.1 Lectina

Avaliamos o comportamento das algas listadas na Tabela 1, em relacéo a seis
lectinas (Tabela 2). Para cada alga foram feitas trés réplicas submetidas ao tratamento

com as lectinas, e trés controles.

Para os controles negativos, utilizamos para cada lectina o acucar especifico
correspondente como inibidor do sitio de ligagéo, todos os agucares foram utilizados a

uma concentracdo final 200 mM. Os agucares dos controles foram misturados
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incubados com as lectinas por 30 minutos antes da adicdo das células algais. As

células foram tratadas da mesma forma que aquelas tratadas com lectina.

Para a lectina ConA utilizamos dois controles negativos, um com apenas
glicose (Dextrose - Maliinckrodt Gen) como acUcar inibidor a uma concentracao final
de 200 mM e outro com glicose e manose como acgucares inibidores a uma

concentracdo final de 200 mM, sendo a concentracdo de cada acgucar 100 mM.

Além dos controles negativos foram feitas tréplicas de células das algas sem o
tratamento com lectina, mas que passaram pelos mesmos processos das células

tratadas, essas amostras foram utilizadas como o branco das analises.

3.3.4.2 Antilectina

Avaliamos o comportamento das 12 microalgas listadas na Tabela 2, em
relacdo a 11 Anti lectinas (Tabela 3), também em tréplicas de cultivo. A ligacdo de
cada antilectina foi analisada em cada uma das trés réplicas. Uma aliquota de cada
cultura foi utilizada como controle. O controle passou pelos mesmos processos do
tratamento, com excecdo da adicdo de antilectina, apenas com adicdo do anticorpo

marcados com FITC.
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Tabela 3. Tabela das Anti lectinas usadas no experimento.

Anti Lectina Fonte
Anti ConA Canavalia ensiformis
Anti DBA Dolichos biflorus
Anti GNL Galanthusn nivalis
Anti GSL Griffonia (Bandeiraea) simplicifolia
Anti LCA/PSA Lens-culinaris/ Pisum sativum
Anti PHA-E Phaseolus vulgaris
Anti PNA Peanult arachis hypogaea
Anti RCA Ricinus communis
Anti SBA Soybean
Anti UEAI Ulex europaeus
Anti WGA Weat germ

3.3.5 Microscopia de epifluorescéncia

Para melhor demonstrar a fluorescéncia das células marcadas com a lectina
foram analisadas em microscopio Zeiss Axioplan 2, Jena, Germany, equipado com
epifluorescéncia. As laminas foram observadas no filtro 09 (para FITC, verde

fluorescéncia). As imagens foram capturadas com uma camera Zeiss AxioCam HRc e
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tratadas com o auxilio do software de analise de imagens Axiovision release 4.5

(Zeiss).

3.3.6 Citometria de fluxo

As analises das amostras foram realizadas utilizando um citémetro de fluxo
FACSalibur™ (Becton Dickinson, USA), modelo 2111D-015SLBD com laser de 488
nm de emissdo. As leituras foram feitas através do software BD CellQuest™ Pro, e os
citogramas foram adquiridos no canal FL3-H para sinais de fluorescéncia da clorofila,
e no canal FL1-H para fluorescéncia verde (FTIC) e a disperséo lateral 90°C, no canal

Side Scatter (SSC-H).

Foram adicionados esferas fluorescentes, também chamadas de beads
(Microesferas carboxilato Fluoresbrite, Polysciences Inc., WarriGton, PA, EUA) de 6
pum, com densidades conhecidas e padrdes internos, como feito por Sarmento et. al.,
(2008). Os ajustes das amostras foram feitos com células das dozes cepas estudadas
sem o tratamento com a lectina, que quantificou a fluorescéncia natural das células e
serviu como branco para serem subtraidos dos valores de fluorescéncia das amostras
marcadas. As andlises foram feitas no programa Flow Jo _ v.10.08, em citogramas de
SSC-H : FL1-H (fluorescéncia de FITC), e FL1-Hcguas : FL3-Hpeags (fluorescéncias das
beads). Os valores de fluorescéncia sdo apresentados em unidades arbitrarias (u.a.)

por célula e relativos a fluorescéncia das esferas.

3.3.7 Andlises de multivariadas: agrupamentos e diagramas

Todas as analises estatisticas foram feitas utilizando o programa estatistico R
(R Core Team). A significAncia estatistica das diferencas no padrdo de ligagdo de

lectinas e antilectinas entre as cepas e espécies foi obtida por meio da analise de
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variancia multivariada permutacional (PERMANOVA) utilizando o método de distancia
de Bray-Curtis. As comparac¢des ocorreram entre o grupo com as doze microalgas
estudas e somente entre as espécies da familia Selenastraceae.

Para verificar de forma mais conclusiva a discriminacdo das cepas, e realizar
uma comparacdo utilizamos a andlise HCA (Hierarchical Cluster Analysis), usando
algoritmo “complete-linkage” com distancia de Bray-Curtis. Utilizamos a analise
INDVAL (pacote labdsv), para mostrar a presenca de possiveis monossacarideos ou

lectinas indicadoras de taxons.

Os dados foram analisados separadamente para trés grupos: 1) lectinas (Lec);
2) anti lectinas (Ant); 3) lectinas e anti lectinas (LecAnt). A leitura de fluorescéncia por

célula para cada lectina ou Anti lectina foi utilizada como variavel.

3.4 Resultados

Lectinas e antilectinas como marcadores quimiotaxonémicos

As andlises relativas as doze espécies a principio ndo apresentaram resultados
satisfatérios em relacdo a separacao para filo, classe, ordem, familia e género para
nenhum dos grupos de dados: Lec, Ant e LecAnt. Utilizando apenas os dados de
monossacarideos terminais (Lec) nao ocorreu separacao dos filos Chlorophyta e

Bacillariophyta.

Na analise de agrupamento utilizando apenas os grupos de dados Lec (Figura
1) as duas espécies do filo Bacillariophyta (Cyclotella, 157 e a Fragillaria, 410) ficaram
distantes entre si e misturadas as espécies do filo Chlorophyta. N&o houve também
agrupamento destas microalgas em ordem, exceto para as espécies da ordem

Trebouxiales: Nephrocytium lunatum, cepa 065 e Botryococcus braunii, cepa 399. Trés
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cepas de Sphaeropleales (Chlorophyceae, Chlorophyta), as A. densus 003 e 239 e

uma D. spinosus 042, ndo se agruparam ao clado maior desta ordem.

Os dados referentes a familia agruparam apenas trés das cepas da familia
Selenastraceae, sendo estas Monoraphidium contortum 306, Monoraphidium
Komarkovae 353, e Ankistrodesmus fusiformis 333. Para a separagéo das espécies as
analises também nao agruparam as espécies Ankistrodesmus densus (cepas 003 e
239) e as Desmodesmus spinosus (cepas 046 e 62). No entanto, houve agrupamento

entre todas as cepas das espécies estudadas.

Os dados apresentados os dados referentes ao grupo Lec, o qual foi similar
aos grupos Ant (Figura 2) e LecAnt (Figura 3) em relacdo a separagdo dos taxons
inferiores. No grupo Ant, as espécies da ordem Trebouxiales ndo se agruparam,
apenas duas espécies da familila Selenastraceae se agruparam, a M. contortum (306)

e N.I (261).

Ja para o grupo LecAnt, as espécies da ordem Trebouxiales se agruparam. No
entanto a andalise de agrupamento também nao separou os diferentes filos. As
espécies da familia Selenastraceae ndo se agruparam, exceto a M. komarkovae (353)
e A. fusiformis (333), que por sua vez apresentam géneros diferentes. As espécies A.

densus (003 e 239) e D. spinosus (046 e 062) ficaram distantes no agrupamento.
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Figura 1. Anédlise de agrupamento (Hierarchical Cluster Analysis) utilizando oalgoritmo
“complete-linkage” e distancias de Bray-Curtis para o grupo Lec (lectinas usadas para

marcar monossacarideos) para as doze cepas estudas
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Figura 2. Andlise de agrupamento (Hierarchical Cluster Analysis) utilizando oalgoritmo
“complete-linkage” e distadncias de Bray-Curtis para o grupo Ant (antilectinas usadas

para marcar as lectinas) para as doze cepas estudas
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Figura 3. Anédlise de agrupamento (Hierarchical Cluster Analysis) utilizando o algoritmo
“complete-linkage” e distancias de Bray-Curtis para o grupo LecAnt (lectinas e anti

lectinas como marcadores) para as doze cepas estudas.
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O mesmo padrdo foi obtido em testes comparando PERMANOVA, para as
espécies e cepas, considerando os dados relativos ao grupo Lec a separagdo entre
cepas explica 99% da variacdo dos dados e 91% para as espécies. Para os dados
com o grupo Ant, a separacdo entre as cepas explica 100% da variacdo dos dados e
96% para a separacdo entre as espécies. Os dados do grupo LecAnt mostrou que a
separacao por cepas explica 99% da variacdo dos dados, enquanto que a separacao
por espécies explica 92% da variacdo dos dados. Segundo a PERMANOVA o melhor

resultado para separacao entre a as cepas esta no grupo Ant (Tabela 4).

Tabela 4. Coeficientes de determinacdo obtidos na Andlise de PERMANOVA dos dados dos
trés grupos de marcadores (Lec, Ant e LecAnt) para cepas e espécies Para todas as andlises

p<0,001.

PERMANOVA- Variacdo dos Dados

Lec Ant LecAnt
CEPAS 99%  100% 99%
ESPECIES 91% 96% 92%

As analises feitas com as espécies da familia Selenastraceae, para 0 grupo
Lec agruparam as espécies A. densus, (003); e A.densus, (239). No entanto, houve
uma distancia significativa destas espécies com a A. fusiformis que pertence ao
mesmo género, além da distancia que houve entre os géneros, esta ficou misturada
com M. contortum (306), sendo assim, as espécies do género Monoraphidium néo se

agruparam (Figura 4).
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Figura 4. Andlise de agrupamento (Hierarchical Cluster Analysis) utilizando algoritmo

“complete-linkage” e distancias de Bray-Curtis para o grupo Lec (lectinas) para a familia

Selenastraceae.

Para o grupo de Ant, houve uma separacédo de todas as cepas, e das espécies

A. densus (239 e 003), mas ndo houve separacéo de géneros (Figura 5).
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Figura 5. Analise de agrupamento (Hierarchical Cluster Analysis) utilizando algoritmo

“complete-linkage” e distancias de Bray-Curtis para o grupo Ant ( anti lectinas) para a

familia Selenastraceae.
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Os dados obtidos para o grupo de AntLec, apresentou resultados similares ao

do grupo Lec, nos quais foi possivel verificar a separacdo entre as espécies, mas nédo

a separacgao dos géneros (Figura 6).
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Figura 6. Andlise de agrupamento (Hierarchical Cluster Analysis) utilizando algoritmo
“complete-linkage” e distancias de Bray-Curtis para o grupo LecAnt (lectinas e anti

lectinas) para a familia Selenastraceae.

Segundo os resultados da PERMANOVA para a familia Selenastraceae, o
grupo Lec mostrou que a separagdo entre as cepas explica 99% da variacdo dos
dados. O grupo Ant obteve o melhor resultado quando comparado com 0s outros
grupos, a separacgao entre as cepas e as espécies explica 99% da variacdo dos dados
(Tabela 5). J4 o grupo AntLec embora tenha apresentado 100% de separacao entre 0s
dados para cepa, a separacgdo entre as espécies foi de 91%, melhor que a do grupo
Lec. No entanto podemos considerar que os baixos resultados para separagdo entre

as espécies podem estar relacionados com a quantidade de cepas da mesma espécie
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Tabela 5. Coeficientes de determinacdo obtidos na Analise de PERMANOVA dos dados dos
trés grupos de marcadores (Lec, Ant e LecAnt) para cepas e espécies Para todas as analises

p<0,001.

PERMANOVA- Varia¢do dos Dados

Lec Ant LecAnt
CEPAS 99%  100% 99%
ESPECIES 91% 96% 92%

Os dados das andlises INDVAL, mostraram que apenas a Nephrocytium
lunatum (065) e a Botryococcus braunii (399) tém monossacarideos indicadores em

maiores concentracdes, sendo estes manose e glicose.

3.4.1 Andlises: Microscopia de epifluorescéncia

As andlises no microscopio demonstraram visualmente as interacdes entre 0s
carboidratos e lectinas. Por meio deste tipo de andlises é possivel obter resultados de
presenca e auséncia dos carboidratos especificos e das lectinas presentes no
polissacarideo e na parece celular das células algais, como demonstrado na Figura 7.

A presenca e auséncia dos carboidratos e das lectinas foram detectadas
através do filtro 09 (FITC, fluorescéncia verde), neste filtro as células que néo estao
ligadas a lectinas ou a anti lectinas marcadas com FITC, apresentam uma coloracéo
avermelhada, que representa a fluorescéncia natural das células, ou seja, a clorofila.

Ja as células marcadas com o FITC apresentam uma coloracéo esverdeada.
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(d)

Figura 7: Fotomicrografias de células de Monoraphidium contortum (306) e

Botryococcus braunii (399), sob microscopia de epifluorescéncia. (A) M. contortum
tratada com a Anti-lectina ConA (B) M. contortum tratada com a Anti —lectina GNL ; (C)

B. braunii tratada com lectina UEAI (D) B. braunii tratada com lectina ConA.

As células de Monoraphidium contortum ndo apresentaram ligagfes visiveis
gquando tratadas com a Anti lectina ConA (Fig 7a). Quando tratada com a Anti Lectina
GNL apresentou sinais pouco intensos de fluorescéncia nas células, principalmente
nas extremidades (Fig 7b), de maneira geral esta microalga apresentou sinais pouco
intensos de fluorescéncia para as onze antilectinas testadas. JA a Botryococcus
braunii apresentou fortes sinais de fluorescéncia para as seis lectinas testadas,
principalmente para a Lectina ConA como demonstrado na Figura 7d, os sinais mais
fracos apresentados nesta microalga foram observados com o tratamento da lectina
UEAI (Figura 7c).

Com a microscopia também observamos algumas semelhancas entre as
microalgas do género Ankistrodesmus e Desmodesmus, da ordem Sphaeropleales
estas algas apresentaram em regides especificas sinais de fluorescéncia indicando a

presenca de glicose e manose, localizadas através da lectina ConA (Fig 8).
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A B C

Figura 8: Fotomicrografias de células do género Ankistrodesmus e Desmodesmus
tratadas com a lectina conA, sob microscopia de epifluorescéncia. (A) Ankistrodesmus

densus (239); (B) Ankistrodesmus densus (003); (C) Desmodesmus

3.5 Discussao

O uso de lectinas marcadas com FITC tem sido frequentemente relatado como
ferramenta Gtil para diferenciacdo de espécies de microalgas morfologicamente
semelhantes (Rhodes et al 1995;. Cho et al., 1998). Nés utilizamos seis lectinas e
onze anti lectinas para estudar doze microalgas, além de uma técnica mais precisa

para quantificacdo de fluorescéncia, o citbmetro de fluxo.

Os resultados de microscopia de epifluorescéncia mostraram visualmente as
ligacdes entre as lectinas e os monossacarideos, desta forma, observamos a presenca
e auséncia do monossacarideo ou lectina mucilagem ou parede celular das espécies
de microalgas. No entanto, utilizando microscopia, ndo foi possivel quantificar
exatamente os sinais de fluorescéncia. Contudo, esta técnica nos permitiu verificar os
locais de ligacdo de cada marcador. Verificamos que dois géneros apresentam

manose e glicose em regibes especificas, Ankistrodesmus e Desmodesmus, na
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mucilagem das extremidades. Esta observacdo poderia ser uma caracteristica
indicadora de género e familia, mas sdo necessarios mais estudos para comparar tal

observacéao.

Com os dados da citometria de fluxo observamos que a glicose é uma
caracteristica constante em todas as espécies, notamos que a quantidade desse
monossacarideo € varidvel entre as espécies estudadas. Nas espécies da ordem
Trebouxiales os valores referentes a glicose terminal sdo maiores quando comparados

com as outras espécies.

Para as andlises multivariados com as doze espécies, ndo tivemos éxito com a
separacdo dos tdxons, no entanto conseguimos separar satisfatoriamente todas as
cepas. Cho (2003) em seu trabalho com base nos padrfes de ligagGes de lectinas,
mostrou através de um dendograma usando o método Dollop (dados de presenca e
auséncia) que é possivel distinguir microalgas geograficamente distintas, como por
exemplo, cepas da Coréia, Nova Zelandia e Espanha. Mas também ndo conseguiu
discriminar as espécies em niveis de taxon como classe, familia, ordem e filo. As
cepas de A. densus, deste estudo, foram isoladas de locais diferentes, embora
préximos, sendo que a cepa 003 é mantida em cultura desde 1979. O mesmo ocorre

com as cepas D. spinosus que foram isoladas de lugares distintos.

Segundo Krienitiz e Bock (2012) a familia Selenastraceae representa um
grupo de grande complexidade para a taxonomia, ndo apenas pelas diferencas
morfol6égicas, mas pela proximidade genética que as espécies apresentam, o0 mesmo

ocorre com as especies das familias Scenedesmaceae, e Trebouxiophyceae.

Notamos também que a as espécies Botryococcus e Nephocytium, ambos da
ordem Trebouxiales, tém monossacarideos ou lectinas indicadoras, obtidos pela

andlise de INDVAL. Com os dados obtidos na analise de agrupamento , observamos

51



que apenas no grupo Ant ndo houve agrupamento das espécies da ordem

Trebouxiales.

Em resumo nosso trabalho mostrou que: 1) Existem regides especificas de
concentracdo de monossacarideos comuns aos géneros e familia; 2) Ao quantificar os
monossacarideos e lectinas, obtivemos informagdes que podem ser caracteristicas
indicadoras de tadxons; 3) As analises estatisticas separadas por familia podem ser
mais indicadas para analise de separacdo de espécies e cepas; 4) E possivel separar

as cepas de uma espécie provenientes de diferentes locais.
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4 Consideragoes Finas

Na introducdo buscamos apresentar uma visdo geral das microalgas e das
lectinas, para construcdo de uma abordagem polifasica para a classificacdo
taxondmica de microalgas.

Ao longo do primeiro capitulo, buscamos otimizar uma metodologia apropriada
para a utilizacdo das lectinas como ferramentas taxonGmicas. Os resultados
mostraram a importancia das andlises diante das diferentes metodologias utilizadas
até o momento, indicando que a menor concentracéo de lectina e menor periodo séo
0s mais eficientes.

No segundo capitulo testamos o uso da lectina para doze microalgas de agua
doce, como indicadoras de taxa, percebemos a individualidade de cada espécie,
através da separacao de cepas, mas percebemos que tais individualidades, ainda ndo

permite a classificacio para taxons inferiores.
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Cluster com a média das trés réplicas para cada tratamento analisado via

citometria de fluxo:

1 Lectina: Dados das 06 lectinas testadas.

ConA

DBA

GNL

PNA

UEAI

WGA

411,48

0,61
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2 Antilectina: Dados das 11 lectinas testadas.

Cluster Dendrogram
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