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RESUMO

As algas verdes representam um grupo bastante diversificado e seus representantes podem ser
encontrados em muitos tipos de habitats. Nos solos, as algas verdes, em associagdo com outros
organismos, podem originar as crostas bioldgicas, uma comunidade considerada relevante nos
ecossistemas (especialmente nos aridos e semiaridos). Sao colonizadores, auxiliando na redugdo da
erosdo, estabilizando e melhorando as propriedades fisicas e quimicas dos solos e também
mfluenciando a germinagao de diferentes plantas. O estudo proposto visa o levantamento taxondmico
das assembleias de algas verdes encontradas em areas de cerrado nos estados de Sao Paulo € Minas
Gerais (Parque Estadual Furnas do Bom Jesus e Parque Nacional Serra da Canastra, respectivamente).
Também pretende-se realizar a comparacdo da biota encontrada nos ambientes estudados e a
caracterizagdo molecular das espécies mais frequentes. O material coletado foi submetido a exame
direto sob microscopio de luz e também a cultivo em meio artificial. Os resultados obtidos baseiam-
se nas analises de 40 amostras coletadas em abril de 2013. O levantamento taxondmico resultou em
17 morfotipos, incluidos nas classes Trebouxiophyceae, Chlorophyceae, Ulvophyceae,
Klebsormidiophyceae e Conjugatophyceae. Duas identificacdes foram possiveis apenas até o nivel
genérico (Chlorococcum sp. e Klebsormidium sp.) devido a auséncia dos estagios reprodutivos e uma
populagdo nao foi identificada devido a inconsisténcia no conjunto das caracteristicas observadas.
Quatro ocorréncias s30 novos registros para o pais. As duas areas de estudo apresentaram composi¢ao
floristica distinta, havendo apenas seis ocorréncias comuns aos dois parques. A maior riqueza especifica
foi registrada no Parque Nacionalda Serra da Canastra, com 14 morfotipos, enquanto no Parque Estadual
das Furnas do Bom Jesus foram registradas apenas sete. A andlise dos nutrientes, umidade,
temperatura ¢ pH mostrou que ndo se pode correlacionar a ocorréncia das espécies a partir de uma
variavel ambiental em especifico, sendo que, possivelmente, dois ou mais fatores agem em conjunto,
propiciando a ocorréncia de um conjunto diversificado de espécies. Outros parametros podem,
também, influenciar a composicdo da flora de um determinado local, tais como o solo, clima e
sombreamento. Os estudos moleculares ndo obtiveram éxito, sendo que a maior dificuldade esteve
relacionada coma extragdo de DN A do material e coma auséncia de primers especificos para o grupo.
O presente trabalho foi pioneiro na realizagao de levantamento taxonomico de algas verdes em crostas
bioldgicas no pais e, sendo assim, podera servir de subsidio para futuros estudos com o tema, além de
representar uma importante adigdo ao conhecimento taxondmico das algas verdes do Brasil,
especialmente daquelas habitantes de areas de cerrado.

Palavras-chave: Biologia molecular, Cultivo, Taxonomia, Morfologia.



ABSTRACT

Green algae are a higly diversified group and their representatives can be found in many types
of habitats. On soils, green algae, in association with other organisms, may form biological
crusts, a community considered relevant in some ecosystems (especially in arid and semi-arid
environments). They are pioneer i soil systems, helping to reduce erosion by stabilizing and
mmproving the physical and chemical properties of soils and influencing the germination of
different plants. This study amms to the taxonomic survey of green algae assemblages found in
savannah areas in the states of Sdo Paulo and Minas Gerais. In addition, the comparison of
taxonomic compositions of the assemblages from different localities and the molecular
characterization of the most frequent species are complementary objetives. The sampled
material was directly examined under light microscope and also cultivated on artificial growth
media. The results obtained are based on the analyzes of 40 samples collected in April 2013.
The taxonomic survey resulted in the finding of 17 morphotypes pertaining to
Trebouxiophyceae, Chlorophyceae, Ulvophyceae, Klebsormidiophyceae and
Conjugatophyceae. Two out 17 identifications were possible only to the generic level
(Chlorococcum sp. and Klebsormidium sp.) due to the absence of reproductive stages. One
population was not identified due to the inconsistence of the observed characteristics to identify.
Four occurrences are new records for the country. The two study areas showed distinct floristic
composition, with only six occurrences common to both parks. The highest species richness
was recorded in the Serra da Canastra National Park, with 14 morphotypes, while in the State
Park Furnas do Bom Jesus were recorded only seven. Soil nutrients, moisture, temperature and
pH have shown that the occurrence of a species cannot be addressed to a single environmental
variable, but possibly two or more factors act together, allowing the occurrence of a diverse set
of species. Other parameters may also nfluence the flora composition of a particular location,
such as soil, climate and shading. Molecular studies were not successful, mamnly due to the
difficulties with DNA extraction and due to the absence of specific primers for the group. This
work was pionee in the surveying of green algae occurring in biological crusts in Brazil and, in
that way, it will be, possibly, useful as background for future studies on the subject, besides of
representing an important addition to the taxonomic knowledge of green algae in the Brazil,

especially for the savannah area.

Keywords: Cultivation, Molecular biology, Morphology, Taxonomy.
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1. INTRODUCAO

Nos ambientes terrestres, as algas podem ocupar praticamente todos os tipos de habitats
(RINDI, 2007), crescendo em diferentes substratos como rochas, plantas superiores (troncos e
folhas) (HOFFMANN, 1989), substratos artificiais e solo (RINDI, 2007).

Dentre os grupos de algas encontrados nos ambientes terrestres, as algas verdes estdo
entre os organismos mais frequentes, sendo inseridas dentro de um grupo monofilético bem
suportado, Viridiplantae, onde também mserem-se as plantas terrestres (LEWIS & McCOURT,
2004). Viridiplantae inclui organismos que contém clorofilas a e b e cloroplastos envoltos por
membranas duplas e estd dividido em duas grandes linhagens, Chlorophyta e Streptophyta,
sendo que as chamadas algas verdes estdo distribuidas em ambas. Entre as Chlorophyta estio
as algas verdes cujas c€lulas dividem-se por formagao de ficoplasto durante a citocinese (RINDI
et al, 2009) e a divisio abriga trés classes bem suportadas filogeneticamente, Chlorophyceae,
Trebouxiophyceae e Ulvophyceae, além das prasinofitas, um grupo ndo monofilético
(LELIART et al., 2012). Streptophyta, por sua vez, ¢ composta, além das plantas terrestres,
pelas algas verdes que formam fragmoplasto durante a citocinese, sendo elas, Charophyceae,
Chlorokybophyceae, Coleochaetophyceae, Klebsormidiophyceae, Mesostigmatophyceae e
Zygnemophyceae (LELIART etal., 2012).

As algas verdes constituem um dos grupos de organismos eucaridticos mais diversos,
incluindo desde formas unicelulares até pseudoparenquimatosas (PROSCHOLD &
LELIAERT, 2007). Seus membros possuem cloroplastidios envoltos por uma membrana dupla,
contendo clorofilas a e b, B-caroteno e xantofilas como pigmentos acessorios (encontrados
também nas plantas terrestres), amido como substancia de reserva, armazenado dentro dos
cloroplastideos, e as paredes celulares, quando presentes, sdo compostas de celulose
(GRAHAM & WILCOX, 2000).

Do ponto de vista taxondmico, sdo consideradas de dificil interpretacdo, especialmente
aquelas que habitam o ambiente terrestre. Segundo Neustupa & Skaloud (2010), isso se deve &
adaptacdo as condicdes oferecidas por esse meio, que resultou na convergéncia morfologica de
organismos nao relacionados filogeneticamente.

Atualmente, s3o reconhecidas, aproximadamente, 800 espécies de algas verdes em
ambientes terrestres e o solo € o substrato mais reportado para esses organismos. No entanto,
dados moleculares sugerem que a diversidade genética de algas verdes terrestres € muito maior
que a demonstrada pela morfologia (RINDI et al., 2009). O estudo da diversidade dessa flora ¢
dificultado por alguns fatores, como a simplicidade morfologica de muitas dessas algas,

resultado da pressao de selegao pelas baixas relagdes de superficie- volume celulares, tornando-



as quase sempre globulares ou elipticas (HOFFMANN, 1989). Sendo assim, a identificagao
baseada na morfologia necessita de esfor¢os considerdveis para a compreensdo de pequenas
diferencas entre as estruturas e da variacdo de formas nas populacoes (NEUSTUPA &
SKALOUD, 2010).

O grupo das algas verdes ¢ abundante e ubiquo e cujos representantes tém sido
registrados ja nos primeiros estudos de sistematica, comalguns deles descritos por autores como
Linnaeus (1753, 1759), Agardh (1824), Kiitzing (1843, 1849) e Nageli (1849). Entretanto, os
maiores avancos no estudo de diversidade do grupo ocorreram nos ultimos 20 anos, quando os
dados moleculares tornaram-se disponiveis (RINDI et al, 2009).

Apesar de possuirem uma historia evolutiva longinqua, algas verdes de solo sdo ainda
pouco estudadas quando comparadas com outros grupos ou com algas de outros ambientes,
principalmente em regides tropicais (METTING, 1981; RINDI, 2007; RINDI et al., 2009).

Segundo Rindi et al. (2009), algumas espécies, definidas com base em analises
morfologicas, sdo consideradas amplamente distribuidas ou mesmo cosmopolitas, como sdo os
casos de Apatococcus lobatus (Chodat) Petersen, Chlorella vulgaris Beyerinck, Desmococcus
olivaceus Laundon, Klebsormidium flaccidum Silva, Mattox & Blackwell-Jr, Stichococcus
bacillaris Nageli e Trentepohlia aurea Martius, além de outros géneros comumente citados,
como Chlorococcum Meneghini e Stichococcus Nageli (JOHANSEN, 1993; FLECHTNER et
al, 1998; HU & LIU., 2003).

No solo, além das algas verdes, representantes de varios grupos (cianobactérias,
xantoficeas, eustigmatoficeas e diatomdceas) sdo encontrados associados a uma comunidade
diversa que também pode mncluir fungos, liquens, protistas e invertebrados (LEWIS &
FLECHTNER, 2002). Esse crescimento e desenvolvimento conjunto pode constituir as crostas
biologicas (CBs), uma comunidade complexa em composicdo e metabolismo, também
chamadas de crostas microbidticas e crostas criptogdimicas (ASHLEY et al, 1985;
FLECHTNER et al.,, 1998; EVANS & JOHANSEN, 1999; JOHANSEN et al., 2001; LI et al.,
2003), entre outras denominagdes.

As CBs possuem ampla distrbuicdo geografica e ambiental (BELNAP, 20006),
ocorrendo em todos os biomas do mundo (BUDEL, 2001), com maior relevancia em regides
aridas e semidridas (JOHANSEN, 1993). Os organismos que as compdem sao tolerantes a
estresse hidrico e a condicdes extremas de luz e temperatura, diferentemente da maioria das
plantas vasculares (BELNAP et al., 2006).

Esses agrupamentos (CBs) tém sido considerados componentes bastante relevantes dos

ecossistemas por diversos motivos. Entre outros atributos, sdo colonizadores iniciais com
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papéis importantes na ocupagdo de areas expostas, onde promovem o desgaste de minerais e
criam condigdes ligeiramente dacidas, devido a produgdo de &cido carbonico gerado pela
fotossintese (METTING, 1981). Também auxiliam na redugdo da erosdo, diminuindo a
quantidade de escoamento de dgua (BROTHERSON & RUSHFORTH, 1983) e sdo
estabilizadores e melhoradores das propriedades fisicas e quimicas dos solos (ANANTANI &
MARATHE, 1974; FLETCHER & MARTIN, 1998). Também podem influenciar a germinagao
de sementes de plantas vasculares (STARKS et al., 1981; JOHANSEN et al., 2001; HU et al.,
2002).

O mteresse no papel dessas assembleias na ciclagem de nutrientes e a descoberta de uma
microfauna e microflora rica associada t€m levado a um nimero crescente de estudos
ecologicos, fisiologicos e taxonomicos (WEST, 1990; LANGE et al., 1992; ST. CLAIR et al.,
1993; SCHLESINGER et al., 1996; EVANS & JOHANSEN, 1999; SHEPHERD et al., 2002).
Estudos abordando os diferentes componentes biologicos de CBs ja foram conduzidos em
diversos continentes do mundo, como América do Norte (Estados Unidos e México;
ROSENTRETER & BELNAP, 2001), Africa (Africa do Sul; ULLMAN & BUDEL, 2001),
Asia (China; BUDEL, 2001), Oceania (Australia; ELDRIDGE, 2001), América do Sul
(Venezuela; BUDEL, 2001).

No territorio brasileiro, o tnico estudo envolvendo CBs foi realizado em areas do bioma
caatinga, no nordeste do pais (BUDEL, 2001), embora o foco principal tenha sido mais
abrangente do que apenas as algas verdes, com énfase na estrutura da crosta, € os organismos
estudados foram briofitas e cianobactérias. Entre os diferentes tipos vegetacionais brasileiros,
o bioma cerrado (ou savana) oferece grande potencial para o desenvolvimento de crostas
bioldgicas, devido ao clima tropical sazonal, com inverno seco, e a vegetacao lenhosa de porte
reduzido encontrada em muitas dessas dreas. Uma parte consideravel do territorio brasileiro
(2.036.448 kn?) € ocupada por tal bioma, correspondendo a aproximadamente 22% do territdrio
nacional (MMA, 2012). Entretanto, apesar da existéncia dessa area com grande potencial de
ocorréncia de CBs e, portanto, de algas verdes, nenhum estudo com foco nessas assembleias e
nesses organismos foi realizado até o momento. Dessa forma, ha uma lacuna no conhecimento
da diversidade e ecologia do grupo em CBs e o presente trabalho pretende apresentar a primeira

abordagem considerando os tais aspectos.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivos gerais

O principal objetivo deste projeto foi a realizagdo de levantamento taxondmico das
assembleias de algas verdes encontradas nas crostas biologicas de regides de cerrado. Essa
abordagem ¢ importante face a escassez de estudos com algas verdes de solo no territorio
brasileiro, especialmente daquelas ocorrentes em crostas biologicas.

Com base nos resultados dos levantamentos, também objetivou-se a comparacao da
biota encontrada entre os ambientes estudados e a caracterizagdo de parametros ambientais sob

os quais as diferentes espécies e assembleias de algas verdes ocorrem.

2.2. Objetivos especificos

O estudo teve como objetivos especificos os seguintes objetivos:
a. Estudar a composi¢ao floristica das algas verdes em crostas biologicas de cerrado, segundo
critérios tradicionais (morfologicos), a partir de amostras de campo e de cultivo artificial;
b. Estabelecimento de cultivos artificiais para posterior comparagdo com material de campo a
fim de confirmacdo e adicdo de identificagdes, e para estudos moleculares;
c. Realizar estudos moleculares em organismos de interesse, para complementacdo dos estudos
taxondmicos baseados nos critérios tradicionais.
d. Fornecer informagdes sobre os ambientes de ocorréncia de espécies e assembleias de algas

verdes de crostas bioldgicas de cerrado, utilizando parametros fisicos e quimicos selecionados.

3. HIPOTESES

Na proposi¢do desse projeto, foram articuladas as seguintes hipdteses:
1- Considerando a grande diversidade de algas verdes em ambientes terrestres, esperou-se que
as CBs de areas do cerrado apresentassem uma elevada riqueza de espécies;
2- Devido a falta de conhecimento dos componentes do grupo das algas verdes de ambientes
terrestres, especialmente daqueles ocorrentes em CBs de solos brasileiros, a possibilidade da
existéncia de tdxons novos para a ciéncia ou, pelo menos, de novas ocorréncias taxondmicas
para o territdrio brasileiro, foi avaliada como provéavel
3- Considerando que as espécies de microalgas encontradas no ambiente terrestre sao
principalmente unicelulares (RINDI et al., 2009), esperou-se nesse projeto encontrar uma maior

quantidade de organismos caracterizados por uma morfologia simples.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Areas de estudo

As areas de estudo foram duas regides de cerrado, situadas nos estados de Minas Gerais
(MG) e Sao Paulo (SP). Em MG, foram amostradas areas de cerrado no Parque Nacional da
Serra da Canastra (PNSC) (20°00°- 20°30’S e 46°15°- 47°00°W), e em SP, no Parque Estadual
Furnas do Bom Jesus (PEFBJ) (20°11°- 20°16°S e 47°22°- 47°29°W).

O cerrado ¢ um bioma composto por um complexo vegetacional (COUTINHO, 1978;
RIZZINI, 1979; EITEN, 1983). Segundo o conceito “floresta — ecdtono — campo”
(COUTINHO, 1978), o cerrado ¢ composto por duas floras distintas, sendo uma puramente
arbustivo-arborea, predommante nas fisionomias florestais (cerraddo), e outra herbaceo-
subarbustiva, caracteristica das fisionomias campestres (campo limpo). As fisionomias
savanicas, ou seja, as formas intermediarias ou ecotonos (cerrado sensu stricto, campo cerrado
e campo sujo), caracterizam-se pela ocorréncia de uma flora mista, composta por elementos
florestais e campestres (COUTINHO 1978, 2002). Segundo Coutinho (1978), o campo limpo
caracteriza-se pela predominincia de plantas herbaceas; o campo sujo, pela presenca de arvores
e arbustos isolados ao longo da paisagem; o cerrado Sensu stricto, pela ocorréncia de arvores e
arbustos, e o cerraddo, pela dommnancia de espécies lenhosas de dossel alto e fechado.

O PNSC, criado dia 3 de abril de 1972 (decreto-lei n° 70.355), localiza-se na porg¢ao
sudoeste do estado de Minas Gerais (Figura 1), nos municipios de Sdo Roque de Minas,
Delfindpolis e Sacramento, e apresenta area de 71.525 ha e altitudes entre 800 e 1.496 m, sendo
o ponto mais elevado localizado na Serra Brava. O clima predominante no cerrado ¢ o tropical
sazonal, de mverno seco. A temperatura média anual fica em torno de 22 e 23° C, sendo que as
médias mensais apresentam pequena estacionalidade (IBDF, 1981). As fitofisionomias
encontradas sao as florestas mesodfilas de encosta, capdes, cerraddo, cerrado, campo cerrado,
campo limpo e campo rupestre (IBDF, 2005). A regido da cachoeira Casca d'Anta apresenta
solos pouco profundos, de textura arenosa, em relevo suavemente ondulado, com um grande
bloco de afloramento rochoso, quartzitico (ROMERO & NAKAJIMA, 1999). Nesse trabalho,
a coleta de material ocorreu em uma area dominada pelas fitofisionomias campo sujo (20°-17°-
51,27 de latitude, 46°-31°-18,5de longitude e 1195 mde altitude na transecao A; 20°-17°-53,9”
de latitude, 46°-31°-19,2” de longitude ¢ 1189 m de altitude na transe¢ao B), na regido da
cachoeira Casca d’ Anta; sendo as amostras denominadas CA (advindas da transe¢do A) e CB
(transecao B).

O PEFBIJ, criado em 12 de outubro de 1989 (decreto-lei n.° 30.591), localiza-se no

municipio de Pedregulho, junto a divisa dos estados de Minas Gerais e Sao Paulo (Figura 1), e
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possui area total de 2.069,06 ha e altitudes de 635 ¢ 1.035 m (BRANCO etal, 1991). O clima
daregido ¢ Mesotérmico de inverno seco, com temperaturas variando entre 18 e 32 °C no verdo,
eentre 3 e 13 °C no mverno (ARAUJO et al., 2009). A regido do PEFBJ pode ser incluida no
dominio dos chapaddes recobertos por cerrados e penetrados por floresta de galeria
(AB’SABER, 2005). No parque, a vegetacdo natural nos topos das chapadas e nas vertentes
mais suaves ocupadas por fitofisionomias de cerrado foi quase interamente substituida por
culturas de café e pastagens, sendo que atualmente essas formagdes se encontram em
regeneragdo. Por outro lado, as areas de mais dificil acesso, como as escarpas que delimitam as
furnas, mantiveram-se pouco alteradas, apresentando atualmente remanescentes da mata
natural, incluindo floresta estacional decidual e semidecidual em manchas descontinuas
(BRANCO et al. 1991). Em Furnas, na regido de estudo, a predominancia ¢ de solo raso ou
afloramentos rochosos (ARAUJO et al, 2009). A coleta de material ocorreu em uma area
dominada pela fitofisionomia cerrado sensu stricto, (20°-13°-2” de latitude, 47°-26’-38,4” de
longitude e 980 m de altitude na transecdo A, 20°-12°-58” de latitude, 47°-26’-34,5” de
longitude, e 977 m de altitude na transecdo B). As amostras coletadas nesse parque foram

denominadas FA (transecdo A) e FB (transecao B).

4.2. Atividades de coleta

As coletas de material biologico, dados de GPS, temperatura e umidade do solo foram
realizadas uma vez em cada area. Os dados historicos de precipitagdo e umidade no periodo
entre 2008 e 2013 de cada parque foram obtidos em banco de dados virtual (INPE, 2015). As
amostragens ocorreram entre os dias 24 e 26/04/2013, imediatamente apos o término do periodo
chuvoso. Em cada uma das localidades escolhidas foram demarcadas duas transegdes
(transects) paralelas com 200 m de comprimento, distando 20 m entre si, e registrados dados
de posicionamento global e altitude (GPS Garmin E-trex Vista). Ao longo de cada transecdo,
foram estabelecidos dez pontos de coleta de material (20 m, 40 m, 60 m, 80 m, 100 m, 120 m,
140 m, 160 m, 180 m e 200 m), totalizando 20 pontos de amostragem por parque (Figura 2).

A coleta das crostas foi feita mserindo-se a parte inferior de uma placa de Petri (90 mm
de diametro) mvertida no solo, e retirando uma amostra de cerca de 2cm de profundidade
(modificado de GUNDLAPALLY & GARCIA-PICHEL, 2006; Figura 3). Separadamente,
amostras de solo foram recolhidas em cinco pontos aleatorios, até 5 cm de profundidade, com
auxilio de uma pa de jardinagem e desprezando-se a camada superficial (entre 0,5 e 1,0 cm

correspondente a regido com crescimento das CBs).
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Figura 1. Localizacdo dos parques Nacional da Serra da Canastra (Minas Gerais) e Estadual Furnas do Bom Jesus

(Sao Paulo).

O solo coletado (por¢ao combinada das amostras coletadas nos cinco pontos aleatorios)
foi submetido a andlise para avaliagdo da concentragdo de nutrientes (nitrogénio total, amdnio,
nitrito, nitrato, potdssio, manganés, calcio, magnésio, fosforo, ferro, zinco) e dos valores de pH.
Também foram analisadas as proporcdes de areia, argila, silte, com a consequente classifica¢ao
textural do solo. Essas andlises foram realizadas em laboratério comercial especializado. Em
campo, temperatura e umidade do solo foram tomadas com termohigrometro (Hanna

Instruments), com a finalidade de caracterizagdo ambiental dos locais de coleta.

4.3. Analises das amostras

As crostas coletadas para avaliacdo taxonOmica foram analisadas micialmente sob
microscopio estereoscopico para visualizagdo e reconhecimento de morfotipos presentes e,
posteriormente, foram observadas sob microscopio fotdnico (Olympus BH-2), para estudo
morfologico detalhado e identificacdo dos organismos presentes. Durante essa etapa ndo houve

padronizagdo para a montagem e quantidade de lammas feitas para cada amostra.
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Figura 2. Esquema das transecdes destacando os pontos de coleta.

Figura 3. Coleta de crosta com pa e placa de Petri invertida.

Posteriormente, uma avaliagdo padronizada foi realizada com o objetivo de abranger
mais minuciosamente cada amostra obtida. As crostas coletadas e contidas nas placas de Petri
foram divididas em quadrantes (Figura 4), sendo feita uma lamina por quadrante para estudo
mais detalhado. Caso ndo tenha sido possivel a visualizagdo de algum cardter morfolégico,
outras laminas foram confeccionadas a fim de complementar as mformag¢des taxonomicas
necessarias.

As algas verdes encontradas foram analisadas segundo os critérios taxondmicos
aplicaveis ao grupo, consistindo do estudo das caracteristicas métricas (didmetro e
comprimento celular), morfologica (flamentos ou unicelulares, formato celular, espessura da
parede, formato e posicdo do cloroplasto), presenca/auséncia de estruturas (pirenoides), e

quando possivel, visualizagdo dos estagios de reprodugao.
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Figuras 4. Placa contendo CBs divididas em quadrantes.

O sistema de classificagdo utilizado para a apresentagdo do posicionamento dos tdxons
inventariados seguiu a proposta de Ettl & Gértner (1995), que também foi a principal fonte de
consulta para realizagdo das identificacdes e como base para a elaboragao das descricdes de
espécies ¢ de géneros. O trabalho de Bicudo & Menezes (2006) foi o mais utilizado para
descri¢oes de classes e comparacdo de ocorréncias entre espécies aquaticas e terrestres. O banco
de dados construido por Guiry & Guiry (2015) também foi consultado, principalmente para
compara¢ao morfologica por meio de registros fotograficos e as identificagdes especificas dos
taxons foram baseadas em literatura especializada para taxonomia de algas verdes.

Para os tdxons nventariados, foram produzidas fotomicrografias para o registro das
caracteristicas taxonOmicas relevantes. Nas descricoes das espécies foram utilizadas as
seguintes abreviacdes didm. (didmetro), compr. (comprimento) e RC/L (relagdo comprimento/
largura celular). Informagdes sobre a ocorréncia dos taxons encontradas nas transe¢des também

foram incluidas.

4.4. Preservacao das amostras e preparacao dos cultivos

Porg¢des representativas das CBs com os organismos identificados (ou, se possivel,
espécimes representativos selecionados das amostras) foram fixadas com solugdo de
formaldeido 4% e foram incorporadas ao Herbario SJRP (IBILCE/UNESP — campus de Sao
José do Rio Preto — THIERS, 2015) para testemunho.

Para a obtengdo dos cultivos, pequenas quantidades de solo com provavel colonizagdo de
algas verdes (substrato com cor diferenciada) foram inicialmente separadas de cada amostra
para inoculagao direta. Essa inoculacdo foi realizada, a partir da visualizagdo em microscOpio
estereoscopico a medida que as observagdes para identificagdes e fotomicrografias eram feitas.

Adicionalmente, uma tUnica amostra de solo foi produzida a partir da homogeneizacdo
(penerramento e mistura) de pequenas quantidades de solo (5g) de cada uma das amostras

coletadas. Essas amostras homogeneizadas foram mantidas, por 12 horas, em meio de cultivo
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liquido Bold (NICHOLS, 1973). Posteriormente, porcdes de sedimento e de sobrenadante das
amostras homogeneizadas foram mnoculadas em meio de cultura sdlido e liquido (Figuras 5-6),
buscando-se obter crescimentos de representantes ndo evidentes visualmente nas amostras
coletadas. Cinco placas de Petri, contendo meio de cultura sélido, e cinco tubos de ensaio
contendo meio de cultura liquido receberam tais noculos. Estes foram nomeados CDI1, CD2,
FURI, FUR2, sendo que CD e FUR indicam a origem, Canastra e Furnas, respectivamente; ja
1 e 2, ndicam se a mnoculagdo da mistura de solos foi feita a partir do sobrenadante ou do
sedimento, respectivamente. No total, houve em torno de 60 inoculagdes.

O meio de cultivo utilizado foi o de Bold (NICHOLS, 1973), sendo o meio solido acrescido
de 1,5% de agarose. Os indculos foram acondicionados em estufas incubadoras sob condi¢des
controladas de temperatura (23°C + 1), irradidncia (40pmol de fotons.m2.s™") e fotoperiodo (12
horas de luz e 12 horas de escuro) (NEUSTUPA & SKALOUD, 2010).

Todos os meios utilizados (solidos ou liquidos; Figuras 7-8), tubos e placas de Petri foram
devidamente autoclavados a 120°C, a 1 atm, durante 20 minutos, para a esterilizagdo dos
mesmos. As inoculagdes e os repiques foram feitos em camara de fluxo laminar, previamente
esterilizada com luiz UV por 30 minutos e aplicagdo de alcool 70% sobre a superficie do
trabalho, além da utilizacdo do bico de Bunsen para a esterilizagdo do material usado durante o

procedimento.

Figuras 5-6. 5. Mistura das amostras com meio de cultura. 6. Por¢des da mistura inoculadas.

Os cultivos que apresentaram crescimentos significativos foram inspecionados
periodicamente (cerca de 20 dias) e procedimentos de isolamento foram feitos pelo método de
“pescaria”, com auxilio de pipeta tipo Pasteur (capilar estéril manipulado em bico de Bunsen)
sob microscopio fotonico mvertido (Leica DMIL LED). Nesse procedimento, o capilar foi
posicionado na dire¢do da célula de interesse, até que o material de interesse fosse transferido

para o interior do capilar (Figura 9).
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O material coletado foi transferido para outra gota de solucdo tampao esterilizada para
lavagem, fazendo limpezas consecutivas (FROHLICH & KONIG, 2000) e, apds trés a cinco
repetigdes do procedimento, as células foram armazenadas em tubos de ensaio com meio de

cultivo para crescimento das células de interesse.

Figura 9. Ilustracio do método de pescaria para separacdo de material de interesse (seg. FROHLICH
& KONIG, 2000).

4.5. Andlises moleculares

Os estudos moleculares feitos nesse trabalho foram realizados de forma complementar
aos outros parametros taxondmicos e envolveram técnicas tradicionais de extragdo de DNA
realizadas a partir de organismos provenientes de cultivo. Apos selecionada, as massas (quando
flamentos) foram trituradas em homogeneizador de tecidos Precellys™ 24 (Bertin
Tecnologies, Bordeaux, Franga) com duas esferas de ago por tubo, em dois ciclos de 5000 rpm
de 20 segundos cada com um intervalo de 20 segundos entre os ciclos; para a ruptura das células
e preservacdo das moléculas de DNA.
Para os organismos unicelulares, células foram separadas pela técnica de pescaria (Figura 9),
colocadas em um microtubos de 2ml (tipo Eppendorf) com celulase (concentragdo 4%), durante
12 horas a temperatura de 30°C. Posteriormente, o material decantado foi pipetado em lamina

e submetidos a técnica de maceracdo por meio de esfregaco com outra lAmina. O material
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macerado foi processado utilizando-se Nucleo Spin Plant Il Mini Kitt (Macherey-Nagel) ou
DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) para a extragdo do DNA e, mantido em freezer a - 20°C.

Alternativamente, ao mvés da maceragdo, o material pescado foi submetido ao
tratamento freeze-thaw, que consistiu de sete ciclos de congelamento (com nitrogénio liquido)
e aquecimento a temperatura de 65°C (SUNNOTEL et al, 2006), em banho-maria. Esse
processo teve a finalidade de romper ou desestabilizar a parede celular e, assim, facilitar a
exposicao do material genético para as reacdes de PCR.

A partir do material genético extraido, foram feitas tentativas de amplificacdes dos
genes da subunidade menor do ribossomo (SSU), subunidade maior da Rubisco (rbcL),
amplicon de plastideo universal (UPA) e fator de elongacdo (tufA). Diferentes
oligonucleotideos iniciadores (primers) encontrados na literatura foram testados (Tabela 1), e a
reagdo de PCR (Polymerase Chain Reaction) foi realizada usando os kits de PCR KAPA Taq
(KapaBiosytems) e Platinum Taq DNA Polimerase (Life Technologies), com a reagdo final
contendo 25 plL.

As reagOes foram feitas em termocicladores Techgene TC-312 e TC-512 (Techne,
Burlington, Reino Unido) e foram utilizados os seguintes programas de temperatura para os
ciclos dareacdo de PCR:

- SSU 1: 96°C por 3 mmutos (desnaturacdo iicial); 35 ciclos: 95°C por 1 minuto
(desnaturagdo); 52°C por 30 segundos (anelamento); 72°C por 3 minutos (extensdo); 72°C por
3 mmutos (extensdo final); 4°C (armazenamento), adaptado de Shoup & Lewis (2003);

- SSU 2: 94°C por 4 minutos (desnaturacdo micial); 35 ciclos: 94°C por 30 segundos
(desnaturagdo); 55°C por 30 segundos (anelamento); 72°C por 2 mmnutos (extensdo); 72°C por
6 minutos (extensdo final); 4°C (armazenamento), adaptado de Rindi et al. (2009);

- rbcL: 95°C por 5 min (desnaturagdo inicial); 40 ciclos: 95°C por 1 min (desnaturagdo); 50°C
por 1 min (anelamento); 72°C por 1 min (extensdo); 72°C por 7 min (extensdo final); 4°C
(armazenamento), adaptado de Rindi et al. (2009);

- UPA: 94°C por 2 minutos (desnaturacdo inicial); 35 ciclos: 94°C por 20 segundos
(desnaturagdo); 55°C por 30 segundos (anelamento); 72°C por 30 segundos (extensdo); 72°C
por 10 minutos (extensdo final) e 4°C (armazenamento), conforme Sherwood & Presting
(2007);

- tufA:94°C por 1 minuto (desnaturacdo inicial); 38 ciclos: 94°C por 1 minuto (desnaturagdo);
54°C por 30 segundos (anelamento); 72°C por 2 minutos e 15 segundos (extensdo); 72°C por 7

minutos (extensdo final) e 4°C (armazenamento), adaptado de Saunders & Kucera (2010).
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Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose 0,7% (70mg de agarose em
100 ml da solugdo-tampao TBE - tris-borato-EDTA) e as bandas geradas foram comparadas
com marcador de tamanho “I Kb DNA ladder” (Gibco, Gaithersburg, E.U.A.), pela
visualizagdo sob liz UV em transiluminador. Os produtos de PCR, com concentracdo de

40ng/ul, foram submetidos a reacdo de sequenciamento usando Big Dye Terminator versao 3.0

(Applied Biosystems).



Tabela 1. Primers utilizados nesse estudo.

Gene Primer Orientagdo  Sequencia Referéncia
SSuU 45f Forward GCCATGCATGTCTAAGTA SHOUP & LEWIS, 2003
1243r Reverse AGAGCTCTCAATCTGTCA SHOUP & LEWIS, 2003
PCRA Forward AACCTGGTTGATCCTGCCAGT MEDLIN et al., 1988
PCRB Reverse TGATCCTTCTGCA GGTTCACCTAC MEDLIN et al., 1988
rbcL RH1 Forward ATGTCACCACAAACAGAAACTAAGC ZURAWSKI & CLEGG, 1987
rbcLQ Reverse GATCTCCTTCCATACTTCACAAGC ZECHMAN, 2003
UPA p23Sr_fl Forward GGACAGAAAGACCCTATGAA SHERWOOD & PRESTING, 2007
p23SrV 1l Reverse TCAGCCTGTTATCCCTAGAG SHERWOOD & PRESTING, 2007
tufA tufAF Forward GGNGCNGCNCAAATGGAYGG SAUNDERS & KUCERA, 2010
tufAR Reverse CCTTCNCGAATM GCRAAWCGC SAUNDERS & KUCERA, 2010

21
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1. CondigOes ambientais

Os dados historicos de precipitagdo e umidade no periodo entre 2008 e 2013 (INPE, 2015)
para as regioes amostradas, mostram uma grande variacdo nos periodos seco e chuvoso (Tabela
2). No periodo seco, que corresponde aos meses de junho a agosto, a regido de Canastra
apresentou menor precipitagdo e maior umidade, quando comparada com a regido de Furnas.
Diferentemente, as duas regides apresentaram valores semelhantes de precipitacdo e umidade

no periodo chuvoso, que corresponde aos meses de novembro a janeiro.

Tabela 2. Precipitagdo média (PR; mm) e umidade relativa do ar média (UR; %) dos meses
mais secos (junho, julho e agosto), dos meses mais chuvosos (novembro, dezembro e
janeiro) e média anual no periodo de 2008 a 2013.

Canastra Furnas
PR/UR seco 13,4/76,4 25,6/59,6
PR/ UR Chuva 280,9/81,3 278,5/77,1
PR/ UR Média 2008-2013 1616,2/78,5 1718,8/69,1

De acordo com o banco de dados, os valores médios de temperatura para os periodos
quentes (novembro a janeiro) e frios (junho a agosto) mostram que a regido de Canastra
apresentou maior variagdo de temperatura que a regido de Furnas, tanto no periodo frio como

no quente (Tabela 3).

Tabela 3. Temperatura maxima média e temperatura minima média (°C) nos meses mais frios
(Tmin frio; junho, julho e agosto) e nos mais quentes (Tmax calor; novembro, dezembro e
janeiro) e média das temperaturas maximas e minimas no periodo de 2008 a 2013.

Canastra Furnas
Tmax/Tmin frio 274/9.8 25,3/15,0
Tmax/Tmin calor 29,8/18.9 27,7/18,7
Meédia Tmax/Tmin 2008-2013 29,0/15,0 269/173

Estudos anteriores apontam que a riqueza de algas de solo esta intimamente relacionada
com os fatores ambientais, tais como disponibilidade de nutrientes, luz, temperatura, pH no solo
(SHIELDS & DURRELL, 1964; HOFFMANN, 1989) e, principalmente, disponibilidade de
dgua (HAUBNER et al,, 2006; HOLZINGER, 2009).

O solo amostrado de Canastra (a aproximadamente 5 cm da superficie) apresentou
umidade variando entre 35 e 48% (Tabela 4), sendo o local com maior ocorréncia de taxons.

Considerando que a faixa de umidade ideal para crescimento de algas ¢ cerca de 40 a 60% no
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solo (SHIELDS & DURRELL, 1964), esse resultado evidencia que organismos de crostas
requerem baixa umidade e sua capacidade de utilizar chuvas de pequena intensidade, nevoeiros

e/ou orvalho como fontes de agua lhes permite existir ainda quando o déficit de umidade limita

a cobertura vegetal (BELNAP et al,, 2001).

Tabela 4. Umidade (U) e temperatura do solo (T) em cada area de coleta para
cada unidade amostral ao longo das transecgoes.

Canastra Furnas
Ponto U (%) T (°C) U (%) T (°C)

1A 38 21 - 24
2A 44 20 - 22
3A 35 21 - 23
4A 39 20 - 19
S5A 41 18 - 21
6A - 17 - 27
7A - 17 - 27
8A - 17 - 27
9A - 16 - 34
10A - - - 28
1B 48 20 - -
2B 45 20 - -
3B 36 21 - -
4B 40 18 - -
5B 41,8 19 - -
6B - 17 - -
7B - 18 - -
8B - 18 - -
9B - - - -
10B - - - -

- dado ndo disponivel

A predominincia de algas em solos nos quais umidade ndo ¢ um fator limitante ¢
governada pela flutuacdo da temperatura (BECQUEREL, 1936; HOLM-HANSEN, 1963;
LUND, 1962). A temperatura no solo de Canastra variou pouco (16 a 21°C), enquanto Furnas
apresentou uma variacdo maior (19 a 34°C). Algas de solo sdo mais tolerantes as altas
temperaturas quando presentes em solos Umidos (GLADE, 1914; ZEHNDER, 1953;
DEMETER, 1956; TRAINOR, 1962). Provavelmente, a grande variagdo de temperatura em
Furnas, deve-se a um maior sombreamento, em algumas dareas, resultante da cobertura vegetal
advinda dos maiores portes dos vegetais presentes nesse parque, enquanto outras areas estavam

totalmente expostas.
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Devido a alta tolerdancia de algas as temperaturas extremas (ZEHDER, 1953),
especialmente as baixas, temperatura ndo tem se apresentado significativamente como um fator
limitante na determinacdo da distribuicdo das espécies (BECQUEREL, 1936; HOLM-
HANSEN, 1963; LUND, 1962), o que também foi observado durante esse estudo. Macentee et
al. (1972) submeteram aliquotas de solo por 6 a 8 semanas a temperaturas de 0°C, 60°C e 100°C
a fim de determinar as taxas de sobrevivéncia de algas endémicas; as duas temperaturas
extremas reduziram o numero de géneros apos seis horas de exposicdo. Como nesse trabalho
as temperaturas do solo observadas foram entre 16 e 34°C, longe de valores extremos, nao
houve influéncia significativa da temperatura na ocorréncia das espécies.

Com relacdo aos nutrientes, a andlise do solo mostrou algumas diferencas entre os
parques amostrados, sendo que a regido da Canastra apresentou solo ligeiramente mais acido,
com aproximadamente, o dobro de ferro e site, ¢ maior quantidade de areia. J& Furnas
apresentou o dobro de NH'4 e concentragdes mais elevadas de K, Mn, Ca, Mg, P, Zn ¢ argila
no solo (Tabela 5). De acordo com classificacdo textural, os locais possuem solos semelhantes,

e quantidades iguais de NO3 e NO2".

Tabela 5. Parametros do solo nas diferentes areas amostradas.

Canastra Furnas
pH 3,7 43
NH," (mg.dm™) 9,1 18,7
NO; (mg.dm) <l <1
NO, (mg.dm) <1 <1
K (mmolc.dm™) 0.8 39
Mn (g.dm?) 11 25,7
Ca (mmolc.dm™) 3 10
Mg (mmolc.dm™) <1 17
P (mg.kg") 141 605
Fe (g.dm?) 112 66
Zn(g.dm?) 0,3 1,2
Areia (g.kg") 608 503
Silte (g.kg-1) 330 168
Argila (g.kg-1) 62 329
Classificacao Franco Franco Argilo
textural Arenoso Arenoso

Solos contendo K, Mn, Ca, Mg e P sdo consistentemente demonstrados com taxas
maiores em solos de ocorréncia de crostas biologicas (BELNAP & HARPER, 1995; HARPER
& BELNAP, 2001; HARPER & PENDLETON, 1993). Diferentemente do esperado, o solo de
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Furnas, que apresentou maiores porcentagens desses elementos, ndo apresentou crostas
biologicas visiveis. Os elementos Fe e Zn, entretanto, geralmente apresentam taxas mais baixas
em areas de crostas (BELNAP & HARPER, 1995; HARPER & BELNAP, 2001; HARPER &
PENDLETON, 1993). Nesse estudo, apenas Fe se apresentou em menores concentragdes na
area visivelmente dominada por CBs, em Canastra. Nao hd na literatura, porém, valores
numéricos para tal comparag¢do, sendo as comparagdes feitas a partir de maiores e menores
concentragoes.

Silte, sedimentos e particulas de argila aumentam a absortividade do solo e, podem
também diminuir a porosidade do mesmo (BRADY & WEIL, 1996). Nesse estudo, a
quantidade de areia nos dois parques foi alta (608g.kg! e 503gkg!, em Canastra e Furnas,
respectivamente). No entanto, a concentracdo de silte e argila foi consideravelmente maior em
Canastra.

Os efeitos do pH na flora de algas sao dificilmente avaliados e normalmente
correlacionados com outros fatores (SHIELDS & DURRELL, 1964). Segundo Hoffmann
(1989), o pH depende da quantidade de carbonato de célcio no solo e Shields & Durrell (1964)
pontuaram que o teor da umidade ndo deve ser analisado separadamente de pH, devido a
alcalinidade de substratos ndo lixiviados e a acidez do solo tmido.

Entre os diferentes tipos de grupos de algas, as cianobactérias e as diatomaceas
geralmente estdo mais associadas com solos de pH neutro e alcalino, enquanto algas verdes
parecem tolerar uma ampla gama de condicdes de pH, de modo que elas dommam a flora de
habitats acidos devido a auséncia de competigdo (HOFFMANN, 1989), mas ainda podem ser
numerosas em solos de pH neutro e alcalino (DURRELL & SHIELDS, 1961).

No trabalho de Lund (1947), um compilado de varias amostras de solos obtidas de varios
locais da Inglaterra (pH 3,7- 4,8) mostrou que as ocorréncias mais frequentes foram
Coccomyxa, Gloeocystis sp., Mesotaenium violescens; e algumas espécies de Klebsormidium.
No material de estudo, muitas ocorréncias desse estudo foram congruentes ao trabalho de Lund
(1947), como Coccomyxa, Gloeocystis, Mesotaenium e Klebsormidium. No presente estudo, os
valores de pH encontrados nos parques foram aproximados, sendo que os dois parques
apresentam pH acidos. Canastra apresentou esse valor ligeiramente menor (Canastra pH 3,7 e
Furnas, 4,3), e foi o parque que apresentou mais organismos pertencentes as algas verdes.

Apesar da textura do solo ser considerada um fator importante na ocorréncia de
diatomaceas (LUND, 1945) e cianobactérias (SHIELDS & DURRELL, 1964), pouco se sabe
sobre sua influéncia na distribuicdo de algas verde (GONZALVEZ & GANGLA, 1949).
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Segundo Eiten (1994), a fitofisionomia de Furnas ¢ caracterizada por vegetagdo
savanica composta por um estrato arboreo-arbustivo e outro herbaceo-graminoso (Figura 10A),
enquanto, em Canastra, a fitofisionomia ¢é caracterizada pela presenca de arvores e arbustos
isolados ao longo da paisagem herbacea-graminoso de acordo com Naves-Barbeiro et al. (2000)

(Figura 10B).

Figuras 10 A-B. Fitofisionomia das areas amostradas. A. Cerrado sensu stricto (Furnas). B. Campo sujo

(Canastra).

As relagdes hidricas de uma mesma espécie podem mudar entre uma 4rea em que o
estrato arbustivo-arboreo ¢ descontinuo (campo sujo) e uma area em que a vegetacdo lenhosa
apresenta uma maior densidade (cerraddo, cerrado sensu stricto), especialmente na estagdo seca
(NAVES-BARBEIRO et al, 2000). No campo sujo, onde predomina estrato herbaceo com
sistemas radiculares superficiais, as camadas mais profundas do perfil do solo permaneceriam
umidas e disponiveis para os individuos arbdreos esparsos, mesmo durante a estacdo seca
(NAVES-BARBEIRO et al., 2000).

No cerraddo, as vegetagdes lenhosas sofreriam um déficit hidrico acentuado, devido a
maior densidade de arvores com sistemas radiculares profundos, ocorrendo uma sobreposicao
dessas raizes e, consequentemente, competicdo pelo recurso hidrico, devido ao esgotamento
das reservas de dgua do subsolo (NAVES-BARBEIRO et al, 2000). Essa diferenga na
composicdo da vegetacdo nas fitofisionomias resulta numa composicdo do solo distinta e,
consequentemente, nos microrganismos presentes nele. Fato observado no material estudado,
no qual as diferencas estruturais dos solos da Canastra e de Furnas, que apresentaram maior e
menor agregacdo de particulas, respectivamente (Figura 11A-B), podem estar influenciando na

ocorréncia das espécies nestas areas.
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Figura 11. Solos dos parques. A. Solo de Canastra. B. Solo de Furnas.

5.2. Cultivos artificiais e identificagdes

Nos parques estudados, foram encontrados organismos pertencentes as divisdes
Chlorophyta e Streptophyta (Tabela 5). Chlorophyta foi a divisdo representada por mais ordens
(cinco) e, consequentemente mais espécies (13). As classes encontradas nesse estudo foram
Trebouxiophyceae (com representantes de Chlorellales, duas espécies, e Chaetophorales, uma),
Chlorophyceae  (Chlamydomonadales, com trés, Sphaeropleales, trés) e Ulvophyceae
(Trentepohliales, com trés espécies), além de um grupo de organismo nio identificado.
Streptopyta foi representada por apenas duas classes, distribuidas em duas ordens e quatro
espécies, sendo elas, Klebsormidiophyceae, com a ordem Klebsormidiales (duas espécies) e
Zygnematophyceae, com Zygnematales (duas espécies).

Dentre as espécies registradas nesse estudo, cinco foram encontradas somente em
cultura, dez somente nas amostras de solo e apenas duas foram registradas em ambas as
condicdes. Desse levantamento, sete géneros sdo tipicamente constituidos por organismos

flamentosos e dez, por unicelulares (c€lulas livres ou em colonias).



Tabela 5. Ocorréncias das espécies nas areas estudadas e segundo a origem da amostra (campo ou cultura).
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Canastra Furnas
Filo Classe Ordem Espécies Cultura Campo Cultura Campo
Chlorophyta Trebouxiophyceae Chlorellales Chlorella vulgaris X X X X
Chlorella sp. X X
Chaetophorales Desmococcus olivaceus X
Chlorophyceae Chlamydomonadales Chlamydocapsa lobata X X
Coccomyxa brevis X X
Chlorococcum sp. X
Sphaeropleales Gloeocystis polydermatica X
Microspora cf palustris X X
Microspora cf wittrockii X
Organismo  unicelular néo X
identificado
Ulvophyceae Trentepohliales Trentepohlia cf. abietina X
Trentepohlia arborum X
Trentepohlia monilia X
Streptophyta Klebsormidiophyceae Klebsormidiales Klebsormidium nitens X X
Klebsormidium sp. X
Zygnematophyceae Zygnematales Mesotaenium macrococcum X X
Mesotaenium cf degreyi X
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De todas as inoculagdes feitas em cultivos artificiais, foram obtidos 56 noculos, sendo 33
de Canastra e 23 de Furnas, resultando em 20 isolados unialgais (Tabela 6). Os indculos feitos
micialmente em meio solido (Bold agarizado) apresentaram contaminagao por fungos (Figura 12) ou

ndo resultaram em crescimentos algais (Figura 13).

Figuras 12-13. 12. Meio de cultura solido contaminado por fungo. 13. Meio de cultura solido sem
crescimento de organismos.

Tabela 6. Inoculos de Canastra (CA:transe¢ao A e CB: transe¢do B; misturas: CD1 e CD2; sobrenadante
e sedimentado, respectivamente) e Furnas (FA: transe¢ao A e FB: transecdo B; misturas: FUR1 e FUR2,
sobrenadante e sedimentado, respectivamente).

In6éculos  Quantidade Isolados Espécies
CAl 8 2 Klebsormidium nitens, organismo unicelular nao identificado
CA2 1 0 Chloroccoccum sp., Coccomyxa brevis
CA6 2 1 Chlorella vulgaris
CA7 1 0 Chlorella vulgaris
CA9 5 3 Chlorella vulgaris, Klebsormidium nitens, Chloroccoccum sp.,

Chlamydocapsa lobata

CB1 2 1 Klebsormidium nitens

CB5 3 1 Chloroccoccum sp.

CBS8 1 1 Chlorella vulgaris

CB9 3 0 Klebsormidium nitens

CD1 2 1 Organismo unicelular néo identificado
CD2 4 1 Chlamydocapsa lobata

FAl 4 2 Chlorella vulgaris

FA2 2 1 Chlorella vulgaris

FA3 1 1 Desmococcus olivaceus

FA4 3 2 Desmococcus olivaceus

FAS 3 2 Desmococcus olivaceus, Chlamydocapsa lobata
FB6 3 0 Chlamydocapsa lobata

FB10 3 0 Chlorella vulgaris

FURI 1 1 Chlorella vulgaris

FUR2 4 1 Klebsormidium nitens
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Culturas sdo uteis para fornecer informagdes preliminares sobre a ecologia de algas
(PRINGSHEIM, 1949), além de serem essenciais para estudos taxondmicos e morfologicos
(BOLD, 1942), pois estabelecer a taxonomia das algas ¢ pré-requisito para a investigagao

significativa na distribui¢do, ecologia, fisiologia e genética dos grupos (TIFFANY, 1951).

5.3. Levantamento taxonémico

Filo Chlorophyta
Ordem Chlorellales

Género Chlorella Beyerinck, 1890.

Células esféricas, subesféricas ou elipsoides, livres ou formando coldnias com mais de 64 células,
bainha mucilaginosa presente ou ausente. Cloroplasto Unico, parietal e urceolado, pirenoide
pequeno e unico, quando presente, rodeado por granulos de amido. Reproducdo sempre por
autosporos liberados pela ruptura da parede celular da célula mae. Células filhas podem
permanecer ligadas as partes remanescentes da parede celular dacélula mae e formar coldnias com

bainha mucilaginosa.

Chlorella vulgaris Beyrinch [Beijerinck] Botanische Zeitung, 47:758, 1890.
Figuras 14-17

Células esfericas, 4,8-8,8um didm.; cloroplasto parietal e urceolado; pirenoide pequeno;
reproducdo por 2-4(-8) autésporos, 5,6-6,4um diam.
Ocorréncia: CAl, CA2,CA3, CA4, CAS, CA6,CA7, CAS, CBI1,CB2, CB3, CB4, CBS5, CB7,
CBS, CB9Y, FAl, FA2, FA4, FAS, FB2 ¢ FB4.
Comentarios: A identificacdo especifica desse grupo foi possivel pela observacdo em cultura
das amostras FA1, CA4 e CB9, nas quais foram observados os autdsporos, sendo eles de igual
tamanho e a divisdo acontece em 2-4-8 autosporos (Ettl & Gértner, 1995).

De acordo com Durrell (1959), essa espécie € cosmopolita, tendo sido observada em
diversos paises da Furopa, como Espanha (ALVAREZ COBELAS, 1982; ABOAL &
LLIMONA, 1984), Austria (ETTL & GARTNER, 1995), Franca ¢ Dinamarca (RINDI &
GUIRY, 2004) e Alemanha (MULLER et al, 2005; TAUSCHER, 2014). Vogel (1955),
Cameron & Devaney (1970) e Hu et al. (2003) também observaram a espécie em crostas na

Africa, Antartica e China, respectivamente. No Brasil, ja foi registrada por Nogueira (1991) em
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Goias, por Bicudo et al. (1999) e Lira et al. (2009) em Sao Paulo, por Menezes (2010) no Rio

de Janeiro e Mendes et al. (2012) como primeira citacdo para o estado da Bahia.

Chlorella sp.
Figura 18

Células esféricas a subesféricas, 9,6-15,2um didm., 10,4-14,4pum compr.; cloroplasto parietal e
urceolado; pirenoide pequeno; autdsporos nao observados.
Ocorréncia: CA3, CA7, CBI1, CB6, CB8 ¢ FB9.
Comentarios: Devido a confusdo estabelecida nas relagdes taxondmicas do género Chlorella
e com os similares esféricas e como ndo ha uma clara separagdo entre os clados de unicelulares
esféricas e elipticas, para a descricdo desse grupo foi levado em consideracao a classificagdo de
Ettl & Girtner (1995).

Os espécimes analisados apresentaram caracteristicas correspondentes a Chlorella
luteoviridis Chodat ¢ C. fusca Shihira & Krauss, ambas de habito terrestre, porém a distingao
dessas duas espécies se restringe a diferenga nos tamanhos dos autésporos. Na primeira, 0s
autosporos formados sdo de tamanhos distintos, e na segunda ha a formagdo de autdsporos de
igual tamanho. Como nesse material ndo houve a observacdo dessas estruturas, a identificacdo
especifica desse grupo ndo foi possivel.

Chlorella luteoviridis ja foi registrada em paises da Europa, como Austria (ETTL &
GARTNER, 1995), Reptiblica Tcheca (GROSS et al, 2002) e Alemanha (GUSTAVS et al.,
2011), da Africa, como Namibia (GUSTAVS et al, 2011), e da Asia, como Japao (ETTL &
GARTNER, 1995) e Singapura (PHAM et al., 2011). Entretanto, nunca foi registrada em paises
do continente americano.

Chlorella fusca, por sua vez, foi registrada na Europa (Roménia; CARAUS, 2002;
CARAUS, 2012), Asia, (Japdo e Nepal; ETTL & GARTNER, 1995), Australia (Australia e
Nova Zelandia; DAY etal, 1995) e América do Sul (Argentina; ETTL & GARTNER, 1995).

Ordem Chaetophorales

Género Desmococcus Brand, 1925.
Células globulares, geralmente formando pacotes sarcinoides em trés planos, ocasionalmente
como filamentos curtos e unisseriados. Células com tnico cloroplasto e pirenoide. Reproducdo

assexuada por aplandsporos produzidos em esporangios grandes e esféricos. Reproducao
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sexuada desconhecida. Cosmopolita, livres no solo, superficies subaéreas incluindo paredes e

troncos de arvores, especialmente em habitats poluidos.

Desmococcus olivaceus (Persoon ex Archerson) Laundon, Taxon 34: 671, 1985.
Figura 19

Colonias compostas por células esféricas, 7,0-11,0um didm.; bainha mucilaginosa envolvendo
uma ou mais células presente, lisa, espessa; cloroplasto tinico, parietal poculiforme; pirenoides
ndo observados; parede celular delgada; estagios reprodutivos ndo observados.
Ocorréncia: FA3, FA4 ¢ FAS.
Comentarios: Segundo Ettl & Gértner (1995), Desmococcus olivaceus é uma espécie subaérea
que se desenvolve em varios tipos de ambientes (corticicola, edafico, epilitico). E reportada
como a alga verde mais comum do mundo (LAUNDON, 1985; ETTL & GARTNER, 1995).

Nurul-Islam (1972) reportou a espécie ocorrendo em Bangladesh, enquanto Schlichting
(1975) e Rindi & Guiry (2003) registraram sua presenca em ambientes urbanos na Irlanda.
Ainda, teve ocorréncia registrada para Antartica, por Broady & Engerfeld (1993), e Peninsula
Ibérica, por Leitdo et al (1996), Noguerol-Seoane & Rifon-Lastra (1997) e Rifon-Lastra &
Noguerol-Seoane (2000). Em crostas, ja teve ocorréncia observada em solos acidos de Ohio,
por Rosentreter & Belnap (2001). O género foi encontrado entre as algas verdes que colonizam
inicialmente o solo para a posterior formagdo de crostas (BUDEL, 2001).

No Brasil, ja foi registrada por Lemes-da-Silva et al. (2010), ocorrendo em caules de
arvores de areas de floresta estacional semidecidual no noroeste do estado de Sdo Paulo. Esse

registro € o segundo para a espécie no territdrio brasileiro.

Ordem Chlamydomonadales

Género Chlamydocapsa Fott, 1972.

Células livres ou formando colonias. Células ovais a esféricas a talos, com ou sem par de
flagelos, apicais e mesmo comprimento, com dois vacuolos contrateis. Colonias formadas por
uma ou mais células embebidas numa bainha mucilaginosa, estratificada e hialina. Parede
celular fina. Cloroplasto unico, parietal e poculiforme, sem estigma na maioria das células; um
pirenoide (ocasionalmente dois, em C. lobata) por célula, basal ou submediano, esférico aoval
e envolto por granulos de amido. Reproducdo assexuada por autdsporos ou zoOsporos e

fragmenta¢do colonial. Esporos sdo liberados por fragmentacdo da parede do esporangio. Em
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cultura, a producao de zodsporos € geralmente associada com culturas jovens e autdsporos com

culturas velhas. Reproducdo sexuada desconhecida.

Chlamydocapsa lobata Broady, British Phycological Journal 12: 10, 1977.
Figuras 20-21

Células livres ou em colonias irregulares com duas, quatro ou oito c€lulas subesféricas, 8,0-
9,6um didm., 13,6-14,4um compr.; banha mucilaginosa, estratificada envolvendo de uma a
quatro c¢lulas; cloroplasto tmnico, parietal, lobado, pirenoides presentes, parede celular espessa,
vacuolos contrateis presentes; estdgios reprodutivos niao observados.

Ocorréncia: CA9, CD2, FAS ¢ FB6.

Comentarios: O género Chlamydocapsa, descrito por Fott (1972), é composto por sete
espécies cosmopolitas, principalmente de habito planctonico em lagos de dgua doce. Segundo
Guiry & Guiry (2015), as espécies terrestres do género sdo C. lobata Broady e C. mucifera
Hindak. Chlamydocapsa lobata distingue-se de C. mucifera principalmente por apresentar
cloroplasto lobado e ¢ encontrada principalmente em musgos € em ambientes terrestres.

Quando mantidos em cultivo, o grau de estratificagdo da mucilagem varia de acordo
com a idade da cultura, sendo mais estratificadas e visiveis em culturas jovens e inconspicuas
em culturas antigas (BROADY, 1997). No material em estudo, a mucilagem apareceu
estratificada e visivel.

A espécie C. lobata ja foi encontrada na Europa (Espanha), por Cambra Sanches et al.
(1998), Oceania (Australia e Nova Zelandia), por Day et al. (1995), e em algumas ilhas da
Antartica, por Broady (1977) e Ettl & Gértner (1995), porém nunca havia sido encontrada no
Brasil.

Género Coccomyxa Schmidle, 1901.

Colonias microscopicas ou macroscopicas, disformes, delimitadas nas extremidades. Bainha
mucilaginosa ligeiramente  estratificada, desaparecendo em colonias antigas. Células
fusiformes, elipsoides, ovoides a subesféricas, cloroplastos unicos. Reprodugdo por 2-4(-8)

autosporos. Células filhas permanecem na colonia.
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Coccomyxa brevis (Vischer) Gértner & Schragl 513, 1988.
Figura 22

Colonias compostas por células fusiformes, 3,2-3,9um diam., 5,0-7,8um compr., bainhas
mucilaginosas ligeiramente espessas envolvendo cada célula; cloroplasto unico, parietal, em
forma de taca; parede celular delgada; estagios reprodutivos ndo observados.
Ocorréncia: CAl, CA2, CA9, CBI1, CB6 ¢ CB9.
Comentarios: Segundo Langhans et al (2009), Coccomyxa estd entre os géneros de
Chlorophyta mais comuns em CBs. Espécies desse género ja tém ocorréncia registrada em
ambientes terrestres da Franca, Austria e Suica (ETTL & GARNER, 1995). Em crostas
biologicas, foi encontrada na Florida, por Hawkes & Flechtner (2002), e também em crostas
nos Alpes austriacos, por Tiirk & Gértner (2001). Nao ha, até o momento, registro de ocorréncia
de C. brevis para o territorio brasileiro e, portanto, se confirmada a identificagdo, sera o primeiro
registro de ocorréncia para o pais.

O formato celular fusiforme, a parede celular delgada e cloroplasto parietal em forma
de taga, sdo caracteristicas das populagoes estudadas que se aproximam da espécie Coccomyxa
brevis (Vischer) Gartner & Schragl. Diferem, entretanto, pelo comprimento celular, que ¢
ligeiramente maior em C. brevis (5,0-7,0um; ETTL & GARTNER, 1995). A espécie foi

observada em cultura, na amostra CA2, porém estruturas de reproducdo nao foram observadas.

Género Chlorococcum Meneghini, 1842.

Células livres ou em colonias tempordrias de forma indefinida, nunca submersas em bainhas
mucilaginosas. Células elipsoides a esféricas e tamanhos variados. Parede celular delgada.
Cloroplasto parietal com um ou mais pirenoides. Células uni ou multinucleadas antes da
zoosporogénese. Reproducdo por zoodsporos, aplandsporos ou isogametas. Células moveis
apresentam dois flagelos de tamanho iguais e elipsoides durante um tempo. Esse género ¢
cosmopolita. Embora primordialmente uma alga edafica, ja foi reportada em diversos habitats
como fontes termais na Asia central e solos coletados na Antartica. Representantes do género

ja foram registrados como aquaticos, marinhos e aerofiticos.

Chlorococcum sp.
Figura 23
Células livres ou em colonias com aproximadamente dez células, células esféricas, 3,0-10,0um
diam.; bainha mucilaginosa colonial hialina, lisa; cloroplasto Unico, poculiforme, pirenoides

pequenos, parede celular espessa, estagios reprodutivos nao observados.
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Ocorréncia: CA2, CA9 e CB5.

Comentarios: Esse género ¢ amplamente relado em solos (BISCHOFF & BOLD, 1963;
MILLINGER, 1969; SHUBERT, 1979; BUDEL, 2001). O género é composto por 86 espécies
(GUIRY & GUIRY, 2015), sendo 21 terrestres (ETTL & GARTNER, 1995). As caracteristicas
que permitem a identificacdo especifica do grupo sdo de dificil visualizacdo. Os espécimes
observados apresentam morfologia semelhante a C. infusionum e a C. minimum. Porém, as
medidas celulares dessas espécies se sobrepdem (a primerra variando entre 10-40um de
diametro e a segunda, entre 8-16um). A principal caracteristica que separa essas espécies esta
relacionada com a estrutura do pirenoide (presenga de granulos de amido em C. minimum).
Uma vez que essa caracteristica ¢ de dificil observagdo, preferimos manter a identificagdo em

nivel genérico.

Ordem Sphaeropleales

Género Gloeocystis Nageli, 1849.

Coldnias microscopicas ou em células solitarias, raramente. Colonias compostas por envelope
mucilaginoso  irregular formando massas esféricas, piramidais ou amorfas. Bainha
mucilaginosa geralmente lamelada ao redor de cada célula ou grupo de células. Células
esféricas a ovais, com parede celular delgada, cloroplasto unico e parietal com um pirenoide.
Reprodugdo assexuada por autdosporos, ou vegetativa, por acinetos. As espécies sdo distinguidas

baseadas no didmetro celular, formato e arranjo e morfologia da colonia.

Gloeocystis polydermatica (Kiitzing) Hindak, Preslia, 50: 8, 1978.
Figura 24

Colonias amorfas ou células livres, células esféricas a levemente ovais, 2,9-7,2um diam., 3,2-
7,1um compr.; bainhas mucilaginosas translicidas envolvendo uma ou mais células,
estratificada, espessa; cloroplasto parietal e poculiforme; pirenoides pequenos; parede celular
delgada; autosporos e acinetos ndo observados.

Ocorréncia: CA2, CA3, CAS, CA6, CA7, CA9, CBI1, CB2, CBS5, CB6, CB8 e CB9.
Comentarios: A espécie (antes denominada Gloeocapsa polydermatica Kiitzing) foi
amplamente reportada em solos na Inglaterra (WHITTON et al, 2003), Ilhas do Havai
(SHERWOOD, 2004) e China (HU & WEI, 2006). Gloeocystis polydermatica foi encontrada
no solo do Colorado, nos Estados Unidos (DURELL, 1959), no Japio (ETTL & GARTNER,
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1995), na Inglaterra (JOHN & TSARENKO, 2002; WHITTON et al,, 2003; JOHN et al., 2011),
em solos de tundra na Europa (PATOVA & DOROKHOVA, 2008; BUDEL, 2001), em crostas
biologicas na Alemanha (HOPPERT etal., 2010) e na Nova Zelandia (BROADY et al., 2012).

Nunca foi reportada no Brasil, sendo esse o primeiro registro para o pais.

Género Microspora Thuret, 1850.

Filamentos unisseriados e ndo ramificados. Células cilindricas a levemente abauladas, com as
paredes celulares praticamente homogéneas em algumas espécies ou compostas por duas pecas
em H de celulose e pectose, entrepostas e articuladas umas as outras. Usualmente as células sao
preenchidas com granulos de reserva de amido e pouco pode ser observado sobre a natureza do
cloroplasto, que varia muito entre as espécies e nos diferentes estagios de crescimento. Em
células jovens os cloroplastos sdo parietais e ocupam a periferia da célula; variando de
cilindricos a reticulados entre as espécies. Em células mais velhas, geralmente, apresentam
espessura assimétrica e aparecem dispostos em bandas constritas e irregulares, unidos formando
uma rede. A reprodugdo em Microspora ¢ principalmente assexuada pela formagdo de
zodsporos € aplandsporos ou por acinetos, vegetativamente. Reproducdo sexuada ainda ndo €

conhecida.

Microspora cf. palustris Wichmann, Pflanzenforschung 20: 35, 1937.
Figuras 25-26
Filamentos compostos por células arredondadas a levemente abauladas 18,6-22,4pum didm.,
14,4-25,6 pm compr., RC/L 0,7-1,4 vez mais longa que larga; cloroplasto tnico, parietal,
reticulado; parede celular espessa, 4,0-4,3 um didm., composta por pecas em H, granulos de
amido presentes pela célula; acinetos arredondados, 18,6-21,8um diam., 17,58-21,41umcompr.
Ocorréncia: CAl,CAS, CA6,CA7, CAS8, CA9, CB2, CB3, CBS5, CB6, CB7, CB§, CB9 e FBO.
Comentarios: Os espécimes analisados apresentaram as caracteristicas diagnosticas da espécie
M. palustris, como descrito por Ramanathan (1964), em destaque para os granulos de amido
presentes nas c€lulas e ao formato dos acinetos, porém os organismos estudados possuem
didmetro dos acinetos menores em relacdo aqueles descritos por Ramanathan (22,0-32,0um
diam), assim como o comprimento celular (21,0-42,0um compr.). Além disso, a espécie em
questdo ¢ de habito aquatico e nunca teve sua ocorréncia registrada para o Brasi. O género
Microspora (como M. floccosa) teve ocorréncia em solos de crostas na India e Sri Lanka

(BUDEL, 2001), nesse estudo, M. cf. palustris foi uma das espécies mais comuns.
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Microspora cf. wittrockii (Wille) Lagerheim, Pflanzenforschung 20: 38, 1887.
Figuras 27-28

Filamentos compostos por células cilindricas, 12,0-16,0um diam., 20,0-58,4pum compr., RC/L
1,4-4,7 vezes mais longa que larga; cloroplasto tUnico, parietal e reticulado; paredes celulares
delgadas compostas por pecas em H; estruturas de reprodugdo presentes, globosas, 21,5um
diam., 20,5um compr.

Ocorréncia: CB7 e CB9.

Comentarios: Osespécimes foram identificados com base na morfologia celular e da estrutura
de reproducao, porém, os diametros celulares sdo um pouco inferiores aos referidos para a
espécie por Ramanathan (1964) (18-24pum didm). Além da espécie mencionada, os organismos
analisados assemelham-se também a M. membranacea, no entanto, essa espécie € caracterizada
pela parede celular espessa, ndo observada nos espécimes estudados; ainda, M. membranacea
tem ocorréncia restrita a China. Microspora amoena e M. loefgrenii também apresentam
caracteristicas semelhantes aos espécimes desse estudo e foram registradas na América do Sul,

porém, também possuem parede celular mais espessa.

Organismo unicelular ndo identificado
Figura 29

Células livres e esféricas, 5,0-10,0um didm.; parede celular espessa, cloroplasto tnico e
parietal, pirenoide unico e grande, estdgios reprodutivos ndo observados.
Ocorréncia: CAl e CDI.
Comentarios: Esse morfotipo apresenta células esféricas e livres, sendo que algumas células
apresentam parede celular consideravelmente espessa, por ndo apresentar nenhuma
caracteristica diagnostica marcante e visivel, ndo foi possivel a identificacdo sequer genérica
do grupo. Como estruturas de reprodugdo ou outra estrutura diagnostica ndo foram encontradas,
a identificagao do taxon ndo pode ser concluida.

Essas algas estudadas assemelham-se a exemplares do género Bracteacoccus pelas
medidas, presenga de pirenoides e cloroplasto parietal, porém ndo ha evidéncias confidveis para

essa identificagdo.
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Ordem Trentepohliales

Género Trentepohlia Martius, 1817.

Filamentos unisseriados e ramificados, geralmente em tons alaranjados. Ramificagdes do
mesmo didmetro do filamento principal perpendicular ou ndo ao filamento principal;
geralmente gradualmente atenuadas. Células vegetativas cilindricas, elipticas ou levemente
mnfladas, aproximadamente duas vezes mais longas que largas, uninucleadas, podendo em
células adultas apresentar mais de um nucleo; célula apical diferenciadas em algumas espécies.
Paredes celulares espessas, composta de celulose, as vezes lamelada com camadas paralelas ou
divergentes. Cloroplastos tnicos ou numerosos, discoide ou parietal; pirenoides ausentes.
Reprodugdao por zodsporos ovoides unicos e terminais ou em cachos, com algumas células

anexadas a célula cabeca. Gametangios, em geral, terminais; zoosporos biflagelados.

Trentepohlia cf. abietina (Flotow) Hansgirg, Prodr. Alg. Bohmen 1: 86, 1886.
Figuras 30

Filamentos ramificados, ndo afilados e ndo constritos, compostos por células cilindricas, (5,0)-
6,0-8,0um diam., (8,0-)10,0-11,0um compr., RC/L (1,3-) 1,4-1,6 vez mais longas que largas;
c¢lula apical arredondada; cloroplasto tnico, parietal; gametangios subesfericos e laterais, 5,0-
8,0um didm., 7,0-9,0um compr.
Ocorréncia: FA7.
Comentarios: Essa espécie foi descrita por Ettl & Gértner (1995), caracterizando-se por
possuir células cilindricas, 4,0-10,0umdiam., 1a 3 vezes mais longas que largas, caracteristicas
congruentes com as da populacdo estudada. A espécie também se caracteriza por formar
gametangios laterais ou apicais, mas, no material estudado, apenas gametangio lateral foi
observado.

Trentepohlia abietina é uma das espécies geograficamente mais bem distribuidas do
género e tem registro de ocorréncia em muitos ambientes de regides temperadas e tropicais (DE
WILDEMAN, 1900; JOSE & CHOWDARY, 1980; TRACANNA, 1989; ETTL & GARTNER,
1995; JOHN, 2002; RINDI et al., 2005). Ha ocorréncias registradas para essa espécie na Austria
(SARMA, 1986), Irlanda (RINDI & GUIRY, 2002), Ilhas Havaianas (RINDI et al, 2005),
Africa (RINDI et al,, 2006), China (HU & WEI, 2006) ¢ Guiana Francesa (RINDI & LOPEZ-
BAUTISTA, 2008).

No material em estudo, poucos filamentos foram encontrados e ja mortos, com as

caracteristicas morfométricas diagnosticas da espécie (medidas celulares combinadas com o
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formato celular) os organismos analisados quase puderam ser plenamente identificados como
Trentepohlia abietina. A medida do gametangio foi consideravelmente menor que encontrada
em literatura (18,1-25,0um didm., 15,0-25,0um compr.; LEMES-DA-SILVA et al, 2010),
possivelmente por ja estarem mortos.

A espécie foi reportada para o Brasil somente por Akiyama (1971) e Lemes-Da-Silva et
al. (2010) e, caso se confirme a identificacdo, esse € o terceiro registro da espécie para o

territorio brasileiro. Além disso, seria o primeiro registro para a espécie em crostas biologicas.

Trentepohlia arborum (Agardh) Hariot, J. Bot. 3: 383, 1889.
Figuras 31-32

Filamentos ramificados formando angulos de 90°, ndo constritos e afilados, células cilindricas,
(12,0-)13,6-20,0pum diam., (25,6-)28,0-37,6um compr., RC/L 1,8-2,1 vezes mais longas do que
largas; célula apical afilada, cloroplasto unico, parietal e reticulado; gametangio lateral e
subesférico; 21,6um didm, 18,4um compr.
Ocorréncia: CAL.
Comentarios: Trentepohlia arborum pode ser reconhecida por apresentar filamentos longos
com ramificagdes abundantes, células cilindricas, de duas a quatro vezes mais longas do que
largas e esporangios em grupos derivados de uma célula dilatada (célula de suporte) (CRIBB,
1958).

No material de Canastra, foram observados apenas fragmentos de filamentos, mas a
identificacdo foi possivel devido as caracteristicas morfométricas particulares das células
vegetativas, que foram condizentes com outras descricoes da espécie apresentadas por Cribb
(1987, 1989) e Rindi et al. (2005). A espécie ja foi encontrada em diversos paises como Austria
(HARIOT, 1889; SARMA, 1986), Reptblica Tcheca, Canada, Chile, Colombia, China, india
(SARMA, 1986) e Brasil (BICUDO & SANTOS, 2001; LEMES-DA-SILVA et al, 2010;
NELSEN et al, 2011; FREITAS & LOVERDE-OLIVEIRA, 2013), porém nao havia sido

registrada em crostas biologicas.

Trentepohlia monilia De Wildemann, Bull. Soc. R. Bot. Belg. 27: 181, 1889.
Figuras 33-34
Filamentos curtos, ramificados e constritos, compostos por células elipticas ou moniliformes,
(15,0-)19,0-24pm didm., (20,0-)26,0-29,0um compr., RC/L (0,9-)1,6-1,7 vez mais longas que
largas; célula apical semelhante a vegetativa; cloroplasto tinico, parietal e discoide; esporangios

e gametangios ndo observados.
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Ocorréncia: CAS.

Comentarios: Esse grupo de organismos foi identificado com base na morfologia celular. Por
ser uma espécie com o formato celular marcante e caracteristico (moniliformes), ndo ha
necessidade da presenga de estruturas de reproducdo para defini-la. O taxon foi registrado no
Japao, por Akiyama & Hirose (1967), no Chile, por Hariot (1889), na Nova Zelandia, por
Broady et al. (2012) e no Brasil, por Akiyama (1971), Bicudo & Santos (2001) e Lemes-da-

Silva et al. (2010), porém nao havia sido registrado em crostas biologicas.

Filo Streptophyta

Ordem Klebsormidiales

Género Klebsormidium Silva, Mattox & Blackwell, 1972.

Filamentos unisseriados e ndo ramificados, sem diferenciacdo polar. Células cilindricas, parede
celular fina, sob condigdes adversas torna-se grossa, lamelada, simultancamente com pegas em
H compondo a parede celular. Cloroplasto Unico e parietal, laminado, elipticos ou discoides,
usualmente ocupando menos da metade da periferia da célula. Pirenoides tnicos, no centro do
cloroplasto, envoltos porenvelope de amido. Reproducdo assexuada por zoosporos biflagelados
ou aplanésporos. Multiplicacdo vegetativa ocorre a partr da propaga¢do de filamentos

resultando em células livres ou fragmentos com poucas células.

Klebsormidium nitens (Meneghini) Lokhorst, Cryptogamic Studies 5: 13, 1996.
Figuras 35-38

Filamentos longos com aproximadamente 67 células, células cilindricas, 5,6-6,0um diam., 9,6-
14,4um compr.; RC/L 1,7-2,4 vezes mais longa que larga; cloroplasto tnico e parietal ocupando
menos da metade da célula, pirenoides presentes; parede celular delgada; zodsporos em
formagdo, células livres e propagulos com 2 a 5 células em disposicdo linear.

Ocorréncia: CAl, CA9, CB1, CB9, CD2, FB6, FURI e FUR2.

Comentarios: Essa espécie foi identificada com base na observacdo de caracteristicas dos
espécimes crescendo em cultura, uma vez que a formagdo de propagulos ou de zodsporos € de
carater taxonomico essencial. As caracteristicas que possibilitaram a correta identificacao
foram filamentos dispostos paralelos em meios liquidos; parede celular fina, mesmo em culturas
mais velhas; formato celular cilindrico, em todos os estagios do ciclo de vida; cloroplasto sem

diferenciacdo nas margens; filamentos estritamente sem formagdo das pegas em H na parede
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celular; propagacdo de filamentos associado com produgdo de estruturas globulares, reprodugdo
assexual por zodsporos muito frequente (LOKHORST, 1996). O didmetro celular de no
maximo 6 um (SKALOUD, 2006), ¢ propagulos dispostos linearmente (LOKHORST, 1996)
também sdo caracteristicas coincidentes com as da espécie K. nitens.

Klebsormidium nitens é uma das espécies mais comum do género (LOKHORST, 1996),
especialmente em habitats terrestres; tem ocorréncia registrada na Austria, Bélgica, Franga,
Holanda (LOKHORST, 1996) e Espanha (UHER et al., 2004, 2005). Também ha registro de
ocorréncia em Singapura (PHAM et al, 2011). A espécie nunca foi reportada no Brasil,

portanto, esse € o primeiro registro de ocorréncia para o pais.

Klebsormidium sp.
Figura 39

Filamentos com até 20 células, células cilindricas, 5,3-6,8um didm., 3,7-8,6um compr.; RC/L
0,7-1,2 vez mais longa que larga; cloroplasto tnico e parietal ocupando menos da metade da
célula, um pirenoide presente; parede celular delgada; zodsporos e aplandsporos ndo
observados.
Ocorréncia: FAS.
Comentarios: Para identificagdo especifica de Klebsormidium, é necessario a observagdo de
caracteristicas das células de reprodugdo e do comportamento da espécie em cultura (Lokhorst,
1996). Identificagdes especificas sem observacdes na cultura s6 sdo possiveis na avaliagdo de
uma massa de filamentos homogéneos, vindos do material de campo, porém neste estudo, foram
observados somente alguns filamentos.

Caracteristicas como parede celular delgada, formato celular cilindrico e pirenoide
unico, observadas nos espécimes estudados, sdo congruentes com as espécies K. crenulatum
(Kiitzing) Lokhorst e K. montanum Watanabe. Porém a caracteristica diagnostica que separa
essas duas espécies esta ligada a reprodugdo. K. crenulatum se reproduz por fragmenta¢ao dos

filamentos, K. montanum por forma¢ao de zodsporos.

Ordem Zygnematales

Género Mesotaenium Néageli, 1849.

Células longas, cilindricas com extremidades amplamente ovaladas, livres ou em colonias

dentro de bainha mucilaginosa com estrutura simples ou em camadas. Cloroplastos um ou dois
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por célula, axial ou em banda (raramente parietal), com 1 ou 2 pirenoides. Parede celular de
duas camadas. Reproducdo assexuada apenas por divisdo celular transversal formando

aplandsporos comamesma forma das células vegetativas. Reprodugdo sexuada por conjugacao.

Mesotaenium macrococcum (Kiitzing ex Kiitzing) J. Roy & Bisset, Annals of Scottish Natural
History, 100: 61, 1894.
Figura 40

Colonias ou células livres; colonias disformes, com 10 a 20 células; bainha mucilaginosa,
homogénea e translicida; células cilindricas com extremidades arredondadas, 8,3-19,7um
diam., 13,6-39,3um compr.; RC/L 1,6-1,9 vez mais longa que larga; cloroplasto unico e axial;
2 pirenoides presentes; estruturas de reproducao ndao observadas.

Ocorréncia: CAl, CA3, CA4, CAS, CA6, CA7, CAS8, CBI1, CB2, CB3, CB4, CBS8, CB9, FA2
e FA4.

Comentarios: As dimensdes celulares dos espécimes estudados sdo coincidentes com as
descritas por Ettl & Gértner (1995). Segundo esses autores, esses organismos sdo encontrados
em solos umidos entre musgos e liquens. A espécie ja foi encontrada a alguns centimetros
abaixo do solo no Colorado por Durrell (1959), em solos timidos (juntamente com musgos),
proximo de rios no norte de Borneo por Hirano (1974), em rochas de granito na Ucrdnia por
Mikhailyuk (2008), onde foi listada como espécie rara para a flora Ucraniana; e em lapides
biodeterioradas no cemitério da cidade de Bratislava, num local imido e sombreado, por Uher
(2008). A espécie ja foi listada no Brasil num levantamento floristico no Instituto de Pesquisas
do Jardim Botanico do Rio de Janerro por Aragjo et al. (2010), sendo o presente estudo o
segundo registro. Nunca havia sido encontrada em crostas biologicas, sendo esse o primeiro

registro para a espécie.

Mesotaenium cf. degreyi W. B. Turner, Naturalist Hull, 12: 34, 1886.
Figura 41

Células livres cilindricas e longas com extremidades arredondadas, 16,8um diam., 25,6 um
compr.; RC/L 1,5 vez mais longa que larga; cloroplasto unico e axial, ausentes nas bordas da
célula; pirenoide Unico presente; estruturas de reprodugdo ndo observadas.

Ocorréncia: CAS.

Comentarios: As caracteristicas desse espécime sdo coincidentes com as descritas para a
espécic Mesotaenium degreyi, exceto o comprimento celular. Na espécie descrita, o

comprimento minimo ¢ de 32um compr., € a espécime encontrada obteve 25,6pum compr.;
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porém apenas uma célula foi encontrada, dificultando assim a identificacdo especifica correta.
A espécie tem como hébitats principais, solos ou rochas Umidas entre musgos, sendo sua
distribuicdo cosmopolita (ETTL & GARTNER, 1995). A espécie ja foi encontrada na Holanda
(COESEL, 1982), Espanha (CAMBRA-SANCHEZ et al, 1998), Australia ¢ Nova Zelindia
(DAY, et al., 1995), Franca (KOUWETS, 1999), Austria (LENZENWEGER, 2003), Republica
Tcheca (STASTNY, 2010), Irlanda (JOHN et al, 2011). No Brasil, sua ocorréncia foi registrada
por Aratjo et al. (2010), em um levantamento floristico no Instituto de Pesquisas do Jardim
Botanico do Rio de Janeiro, entretanto nunca foi encontrada em crostas biologicas, e se

confrmada a identificacdo, serd a primeira ocorréncia e a segunda para o Brasil.

O levantamento floristico realizado durante esse estudo revelou ocorréncias de género
congruentes a outros trabalhos de algas verdes em CBs ao redor do mundo, como Chlorella
(VOGEL, 1955; CAMERON 1960, 1972), Desmococcus (GRONDIN & JOHANSEN, 1995;
ROSENTRETER & BELNAP, 2003), Chlamydocapsa (BROADY, 1998), Coccomyxa
(REISIGL, 1964; GRONDIN & JOHANSEN, 1995; ROSENTRETER & BELNAP, 2001),
Chlorococcum (SHUBERT, 1979; SHIELDS et al., 1957, Gloeocystis (SKUJA, 1964; BUDEL,
2005), Klebsormidium (SHIELDS et al., 1957; GAYEL & SHTINA, 1974; JOHANSEN et al.,
1984) e Microspora (MARATHE & KUSHALDAS, 1975). Das espécies observadas neste
trabalho, seis revelaram ocorréncia nos dois parques do estudo, sendo oito de ocorréncia restrita
a Canastra e apenas trés, a Furnas (Figura 42).

Entre as algas verdes encontradas nesse estudo, algumas que ja foram reportadas em
outros trabalhos revelam certa importancia e peculiaridade nos ambientes onde ocorrem.
Chlorococcum (STARKS, 1979) e Desmococcus olivaceus (BUDEL, 2001) demonstraram ser
géneros pioneiros na sucessao ecologica de solos, sendo de extrema importancia na manutengao
das crostas. O género foi encontrado apenas em Canastra, justamente a area que apresentou CBs
com maior desenvolvimento estrutural.

Em solos da Inglaterra, apods a morte de gramineas, Klebsormidium flaccidum espalha-
se amplamente no periodo imido, possibilitando a germinacao de capim na primavera seguinte
(PIERCY, 1917). Os valores de umidade dos solos de Canastra foram considerados favoraveis
a ocorréncia de algas de solo. Em Furnas, essa variavel ndo foi medida devido a quebra do
aparelho, mas em fun¢do dos elevados valores de umidade do ar e alto indice de precipitagdo,
pode-se supor que apresenta, também, solos Umidos. Desse modo, a ocorréncia do género
Klebsormidum foi observada nos dois parques (em Canastra apareceu apenas em cultivos

artificiais).
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5.4. Analises moleculares

Foram feitas varias tentativas de amplificacdo de DNA a partir do material de cultivos.
A extracdo de DNA das amostras de cultivo trouxe dificuldades, mesmo com os procedimentos
de quebra da parede celular com o uso da celulase (com organismos unicelulares) ou por meio
de procedimentos para homogeneizagdo de tecidos (com organismos filamentosos).
Amplificagdes com os genes rbcL (primers RHI e rbcL Q), UPA (primers p23Sr fl e
p23SrV_1l) SSU (45f e 1243r, PCRA e PCRB) foram feitas, porém sem sucesso. Mudangas no
ciclo de temperaturas dos termocicladores, bem como em alguns componentes da reagdo de
PCR foram feitas, em busca de um resultado positivo nas amplificagdes.

As amplificacdes com resultados positivos foram apenas de duas amostras
(Chlamydocapsa lobata e Klebsormidium nitens) com os genes rbcL (primers RHI e rbcL Q)
e tufA (tufGF4 e tufAR), respectivamente. A primeira amplificagdo teve a sequéncia de bases
nucleotidicas gerada com baixa qualidade (indice de qualidade <20), e as tentativas
subsequentes ndo obtiveram éxito na extragdo do DNA. A amplificacdo de K. nitens com o gene
tufA resultou em uma sequéncia de bases de boa qualidade, porém o banco de dados para esse
gene ¢ essa espécie ndo constitui-se de linhagens para a comparagdo. Alternativamente, as
sequéncias de rbcL produzidas na PCR foram clonadas com o intuito de melhorar a qualidade
das sequéncias, porém sem sucesso.

A dificuldade encontrada na obtencdo de sequéncias génicas pode estar relacionada a
diversos fatores, principalmente na extragdo do DNA e a utilizagdo de primers inespecificos. O
isolamento pelo método de “pescaria” de células ¢ um processo muito lento, retardando a
obtencdo de biomassa consideravel para uma extracdo de DNA eficiente, além disso, o método

single-cell PCR foi de pouco sucesso.
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Figuras 14-26. 14-17. Chlorella vulgaris. 17. Seta: Autésporos. 18. Chlorella sp. 19. Desmococcus
olivaceus. Seta: Células em pacotes ctbicos. 20-21. Chlamydocapsa lobata. 20. Seta: Bainha
estratificada. 21. Seta: Vacuolo. 22. Coccomyxa brevis. Seta: Bainha. 23. Chlorococcum sp. Seta:
Colonia. 24. Gloeocystis polydermatica. Seta: Bainha lamelada. 25-26. Microspora cf. palustris. 26.
Seta: Acinetos arredondados. Escala= 10um.
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Figuras 27-41. 27-28. Microspora cf. wittrockii. 28.Seta: Acineto globoso. 29. Organismo unicelular
ndo identificado. 30. Trentepohlia cf. abietina. Seta: Gametangio. 31-32. Trentepohlia arborum. 32.
Seta: Gametangio. 33-34. Trentepohliamonilia. 33. Seta: Célula abaulada. 35-38 Klebsormidiumnitens.
36. Seta: Célula se destacando. 38. Propagulo de duas células. 39. Klebsormidium sp. 40. Mesotaenium
macrococcum. Seta: Bainha. 41 Mesotaenium cf. degreyi. Escala= 10um.
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Figura 42. Ocorréncias exclusivas e comuns das espécies de algas verdes encontradas em crostas

biologicas nas areas de cerrado dos parques estudados.

6. Conclusio

Os taxons mventariados até o nivel especifico estdo inseridos nas classes
Trebouxiophyceae, Chlorophyceae, Ulvophyceae, Klebsormidiophyceae e Zygnematophyceae.
A primeira foi representada pelas ordens Chlorellales (Chlorella vulgaris) e Chaetophorales
(Desmococcus olivaceus), a segunda pelas ordens Chlamydomonodales (Chlamydocapsa
lobata ¢ Coccomyxa brevis), Sphacropleales (Gloeocystis polydermatica), a terceira, por
Trentepohliales (Trentepohlia arborum e T. monilia), a quarta por Klebsormidiales
(Klebsormidium nitens) e a ultima por Zygnematales (Mesotaenium macrococcum).

Os taxons que foram identificados apenas no nivel genérico estdo incluidos nas classes
Trebouxiophyceae, Chlorophyceae, Ulvophyceae, Klebsormidiophyceae e Zygnematophyceae.
As ordens representativas dessas classes, foram, respectivamente, Chlorellales (Chlorella sp.),
Chlamydomonodales (Chlorococcum sp.) e Sphaeropleales (Microspora cf palustris e
Microspora cf wiitrockii); Trentepohliales (Trentepohlia cf abietina); Klebsormidiales
(Klebsormidium sp.) e Zygnematales (Mesotaenium cf degreyi). A falta da observagdo de
estruturas de reproducdo e de algumas caracteristicas essenciais a identificagdo especifica em
fungdo do estagio de desenvolvimento das populacdes e o insucesso nos estudos moleculares

culminaram em algumas identificacdes ndo conclusivas.
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Como ja foi mencionado em muitos trabalhos, o estudo morfologico de algas de
ambiente terrestres apresenta inumeras dificuldades, particularmente pela simplicidade
morfologica dos organismos (HOFFMANN, 1989). A morfologia de grupos que ocupam esse
ambiente ¢ resultado da pressdo seletiva pelas baixas taxas de relacdo superficie-volume das
c€lulas, que as tornam globulares ou elipticas, de forma que, espécies ndo relacionadas
filogeneticamente tenham formas convergentes (HOFFMANN, 1989). Embora esses fatores
exijjam cautela no estudo desses organismos, o estudo morfologico ainda tem sido considerado
para a implementagdo do conhecimento sobre distribuicdo e estrutura taxonOmica de
comunidades de microalgas (ETTL & GARTNER, 1995). Por meio de estudos morfologicos,
muitas vezes a identificacdo até o nivel especifico ndo € possivel, mas ainda assim, podem
ajudar a fornecer informacdes sobre a flora e a diversidade de organismos locais (NEUSTUPA
& SKALOUD, 2010).

As hipoteses propostas no micio da execucdo desse trabalho foram corroboradas. O
levantamento de flora de algas verdes revelou uma alta riqueza desse grupo de organismos nas
regides amostradas, com 17 morfotipos registrados nas duas areas, sendo mais diversa quando
comparada com os levantamentos de crostas de outras regides mundiais, presentes no trabalho
de Belhap & Lange (2001), no qual o maximo de espécies de algas verdes encontradas foram
dez. Dos taxons encontrados durante o estudo, dez (59%) foram representados por organismos
unicelulares, confirmando que esse tipo morfologico ¢ o mais comum em solos de CBs. Novos
registros de ocorréncia para o territorio brasileiro também foram constatados, como foram os
casos de K. nitens, G. polydermatica, C. brevis ¢ C. lobata. Apenas uma ocorréncia ndo foi
identificada.

A andlise dos nutrientes, umidade, temperatura e pH do solo mostrou que ndo se pode
correlacionar a ocorréncia das espécies a partir de uma varidvel ambiental em especifico, ja
que, possivelmente dois ou mais fatores agem em conjunto, propiciando a ocorréncia de um
conjunto diversificado de espécies. Além deles, muitos outros parametros podem influenciar a
composicdo da flora de um determinado local, tais como outras caracteristicas do solo ndo
estudadas nesse trabalho, clima e sombreamento.

Os cultivos artificiais foram enriquecedores para o trabalho, de modo que permitram a
observacdo de espécies ndo antes observadas nas amostras de solos, possivelmente pelo
oferecimento de condigdes e nutrientes inexistentes no ambiente natural, possibilitando o
crescimento de uma flora potencial. O estabelecimento de cultivos artificiais também foi util
para o estudo taxondmico, pois permitiu a observacdo de estruturas de reprodugdo, o que

complementou o conjunto de dados para a identificagdo dos tdxons (em varios niveis).
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No que diz respeito aos estudos moleculares, a maior dificuldade encontrada foi
relacionada a extracdo do material genético, especialmente de organismos unicelulares, pela
pequena biomassa e, algumas vezes, pela presenca de paredes celulares espessas. Aliado a isso,
a auséncia de primers especificos para os diferentes grupos encontrados no trabalho também
tornou-se um obstaculo para a obtencao de dados moleculares.

Esse trabalho foi pioneiro em ilustrar a ocorréncia de algas verdes em solos de crostas
biologicas no Brasil, além de ser o segundo envolvendo estruturas e caracteristicas de crostas
para o pais. Pelo pioneirismo, poderd dar subsidios para futuros estudos com o tema, além de
se tratar de um levantamento taxonomico da diversidade de algas verdes de areas do cerrado

brasileiro.
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