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“don't give up

‘cause you have friends

don't give up

you're not the only one

don't give up

no reason to be ashamed
don't give up

you still have us

don't give up now

we're proud of who you are
don't give up

you know it's never been easy
don't give up

‘cause | believe there's a place
there's a place where we belong”

Peter Gabriel (Don't Give Up, 1986)
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INTRODUCAO GERAL

Cerca de 80% do planeta Terra € constituido de agua, mas desse
percentual, apenas 2,8% corresponde a parte doce (TARBUCK & LUTGENS,
1997). Boa parte dessa agua doce encontra-se sob a forma de gelo nos pdélos
(68,7%) e em lencgbis subterrdneos (29,9%). Entretanto, sdo dos rios e dos
lagos que a populacdo mundial retira quase toda a agua que consome. Esses
corpos d'agua concentram apenas 0,26% do total disponivel desse liquido. O
lancamento de esgotos domésticos ou industriais nesses ambientes contribui
com a poluicdo dos mesmos, tornando suas aguas improprias tanto para o
consumo humano quanto para determinadas atividades, como por exemplo, a
agricultura (TARBUCK & LUTGENS, 1997).

A alga verde Schizomeris leibleinii Kltzing € um representante comum
em ambientes aquaticos eutrofizados ou impactados por poluicdo organica
(CAMPBELL & SARAFIS, 1972; SARMA & CHAUDHARY, 1975; YADAVA &
PANDEY, 1980; DIAS, 1985; NECCHI et al., 1994; ENTWISLE et al., 1997;
BRANCO & PEREIRA, 2002) ou industrial (TIWARI, 1994) no mundo inteiro.

De acordo com as interpretacbes mais atuais, parece consenso que
todas as espécies do género Schizomeris (caso considere-se a existéncia de
mais de wuma) pertencem a ordem Chaetophorales e a familia
Schizomeridaceae (BIRKBECK et al.,, 1974; MATTOX et al., 1974; HOEK et al.,
1998). Segundo MATTOX et al. (1974), as analises citologicas e ultra-
estruturais efetuadas em células de S. leibleinii aproximam esta espécie dos
organismos pertencentes a ordem Chaetophorales, mediante as seguintes
caracteristicas: ocorréncia de citocinese por placa celular apresentando
ficoplasto com microtdbulos associados; presenca de plasmodesmos nas
paredes transversais, e variavel nimero de flagelos nas células méveis.

Esta alga é filamentosa, desprovida de ramificacdes e apresenta sistema
basal de fixacédo diferenciado. Quando jovens os filamentos mostram-se finos e

unisseriados, dotados de células regulares variando de 12,5-57,5 um de



didametro por 6,0-50,0 um de comprimento, com a regido apical geralmente
acuminada. Os filamentos mais velhos sdo grossos (até 225 um de diametro) e
multisseriados, com células irregulares variando de 7,5-40,0 um de diametro
por 5,0-25,0 um de comprimento e regido apical geralmente truncada ou
arredondada (NECCHI et al.,, 1997). Segundo ENTWISLE et al. (1997), S.
leibleinii é raramente ramificado e de acordo com os trabalhos de MATTOX et
al. (1974), SARMA & CHAUDHARY (1975) e YADAVA & PANDEY (1980), as
ramificacbes apenas ocorrem em espécimes cultivados em laboratorio.

As interpretacdes taxonbmicas de Schizomeris podem ser muito
divergentes, dependendo da abordagem adotada. O género, segundo alguns
autores, € composto apenas pela espécie S. leibleinii (WATSON & TILDEN,
1930; PATEL, 1967; DIAS, 1985; NECCHI et al., 1997). Outros descrevem,
além da espécie anterior, S. irregularis Fritsch & Rich e S. indicum (como
Uronema indicum Ghose) para esse género (FRITSCH & RICH, 1924;
PRASAD & SRIVASTAVA, 1963; YADAVA & PANDEY, 1980; ENTWISLE et al.
1997). De acordo com PRASAD & SRIVASTAVA (1963), a caracteristica mais
confiavel para se distinguir as trés espécies seria a diferenciagcdo do sistema
basal de fixacdo dessas plantas. Segundo esses autores, S. indicum apresenta
o sistema basal como um apressorio mucilaginoso (disco de fixacédo), enquanto
em S. irregularis o sistema de fixacao seria claviforme e em S. leibleinii a regiao
basal seria alongada e sub-rizoidal, podendo ser também rizoidal, lobada ou
ramificada.

CAMPBELL & SARAFIS (1972), com base nas semelhancas das
caracteristicas das fases iniciais de desenvolvimento, consideraram S. leibleinii
como sendo apenas uma das formas de crescimento de Stigeoclonium tenue
(Agardh) Kitzing, encontrada quando as condicbes do ambiente eram
desfavoraveis ao seu desenvolvimento.

Alguns trabalhos sugerem que S. leibleinii seja um bom indicador de
poluicdo, pois se desenvolve exuberantemente em ambientes fortemente
eutrofizados ou organicamente poluidos, merecendo, assim, certa atencéo
(NECCHI et al, 1994; BRANCO & PEREIRA, 2002). Dessa maneira, 0

conhecimento de sua biologia e de sua capacidade de tolerancia as condi¢ées



ambientais torna-se importante para futuros projetos relacionados ao
biomonitoramento. A espécie em questdo tem-se mostrado eficiente também
como elemento importante até mesmo na recuperacdo de ambientes
degradados/impactados. OZER et al. (1999) utilizaram células dessecadas
desta alga para absorcdo de ions metalicos em um rio poluido por metais
pesados, enfatizando ainda mais a importancia do conhecimento de sua
biologia, fisiologia e taxonomia.

O presente trabalho tem os seguintes objetivos:

1. Estudar o desenvolvimento da espécie Schizomeris leibleinii em
cultura, através da variacdo de parametros quimicos relacionados
com poluicdo organica,

2. Avaliar o uso desta espécie como indicadora de poluicéo;

Realizar estudos taxondmicos do género Schizomeris;

Fornecer informagbes para trabalhos  posteriores  sobre
biomonitoramento de poluicdo organica em ambientes IGticos
tropicais
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CAPITULO 1

VARIACAO MORFOMETRICA E ASPECTOS
CARIOLOGICOS EM Schizomeris leibleinii
(CHAETOPHORALES, CHLOROPHYTA)



INTRODUCAO

O género de alga verde Schizomeris foi proposto por KUTZING (1843a)
e validado pelo autor no mesmo ano com a publicacdo da descricdo de
Schizomeris leibleinii (KUTZING, 1843b). KUTZING (1845), reconhecendo o
género como distinto, incluiu-0, entdo, na familia Hormidieae. A validade de
Schizomeris foi colocada em duvida por alguns fic6logos que o consideraram
meramente um estagio de desenvolvimento de Ulothrix Kitzing (CIENKOWSKI,
1876; WILLE, 1890; PRINTZ, 1927; FRITSCH, 1935), referindo-o para familia
Ulotrichaceae como um género duvidoso. FOTT (1959) e BOURRELY (1966),
no entanto, consideraram-no como membro das Ulvaceae (ordem Ulvales).
Tanto PRESCOTT (1951, 1962, 1968) como PAPENFUSS (1955) designavam
este género para uma familia prépria, Schizomeridaceae, pertencente a ordem
Ulotrichales. Atualmente, por meio de analises citoldgicas feitas por BIRKBECK
et al. (1974) e MATTOX et al. (1974), Schizomeris € considerado um género
bem delimitado e classificado na familia Schizomeridaceae (Chaetophorales).

O numero de espécies pertencente a este género também ¢é duvidoso.
Véarios autores consideram-no como monoespecifico, tendo como
representante apenas a espécie S. leibleinii (DIAS, 1985; NECCHI et al., 1997;
PATEL, 1967; WATSON & TILDEN, 1930). Em 1924, FRITSCH & RICH
descreveram uma segunda espécie, Schizomeris irregularis, e concluiram que
Uronema indicum Ghose seria melhor designada como Schizomeris indicum,
sendo esta a terceira espécie.

De todas as espécies anteriormente citadas, apenas S. leibleinii &
mencionada e descrita com freqliéncia na literatura mundial, enquanto S.
irregularis e S. indicum foram citadas, respectivamente, apenas para Africa do
Sul (FRITSCH & RICH, 1924) e india (GHOSE, 1920, como Uronema indicum).
A alga S. leibleinii é filamentosa, desprovida de ramificagcbes e dotada de
sistema basal de fixacdo do tipo rizoidal, lobado ou ramificado. Geralmente os
flamentos adultos mostram-se unisseriados proximo a base (regido

unisseriada) com células achatadas ou cilindricas, variando de 12,5-57,5 nm de



diametro por 6,0-50,0 nm de comprimento. Os filamentos s&o multisseriados na
regido distal (regido multisseriada), apresentando até 225 mm de didmetro, com
células irregulares variando de 7,5-40,0 mm de didametro por 5,0-25,0 nm de
comprimento e com regido apical geralmente truncada ou arredondada
(NECCHlI et al., 1997).

As descricbes das espécies de Schizomeris (CAMPBELL & SARAFIS,
1972; FRITSCH & RICH, 1924; GHOSE, 1920; GUPTA, 1953; PATEL, 1967;
WATSON & TILDEN, 1930; WOOD, 1868; YADAVA & PANDEY, 1980) sao
geralmente inadequadas, incompletas ou conflitantes (Tabela 7).

Segundo FRITSCH & RICH (1924), S. irregularis distingue-se das outras
duas espécies pela disposicao irregular das células na regido multisseriada do
filamento, mas PRASAD & SRIVASTAVA (1963) constataram que esta
caracteristica depende do estagio de desenvolvimento do filamento.

Ja S. indicum diferencia-se das demais espécies pelo apice acuminado
dos filamentos. Contudo, WATSON & TILDEN (1930) coletaram espécimes que
apresentavam todas as caracteristicas de S. leibleinii, mas, em muitos casos,
os filamentos manifestavam o 4pice acuminado.

De acordo com PRASAD & SRIVASTAVA (1963), a caracteristica mais
confiavel para se distinguir as trés espécies seria a diferenciagdo do sistema
basal de fixacdo dessas plantas. Segundo estes autores, S. leibleinii tem a
regido basal alongada e sub-rizoidal, podendo ser também rizoidal, lobada ou
ramificada. S. indicum apresenta o sistema basal como um apressorio
mucilaginoso (disco de fixagcdo), enquanto S. irregularis possui sistema de
fixacdo do tipo claviforme.

Vérias analises de natureza cariolégica foram efetuadas em S. leibleinii
e, no entanto, os dados disponiveis resultam em ainda mais ddvidas com
relacdo ao caritipo da espécie. PRASAD & SRIVASTAVA (1963) analisaram
amostras desta alga cultivadas a partir de material proveniente da natureza
(Utar Pradesh, india), encontrando n = 28 cromossomos. Em um estudo
citologico desta mesma espécie mantida em cultura a partir de material isolado
de lagoas altamente poluidas, CHOWDARY (1967a) quantificou como n = 15 o

namero de cromossomos. PATEL (1967) analisou amostras coletadas em



Gujarat (india) que apresentavam 30 cromossomos, sugerindo que esta
diferenca na contagem em relacdo aos autores anteriores poderia ser devido a
manifestacao de poliploidia, racas citolégicas ou por alternancia de geracdes
nesta espécie. SARMA & CHAUDHARY (1975) determinaram um n = 14
cromossomos para amostras de cultura e coletadas da natureza em
Uttaranchal e Utar Pradesh (india), o que diferiu consideravelmente dos
caridtipos encontrados até entdo, sugerindo assim, segundo 0s autores, que a
populacéo estudada seria uma nova raca citologica de S. leibleinii.

Tendo em vista as incertezas em relagdo a essa espécie e as demais
pertencentes ao género Schizomeris, o objetivo deste trabalho €& avaliar
taxonomicamente a espécie S. leibleinii através de dados morfométricos e
carioldgicos, com a finalidade de delimitar caracteristicas confiaveis a serem

usadas na taxonomia do género em questao.
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MATERIAL E METODOS

O estudo da variabilidade morfolégica de espécimes de Schizomeris
leibleinii seguiu duas linhas principais: avaliacdo de populacdes de diferentes
localidades (espacial) e populacbes de mesma localidade amostradas
mensalmente (temporal). A andlise da variacdo morfométrica em populacdes
distintas de S. leibleinii foi realizada a partir de amostras coletadas em dez
localidades diferentes e uma proveniente de material crescendo em laboratorio.
Todas as amostras encontravam—se preservadas em solucdo de formaldeido
4% (JOHANSSON, 1982) e sao originarias de: 1) herbério do IBILCE/UNESP
de S&o José do Rio Preto/SP — SJRP [abreviacdo de herbario de acordo com
HOLMGREN et al. (1990)] denominadas Rio Preto (SJRP23461), Canela
(SJRP23479), Bora (SJRP23483), Dourados (SJRP27369), Sao Pedro
(SJRP23535); 2) Museu Nacional, Depto. de Botanica/RJ (amostra cedida pela
Dra. Izabel C. A. Dias) Fazenda Favorita (R155583); 3) novas coletas feitas nos
meses de abril/2001, maio/2001, novembro/2001 e outubro/2002,
respectivamente no Ribeirdo Claro (Guapiacu/SP), Rio Verde (Campina
Verde/MG), Corrego Piedade (Sdo José do Rio Preto/SP) e Corrego da
Maquininha (S&o José do Rio Preto/SP); e 4) cultura crescendo em Meio
Basico de Bold (MBB) por 120 dias (amostra derivada de coleta efetuada em
P3 no Ribeirdo Claro — Guapiagu/SP).

Para o estudo da variacio morfométrica mensal (janeiro/1998,
abril/1998—janeiro/1999) foram analisados espécimes coletados em dois
trechos do Ribeirdo Claro, denominados P3 (20°46'33"S e 49°11'49"W) e P4
(20°46'15"S e 49°10'39"W), ambos recebendo descargas de esgotos
domésticos e residuos de dois abatedouros de animais (aves e porcos)
procedentes da cidade de Guapiacu/SP (BRANCO & PEREIRA, 2002). Dados
referentes a parametros fisico-quimicos do ambiente que foram coletados
mensalmente (derivados de BRANCO & PEREIRA, 2002), também foram
utilizados em andlises para avaliar a possivel variacdo dos caracteres
morfomeétricos e/ou morfoldégicos com o0 ambiente.

Baseado em estudos anteriores de variagdo morfométrica em
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macroalgas de ambientes léticos (NECCHI & PASCOALOTO, 1995; NECCHI,
1997; BRANCO & NECCHI, 1998; VIEIRA & NECCHI, 2002), 20 filamentos
algais completos, ou seja, que apresentavam tanto a regido unisseriada quanto
a multisseriada, foram analisados sob microscopia de luz quanto as seguintes
caracteristicas: morfométricas - (i) diametro do filamento (regido multisseriada),
(i) diametro e comprimento celular (regido unisseriada e multisseriada) e
morfoldgica — (iii) tipo de sistema basal de fixacdo (presenca e/ou auséncia dos
tipos rizéide, apressoério, claviforme e lobado). Dessa maneira, 20
medidas/avaliacdoes foram tomadas de cada atributo citado em cada uma das
amostras das populacdes, totalizando assim, 220 medidas/avaliagbes para
cada caracteristica. Para as amostras avaliadas mensalmente (P3 e P4)
efetuou—se o0 mesmo procedimento, sendo que, para cada amostra mensal (um
total de 11 para cada populacdo), 20 medidas/avaliacbes foram tomadas de
cada caracteristica, totalizando 220 medidas/avaliacbes para cada uma das
caracteristicas nas amostras do P3 e P4 (Ribeirdo Claro). Todas as
medidas/avaliacdes foram feitas sob microscopio 6ptico binocular Jenaval
dotado de reticulo micrometrado e equipado com camara clara.

Além destas caracteristicas, a forma e/ou posi¢cdo dos cloroplastos nas
células, disposicdo das células na regido multisseriada, forma do apice e
presenca de septos transversais (“an€is”) nos filamentos foram analisadas
nestes mesmos filamentos, apenas a titulo de observacdo para comparagao
com dados da literatura especializada sobre a morfometria e morfologia de S.
leibleinii e de outras espécies do género Schizomeris.

O material proveniente do Ribeirdo Claro (abril/2001) foi destinado,
parcialmente, ao crescimento em meio de cultura (populacdo denominada
Cultura) para avaliacdo taxondémica mediante andalises morfométricas e/ou
morfolégicas, producdo de zodsporos e a andlise cariologica, tendo sido,
portanto, subdividido em dois frascos contendo, respectivamente, agua do
proprio riacho e solucao de Carnoy (1:3 &cido acético glacial : alcool absoluto).

Para a obtencdo de uma cultura unialgal (ndo axénica), o material
mantido vivo em frasco com agua do proprio local foi lavado véarias vezes em

tubos de ensaio contendo &gua deionizada esterilizada para a retirada das
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impurezas. Em seguida, 3 ou 4 filamentos foram transferidos para erlenmeyers
contendo meio de cultura MBB esterilizado (NICHOLS, 1973; YADAVA &
PANDEY, 1980). Os erlenmeyers inoculados com Schizomeris foram mantidos
em camaras de cultivo sob intensidade luminosa de 100 mmol.m?.s? (+2,0
mmol.m?.s?) com fotoperiodo de 12h claro/12h escuro (modificado de SARMA
& CHAUDHARY, 1975) e temperatura de 20°C (x1°C). A repicagem do
material, para a obtencdo da cultura unialgal, foi efetuada a cada 15 dias,
observando-se o desenvolvimento e a contaminagdo por outras algas (p.ex.:
diatoméceas e clorococaceas).

Para a andlise carioldgica, testes prévios foram realizados para
determinar as condicdes de maior quantidade de divisbes celulares nos
filamentos. Estes testes consistiram na coleta e fixacdo dos espécimes com
solucdo de Carnoy, no campo, imediatamente ap0s a coleta, ou em laboratério
a intervalos de 30 minutos por um periodo de 24 horas (CHOWDARY, 1967b;
KAPRAUN & MARTIN, 1987). Por intermédio destas fixacBes preliminares, 0s
filamentos provenientes dos espécimes coletados no periodo da tarde e fixados
no proprio local, mostraram-se satisfatérios por apresentarem maior nimero de
divisbes celulares, em particular uma maior quantidade de placas metafasicas,
no periodo compreendido entre as 16:30h e 17:10h. Os cromossomos foram
analisados a partir de aproximadamente 30 células em divisdo mitética que se
encontravam em metafase, pelo fato desta fase ser a melhor etapa para se
visualizar e quantificar os cromossomos (PRASAD & SRIVASTAVA, 1963;
PATEL, 1967; SARMA & CHAUDHARY, 1975; SARMA & JAYARAMAN, 1980;
KAPRAUN & MARTIN, 1987; GUERRA, 1999). A preparacao para a contagem
de cromossomos foi efetuada segundo a técnica descrita por WITTMANN
(1965), nodificada em virtude da intensa coloracdo observada no citoplasma
das células, o que dificultava a visualizacdo dos cromossomos (em apéndice).
Nas observacdes e registros dos cromossomos utilizou-se um microscopio
optico binocular Jenaval equipado com camara clara e sistema fotografico. Os
cromossomos foram fotografados com filme Plus-X-Pan ASA 100 e ampliados
a partir de objetiva de ampliacéo fotografica.

A producdo de zodsporos foi conseguida transferindo-se alguns
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filamentos de S. leibleinii da cultura em MBB, que se encontravam crescendo
h& mais de 60 dias, para uma placa de Petri contendo também MBB diluido em
1/3 de &gua destilada, em temperatura ambiente. A producéo e liberacdo dos
zodsporos ocorreram cerca de 48 horas apos a transferéncia (modificado de
McBRIDE,1968). Todas as observacdes foram feitas sob microscépio oOptico
binocular Jenaval equipado com camara clara e sistema fotografico.

Os dados obtidos em relagdo a variagdo morfométrica foram submetidos
a andlises estatisticas descritivas (média, desvio padrdo e erro padrdo) e
tratamentos estatisticos como Andlise de Variancia (ANOVA - uma via), Teste t
de Student e Andlise de grupamento, para se verificar as diferencas entre as
caracteristicas morfoldgicas das diferentes populacdes naturais ou em cultivo e
sua relacdo com a taxonomia da espécie. Os dados das variaches
morfométricas e morfolégicas mensais foram, ainda, submetidos a analise de
Correlagdo (r de Pearson) com os parametros ambientais avaliados. Os
calculos estatisticos foram efetuados utilizando—se o software estatistico
Minitab verséo 10.1 (RYAN et al., 1985).
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RESULTADOS

Variacdo morfométrica intrapopulacional

As caracteristicas morfométricas e morfoldgicas das regides unisseriada
e multisseriada dos filamentos (Figuras 1-5) variaram consideravelmente nas
populacbes amostradas mensalmente no Ribeirdo Claro (municipio de
Guapiacu/SP) nos trechos denominados P3 (Tabela 1 e Figura 6) e P4 (Tabela
3 e Figura 8).

Populacéo P3

Regiéo unisseriada (Tabela 1)

Os filamentos da amostra coletada em junho/1998 (jun98) apresentaram
0 menor valor médio para diametro celular (38+8,61um), em contrapartida na
amostra de novembro/1998 (nov98) foi registrada a maior média quanto a esta
mesma caracteristica (58,7+13,39um). O menor valor observado do
comprimento celular (13,5+4,74nmm) nesta populagcdo ocorreu na amostra
coletada em agosto/1998 (ago98), enquanto o maior (29,7+13,61mm) foi
observado em maio/1998 (mai98).

Dos quatro tipos de sistemas basais de fixacao (Figuras 25-38), o tipo
apressorio esteve presente em todas as amostras, enquanto o tipo rizéide foi
observado nas amostras pl98, ago98, set98, out98, nov98 e jan99, contudo o
sistema de fixacdo do tipo lobado ocorreu apenas em dezembro/1998. O
sistema basal do tipo claviforme ndo foi encontrado nas analises desta
populacao.

A ANOVA mostrou que, na regido unisseriada, houve diferencas
significativas quanto ao diametro celular (F=6,53; p<0,001) e ao comprimento

celular (F=4,60; p<0,001) nas amostras analisadas.
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Regido multisseriada (Tabela 1)

A amostra coletada em janeiro/1999 (jan99) apresentou o menor valor
médio quanto ao dametro do filamento (80,2+20,55um), enquanto o material
analisado em maio/1998 (mai98) detinha o maior valor quanto ao diametro
(124,7+46,29um). O didametro celular tomado em agosto/1998 (ago98) foi o
menor registrado (11+3,67um), enquanto o maior (20,7+7,30um) foi observado
em dezembro/1998 (dez98). As mesmas populacbes (ago98 de dez98)
manifestaram ainda o menor e o maior valor médio quanto ao comprimento
celular, respectivamente 9,4+2,63um e 18,7+6,86um.

A ANOVA revelou diferencas significativas na regido multisseriada
quanto ao dametro do filamento (F=3,88; p<0,001), diametro celular (F=4,05;
p<0,001) e comprimento celular (F=4,37; p<0,001).

A analise de grupamento das diferentes amostras (Figura 7), baseada na
variacdo das caracteristicas morfométricas e morfolégicas (Tabela 1), revelou a
formacao de cinco grupos. O grupo D incluiu as amostras nov98, set98, out98 e
jul98, apresentando 83,7% de similaridade entre as amostras; o grupo E
compreendeu as amostras mai98, abr98, jun98 e fev98 com 81% de
similaridade. As amostras coletadas em dez98 (grupo A), jan99 (grupo B) e
ago98 (grupo C) ndo se agruparam com nenhuma das amostras citadas,
constituindo grupos distintos.

As variacdes sazonais dos parametros ambientais selecionados estao
expressas na Tabela 2. Correlagbes significativas ocorreram principalmente
entre as caracteristicas da regido unisseriada e alguns dados ambientais,
enquanto com a regido unisseriada ocorreu apenas uma Unica correlacéo
(Tabela 5).
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Figuras 1-5. Schizomeris leibleinii: 1. filamentos com regido unisseriada e
multisseriada; 2. sistema basal tipo apressorio; 3. sistema basal tipo rizéide;
4. sistema basal tipo claviforme; 5. regido multisseriada com estrangulamento
(seta). [Barras de escalas: 40 um para Figura 1; 70 um para Figuras 2-5.]



Tabela 1 — Variaveis morfométricas (média * erro padrao) e morfologicas observadas durante 11 meses em uma
populacdo de Schizomeris leibleinii (P3 — Ribeirdo Claro, municipio de Guapia¢u/SP). n = 20

CARACTERISTICAS
. REGIAO UNISSERIADA REGIAO MULTISSERIADA
MEs SISTEMA BASAL” DIAMETRO COMPRIMENTO DIAMETRO DIAMETRO COMPRIMENTO
CELULAR CELULAR CELULAR CELULAR

fev/98 a 38,1(+2,29)  16,5(x1,57)  85,1(+5,98)  14,1(+1,28)  15,6(x1,32)
abr/98 a 40,8(+1,27)  16,8(x1,38)  118,5(+6,55)  14,1(+1,41)  14,3(+1,37)
mai/98 a 45(+2,12) 29,7(+3,04) 124,7(+10,35)  14,3(+1,46) 14(+1,20)
jun/o8 a 38(+1,36) 22,2(£2,76)  92,1(x7,74)  15,7(x1,37)  14,2(0,86)
jul/o8 a,r 39,8(+1,25)  20,7(¥2,36)  98,8(+8,36)  14,3(+1,41)  14,9(+1,45)
ago/98 a,r 39,8(x1,49)  13,5(x1,06)  81,9(5,47) 11(+0,82) 9,4(+0,59)
set/98 a,r 44,8(+1,27)  18,8(x1,33) 89(+6,66) 16,9(+1,20)  15,9(0,95)
out/98 a,r 46,4(+2,04)  22,3(+2,35)  955(+5,91)  13,5(x0,90)  13,6(+1,42)
nov/98 a,r 58,7(+2,12)  20,2(+1,33)  101,7(+9,36)  17,7(x1,68)  16,7(+1,37)
dez/98 a, | 50,5(x1,52)  19,2(x1,42)  90,5(+6,51)  20,7(x1,63)  18,7(+1,53)
jan/99 a,r 46,7(+1,84)  23,5(+2,15)  80,2(+4,60) 13(+0,92) 11,2(+0,80)

*a = apressorio, ¢ = claviforme, | = lobado, r= rizdide.
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Figura 6 — Variacdo dos caracteres morfométricos (média e desvio padrdo) em
Schizomeris leibleinii proveniente de P3 (Ribeirdo Claro, municipio de
Guapiagu/SP) durante 11 meses de amostragem (fevereiro/1998; abril/1998—
janeiro/1999).
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Tabela 2 — Parametros ambientais selecionados (médias) em 11 meses de amostragem para as populacdes de Schizomeris
leibleinii no ponto P3 (Ribeirdo Claro, Guapiacu/SP).

) VARIAVEIS AMBIENTAIS
MEs velocidade* condutividade temperatura irradiancia* turbidez profundidade*  Ptotal NH," NO, NO;

(cm.s™) (n8.cm™) (°C) (nmol.cm.s™)  (UNT) (cm) (mg.L) (mg.LY) (mgLh) (mg.L?
fev/98 31 103 27,4 1414 23 38 0,13 2,7 0,10 4,4
abr/98 29 65 24,3 512,4 26 32 0,79 74 0,18 3,7
mai/98 40 137 22,3 401,1 19 30 0,78 9,3 0,22 2,7
jun/98 38 105 21 322,3 17 29 0,84 8,5 0,15 4,4
jul/98 42 221 21,3 391 18 29 0,85 10,2 0,14 57
ago/98 35 110 23,3 342,5 37 33 0,87 8,5 0,17 2,1
set/98 45 116 23,7 778,5 18 28 0,88 9,2 0,36 4.8
out/98 32 124 25,4 791 30 40 0,95 7,2 0,14 0,0
nov/98 35 236 26,9 765 35 30 0,92 13 0,14 0,6
dez/98 42 136 27,5 536 33 44 0,53 5,6 0,15 0,0
jan/99 40 150 28,2 412 21 44 0,68 7,4 0,15 0,5

*dados médios com base em n = 10 (ver BRANCO & PEREIRA, 2002)
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Populacéao P4

Regido unisseriada (Tabela 3)

Os filamentos da amostra coletada em dezembro/1998 (dez98)
apresentaram o menor valor médio quanto ao didmetro celular (35,9+7,94mm),
em contrapartida na amostra de maio/1998 (mai98) foi registrada a maior
média quanto a esta mesma caracteristica (64,7+21,41um). O maior valor do
comprimento celular (30,6+18,39mm) também ocorreu na mesma amostra de
maio/1998, enquanto o menor valor observado nesta populacédo (14,9+6,78nm)
ocorreu na amostra coletada em agosto/1998 (ago98).

Dos quatro tipos de sistemas basais de fixacdo, o tipo apressorio esteve
presente em todas as amostras, com excecdo de janeiro/1999 (jan99) que
apresentou apenas rizéides. O tipo rizoide foi observado nas amostras fev98,
abr98, mai98, ago98, set98, out98 e nov98. Os sistemas basais do tipo
claviforme e lobado ndo foram encontrados nas analises desta populacéo.

A ANOVA mostrou que na regido unisseriada ocorreram diferencas
significativas quanto ao diametro celular (F=6,06; p<0,001) e comprimento

celular (F=4,46; p<0,001) entre as amostras comparadas.

Regido multisseriada (Tabela 3)

A amostra proveniente de dezembro/1998 (dez98) apresentou 0 menor
valor médio quanto ao didmetro do filamento (71,5+22,46um), enquanto o
material analisado em junho/1998 (jun98) deteve o maior valor quanto ao
didametro (144,5+44,81um). O diametro celular tomado em outubro/1998 (out98)
foi 0 menor registrado (10+4,59nm), enquanto o maior (18,7£7,41mm) foi
observado em novembro/1998 (nov98). A mesma amostra coletada em
outubro/1998 (out98) apresentou ainda o menor valor médio quanto ao
comprimento celular (11,2+3,58mm), em compensacdo 0 maior valor para esta
mesma caracteristica (18,4+8,29nm) foi observado na amostra coletada em

maio/1998 (mai98).
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A ANOVA mostrou que na regido multisseriada houve diferencas
significativas quanto ao diametro do filamento (F=7,70; p<0,001), diametro
celular (F=3,21; p<0,001) e comprimento celular (F=3,19; p<0,001).

A andlise de grupamento das diferentes amostras (Figura 9), baseada na
variacado das caracteristicas morfométricas e morfoldgicas (Tabela 3), revelou a
composigao de trés grupos. O grupo A, formado pelas amostras coletadas em
dez98, jul98, e jun98, apresentou similaridade de 76,2% entre as amostras e 0
grupo C, compreendendo as amostras jan99, out98, nov98, abr98, set98,
ago98 e fev98, com similaridade de 76,5%. A amostra coletada em maio/1998
(grupo B) ndo se agrupou com nenhuma das amostras anteriormente citadas,
constituindo um grupo distinto.

A dindmica sazonal dos parametros ambientais selecionados encontra-
se expressa na Tabela 4. Correlacdes significativas ocorreram exclusivamente
entre as caracteristicas avaliadas na regido multisseriada com alguns dados
ambientais (Tabela 5).

Submetendo-se os dados médios dos caracteres morfométricos tanto da
populagédo P3 quanto da populacdo P4 ao teste t de Student com a finalidade
de comparar as duas populacbes, observou-se que o0s valores da regido
unisseriada: diametro celular (t = 1,23) e comprimento celular (t = 0,37); e da
regidao multisseriada: diametro do filamento (t = 0,69), diametro celular (t = 0,27)
e comprimento celular (t = 0,58) ndo foram significativamente diferentes entre

as duas populacgoes.



Tabela 3 — Variaveis morfométricas (média * erro padrao) e morfologicas observadas durante 11 meses em

uma populacdo de Schizomeris leibleinii (P4 — Ribeirdo Claro, municipio de Guapiacu/SP). n = 20

CARACTERISTICAS
REGIAO UNISSERIADA REGIAO MULTISSERIADA
Més SISTEMA BASAL” DIAMETRO COMPRIMENTO DIAMETRO DIAMETRO COMPRIMENTO
CELULAR CELULAR CELULAR CELULAR
fev/98 ar 50,3(+x2,79)  16,1(+1,98)  76,2(+8,29)  15,8(+1,01)  14,3(+1,07)
abr/98 ar 36,3(+1,68)  18,7(+2,12)  118(+8,47)  14,2(+1,66)  12,9(+1,06)
mai/98 ar 64,7(x3,39)  30,6(+4,11) 114,8(+10,3)  18(+2,82) 18,4(+1,85)
jun/98 a 53,7(+2,12)  26,7(+2,49) 144,5(+x10,02) 17,1(¥1,95)  15,2(+1,06)
jul/os a 46,1(+2,25)  20,2(+2,37)  86,7(+8,58) 11(+0,69) 16,2(+1,47)
ago/98 ar 48,4(+1,80)  14,9(+1,52) 111,5(+x10,38)  14(+1,39) 15,3(+1,02)
set/98 ar 54,8(+2,80)  19,8(+1,53) 119,5(+6,92) 15,5(+1,20)  17,7(+1,40)
out/98 ar 46(+1,49) 21,5(+1,50)  78,7(+3,82) 10(+1,03) 11,2(+0,80)
nov/98 ar 432(+2,37)  19,5(x1,35) 100,2(+7,90)  18,7(+1,66)  13,5(x1,09)
dez/98 a 35,9(+1,26)  25,2(+2,56)  71,5(¢x5,02)  17,7(x1,32)  16,5(+1,05)
jan/99 r 52(+2,94) 18,4(+1,32)  97,6(+6,13)  16,8(x1,61)  13,9(+0,92)

*a = apressorio, ¢ = claviforme, | = lobado, r = rizdide.
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Figura 9 — Analise de grupamento das caracteristicas morfométricas e morfolégicas em 11 amostras de Schizomeris
leibleinii coletadas em P4 (Ribeirdo Claro, municipio de Guapiagu/SP).
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Tabela 4 — Parametros ambientais selecionados (médias) em 11 meses de amostragem para as populacdes de Schizomeris
leibleinii no ponto P4 (Ribeirdo Claro, Guapiacu/SP).

) VARIAVEIS AMBIENTAIS
MEs velocidade* condutividade temperatura irradiancia* turbidez profundidade* Ptotal NH," NO, NO;

(cm.s™) (n8.cm™) (°C) (mmol.cm.s™)  (UNT) (cm) (mg.L) (mgLh) (mg.L") (mg.LY
fev/98 46 41 25,4 82,5 30 62 1,58 19 0,38 4,0
abr/98 40 80 20,9 93,6 20 75 0,30 4.4 0,35 3,2
mai/98 44 92 19,4 177 16 72 0,40 5,8 0,37 2,9
jun/98 36 152 19,6 621 4 38 0,40 6,6 0,14 2,6
jul/98 43 71 18,8 385 15 58 0,50 7,5 0,19 2,1
ago/98 36 78 21 311 13 59 0,50 74 0,17 6,0
set/98 33 89 20,7 265 9 54 0,60 7,9 0,11 1,1
out/98 59 61 23,3 56,6 33 77 0,30 3,3 0,21 0,2
nov/98 36 116 23,1 166,5 9 50 0,70 8,3 0,20 0,0
dez/98 56 108 24,2 59,9 23 67 0,20 3,6 0,44 1,0
jan/99 49 132 25,5 2457 23 68 0,40 7,8 0,20 0,1

*dados médios com base em n = 10 (ver BRANCO & PEREIRA, 2002)
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Tabela 5 — Correlacdes significativas das varidveis ambientais com as variaveis
morfométricas em Schizomeris leibleinii nos pontos de amostragem P3 e P4

(Ribeirdo Claro). * = p<0,05; ** = p<0,01

VARIAVEIS P3 P4
VARIAVEL r VARIAVEL r
irradiancia rgé?ggeﬁ Scsﬂlrjifé a 0,685* diametro filamento 0,676*
NOs rgé?g)eﬁﬁscsﬂﬁga - 0,705* T T
temperatura — — diametro filamento -0,627*
turbidez — — didmetro filamento - 0,773**
velocidade — — didmetro filamento - 0,752**
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Variacdo morfométrica interpopulacional

Os dados quanto as caracteristicas morfométricas e morfolégicas das
regides unisseriada e multisseriada dos filamentos variaram consideravelmente

entre as diferentes populacdes de S. leibleinii (Tabela 6).

Regido unisseriada (Tabela 6)

A populacdo proveniente do Cérrego Sdo José dos Dourados
(Dourados) apresentou o maior valor médio quanto ao diametro celular
(55,5£13,58um), enquanto a amostra proveniente de Cultura deteve os
menores valores (25,7+um). Os filamentos da amostra coletada no Cérrego
Sao Pedro (S.Pedro) apresentaram menor valor médio quanto ao comprimento
celular para esta area do filamento (15,7+£9,63um); em contrapartida na
populacdo do Rio Verde (R. Verde) foi registrada a maior média quanto ao
comprimento celular (25+8,74um).

A ocorréncia conjunta dos quatro tipos de sistemas basais de fixacao,
apressorio, claviforme, lobado e rizéide (Figuras 25-38), foi observada apenas
na populacdo Cultura. Os sistemas do tipo apressério e rizéide ocorreram em
todas as populacdes analisadas, com exce¢do da do Coérrego Piedade
(Piedade), que apresentou apenas os tipos claviforme, lobado e rizéide. O
sistema basal do tipo claviforme foi encontrado também na amostra
Maquininha, enquanto o tipo lobado também esteve presente nas amostras
Favorita, R. Claro e Dourados.

A ANOVA mostrou que o diametro celular da regido unisseriada nas
populacbes foi diferente (F=31,80; p<0,001). Diferenca significativa foi
encontrada também, quando a mesma andlise foi feita para comparar o

comprimento celular entre as populagdes (F=3,21; p<0,001).

Regido multisseriada
O menor diametro da regido multisseriada (49,2+20,60mm) foi
encontrado na populacéo originaria da Fazenda Favorita (Favorita), enquanto o

maior diametro (112+16,5mm) foi observado nos filamentos provenientes do
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Cérrego Canela (Canela). A mesma amostra do Canela exibiu também o menor
valor médio quanto ao comprimento celular (10+4,59nm), sendo que o maior
valor para esta caracteristica (19,7+6,38nm) foi apresentado pela populacéo do
Rio Verde (R. Verde). Em relagdo ao diametro celular o menor valor
(9,6£3,25mm) foi obtido na populacdo coletada no S. Pedro e o maior
(22,5+8,96nmm) no Cérrego Boréa (Bora).

A ANOVA mostrou, em relacdo a regido multisseriada, que diferencas
significativas ocorreram quanto ao diametro celular (F=7,48; p<0,001),
comprimento celular (F=7,07; p<0,001) e diametro dos filamentos (F=24,07;
p<0,001) quando as diferentes populacdes foram comparadas entre si.

A andlise de grupamento das populacbes (Figura 10), baseada na
variacdo das caracteristicas morfométricas e morfolégicas (Tabela 6), revelou a
formacédo de seis grupos. O grupo F incluiu as populacdes Dourados, Favorita
e R. Claro, com 80,9% de similaridade entre si. O grupo E compreendeu as
populacdes do Canela, Bora, S. Pedro e R. Preto, com 77,3% de similaridade
entre estas populacdes. As populacbes Cultura, Piedade, Maquininha e R.
Verde ndo se agruparam com nenhuma das populagbes citadas, no nivel de
similaridade adotado (75%), constituindo grupos distintos e denominados,

respectivamente, A, B, CeD.



Tabela 6 — Variaveis morfométricas (média + erro padréo) e morfolégicas observadas em 11 populacées de
Schizomeris leibleinii (10 naturais e 1 cultura). n = 20

CARACTERISTICAS
POPULACOES REGII\DOAUNISSERIADA REGIAO MAULTISSERIADA
SISTEMA BASAL* TIAMETRO COMPRIMENTO DIAMETRO DIAMETRO COMPRIMENTO
CELULAR CELULAR CELULAR CELULAR

Cultura a,clr 25,7(+1,94) 16,2(+1,65) 51,1(+4,08)  15,1(+1,25) 19,4(+1,79)

Piedade clr 34,1(+2,26) 24,2(+2,06) 51,5(+4,85)  10,7(+0,90) 15(+0,88)
Magquininha a,c,r 36,5(+2,46) 23(+2,0) 108(+2,95) 16,2(+1,30) 16,5(+1,20)
R. Verde a,r 28,7(+1,63) 25(+1,95) 81,5(x6,94)  12,7(¢1,11) 19,7(+1,42)

Canela a,r 42,6(+1,16) 21,2(+1,73) 112(+3,68) 13(+0,91) 10(+1,02)

Bora a,r 50,5(+1,59) 18(+1,78) 100,5(+4,7) 22,5(+2,0) 14(+0,85)

S. Pedro a,r 48,6(+1,38) 15,7(+2,15) 82,7(5,18) 9,6(0,72) 12,5(+1,23)
R. Preto a,r 27,9(+1,19) 16,2(+1,78) 58,7(+5,66) 14(+0,95) 12,4(+0,90)

Dourados a,lr 55,5(+2,15) 20,6(+1,41) 90,5(+3,05)  16,2(+1,61) 17(+1,37)

Favorita a,lr 43,4(1,64) 23,5(+1,95)  49,2(+4,60)  14,8(+1,36) 11(+0,77)
R. Claro alr 46,4(+2,04)  24,3(+3,17)  955(x591)  13,5(x0,89)  13,6(x1,41)

*a = apressorio, ¢ = claviforme, | = lobado, r= rizdide.
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Figura 10 — Dendrograma da analise de grupamento das caracteristicas morfométricas e morfolégicas em Schizomeris
leibleinii de diferentes populacgdes.
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As caracteristicas forma e/ou posicdo dos cloroplastos nas células,
regularidade das células na regido multisseriada dos filamentos, forma do apice
e presenca de septos transversais (“anéis”) nos filamentos (Figura 5), foram
observadas em todo o material presentemente analisado. Os cloroplastos
observados eram laminares e parietais, a disposicdo das células mostrou-se
regular dependendo do didmetro do filamento (conseguentemente,
dependendo do estagio de desenvolvimento do mesmo), 0s &pices eram
truncados ou arredondados e a presenca de “anéis” ocorreu em todos o0s
filamentos.

Os dados relativos a variacdo dos caracteres morfométricos e
morfologicos em todas as populacdes estudadas de S. leibleinii encontram-se

sumarizados na Tabela 7.
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Cariologia

De um modo geral as células que apresentaram as divisdes celulares
que permitiram as observacfes dos cromossomos ocorreram em qualquer
regido do filamento, sendo que este ndo apresentou nenhuma &rea de maior
atividade mitdtica. As observacOes carioldgicas (Figuras 11-18) efetuadas
nestas células mostraram um namero de cromossomos igual a 12 (n = 12).

Verificou-se que estes se mostraram como pequenos bastdes ou pontos,
além disso, a alga em questdo apresentou um par de Ccromossomos
nitidamente curvos e bem maiores que os demais (Figuras 11-16). Pelo fato
dos cromossomos serem de tamanho reduzido nédo foi possivel medi-los e nem
mesmo efetuar observagbes detalhadas em sua estrutura, como por exemplo,

se possuiam centrémeros.

Zoosporogénese

Os zoosporos analisados (Figuras 19-24) foram liberados lateralmente a
partir de filamentos unisseriados ou multisseriados. Quanto a forma (Figuras
19-22) estas células apresentaram-se esféricas ou levemente ovaladas com
10-12 mm de diametro e/ou 10-15 nm de comprimento, sdo dotados de 4
flagelos (Figuras 20 e 21) e com varios granulos. Apos algum tempo de
movimentagcdo 0S z0oOSporos cessaram 0S movimentos e alongaram-se

produzindo filamentos jovens de Schizomeris (Figuras 23 e 24).
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Figuras 11-18. Schizomeris
12. cromossomos, n =

= 12 (desenho cémara clara); 13.
14. n = 12 (desenho camara clara); 15. cromossomos curvos (setas); 16.
cromossomos curvos (desenho camara clara); 17. n =

34
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>
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16
."t -3
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12;

11. cromossomos, n
n 12;

=12; 18. n = 12

(desenho camara clara). [Figuras 11-14 = 1600x, Figuras 15-18 = 3400x]
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Figuras 19-24. Zoosporogénese: 19. zoosporo; 20, 21. zodsporos com
flagelos (setas); 22. zodsporo germinando; 23, 24. filamentos jovens
produzidos por zoGsporos. [Barras de escalas: 5 um para as Figuras 19-22;
10 um para as Figuras 23 e 24.]
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DISCUSSAO E CONCLUSOES

Variagcdo morfométrica

Os resultados obtidos a partir da analise morfométrica das duas
populacdes de Schizomeris leibleinii estudadas mensalmente (temporalmente)
revelou consideravel variagdo das caracteristicas das regifes unisseriada e
multisseriada dos talos, bem como dos sistemas basais.

As diferencas estatisticamente significativas obtidas através da ANOVA
para diametro e comprimento celular da regido unisseriada, bem como para
didametro do filamento e diametro e comprimento celular da regido
multisseriada, comprovam a plasticidade dos individuos, provavelmente em
resposta as variacbes ambientais. Alguns indicativos desta relacdo foram
constatados a partir das correlagbes significativas entre caracteristicas
morfomeétricas e parametros ambientais (Tabela 5). Dados semelhantes foram
encontrados por BRANCO & NECCHI (1998), para Stigeoclonium helveticum
Vischer e Chaetophora elegans (Roth) C. Agardh (Chaetophorales) quando as
mesmas tiveram seus microhdbitats estudados. NECCHI et al. (1990), durante
estudo fenolégico em um riacho de 3% ordem no estado de Sdo Paulo, também
observaram variacdes nas dimensdes de Compsopogon coeruleus (Balbis ex
C. Agardh) Montagne (Rhodophyta).

Além das variacdes encontradas para as caracteristicas das regides
multi e unisseriadas dos filamentos, outro dado importante foi a variacdo da
forma do sistema basal apresentado pelos individuos ao longo dos 11 meses
de andlise. A presenca de sistema basal tipo apressoério foi 0 mais comum e
frequiente nas duas populagcbes, mas a ocorréncia do tipo rizoidal, e até mesmo
lobado, fornecem importante informacdo taxondémica para o género na
diferenciacao de espécies (Tabelas 1 e 3).

Entretanto, embora esta grande amplitude de variacdo tenha sido
numericamente marcante, os dados da analise de grupamento revelaram
grande semelhanca entre as amostras dos diferentes meses de coleta das

populagcbes, resultando na formagdo de grupos distintos, mas que
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apresentaram, entre si, similaridade acima de 60% das -caracteristicas
analisadas. Este dado demonstra que uma populacdo mantém suas
caracteristicas basicas, mesmo apresentando amplos limites de variacao.

A amplitude da variacdo dos caracteres morfométricos das regibes multi
e unisseriadas foi avaliada com o teste t de Student entre as duas populagdes
amostradas mensalmente e mostrou que ambas sdo morfometricamente
semelhantes entre si, corroborando com os indicativos de que fatores do
ambiente influenciam a morfometria de S. leibleinii. Em estudos realizados em
Compsopogon coeruleus, a variacdo intrapopulacional de caracteres
quantitativos tem sido atribuida a fatores ambientais como temperatura,
turbidez ou velocidade da correnteza (NECCHI et al., 1990; NECCHI &
PASCOALOTO, 1995). FRANCKE (1982), estudando a morfologia e a
amplitude ecolégica em algumas espécies de Stigeoclonium Kitzing
(Chaetophorales), notou que a largura das células dos filamentos prostrados
aumentava em culturas deficientes em fésforo ou nitrogénio em decorréncia da
producdo de zodsporos por estas células. Outra clara tendéncia notada pelo
autor foi 0 aumento na largura das células dos filamentos prostrados ou eretos
nas linhagens estudadas (S. tenue (Agardh) Kitzing, S. farctum Berthold e S.
aestivale (Hazen) Collins) devido a altas concentragcbes de amoénio-N nos
meios de cultura.

A comparacéao entre populacdes de diferentes localidades mais uma vez
revelou a ampla variacdo das caracteristicas morfométricas avaliadas.
Resultados da ANOVA demonstraram que as populacdes diferiram com
relacdo as dimensdes do diametro e do comprimento celular da regido
unisseriada e do diametro e comprimento celular e diametro do filamento da
regido multisseriada. Tais dados corroboram os resultados encontrados para a
andlise morfométrica em mesmas populagbes, evidenciando a atuacdo do
ambiente na expressdao morfologica dos individuos de S. leibleinii, produzindo
uma ampla variagdo nas caracteristicas populacionais.

A forma do sistema basal de fixacdo mostrou grande variabilidade entre
as populacdes estudadas e até mesmo dentro das popula¢des. Embora o tipo

apressoério também tenha sido o0 mais comumente encontrado, outras formas



38

como sistemas rizoidais, lobados e claviformes foram observados nas
populacbes avaliadas, devendo-se salientar que, em uma mesma populacéo,
até 4 tipos distintos de sistemas basais foram encontrados.

Da mesma maneira que para as populacdes P3 e P4, a andlise de
grupamento revelou a formacdo de grupos distintos que, entretanto, possuem
similaridade superior a 52% entre as populacdes estudadas. E interessante
notar que a populagcdo denominada Cultura derivou-se da mesma populacao
proveniente do Ribeirdo Claro (P3) e, devido as alteracBes provocadas pelo
crescimento em meio artificial, estas duas populacbes n&o se associaram
intimamente de acordo com a analise efetuada. Este dado, mais uma vez,
corrobora os resultados obtidos, indicando que a variacdo morfométrica, dentro
de alguns limites, é bastante acentuada e depende do ambiente onde o
organismo desenvolve-se. Todavia, alteracBes fenotipicas sdo relativamente
frequentes em algas pertencentes a ordem Chaetophorales que se
desenvolvem em meios de cultura sob diferentes condicbes (COX & BOLD,
1966; HARDING & WHITTON, 1978; JOHNSTONE, 1978; FRANCKE & TEN
CATE, 1980; FRANCKE, 1982; SIMONS et al., 1986). JOHNSTONE (1978),
estudando a plasticidade morfoldgica em Draparnaldia Bory (Chaetophorales),
observou que muitos dos isolados (amostras) desta alga, quando submetidos a
diversos tratamentos envolvendo ions inorganicos como sdadio, potassio, célcio
e nitrato, ndo se desenvolveram verdadeiramente como Draparnaldia. Porém,
segundo JOHNSTONE (1978), os fatores quimicos ndo seriam 0s Unicos
responsaveis pela plasticidade fenotipica de Draparnaldia na natureza.

Embora a plasticidade fenotipica das Chaetophorales seja
reconhecidamente ampla, tais variacdes ocorrem entre limites relativamente
definidos. A interpretacdo equivocada das expressdes morfoldégicas ou
alteracdes de fendtipos pode levar a afirmacdes pouco aceitdveis. CAMPBELL
& SARAFIS (1972), avaliando amostras de Schizomeris leibleinii na natureza e
em cultura, afirmaram que a mesma seria uma forma de resisténcia adotada
por Stigeoclonium tenue sob condi¢cdes desfavoraveis do habitat. Segundo as
autoras, o polimorfismo em Stigeoclonium € maior do que o conhecido, pois

todas as formas e estagios de desenvolvimento que foram obtidos em cultura e
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encontrados na natureza seriam formas de crescimento desta alga. Assim,
CAMPBELL & SARAFIS (1972) consideraram Schizomeris Kitzing,
Pearsoniella Fritsch & Rich, Uronema Lagerheim, Protoderma Kitzing emend.
Borzi e alguns estagios cocoéides como todos sendo ecéfenos de Stigeoclonium
tenue. PEREIRA & PARRA (1984) quando efetuaram o estudo de algas
bentbnicas do Chile ambém encontraram filamentos de Schizomeris leibleinii
crescendo em cultura com Stigeoclonium tenue confirmando as observacoes
de CAMPBELL & SARAFIS (1972). No entanto, estudos citolégicos realizados
por MATTOX et al. (1974) em Schizomeris leibleinii mostraram que diferencas
guanto aos zo0sporos, a estrutura de pirendides e cloroplastos e ao numero de
cromossomos, seriam suficientes para distinguir o género Schizomeris do
género Stigeoclonium, sendo, portanto, distintos um do outro.

Mesmo que a variacdo na expressao dos individuos de S. leibleinii seja
ampla, as andlises populacionais realizadas indicam a constituicdo de um
grupo relativamente coeso. O estudo de populacdes ao longo do tempo
mostrou diferencas significativas nas caracteristicas morfométricas em
diferentes meses de amostragem, mas as analises de grupamento revelaram
grande similaridade entre todos os grupos formados (P3 @60% e P4 @66%).

Como seria de esperar, devido as condi¢cbes ambientais distintas, as
diferencas e amplitudes entre populagcdes de diferentes localidades foram mais
acentuadas que as observadas nas mesmas populacbes. Entretanto, do
mesmo modo que para P3 e P4, pode se considerar que o grupamento obtido
tem alto grau de similaridade (52%). Dessa forma é plausivel supor mais uma
vez que fatores ambientais, relacionados as diferentes localidades em que se
desenvolvem as populacdes de S. leibleinii, podem estar influenciando a
morfometria dos filamentos algais.

E provavel também que a presenca frequiente de filamentos jovens nas
populacdes amostradas, seja outro fator responsavel pela intensa variacéo
morfométrica, ja que a alga aparenta ter um crescimento rapido quando em
cultura, demonstrando mais uma vez que fatores ambientais atuam na

expressao morfométrica (ver detalhes no capitulo 2).
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A utilizacdo da forma do sistema basal de fixagdo como caracteristica
taxondmica para distincdo de espécies, como proposto por PRASAD &
SRIVASTAVA (1963), ndo encontra suporte em dados de literatura e nos
resultados obtidos neste trabalho (Tabelas 7 e 8, Figuras 25-38). WATSON &
TILDEN (1930) citaram, para amostras de S. leibleinii coletadas em Minnesota
(EUA), a ocorréncia de sistema basal de fixacdo do tipo “bulbo”, abruptamente
arredondado ou alargado (que pode ser entendido como claviforme) que seria
tipico da espécie S. irregularis. PRASAD & SRIVASTAVA (1963) observaram,
em amostras S. leibleinii mantidas em cultura, apenas os sistemas de fixacao
do tipo lobado ou ramificado (Figuras 25-27). PATEL (1967) citou para esta
espécie os sistemas de fixacdo do tipo disco (caracteristico de S. indicum),
além dos tipos rizoidal e lobado (Figuras 28-32), destoando de trabalhos
anteriores que mencionam apenas 0s sistemas basais do tipo rizoidal e lobado
para S. leibleinii. RINO & SANTOS (1968) descreveram S. leibleinii portando
discos de fixacdo (apressorios), para material coletado em Portugal. SARMA &
CHAUDHARY (1975) observaram, em amostras de S. leibleinii provenientes da
natureza e de material em cultura, a presenca de sistemas basais do tipo
rizoidal e lobado (claviforme), considerando, assim, esta caracteristica como
nao confiavel taxonomicamente ja que o sistema basal de fixacdo claviforme
seria tipico de S. irregularis. YADAVA & PANDEY (1980) verificaram a
presenca de rizoides, rizdides dicotdmicos e ‘tizéides com bases dilatadas”
(claviformes) em amostras mantidas em cultura e identificadas como S.
leibleinii (Figuras 19-22). Em nossas observagbes a presencga de sistemas
basais do tipo rizOide e apressorio, este ultimo considerado tipico de S.
indicum, foi freqliente, sendo que os tipos claviforme e lobado também foram
encontrados principalmente no material mantido em cultura. Além disso, os
filamentos que foram avaliados do material denominado Cultura derivaram de
subamostras do Ribeirdo Claro (P3) e, no entanto, apresentaram todos 0s
quatro tipos de sistemas basais de fixagdo, enquanto este Ultimo deteve
apenas trés tipos. A analise do presente material sugere que S. leibleinii pode
apresentar todos os sistemas basais descritos para as demais espécies do

género.
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Todavia, as observacdes pertinentes aos sistemas basais, efetuadas
pelos autores citados referem—se principalmente a amostras que cresciam em
meios de cultura diversos, como por exemplo, o0 meio de Godward (PRASAD &
SRIVASTAVA, 1963; CHOWDARY, 1967a; PATEL, 1967; SARMA &
CHAUDHARY, 1975), solugdo de Knop (PRASAD & SRIVASTAVA, 1963;
PATEL, 1967), solucdo de Benecke (PRASAD & SRIVASTAVA, 1963) e meio
de Bold (YADAVA & PANDEY, 1980). Segundo FRANCKE (1982), algumas
espécies de Stigeoclonium (Chaetophorales), que cresciam em culturas com
altas concentracbes de nitrogénio (56 mg.L?), contrastando com altas
concentragcdes de fésforo, tiveram a forma dos talos prostrados (sistema basal)
afetados (linhagens de Stigeoclonium tenue e S. farctum), fazendo com que as
mesmas manifestassem talos prostrados diferentes dos caracteristicos das
espécies. SIMONS et al. (1986) verificando talos prostrados (sistemas basais)
em Stigeoclonium, notaram que os mesmos variavam morfologicamente, em
relacdo ao material recolhido no campo, quando mantidos em cultura. Ainda,
de acordo com SIMONS et al. (1986), a morfologia do sistema prostrado em
Stigeoclonium também teria um significado funcional quanto a preferéncia aos
tipos de substratos colonizados por este taxon. Mesmo sabendo que em alguns
representantes da ordem Chaetophorales o polimorfismo € frequente (p.ex.
Stigeoclonium), baseando-se em nossas analises, nas inconsistentes
denominagbes encontradas em literatura e na frequéncia de citacbes de
apressorio para Schizomeris leibleinii, acreditamos que 0s sistemas basais de
fixacdo do tipo claviforme e lobado sejam meramente estagios intermediarios
de desenvolvimento dos tipos apressoério e rizoide, limitando a espécie a
apenas dois sistemas de fixacdo ao substrato no individuo adulto (Figura 22—
23). A partir disto, é possivel que S. leibleinii, apesar de ter uma ampla variacao
morfométrica, apresente os sistemas basais como caracteristicas morfologicas
estaveis. Aléem disso, o tipo de habitat onde comumente se encontra S. leibleinii
(ambiente IGtico) e a estratégia de vida apresentada por esta espécie (ver
detalhes capitulo 2), torna necessaria a presenca destas duas estruturas de

fixacdo, principalmente dependendo do substrato que a mesma ocupe.
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Além destas caracteristicas, WATSON & TILDEN (1930) e PRASAD &
SRIVASTAVA (1963) mencionam que FRITSCH & RICH (1924) evidenciaram a
diferenca entre S. leibleinii e S. irregularis através da irregularidade na
disposicao das células na regido multisseriada apresentada pelos filamentos de
S. irregularis. A respeito da disposicao das células na regido multisseriada dos
filamentos, tanto no material presentemente analisado quanto no estudado por
YADAVA & PANDEY (1980), ocorreram filamentos com a regido multisseriada
apresentando disposicdo das células de maneira regular ou irregular. Os
estudos de PRASAD & SRIVASTAVA (1963) indicam que o arranjo regular ou
irregular das células nesta regido depende do estagio de desenvolvimento dos
filamentos, sugerindo que FRITSCH & RICH (1924) ndo tenham analisado
todos os estégios de desenvolvimento nesta alga.

Outra caracteristica adicional considerada importante é a presenca de
septos transversais como “anel” em S. leibleinii, enquanto tal estrutura ndo é
conhecida em S. irregularis e S. indicum (PRASAD & SRIVASTAVA, 1963). A
presenca de septos transversais como “anéis” no material analisado foi
constatada na maioria das amostras, sendo que, freqliientemente a
fragmentacdo dos filamentos ocorria nesta regidao. No entanto, mediante as
outras caracteristicas avaliadas para a distincdo das trés espécies de
Schizomeris, ndo nos parece que esta informacdo seja confiavel, j& que ela
presta—se apenas para distinguir apenas Schizomeris leibleinii de S. irregularis
e S. indicum, pois ambas nao apresentam tal estrutura.

Os dados obtidos neste trabalho, bem como da literatura especializada
(Tabela 7), demonstram que as caracteristicas morfométricas de Schizomeris
leibleinii podem ser muito variaveis. No entanto, mesmo com amplos limites de
variacdo, a espécie pode ser considerada bem definida taxonomicamente.
NECCHI et al. (1990) concluiram que caracteristicas morfométricas
consideradas como importantes caracteres na taxonomia de Compsopogon
Montagne (Rhodophyta) podem ser conservados como critérios Uteis se limites
bem definidos puderem ser estabelecidos. No caso de S. leibleinii estes limites,
podem ser definidos. Portanto em face dos resultados pode-se considerar que,

embora varie em amplos limites, as populagcées apresentam relativamente alto
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nivel de similaridade e podem ser consideradas uma mesma entidade
taxondémica.

Desta maneira, considerando—se que as informacdes taxonémicas das
espécies S. irregularis e S. indicum sao incompletas (Tabela 8), que as
mesmas foram citadas e/ou descritas apenas algumas vezes pela literatura e
os dados presentemente obtidos para S. leibleinii, parece-nos que as espécies
em questao ndo estdo bem caracterizadas, sendo semelhantes a S. leibleinii,
quanto a morfometria e morfologia, sugerindo que o género Schizomeris, da

familia Schizomeridaceae, seja monoespecifico.



Tabela 7 — Caracteristicas morfologicas observadas em Schizomeris leibleinii de diferentes localidades.
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FILAMENTO
- A A SISTEMA z
DESCRICAO LOCALIDADE REGIAO MULTISSERIADA REGIAO UNISSERIADA CLOROPLASTO APICE
. DiAMETRO  COMPRIMENTO - DiAMETRO COMPRIMENTO BASAL
DIAMETRO DIAMETRO
CELULAR CELULAR CELULAR CELULAR
laminar ou
WATSON & . formato de . truncado e
TILDEN, 1930 Minnesota, EUA 17-150 - - 20-25 12-30 12-45 "bulbo” |rregL_JIar e acuminado
parietal
PRASAD & .
SRIVASTAVA, Y& 'I?r(j’.‘deSh' 39 - ; ; 14-20 7-14 ra"}'f'bcago parietal arredondado
1963 ndia ou lobado
discos de
PATEL, 1967 Gujarat, india 64 15-18 11-15 - 13-56,5 13-24,5 I:;;?j?aoe parietal arredondado
lobado
S ANRI'Igg,gi%S Tentugal, Portugal 35-45 10-25 - - - - O]!Iiig?;gf laminar arredondada
SARMA & lobado
CHAUDHARY, Utlt:)ar;adn::r? I IﬁdLiJ;ar 25-156,25 - - 13,5-50 - - claviforme parietal arredondada
1975 ’ ramificado
. . laminar ou
DIAS, 1985 Rio dgr;;rl‘e"o' 90 12,5-20,5 ; 20-25 ; - - irregular e -
parietal
Mato Grosso, faixa ou irregular
DIAS, 1989 Brasil - - - - 25-48 13-18 - e parietal -
TIWARI, 1994 Palamau, india - 6,7-16,8(-52,8) 3,3-16,8 - 11,4 4,9-10,1 rizéides parietal arredondada
NECCHI et al, = . discos ou .
1097 Sao Paulo, Brasil 225,5 7,5-40 5-25 - 12,5-57,5 6-50 rizbides - acuminado
. . . laminar ou
DIAS & BICUDO Rio de Janeiro disco de .
’ . ' 52-68 - - 30-42 - - o x irregular e -
2001 Brasil fixacéo parietal
Sao Paulo, Mato
freselwe Grosso e Minas ~ 49,2-1445  10,7-22,5 10-19,4 ; 25,7-64,7 14,9-30,6 aclr  laminar e parietal ”“”gadg o
rabaino Gerais, Brasil arredondado

*a = apressorio, ¢ = claviforme, | = lobado, r= rizdide.
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Tabela 8 — Caracteristicas morfologicas encontradas em outras espécies de Schizomeris.

FILAMENTO
DESCRICAO  LOCALIDADE REGIAO MULTISSERIADA REGIAO UNISSERIADA SISTEMA CLOROPLASTO  APICE
. DiIAMETRO ~ COMPRIMENTO ~ DiIAMETRO COMPRIMENTO BASAL
DIAMETRO DIAMETRO
CELULAR CELULAR CELULAR CELULAR
S. indicum
(GHOSE, 1920) . | . 5 apressorio . ) .
FRITSCH & Lahore, India 40 16-22 10-18 10 b b mucilaginoso faixa e parietal acuminado
RICH, 1924
S. irregularis formato de
FRITSCH&  Africa do Sul - - - - - - "bulbo" - -
RICH, 1924 (claviforme)

a. alcangando enquanto produzia zodsporos. b. “células mais longas que largas” (GHOSE, 1920).
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Figuras 25-38. Sistemas basais em S. leibleinii: 25-27. lobado ou ramificado (modificados de PRASAD & SRIVASTAVA,
1963); 28, 32. discos (apressorio), 29. lobado, 30, 31. rizdides curtos (PATEL, 1967); 33. rizéide, 34. rizoide dicotdmico,
35, 36. rizéides com a base dilatada (claviforme) (YADAVA & PANDEY, 1980); 37. apressorio, 38. rizéide (original).
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Cariologia

Os cromossomos observados nas células dos filamentos de Schizomeris
leibleinii mostraram-se como pequenos bastbes, as vezes lembrando pontos,
concordando com as observacbfes de PRASAD & SRIVASTAVA (1963),
CHOWDARY (1967a), PATEL (1967) e SARMA & CHAUDHARY (1975).
Talvez 0s cromossomos que se mostraram como pontos sejam estas
estruturas com forma de bastdes vistos frontalmente. A presenca de
cromossomos mais longos que os demais e curvos (de formato em V) foi
confirmada, assim como SARMA & CHAUDHARY (1975) encontraram em suas
analises. Apesar de néo ter sido possivel efetuar medidas ou andlises mais
precisas quanto a forma dos cromossomos, segundo SARMA & CHAUDHARY
(1975) a curvatura dos cromossomos (formato de V) sugere que 0S mesmos
sejam metacéntricos.

A quantificacdo cromossdémica das amostras avaliadas resultou em um
namero de cromossomos igual a 12 (n = 12), diferindo consideravelmente de
todos os autores que efetuaram analises cariologicas em S. leibleinii (Tabela
9). PRASAD & SRIVASTAVA (1963) encontraram um n = 28 cromossomos
para os espécimes coletados nas imediacdes de Lucknow (Utar Pradesh) na
india. CHOWDARY (1967a) encontrou nas amostras coletadas em Varanasi
(Utar Pradesh), também na India, um n = 15 cromossomos, sugerindo que,
mediante a investigacdo de PRASAD & SRIVASTAVA (1963) e seus dados
quanto ao numero de cromossomos, haveria diversas racas citolégicas de S.
leibleinii nas localidades, ja que Lucknow encontra-se a 300 km de Varanasi.
PATEL (1967), verificou em espécimes provenientes de Vallabh Vidyanagar
(Gujarat), na india, um n = 30 cromossomos nas células desta mesma espécie,
achando dificil decidir se a diferenga quanto ao numero de cromossomos
encontrados por ele, quando comparado aos valores citados por PRASAD &
SRIVASTAVA (1963) e CHOWDARY (1967a), seja devido a poliploidia, racas
citologicas ou geracdes hapldides ou dipldides dessa alga (alternancia de

geracoes).
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Contudo, o numero de cromossomos (n = 14) determinado por SARMA
& CHAUDHARY (1975) diferiu de todas as contagens anteriormente realizadas
para S. leibleinii, onde n = 28, 15 e 30 cromossomos, respectivamente
descritos por PRASAD & SRIVASTAVA (1963), CHOWDARY (1967a) e PATEL
(1967). Segundo SARMA & CHAUDHARY (1975), parece que a variacdo no
namero de cromossomos, particularmente 28 e 30, descritos para S. leibleinii
pode ser interpretada como resultado da duplicacdo das formas contendo 14 e
15 cromossomos. Ainda, de acordo com SARMA & CHAUDARY (1975), as
formas apresentando 15 e 30 cromossomos, bem como 14 e 28, podem ser
interpretadas também como as fases haploide e dipléide no ciclo de vida dessa
alga, como suspeitado por PATEL (1967).

Informacdes a respeito do ciclo de vida dessa alga sdo extremamente
escassas. KAWASAKI (1937) sugeriu que S. leibleinii apresenta alternancia de
geracbes envolvendo gametas biflagelados (haploides), produzidos por
filamentos microscopicos (gametdfitos), que se uniriam produzindo filamentos
dipldides visiveis a olho nu (esporofitos) e ao atingirem a maturidade,
produziriam macrozoosporos quadriflagelados (hapléides) que reiniciariam o
ciclo.

Diferencas quanto ao nuamero de cromossomos entre taxons
aparentados é comum entre as plantas. O nimero de cromossomos ho
conjunto basico, bem como os nimeros de conjuntos basicos de cromossomos
nos genomas sdo variaveis (DE WET, 1971) caracterizando assim,
aneuploidias ou poliploidias (FUTUYMA, 1992). Em algas, estas diferencas
também ocorrem, como, por exemplo, em Stigeoclonium variabile (Nageli)
Islam cujo numero de cromossomos encontrado por ABBAS & GODWARD
(1965) foi n = 16, enquanto CHOWDARY (1967b) encontrou n = 6
cromossomos para 0 mesmo taxon, sugerindo que as amostras analisadas
sejam de espécies diferentes devido a variabilidade exibida por S. variabile na
natureza ou podem ser racas citologicas distintas da mesma espécie. SARMA
& JAYARAMAN (1980), analisando cariologicamente varias espécies de
Stigeoclonium e Chaetophora, constataram que o numero de cromossomos

descritos para diversas espécies de Stigeoclonium apresentava uma variacdo
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de 5 a 20 cromossomos e devido a séries ininterruptas nas contagens,
comecando com n = 5, seria possivel qgue a aneuploidia tenha tido um papel
significativo na evolucdo das espécies de Stigeoclonium. Ainda de acordo com
SARMA & JAYARAMAN (1980), Chaetophora elegans, outro representante da
ordem Chaetophorales, apresentou dois valores quanto a contagem de
cromossomos (n = 7 e n = 9), diferindo também de outros autores que citaram
para esta mesma espécie um n = 12 (ABBAS & GODWARD, 1965) e n = 8
(SINHA & DAS, 1965), sugerindo assim, que 0S numeros de Cromossomos
descritos por eles possam ter se originado a partir de um n = 8 cromossomos
que nao tenha sofrido disjuncdo apos a metafase. As diferencas quanto aos
nameros de cromossomos encontrados em Chaetophora elegans e
comparados com outros autores podem ser decorrentes da presenca de racas
cromossdmicas na presente espécie (SARMA & JAYARAMAN, 1980).

Sob a luz dessas informacdes, nossos estudos sugerem que
Schizomeris leibleinii pode apresentar diferentes racgas citolégicas, mas, no
entanto, ndo € possivel descartar a hipotese de que a espécie demonstre
alternancia de geracbes quando comparado a estudos anteriores. Sendo
assim, recomenda-se que novos estudos envolvendo a cariologia de S.
leibleinii sejam realizados em amostras procedentes de varias localidades e/ou
épocas do ano, para fins de comparacdo quanto ao nimero de cromossomos,
e que se efetuem também experimentos de cultura desta espécie para o

conhecimento do seu histérico de vida.

Zoosporogénese

As descri¢bes quanto a forma e liberacdo dos zoosporos produzidos nao
diferiram das observacdes feitas por outros autores como KAWASAKI (1937),
PRASAD & SRIVASTAVA (1963), CHOWDARY (1967a), PATEL (1967),
SARMA & CHAUDHARY (1975) e YADAVA & PANDEY (1980), considerando-
se como sindnimos os termos usados para descrevé-los quanto a forma.

Quanto ao tamanho, as estruturas observadas encontram-se dentro dos
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valores métricos descritos por outros autores, como 9,9-11,2 mm diametro e
9,9-12,2 mm comprimento (PRASAD & SRIVASTAVA, 1963), 11-15 mm
diametro e 14-24 mm comprimento (PATEL, 1967), 8,5-22,8 nm e 8,5-28,6 nm
comprimento (SARMA & CHAUDHARY, 1975).

As andlises relacionadas aos zoésporos que foram efetuadas por outros
autores (Tabela 9), mostram que em S. leibleinii a ocorréncia destas células
dotadas de 4 flagelos é frequiente. Apesar da dificuldade de visualizagéo,
devido aos movimentos dos zooOsporos, apenas células apresentando 4
flagelos foram encontradas, diferindo de PRASAD & SRIVASTAVA (1963), que
além de zoodsporos quadriflagelados, observaram nestas células 2, 3, 5, 6 e 8
flagelos. Assim como descrito por CHOWDARY (1967a) e PRASAD &
SRIVASTAVA (1963), os zodsporos, apds um periodo de movimentacao,
fixaram-se, tornaram-se arredondados e finalmente alongaram-se, constituindo
um filamento.

A presenca de esporos de paredes espessadas (cistos/aplandsporos)
nao foi constatada como citado por PATEL (1967) e YADAVA & PANDEY
(1980), que os observaram, respectivamente, por duas vezes e ocasionalmente
em material de cultura. Segundo PATEL (1967), estes aplandsporos
inicialmente apresentam paredes finas que, mais tarde, tornam-se espessadas
com a mudanca de coloracdo desta estrutura para um tom marrom-amarelado.
Tais estruturas podem permanecer dormentes por 6 meses no mesmo meio de
cultura em uma camara de temperatura, mas se estes aplanosporos forem
transferidos para um novo meio liquido ou sélido, germinam imediatamente
(YADAVA & PANDEY, 1980).

A zoosporogénese analisada nestes espécimes do género Schizomeris
concordam com todas as observacdes feitas até o momento para a alga S.

leibleinii.
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Tabela 9 — Caracteristicas cariol6gicas e zodsporos em Schizomeris leibleinii.

. CROMOSSOMOS ZOOGSPOROS
DESCRICAO LOCALIDADE
NO.  CARACTERISTICA FORMA NO. FLAGELOS
~ eliptico ou
KAWASAKI, 1937 Japéo - - globular 4
PRASAD &
SRIVASTAvA, ~ JtarPradesh, g pontosou alongados 23,4568
India bastdes
1963
CHOWDARY, Utar Pradesh, =15 ontos arredondados 4
1967a india - P ou alongados
. . _ pontos ou oblongos ou provavelmente
PATEL, 1967 Guijarat, India n =30 bastBes* elipsbides 2 ou 4
SARMA & Uttaranchal &
_ pontos e .
CHAUDHARY, Utar Pradesh, n=14 bastd ovoide 4
1975 India astoes
YADAVA & Utar Pradesh, blo‘;]o'de' 4
PANDEY, 1980 india - - oblongos ou
alongados
Sé&o Paulo, _ N esféricos ou
Presente trabalho Brasil n=12 bastbes ovalados 4

*alguns bastdes curvados.
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APENDICE

Técnica para coloracdo de cromossomos WITTMANN (1965)
Solugdo estoque:
- 4 g de hematoxilina
- 1 g de sulfato férrico amoniacal (alimen férrico) (FENH4(SOs), . 12H,0)
- 100 mL de acido acético glacial a 45% (45 mL de acido acético glacial e

55 mL de agua destilada)

Dissolver a hematoxilina e o alimen férrico na solucdo de acido acético
glacial 45% e deixar por cerca de 7 dias em um frasco bem fechado para
ocorrer a “maturacdo” da solucdo. Apdés o periodo de maturacgédo, filtrar a
mesma com papel filtro e manter em um frasco escuro sob refrigeracao.

Solugdo de trabalho (corante):

- 5mL da solucéo estoque
- 2 gde hidrato de cloral

Esta solucdo esta pronta para uso quando o hidrato de cloral dissolve-se
por completo, ou seja, ficando por cerca de duas semanas na solucéo estoque.
O aguecimento n&do deve ser usado para acelerar a dissolugdo do hidrato, pois
0 mesmo perde suas propriedades quimicas.

Coloragdo:

Alguns filamentos do material previamente fixado em solugéo de Carnoy
foram postos sobre lamina. Uma gota do corante foi colocada sobre o material
e em seguida coberta com laminula. A lamina foi entdo aquecida até ocorrer
uma leve mudanca de cor, e em seguida a mesma foi comprimida entre folhas
de papel filtro para que ocorresse o esmagamento (“squashing”) do material a

ser analisado.

Modificacdo da técnica de WITTMANN (1965)
Baseando-se em testes prévios em que foram avaliadas as solucfes de
trabalho integrais e varias diluicdes da mesma, a forma que se mostrou mais

efetiva foi aquela cuja diluicdo da solucdo de trabalho (corante) ocorreu a 10%
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em acido acético glacial 45%, pois evitou que o citoplasma das células ficasse
muito corado, impedindo a observacado dos cromossomos. A diluicdo foi feita
da seguinte forma: misturou-se 5 mL da solugdo de trabalho em 45 mL de
acido acético glacial 45%. A partir desta solucdo diluida executou-se a

coloracdo dos cromossomos como descrito acima.
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INTRODUCAO

Ambientes |6ticos, bem como todos o0s ecossistemas aquaticos,
freqientemente estdo sujeitos aos mais variados tipos de perturbacoes.
Segundo PAL et al. (1992), o despejo de substancias organicas no ambiente,
resultantes de atividades domésticas, agricolas e industriais, caracteriza a
poluicdo organica. A entrada destas substancias pode inicialmente caracterizar
a eutrofizagédo, que contribui para um grande desenvolvimento algal e que, na
maioria das vezes, causa transtornos dos mais variados tipos como
entupimento de canos, odor e sabor desagradaveis na agua, problemas de
saude através da liberacdo de substancias nocivas ao homem, além da
depreciacdo visual do corpo d’agua (PAL et al., 1992). Inclusive, de acordo com
DE VRIES et al. (1985), as descargas de nutrientes, como o fosforo e o
nitrogénio, nos canais de agua da maioria das areas usadas para agricultura,
provoca o crescimento intenso de macrofitas e algas epifiticas nestes locais.

Andlises utilizando-se algas sédo ferramentas valiosas para monitorar a
eutrofizacdo de ambientes aquaticos, podendo ser empregadas na
identificacdo de nutrientes limitantes ao crescimento algal e/ou para quantificar
a resposta biolégica as mudancas nas concentragfes destes nutrientes
(MILLER et al., 1974; MALONEY & MILLER, 1975; BIGGS, 1989; McCORMICK
& CAIRNS, 1994; NECCHI et al., 1994; KELLY & WHITTON, 1998; BRANCO &
PEREIRA, 2002). Na maioria das vezes, essas analises sao feitas utilizando-se
algas verdes unicelulares ou cianoficeas filamentosas como organismos de
teste (KOMAREK & LHOTSKY, 1979).

Algas verdes filamentosas séo frequentemente abundantes em aguas
rasas e eutrofizadas (HILLEBRAND, 1983; KLAPWIJK et al., 1983; NECCHI et
al., 1994; BRANCO & PEREIRA, 2002). Contudo, estudos envolvendo suas
respostas biol6gicas as alteracdes das concentracbes de nutrientes sdo
escassos. FRANCKE & TEN CATE (1980), com a finalidade de explicar a
distribuicdo de Stigeoclonium Kuitzing de acordo com o0s niveis de nutrientes
em seus habitats, avaliaram as respostas do crescimento de varias linhagens

deste organismo aumentando o0s niveis de fosfato, aménio e cloridros em
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cultura. DE VRIES et al. (1983) testaram, como organismos de bioensaio, onze
linhagens do género Stigeoclonium para identificar as concentracdes de
nitrogénio e fésforo limitantes ao crescimento, em varios tipos de aguas. DE
VRIES et al. (1985) analisaram os efeitos das concentragcdes combinadas de
nitrato e fosfato na produtividade de varias linhagens de Stigeoclonium, em
meio sintético e em agua do proprio ambiente, observando que o aumento da
produtividade algal apds a adi¢cdo de um nutriente depende da concentracdo do
outro. Ainda DE VRIES & HOTTING (1985) testaram Stigeoclonium tenue
(Agardh) Kitzing como organismo de bioensaio em aguas recebendo efluentes
de duas estacbes de tratamento de esgoto, contendo taxas variadas de fosfato
(PO4-P) e aménio (NH4-N), sugerindo que a presenca das aguas residuais
inibia o crescimento desta alga devido, possivelmente, a NH; ou metais.
Espécies do género Stigeoclonium sao escolhidas como organismos teste
devido a sua comum ocorréncia por todo o ano no perifiton de aguas rasas e,
geralmente, eutrofizadas (FRANCKE & TEN CATE, 1980; DE VRIES et al.,
1983; DE VRIES & HOTTING, 1985; DE VRIES et al., 1985).

A alga Schizomeris leibleinii Kitzing € um organismo comum em
ambientes aquaticos eutrofizados ou impactados por poluicdo orgéanica
(CHOWDARY, 1967; CAMPBELL & SARAFIS, 1972; SARMA & CHAUDHARY,
1975; YADAVA & PANDEY, 1980; DIAS, 1985; NECCHI et al, 1994;
ENTWISLE et al.,, 1997; BRANCO & PEREIRA, 2002) ou industrial (TIWARI,
1994) no mundo inteiro. Alguns trabalhos sugerem que S. leibleinii € um bom
indicador de poluicdo, merecendo atencao especial, pois se desenvolve muito
bem em ambientes fortemente eutrofizados ou organicamente poluidos
(NECCHI et al, 1994; BRANCO & PEREIRA, 2002). Dessa maneira, 0
conhecimento de sua biologia e de sua capacidade de tolerancia as condi¢des
ambientais  torna-se  importante  para  projetos relacionados ao
biomonitoramento ou indicacao bioldgica dos niveis de nutrientes organicos.

O presente trabalho tem por objetivos estudar o desenvolvimento em
cultura de S. leibleinii através da variacdo das concentracbes dos nutrientes
fésforo e nitrogénio, avaliando a amplitude ecoldgica da espécie e sob estes

fatores avaliar o seu potencial de uso como bioindicador de polui¢cdo organica.
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MATERIAL E METODOS

Os espécimes utilizados para desenvolver os experimentos de avaliacéo
da amplitude ecologica de Schizomeris leibleinii foram coletados no Ribeirdo
Claro (20°46'33"S e 49°11'49"W) no municipio de Guapiacu, estado de S&o
Paulo. Amostras do crescimento algal foram coletadas e acondicionadas em
frascos de vidro com agua do proprio local, e levadas ao laboratério para
limpeza e obtencdo de uma cultura unialgal (ndo axénica) desta espécie.

Para a obtencdo de uma cultura unialgal, o material mantido vivo nos
frascos foi lavado véarias vezes em tubos de ensaio com agua deionizada
esterilizada para a retirada das impurezas. Em seguida, 3 ou 4 filamentos
foram transferidos para erlenmeyers de 100 mL contendo meio de cultura de
Bold em estado liquido esterilizado (NICHOLS, 1973; YADAVA & PANDEY,
1980).

Os erlenmeyers inoculados com Schizomeris foram mantidos em
camaras de cultivo com fotoperiodo de 12h claro/12h escuro (modificado de
SARMA & CHAUDHARY, 1975), com iluminagédo artificial proveniente de
lampadas fluorescentes (100 mmol.m?.s™) e dois valores de temperatura 15 e
20°C (modificado de YADAVA & PANDEY, 1980). A repicagem do material,
para a obtencéo da cultura unialgal, foi efetuada a cada 15 dias observando-se
o0 desenvolvimento e a contaminacdo por outras algas (p.ex. diatomaceas e
clorococaceas). As amostras que demonstravam sinais de contaminac&do eram
descartadas, enquanto as ndo contaminadas foram repicadas, seguindo-se a
metodologia para o indculo inicial.

Testes preliminares para os experimentos envolvendo a variagdo de
nutrientes foram realizados antes, visando a determinacdo do periodo de
tempo adequado ao melhor desenvolvimento das culturas de S. leibleinii. Os
testes preliminares consistiram no indculo de 30 frascos de vidro (erlenmeyers)
contendo 75 mL de meio basico de Bold liquido, com 5 mg (0,1 mg) de
biomassa algal proveniente de isolados. Os mesmos foram mantidos em

camara de cultivo sob intensidade Iluminosa de 100 nmmol.m?Zs?
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(2 mmol.m2s™) com fotoperiodo de 12h claro/12h escuro (modificado de
SARMA & CHAUDHARY, 1975) e temperatura de 20°C (x1°C) por um periodo
de 60 dias.

Apds a obtencdo de cultivos unialgais, foram iniciados os experimentos
de variacdo de fésforo e nitrogénio. Tomando-se o meio basico de Bold
(NICHOLS, 1973) como solucdo padrdo, as concentracbes de fosforo e
nitrogénio do meio foram modificadas isoladamente (apenas fosforo ou
nitrogénio) ou em conjunto (os dois nutrientes), dez vezes superior e dez vezes
inferior & concentracdo padréo destes nutrientes no meio original (Bold). Estas
modificacbes consistiram no acréscimo ou reducdo das concentracbes de
fosforo (na forma de Ko;HPO, e KH,PO4) e/ou nitrogénio (na forma de NaNO3).
As variacbes do nutriente fésforo foram conseguidas modificando-se as
concentracdes das solucdes estoque das substancias KHPO, e KH,PO4 da
seguinte maneira: para a alta concentracdo (MBB+P), preparou-se uma
solucéo estoque concentrada com 15g de K;HPO4 e 35g KH,PO4, enquanto o
meio de baixa concentracao (MBB-P) foi constituido de 0,15g de KHPO,4 e
0,35g KH,PO,. Em relagcdo ao nutriente nitrogénio, as variacbes foram
conseguidas modificando-se as concentragcdes das solucdes estoque da
substancia NaNOs; da seguinte forma: para a alta concentracdo (MBB+N),
preparou-se uma solucdo estoque concentrada com 50g de NaNOs, enquanto
que o meio de baixa concentracdo (MBB-N) foi constituido de 0,59 de NaNOs.
As designacbes dos meios usados nos experimentos sdo as seguintes: MBB
(meio basico Bold), MBB+P (meio com mais fésforo), MBB-P (meio com menos
fésforo), MBB+N (meio com mais nitrogénio), MBB-N (meio com menos
nitrogénio); e para o0s nutrientes modificados em conjunto: MBB+N/P e
MBB-N/P. As concentracdes dos nutrientes fésforo e nitrogénio nos meios
utilizados nos experimentos encontram-se expressos na Tabela 1.

Amostras de S. leibleinii utilizadas nos experimentos envolvendo os
nutrientes fosforo, nitrogénio e a interagdo de ambos foram mantidas em meio
de cultura de Bold desprovidos destes nutrientes por um periodo de cinco dias
para garantir que as mesmas esgotassem suas reservas internas e

absorvessem os nutrientes em questdo diretamente do meio de cultura (DE
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VRIES & HOTTING, 1985). Para cada uma das concentracbes mencionadas
anteriormente, utilizaram-se 25 réplicas que cresceram por um periodo total de
50 dias de experimento. Em cada frasco, foi inoculada uma biomassa inicial de
5 mg da alga em 75 mL das variacdes do meio de cultura de Bold citadas. Apos
o inéculo, os frascos foram levados para camaras de cultivo e ficaram expostos
a um valor médio de luminosidade de 100 nmol.m2.s* (+2mmol.m?.s) por um
periodo total de 50 dias, sob fotoperiodo de 12h claro/12h escuro (modificado
de SARMA & CHAUDHARY, 1975) e temperatura de 20°C (£1°C).

A cada 10 dias, 5 frascos de cada tratamento foram retirados das
culturas e submetidos a raspagem com bastdes de polietileno e espatulas de
silicone para o desprendimento dos filamentos que cresciam sobre o fundo e
paredes laterais do mesmo. Em seguida o meio de cultura com o material em
suspenséo foi filtrado utilizando-se uma bomba de vacuo e filtro de fibra de
vidro SCHLEICHER & SCHUELL GF 52-C com poros de 0,47 mm. Apés a
filtragem, os filtros foram dobrados em direcdo a superficie em que ficaram
retidos os filamentos algais e acondicionados em filme plastico com papel
aluminio, sendo posteriormente armazenados no freezer de um refrigerador

onde permaneceram por um periodo inferior a 30 dias.

Tabela 1 — Concentracdes de fosforo e nitrogénio em variacdes do
Meio Basico de Bold.

MEIOS DE CULTURA CONCENTRACOES
PO, NO3

MBB 159,4 mg.L™ 182,3mg.L™*
MBB+P 1594 mg.L*? 182,3mg.L™?
MBB-P 15,94 mg.L™ 182,3 mg.L™?
MBB+N 159,4 mg.L? 1825 mg.L™?
MBB-N 159,4 mg.L™ 18,2 mg.L*!
MBB+N/P 1594 mg.L ! 1825 mg.L™?
MBB-N/P 15,94 mg.L? 18,2 mg.L™

A partir do material recolhido das culturas, a biomassa de cada amostra
foi avaliada com base na quantificacdo de clorofila a (APHA, 1995; WETZEL &
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LIKENS, 1990 e WETZEL & WESTLAKE, 1971). A extracédo foi conduzida em
ambiente sem luz para evitar a degradacdo da clorofila e consistiu,
primeiramente, na trituracdo e maceracdo do filtro contendo os filamentos
algais em um cadinho, com 5 mL de solucdo aquosa de acetona 90%. O filtro
dissolveu-se formando uma massa e foi triturado vigorosamente. A essa massa
foram acrescentados mais 3 mL da solucdo de acetona e continuada a
maceracdo. O material foi transferido para o tubo de centrifuga e mais 2 mL de
solucdo de acetona foi usado para enxaguar o cadinho evitando a possivel
perda de material. A solucdo usada no enxagie foi colocada no tubo de
centrifuga, completando o volume para 10 mL. Os tubos foram centrifugados
por 5 minutos a 2500 rpm. Quando filtros de fibra de vidro sdo usados, as fibras
podem aderir-se as paredes dos tubos. Quando isso ocorreu, o tubo foi
removido e gentiimente agitado, deslocando assim qualquer fibra aderida as
paredes sendo em seguida centrifugado por mais 2 minutos.

O extrato obtido apds a centrifugacdo (cerca de 3 mL) foi transferido
para uma cubeta de 1 cm e submetido a determinacdo espectrofotométrica,
que consistiu na leitura da Densidade Optica a 750 nm e 665 nm, em um
espectrofotdbmetro com largura de banda estreita (0,5-2,0 nm) devido ao pico
de absorcao relativamente estreito da clorofila. Apds a leitura, o extrato foi
acidificado na prépria cubeta, adicionando-se uma gota de solucdo de acido
cloridrico (cerca de 0,01 mL de HCI 1 N), homogeneizado com um pequeno
bastdo plastico e o pH medido com papel indicador. Nova leitura foi efetuada a
750 e 665 nm 6 minutos apos a acidificacdo para permitir a degradacéo de toda
clorofila e sua conversao em feofitina (WETZEL & LIKENS, 1990).

Uma cubeta contendo acetona alcalinizada 90% foi usada como branco
(calibragem) antes de todas as leituras, tanto em 665 quanto em 750 nm.

Os valores obtidos ap6s a leitura foram submetidos a férmula abaixo e
0s resultados foram expressos em ng de clorofila a por amostra (ng | a/
amostra).

ng cl a por amostra = 11,9 [2,43 (DO, - DO,) ] (V/L)
Onde:

DOy, = Densidade Optica a 665 nm em acetona corrigida para turbidez a
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750 nm antes da acidificagdo (DO665 nm - DO750nm).

DO, = Densidade Optica a 665 nm em acetona corrigida para turbidez a
750 nm apods a acidificacdo (DO665 nm - DO750 nm).

v = volume (mL) do solvente usado para extrair a amostra.

L = comprimento do caminho éptico (cm) da cubeta.
11,9 = coeficiente de absorbéancia para clorofilaa a 665 nm.

2,43 = proporcao que expressa a correcao por acidificagcao.

Para a confirmacédo de que as amostras de S. leibleinii responderam ou
ndo aos tratamentos a que foram submetidas, os dados referentes a biomassa
(clorofila a) foram analisados estatisticamente com os testes de Analise de
Variancia (ANOVA - uma via) e o Teste t de Tukey, usando-se o software
MINITAB verséo 10.1 (RYAN et al., 1985).



68

RESULTADOS

As respostas e os efeitos da variagdo dos nutrientes fosforo e nitrogénio
no crescimento de S. leibleinii em meio sintético de Bold, estdo expressos nas
Tabelas 2-5 e nas Figuras 1-4.

No experimento referente a variacdo na concentracdo de fosforo (PO,) e
nitrogénio (NO3) isoladamente (Figura 1-2), a produtividade méaxima ocorreu
sempre no 40° dia, com excecdo apenas do material cultivado em meio MBB-
N, cuja produtividade méaxima ocorreu no 20° dia de cultivo. No entanto, nos
experimentos envolvendo a variagdo das combinagBes de nitrogénio e fosforo
(Figura 3) ocorreu uma inversdo quanto a produtividade maxima e minima. Em
MBB+N/P, a produtividade maxima ocorreu no 50° dia, enquanto em MBB-N/P,
neste mesmo periodo, obteve-se a menor producao de clorofila a.

Os dados do experimento de variacdo de fosforo quando submetidos a
ANOVA, mostraram que no 10° (F=16,24; p<0,00), 40° (F=17,68; p<0,00) e 50°
(F=10,06; p<0,00) dias de crescimento houve diferencas significativas entre os
tratamentos. O Teste t de Tukey demonstrou que no 10° 40° e 50° dias de
crescimento a producédo de clorofila a em MBB foi diferente entre o tratamento
MBB-P, enquanto MBB-P foi diferente de MBB+P apenas no 10° dia, no nivel
de significancia de 0,05. Nos 40° e 50° dias de crescimento o mesmo teste
mostrou que entre o padrdo MBB e MBB+P ocorrem diferengas quanto as
médias obtidas em relacdo a producao de clorofila a.

A ANOVA envolvendo os dados do experimento da variagdo de
nitrogénio revelou diferencas significativas no 10° (F=9,45; p<0,00), 30°
(F=5,11; p<0,05), 40° (F=29,64; p<0,00) e 50° (F=60,90; p<0,00).dias de
crescimento O Teste t de Tukey demonstrou que no 10°, 30° 40° e 50° dias a
producéo de clorofila a em meio padrao MBB foi significativamente diferente da
producdo em meio MBB-N, enquanto que no 30° e 50° dias a diferenca ocorreu
apenas entre a producdo em meio padrao MBB e meio MBB+N. No entanto no
10° 40° e 50° dias ocorreram diferencas significativas entre o crescimento

encontrado em meio MBB-N e meio MBB+N.
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Tabela 2 — Valores de clorofila a em ng por amostra (média* + ep) expressando
o crescimento de S. leibleinii por 50 dias em diferentes concentracoes de
fosforo no meio de cultura.

MEIOS DE DIAS DE CRESCIMENTO
CULTURA 10 20 30 40 50
MBB 5,38+1,04 15,16+1,84 20,64+350 55,66+7,22 33,18+2,14

MBB+P 249+1,03  11,46+3,47 13,99+4,48 2537+221 16,36+3,35
MBB-P 13,29+1,91 14,375,207 8,90+2,19 21,91+1,25 19,36+2,87

*n=05,*»n=4,

Tabela 3 — Valores de clorofila a em ng por amostra (média* + ep) expressando
o crescimento de S. leibleinii por 50 dias em diferentes concentracdes de
nitrogénio no meio de cultura.

MEIOS DE DIAS DE CRESCIMENTO
CULTURA 10 20 30 40 50
MBB 5,38+1,04 15,16+1,84 20,64+3,50 55,66+7,22 33,18+2,14

MBB+N 6,04+0,43  21,44+2,13 18,09+2,04 28,32+3,76 26,18+2,28
MBB-N 11,04+1,33 14,57+1,83 10,06+1,20 4,22+0,91 5,90+0,35

*n=>5.

Tabela 4 — Valores de clorofila a em ng por amostra (média* + ep) expressando

o crescimento de S. leibleinii por 50 dias em diferentes concentracoes de
fosforo e nitrogénio em associagdo no meio de cultura.

MEIOS DE DIAS DE CRESCIMENTO
CULTURA 10 20 30 40 50
MBB 5,38+1,04 15,16+1,84 20,64+3,50 55,66+7,22 33,18+214

MBB+N/P 3,12+0,36 1,74+0,22 2,71+0,47 4,85+1,22  11,79+1,65
MBB-N/P 10,75+1,22  12,49+299  9,65+2,61 8,44+1,95 5,84+1,77

*n=2>5.
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Figura 1 — Valores de clorofila a em diferentes concentracbes de fésforo ao
longo de 50 dias de experimento; A: MBB, B: MBB+P, C: MBB-P.
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No experimento envolvendo a interacdo de fosforo e nitrogénio, a
ANOVA revelou que em todos os periodos de crescimento houve diferencas
significativas: 10° (F=17,11; p<0,00), 20° (F=12,21; p<0,001), 30° (F=12,71;
p<0,001), 40° (F=42,03; p<0,00) e 50° dias F=59,30; p<0,00). O Teste t de
Tukey mostrou que o crescimento algal medido quanto a taxa de producéo de
clorofla a em meio padrdo MBB e entre MBB-N/P foi significativamente
diferente no 30°, 40° e 50° dias; enquanto entre o padrdo MBB e MBB+N/P a
diferenca significativa ocorreu no 10°, 20°, 30°, 40° e 50° dias de incubacdo. Ja
entre os meios MBB-N/P e MBB+N/P houve diferencas significativas apenas
entre os periodos de 10 e 20 dias de crescimento.

Os dados médios de clorofila a obtidos ao longo de todo o periodo
estudado nos 3 tratamentos, foram transformados em porcentagem,
considerando-se como referéncia os valores observados nos cultivos em MBB,
adotado como padrdo neste estudo (Tabela 5 e Figura 4). A porcentagem foi
calculada a partir dos valores médios de rendimento de clorofila a de cada
tratamento divididos pelo valor obtido em MBB.

Durante os 50 dias de crescimento a producédo de clorofila a no meio
MBB foi maior do que a produtividade observada nos tratamentos (Tabela 5).
Quando mais nitrogénio foi adicionado ao meio de cultura (MBB+N) a resposta
de crescimento algal foi cerca de 77% do obtido em MBB, enquanto em meio
contendo mais fosforo que o padrédo (MBB+P), a taxa de crescimento (54%) foi
guase a metade de MBB (Figura 4). A produtividade de S. leibleinii, expresso
pela producdo de clorofila a em meios de cultura apresentando concentragbes
de nitrogénio e fosforo inferiores ao padrdo (MBB-N e MBB-P), foi baixa apenas
em relacdo ao nitrogénio (35%), enquanto em relacdo ao fésforo, a taxa de
crescimento (60%) assemelhou-se ao observado em meio MBB+P (Figura 4).
Os valores observados nos tratamentos envolvendo as interagfes de fésforo e
nitrogénio (MBB+N/P=18,6%) foram expressivamente inferiores em relacéo aos
tratamentos dos nutrientes isolados, com excecdo de MBB-N/P (36,25%) que
praticamente igualou-se a MBB-N.

A ANOVA entre os valores obtidos nos diferentes tratamentos de

variacdo de nutrientes mostrou que 0s mesmos eram significativamente
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diferentes (F=13,26; p<0,00). O Teste t de Tukey demonstrou que em MBB-N,
MBB+P, MBB-P, MBB+N/P e MBB-N/P, a producdo de clorofila a foi
significativamente diferente da producdo em meio MBB, enquanto que em

MBB+N, a produtividade nao foi significativamente diferente de MBB.

Tabela 5 — Valores de clorofila a em ng por amostra expressando a biomassa
de S. leibleinii em diferentes meios de cultura por um periodo de 50 dias.

MEIOS DE CULTURA
MBB MBB+P MBB-P™ MBB+N MBB-N MBB+N/P MBB-N/P
Média 26,01 13,94 15,62 20,06 9,17 4,84 9,43
ep 3,87 1,98 1,48 1,86 0,90 0,84 1,0
Min 2,31 0,58 1,44 5,20 2,60 1,44 2,31

Max 70,23 32,08 28,32 37,86 18,79 16,18 21,39

*n =25, *n = 24.
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MBB+N/P

MBB-N
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Figura 4 — Variagcdo meédia (porcentagem) na biomassa de S. leibleinii em
termos de clorofila a durante 50 dias de crescimento em diferentes

concentracdes de nitrogénio e fésforo.



75

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Respostas de crescimento a variacao de nutrientes

Com excecdo apenas de MBB+N, cuja concentracdo de clorofila a no
10° dia esteve proxima do padrdo (MBB), a produtividade relativamente
superior a MBB nos 10 primeiros dias de crescimento foi observada nos meios
MBB-P, MBB-N e MBB-N/P. Estes dados sugerem que o crescimento algal
ocorreu de maneira mais rapida nestes tratamentos do que no padrdo MBB e
nos tratamentos com maiores concentragbes de PO4; e NOj3 isolados ou em
associacao. Isto indica que a alga, em virtude da deficiéncia destes nutrientes
isolados ou associados, disponibilizou boa parte de sua energia na reproducao
como uma forma de sobreviver as condicGes tidas como adversas para a
mesma. Sabe-se que mudancas subitas no ambiente provocam, na maioria das
vezes, uma esporulacdo abundante (SMITH, 1987). De acordo com McBRIDE
(1968), que efetuou experimentos envolvendo a producdo de zodsporos em S.
leibleinii, a mesma esporulava copiosamente quando era submetida a um meio
de cultura diluido com agua destilada.

Os organismos e suas populacdes s6 podem crescer ou se reproduzir
caso consigam adquirir mais energia do que a necessaria para a sua
manutencao (ODUM, 1988). Em ambientes com baixa densidade populacional,
a pressdo seletiva favorece espécies com um potencial reprodutivo alto. Por
outro lado, as condicdes de alta densidade favorecem organismos com
potencial reprodutivo menor, mas com melhores capacidades para aproveitar e
competir por recursos escassos. Dessa maneira, estes dois modos de vida séo
conhecidos como selecdo r e k, e as espécies que as exibem séo
denominadas, respectivamente, como estrategistas em r e k (ODUM, 1988).

De acordo com BIGGS et al. (1998) e ODUM (1988), as espécies
estrategistas em r sdo capazes de aumentar a populacdo rapidamente, em
funcdo das altas taxas de reproducao e crescimento, sob condi¢cbes de baixa

densidade populacional ou em habitats sujeitos a perturbacdes periddicas (p.
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ex. espécies pioneiras). Por outro lado, os estrategistas em k apresentam um
potencial de crescimento menor, pois dividem energia em favor de sua
manutencdo e desta maneira sdo capazes de obter sucesso competitivo em
condicdes de alta densidade populacional. Espécies climax, por exemplo, sédo
mais eficientes na competicdo por recursos em habitats de estabilidade
prolongada (BIGGS et al., 1998; ODUM, 1988).

Analisando-se os graficos do crescimento de S. leibleinii obtidos em
MBB, MBB+P e MBB+N, conclui-se que 0s mesmos sao tipicos de espécies
estrategistas em Kk (curva sigmoidal), mostrando inclusive, que sob altas
concentracdes de NOz (1825 mg.L™) e PO, (1594 mg.L™t) esta espécie mantém
um padréo de crescimento, apesar da produtividade ser baixa. BIGGS et al.
(1998) estudaram véarias espécies de algas e as classificaram em subgrupos de
estrategistas em k, denominados C, S e R. Os estrategistas pertencentes ao
subgrupo C sao adaptados fisiologicamente a altas concentragbes de
nutrientes inorganicos, pois vivem em habitats eutrofizados, como acontece
com S. leibleinii. Além disso, BIGGS et al. (1998) apresentaram caracteristicas
consideradas adequadas a estrategistas k (subgrupo C), que sdo encontradas
com frequéncia em S. leibleinii, como: a) formacdo de uma estrutura
filamentosa com células médias a grandes, que compete melhor por nutrientes
e luz, b) sistema basal de fixagcdo (p.ex. rizoides) que fornece grande
resisténcia ao fluxo d’ agua, c) capacidade de formar grandes biomassas e d)
frequente reproducéo por zoosporogénese ou fragmentacéo dos filamentos.

Com excecdo de MBB-N, que obteve a produtividade maxima no 20° dia,
tanto o padrdo (MBB) quanto os demais tratamentos dos isolados de nitrogénio
e fésforo mantiveram a produtividade maxima aos 40 dias de cultivo, indicando
a limitacao de crescimento da espécie, possivelmente pelo esgotamento destes

nutrientes do meio de cultura.

Efeitos do PO, e NOszha produtividade do crescimento algal

A avaliacao global dos efeitos de PO, e NO3 mostrou que quando o meio

de cultura MBB apresentou baixas concentracées de fosforo (15,94 mg.L™ de



77

PO,) elou nitrogénio (18,2 mg.L NOs) houve respostas positivas quanto a
produtividade, mas inferior em relacdo ao padrdo. Efeito semelhante foi
observado por DE VRIES et al. (1985) em experimentos envolvendo os efeitos
de fésforo e nitrogénio na produtividade de Stigeoclonium. A resposta de
crescimento observada em MBB-N/P contendo 15,94 mg.L™" de PO4 e 18,2
mg.L! de NO3 foi muito semelhante & obtida em MBB-N (18,2 mg.L™! de NO3)
sugerindo maior sensibilidade de Schizomeris leibleinii a baixas concentractes
de NOs que as de PO, indicando o nitrogénio como nutriente limitante do
crescimento neste meio de cultura.

O aumento na concentracdo de NO; em MBB+N (1825 mg.L %) também
aumentou a produtividade de S. leibleinii (77%) mas, no entanto, sem superar
os valores observados em MBB. A reducdo de NOs em MBB-N (18,2 mg.L™),
por outro lado, provocou uma resposta negativa da alga (35%) a esta
concentracdo.Sob altas concentracdes de POy, a resposta de crescimento foi
inferior (54%) a resposta obtida em MBB+N. Contudo, a produtividade
observada em MBB-N/P (36,25%) foi praticamente a mesma de MBB-N (35%),
sugerindo que alga € mais sensivel as alteracbes nas concentracbes de
nitrogénio. Estes resultados novamente indicam que NOs € o nutriente limitante
a produtividade em S. leibleinii, pois a alga respondeu com maior produtividade
a altas concentracdes de NOs; do que em altas concentracdes de POs;. DE
VRIES et d. (1983) observaram efeitos semelhantes em analises feitas com
onze linhagens de Stigeoclonium crescendo sob varias concentracdes de
nitrogénio e fosforo.

A produtividade de S. leibleinii em MBB+N/P (19%) foi baixa quando
comparada a produtividade observada em MBB+P (54%) e MBB+N (77%).
Estes resultados sugerem que mesmo quando concentracdes adequadas de
nitrogénio sdo fornecidas, o excesso de fésforo torna-se um fator limitante, pois
se acredita que o0 mesmo possa estar influenciando negativamente a absorcéo
de nitrogénio ou inibindo o seu aproveitamento pela alga.

As produtividades médias verificadas em MBB+P e MBB-P foram muito
semelhantes (54% e 60%, respectivamente) indicando que S. leibleinii tolera

grandes concentracdes de PO, (15,94 mg.L™* a 1594 mg.L ™). J& com NO3, a
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resposta de crescimento foi relativamente alta, mas limitada em MBB+N (1825
mg.L™!) mostrando limitacdo na absorcéo desta forma de nitrogénio sob esta
concentragdo. Os resultados encontrados por DE VRIES et al. (1983) indicaram
que, em aguas contendo concentracdes abaixo de 0,7 mg.L de fésforo,
Stigeoclonium n&o apresenta nenhum crescimento acentuado, enquanto a
produtividade méxima ocorreu em &guas contendo 3,75 mg.L™ de nitrogénio.
FRANCKE & TEN CATE (1980), no entanto, observaram a produtividade
maxima em Stigeoclonium tenue ocorrendo em niveis maiores que 3 mg.L* de
fésforo.

O crescimento algal obtido em meio de Bold (MBB) foi maior quando
comparado aos demais tratamentos, sugerindo, assim, que as concentracoes
de nitrogénio (182,3 mg.L™) e fésforo (159,4 mg.L™) presentes em MBB podem
ser consideradas mais favoraveis ao crescimento de Schizomeris leibleinii.
Deve-se observar que, as concentracdes de PO; e NO3 no meio de Bold sé&o
bem superiores quando comparadas a ambientes de aguas naturais
oligotréficas, como por exemplo, aos valores encontrados por NECCHI et al.
(2000) em riachos da Bacia do Rio S&o Francisco (1,2ng.Lt a 1,7ng.L de PO,
e 66 ny.L* a 104 ng.L* de NO3). Os valores de concentracdo de NOs; e PO, no
meio de Bold podem ser considerados elevados até mesmo quando
confrontados com aguas de ambientes eutrofizados. BRANCO & PEREIRA
(2002), em estudo realizado em um riacho impactado por poluicdo organica no
noroeste do estado de Sao Paulo (Ribeirdo Claro) encontraram \alores de 2,3
mg.Lt a 2,6 mg.L ! de NOs e 0,55 mg.L? a 0,7 mg.L™? de Ptotal. BIGGS (1989),
em um rio recebendo residuos de um matadouro em Canterbury, Nova
Zelandia (South Branch river), registrou concentracbes de 226 ng.L™* de NOs e
105 ny.L? de PO,;. CONFORTI et al. (1995), em estudos no Rio Matanza-
Riachuelo na Argentina, observaram valores de 11,3 a 12,8 mg.L™ de Ntotal e
1,63 mg.L ™ de Ptotal.

Considerando-se que o fésforo frequientemente limita a produtividade de
plantas e outros autétrofos em ambientes aquaticos (ALLAN, 1995), S. leibleinii

mostrou grande tolerancia as concentracdes deste nutriente, concordando com
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BRANCO & PEREIRA (2002) que encontraram correlagdo entre fosforo total e
a biomassa desta alga em ambiente poluido.

O nitrogénio mostrou ser o nutriente limitante ao crescimento desta
cloroficea, inclusive, revelando grande toleréncia a altas concentracdes deste
nutriente. No entanto BRANCO & PEREIRA (2002), encontraram correlagéo
positiva entre S. leibleinii e a concentragdo de NHs; no ambiente. Contudo,
BUSHONG & BACHMANN (1989) observaram em alguns experimentos “in
situ” envolvendo algas do perifiton, que a adicdo de NH; e ndo NO3 estimulava
0 crescimento do mesmo; todavia esta resposta ndo foi interpretada como
limitacdo de nitrogénio, visto que ambas as formas podem conter o nutriente
limitante. De acordo com SYRETT (1962) e MORRIS (1974) menos energia é
necessaria para assimilar NH; que NOg3, visto que o NH,4 esta disponivel para a
utiizacdo diretamente apés a absorcdo, enquanto que o NOsz deve
primeiramente ser reduzido a NH; antes da utlizacdo, processo este que
requer substancial energia.

De acordo com os presentes resultados e com dados de literatura
(CHOWDARY, 1967; CAMPBELL & SARAFIS, 1972; SARMA & CHAUDHARY,
1975; YADAVA & PANDEY, 1980; DIAS, 1985; NECCHI et al., 1994; TIWARI,
1994; ENTWISLE et al., 1997; BRANCO & PEREIRA, 2002), pode-se
considerar que S. leibleinii € um importante indicador biolégico de poluicdo
organica, pois apresenta crescimento acentuado em condicdes eutroficas.

Embora a espécie possa ter papel relevante na indicacao biolégica de
poluicdo organica, o ideal para a avaliacdo ambiental é a informacao fornecida
pela comunidade (KELLY, 1998; KELLY & WHITTON, 1998; McCORMICK &
CAIRNS, 1994; SHAJI & PATEL, 1991; VIS et al.,, 1998). Neste sentido, o
desenvolvimento de indices ecoldgicos especificos para ambientes tropicais
deve ser estimulado (KELLY, 1998). A inclusdo de S. leibleinii devera ser
imprescindivel para a producdo de um indice baseado nas macroalgas,
considerando—se sua importancia e alta frequéncia de ocorréncia em

ambientes Ioticos tropicais eutrofizados.
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CONSIDERACOES FINAIS

Mediante os resultados obtidos foi possivel concluir que:

Schizomeris leibleinii apresenta grande amplitude morfométrica que,
segundo dados de literatura e os resultados presentemente obtidos, é

influenciada por condigdes ambientais.

Os caracteres morfoldégicos de maior importancia taxonémica (sistema
basal) devem ser melhor considerados. Devido a grande variedade de
formas apresentadas pelas populagbes, € provavel que alguns tipos
representem, na verdade estagios de desenvolvimento intermediario.
Segundo nossos dados e interpretagbes, apenas duas formas tipicas,

rizoide e apressorio, devem ser consideradas.

O género Schizomeris até 0 momento deve contar apenas com Schizomeris
leibleinii como espécie, pois, a partir dos dados apresentados e da
literatura, as outras espécies, S. indicum e S. irregularis, ndo estdo bem
caracterizadas. E possivel, no entanto, que as mesmas sejam apenas
estagios de desenvolvimento de S. leibleinii permitindo, assim, serem

limitadas a sinbnimos.

Estudos mais detalhados sdo necessarios para o detalhamento do histérico
de vida de S. leibleinii, principalmente com o objetivo de se averiguar a
ocorréncia ou auséncia de alternancia de geracdes na espécie. Os dados
cariolégicos obtidos revelaram diferencas com resultados de outros
pesquisadores o0 que pode significar, de acordo com alguns autores, a

existéncia de racas citologicas nesta espécie.

De acordo com os experimentos envolvendo a zoosporogénese, a espécie

em estudos realmente pode ser considerada S. leibleinii devido as
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caracteristicas observadas quanto a essa forma de reproducéo coincidirem

com as andlises de demais pesquisadores.

Sob condicdes de estresse ambiental S. leibleinii inicialmente apresenta um
rapido crescimento possivelmente acompanhado de altas taxas de

reproducéo.

A alga verde S. leibleinii pode ser considerada como um estrategista k
(subgrupo C). Os estrategistas pertencentes ao subgrupo C sao adaptados
fisiologicamente a altas concentragcdes de nutrientes inorganicos, ja que
normalmente vivem em hébitats eutrofizados, como acontece com S.
leibleinii, além disso, apresentam caracteristicas, que sdo encontradas com
freqUéncia nesta espécie, como: a) formacdo de uma estrutura filamentosa
com células médias a grandes, que compete melhor por nutrientes e luz, b)
sistema basal de fixacdo (p.ex. rizéides) que fornece grande resisténcia ao
fluxo d’ &gua, c) capacidade de formar grandes biomassas e d) frequente

reproducao por zoosporogénese ou fragmentacéo dos filamentos.

S. leibleinii mostrou maior sensibilidade a baixas concentracdoes de NOs que
de PO, indicando o nitrogénio como nutriente limitante do crescimento

neste meio de cultura.

A amplitude morfométrica e ecoldgica observada em S. leibleinii propiciam a
esta alga, capacidade de se adaptar as condicbes ambientais (p.ex.
eutrofizacdo) que normalmente ndo sdo toleradas por outras espécies
algais, constituindo-se, assim, em uma importante espécie de ambientes

l6ticos tropicais indicadora de niveis elevados de nutrientes organicos.
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RESUMO

Schizomeris leibleinii  Kitzing (Chaetophorales, Chlorophyta) é uma
espécie algal comumente encontrada em ambientes aquaticos continentais
eutrofizados ou poluidos por nutrientes organicos. Trata—se de uma alga
filamentosa, desprovida de ramificacbes que apresenta sistema basal de
fixacdo diferenciado. Os filamentos jovens s&o finos e unisseriados com
células regulares, enquanto os filamentos mais velhos s&o espessos e
multisseriados com células irregulares. Além de S. leibleinii, o género
Schizomeris inclui outras duas espécies, S. irregularis Fritsch & Rich e S.
indicum (como Uronema indicum Ghose), deficientemente caracterizadas.
Sugere-se que o sistema basal de fixacdo seria uma caracteristica confiavel na
distincdo entre as possiveis espécies. Devido ao habitat onde geralmente se
encontra (eutrofizado), S. leibleinii apresenta grande potencial como um bom
organismo indicador de poluicdo organica. O conhecimento de sua biologia e
de sua capacidade de tolerancia as condicdes ambientais torna—se importante
para projetos futuros de biomonitoramento ou indicacdo das condic¢des troficas
de aguas continentais. Para tanto € também necessario o esclarecimento
correto sobre a taxonomia do género.

Estudos taxonémicos foram realizados a partir de andlises da variacao
morfomeétrica e morfolégica entre individuos de onze populacdes espacialmente
distintas e entre individuos de duas populacdes avaliadas mensalmente. Além
desta abordagem, analises de caracteristicas cariolégicas e da
zoosporogénese também foram avaliadas para complementar as informacdes
necessarias a avaliacdo taxon6mica. Dados da variagdo morfométrica e
morfologica foram tratados estatisticamente pelos testes de ANOVA — uma via,
t de Student e analise de grupamento para se verificar as diferencas entre as
caracteristicas morfologicas das diferentes populacbes e sua relacdo com a
taxonomia da espécie. Parametros ambientais foram coletados nas popula¢cfes

avaliadas mensalmente e submetidos a correlacéo r de Pearson.
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Estudos de amplitude ecoldgica foram realizados mediante o cultivo de
S. leibleinii em Meio Basico de Bold e sob variagcdes nas concentracdes de
fosforo e nitrogénio, durante um periodo de 50 dias, com retiradas a cada 10
dias para quantificacdo da biomassa por meio de extracao de clorofila a. Dados
de amplitude ecoldgica foram analisados através da ANOVA — uma via e pelo
teste de comparacdo multipla de médias de Tukey para a confirmagcédo se as
amostras de S. leibleinii responderam aos tratamentos.

A espécie mostrou ampla variacdo morfométrica, sendo mais acentuada
entre as populacdes de diferentes localidades (espacial) do que as observadas
nas mesmas populacdes (temporal). Todos os sistemas basais descritos para
as demais espécies do género manifestaram—se em S. leibleinii. O numero
cromossOmico encontrado (n = 12) diferiu da literatura, enquanto os dados de
zoosporogénese concordaram com as informacdes disponiveis.

De acordo com os resultados pode-se concluir que S. leibleinii apresenta
grande amplitude morfométrica influenciada por fatores ambientais. Entretanto,
tal amplitude ndo é suficiente para separar diferentes entidades, visto que o0s
dados da analise de grupamento revelaram grupos relativamente coesos
(acima de 50% de similaridade) em todas as analises procedidas. Dessa forma
podemos concluir que o género Schizomeris deve conter apenas a espécie S.
leibleinii, pois, com base nos dados apresentados e de literatura, nota-se
grande superposicdo com as outras possiveis espécies, S. indicum e S.
irregularis. As informacfes carioldgicas encontradas e suportadas pela
literatura sugerem que o material estudado seja uma nova raga cromossomica
de S. leibleinii. Entretanto, estudos mais detalhados devem ser conduzidos
para uma melhor conclusdo sobre esta possibilidade.

O estudo sobre o desenvolvimento de S. leibleinii revelou que a espécie
apresenta crescimento rapido sob baixas concentracdes de nitrogénio e
fésforo, mas o melhor desempenho ocorreu em concentracdes relativamente
elevadas dos nutrientes estudados. Observou-se também um crescimento
significativo sob altas concentracdes de ambos os nutrientes.

Condicdes de estresse ambiental provocam inicialmente, nesta espécie,

crescimento rapido, possivelmente acompanhado de intensa reproducdo. A
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espécie S. leibleinii foi mais sensivel a baixas concentracdes de NO3 do que de
PQO,, indicando o nitrogénio como limitante do crescimento em meio de cultura.

A amplitude morfométrica e ecoldgica observada em S. leibleinii propiciam a
esta alga, capacidade de se adaptar as condi¢cdes ambientais que normalmente
ndo sao toleradas por outras espécies algais. Embora a melhor avaliagdo
biolégica para a caracterizacdo de um determinado habitat deva ser procedida
com base na comunidade e ndo em um Unico organismo, S. leibleinii pode ser
considerada uma importante espécie indicadora de niveis elevados de

nutrientes organicos em aguas continentais de ambientes tropicais.
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ABSTRACT

Schizomeris leibleinii Kutzing (Chaetophorales, Chlorophyta) is an algal
species commonly found in continental aquatic environments that are eutrophic
or polluted by organic nutrients. It is a filamentous alga, without ramifications,
that presents a differentiated basal attachment system. The young filaments are
thin and uniseriate with regular cells, while the oldest filaments are thick and
multiseriate with irregular cells. Besides S. leibleinii, the genus Schizomeris
contains two other species, S. irregularis Fritsch & Rich and S. indicum (Ghose)
Fritsch & Rich, deficiently characterized. It is suggested that the basal
attachment system would be a reliable characteristic of distinction among the
species. Due to the habitat where it is usually found (eutrophic), S. leibleinii
shows high potential as a good indicator of organic pollution. The knowledge of
its biology and tolerance to the environmental conditions is important for future
projects of biomonitoring or indication of the trophic conditions of continental
waters. To that, it is necessary to correctly discern about the taxonomy of the
genus.

Taxonomic studies were conducted by the analyses of morphometrical
and morphological variation of the filaments in eleven spatially distinct
populations and among specimens from two different populations monthly
evaluated. In addition, analyses of karyological characteristics and of the
zoosporogenesis were proceeded to complement the necessary information to
taxonomic assessment. The data of the morphometrical and morphological
variation were evaluated by ANOVA (one way), Student's t-test and cluster
analysis to verify the differences between the morphological characteristics of
the different populations and their relationships with the taxonomy of the
species. Environmental parameters were collected in the monthly-evaluated
populations and submitted to the Pearson’s correlation (r).

Studies on the ecological amplitude of S. leibleinii were made by the
cultivation in Bold’s basal medium and under different variations of phosphorus

and nitrogen concentrations, during a period of 50 days, with quantification of
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the biomass by chlorophyll a extraction at each 10-day intervals. Data of
ecological amplitude were analyzed through ANOVA (one way) and by the test
of multiple comparisons of averages of Tukey for the confirmation if the samples
of S. leibleinii responded to the treatments.

The species showed extensive morphometrical variation, being more
accentuated among populations of different localities (space) than that
observed in the same populations (temporal). All basal systems described for
other species of the genus were found in S. leibleinii. The cromossomic number
found (n = 12) differed from the literature and the data about zoosporogenesis
agreed with the available information.

In accordance with the results, it can be concluded that S. leibleinii
presents wide morphometrical amplitude and these expressions can be
influenced by environmental factors. However, such wide amplitude is not
enough to separate different taxonomic entities, because de cluster analyses
revealed relatively high associated groups (over 50% of similarity) in all
approaches conducted. Thus, we propose that the genus Schizomeris should
contain only the species S. leibleinii, because, on the basis of our results and
literature data, there is high superposition of characters with the other possible
species, S. indicum and S. irregularis. The karyological information found and
supported by the literature suggests that the studied material is a new
chromosomal race of S. leibleinii. However, more detailed studies must be
conducted to reach a more confident conclusion about this possibility.

The study about the growth conditions revealed that S. leibleinii presents
fast development under low concentrations of nitrogen and phosphorus, but the
best development occurred under relatively high concentrations of the studied
nutrients. It was also observed a significant growth under high concentrations of
both nutrients.

Conditions of environmental stress initially promoted fast growth in this
species, possibly accompanied of intense reproduction. The species S. leibleinii
was more sensitive to low concentrations of NOs than to low concentrations of

PQg4, indicating the nitrogen as limiting nutrient of the growth in culture.
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The morphometrical and ecological amplitude observed in S. leibleinii enable
this alga to adapt to the environmental conditions that are not usually tolerated
by other algal species. In despite of the better environmental evaluation shall be
conducted by the community consideration and not on a single organism, S.
leibleinii can be considered an important indicator species of high levels of

organic nutrients in continental waters of tropical environments.
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