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INTRODUCAO

As diatoméaceas constituem um dos grupos de microalgas com maior riqueza
de espécies na maioria dos ambientes aquaticos, tanto na comunidade fitoplanctonica,
guanto na perifitica. Representam importante parcela da biomassa total e exercem
papel fundamental na cadeia tréfica como produtores primarios e fixadores de carbono
no ambiente. (WETZEL, 1983).

A estrutura e as complexas ornamentacdes observadas nas frustulas das
diatomaceas sdo fundamentais para taxonomia do grupo (BOLD; WYNNE, 1985).
Estudos recentes, para melhor circunscricdo de espécies, tem embasamento em
caracteristicas morfolégicas da fristula em microscopia de luz e microscopia eletrdnica
dos complexos populacionais de espécies de diatomaceas (Gomphonema gracile e
Achnanthidium minutissimum).

As espécies de diatomaceas sdo frequentemente organizados em grupos
morfologicamente semelhantes que compartilham inUmeras caracteristicas e o0s
intervalos morfométricos se sobrepdem (POTAPOVA; HAMILTON, 2007). Véarios
“‘complexos de espécies” foram relatados com um alto nivel de diversidade (AJANI et
al., 2013). A resolucédo de taxons morfologicamente semelhantes sdo especialmente
dificil através de analises em microscopia 6ptica (MO) (BLANCO et al., 2017), pois
muitas espécies de diatomaceas sao, frequentemente, organizadas em grupos
morfologicamente semelhantes que compartilham caracteristicas e sobrepde medidas
(POTAPOVA, HAMILTON, 2007), como por exemplo Frustulia
crassinervia/F.australocrassinervia, Eunotia serra/E. georgii, E.
sudetica/meridiana/pseudosudetica, Nitzschia palea/N. paleaceae, Nitzschia
amphibia/N. semirobusta e Gomphonema parvulum/G. angustum, morfoespécies,
sendo estas espécies, frequentemente incluidas em floras de diatomaceas. No
entanto, métodos auxiliares como andlises moleculares podem revelar se estes
complexos de diatoméceas sdo complexos de espécies constituidos por poucas ou
muitas espécies, cuja identificacdo em MO é dificil (POTAPOVA; HAMILTON, 2007;
MANN et al., 2008; POULICKOVA et al., 2010).

Cox (2014) explicita que, embora a microscopia 6ptica (MO) e a microscopia
eletrénica (ME) ainda sejam a base para a taxonomia das diatomaceas, € fundamental
a adocao de abordagens complementares, como a biologia molecular, rendendo ricas
fontes de informagdes com relacdo a diversidade genética dentro de espécies de
diatomaceas bem caracterizadas morfologicamente e auxiliando na resolucdo de

problemas taxonémicos.



Muitos grupos de protistas, como as diatomaceas, ainda sao pouco
caracterizados através da biologia molecular, apesar da incontestavel importancia
ecolégica e econbmica destes organismos (STERN et al., 2010). Desde que as
técnicas moleculares foram aplicadas a pesquisa de diatoméaceas pela primeira vez na
década de 1980 (MEDLIN et al., 1988) estudos filogenéticos moleculares tém sido
realizados para identificar e classificar as diatomaceas (THERRIOT et al., 2010), na
tentativa de superar as limitacdes morfologicas (EVANS et al., 2007; MONIZ;
KACZMARSKA, 2010; MANN et al., 2010; URBANKOVA et al., 2016; ZOU et al.
2021).

Estudos usando taxonomia refinada, com ferramentas diversas, apoiada por
dados moleculares podem elucidar questdes a cerca de complexos de espécies, alem
de fornecer dados mais confiaveis com relagBes de espécies individuais e parametros
ambientais, permitindo assim, uma melhor precisdo ecolégica das espécies de

diatomaceas e sua real distribuicdo geografica.

OBJETIVO

Ampliar e aprofundar o conhecimento taxondmico de espécies de diatomaceas
da regido dos Mananciais da Serra, Piraquara, Parana com base no estudo detalhado
de populacdes, visando a identificacdo de taxons, a harmonizacdo taxondmica das

espécies e a deteccdo de novidades taxondmicas.

MATERIAL E METODOS

Coleta de amostras:

Amostras perifiticas foram coletadas no dia 01/12/2020, ao longo de trilhas da
regido dos Mananciais da Serra. As amostras foram coletadas contemplando
principalmente a comunidade perifitica, através de coleta de substratos variados.
Dados abitticos das aguas superficiais dos ambientes amostrados foram mensurados
no momento da coleta: pH, T 4gua e condutividade, através de equipamentos de

campo disponiveis no Laboratorio de Ficologia (UFPR) (TABELA 1).



Tabela 1: Dados abioticos dos locais de coleta.

Condutividade Temperatura

Coleta pH (us/cm) °C) Amostra Substrato Coordenadas
01/12/2020 6,2 13,4 11,6 Epifiton Bridfita  25°29'47,5"S 48°58'52,1"W
01/12/2020 6,5 14,5 13,5 Epifiton Bridfita ~ 25°29'42,7"S 48°58'51,6"W

Isolamento e Cultivo:

Aliguotas de cada amostra foram transferidas para um Placa de Petri de 50 mm
com 12 mL de meio GG com silicato e elementos trago adicionados (VON STOSCH,;
FECHER, 1979; MANN; CHEPURNOV, 2004), ou meio PM (GUILLARD; LORENZEN,
1972), recomendados para o cultivo de diatomaceas de 4gua doce a partir de habitats
oligotroficos é&cidos, Eunotia em particular. Também, foi utilizado o meio WC
(GUILLARD; LORENZEN, 1972) padrdo para diatomaceas de ambientes com pH
neutro ou mais elevado. Apos alguns dias, culturas clonais foram entdo estabelecidos
pela transferéncia de células com micropipetas para microplacas de 24 pogos, com 2
mL do meio. Os cultivos foram mantidos a 21°C, com fotoperiodo de 12:12 h

luz:escuro e 25-30 uymol fétons m-2 s0-1.

Estudo taxonémico morfolégico:

O material foi oxidado segundo a técnica de Simonsen (1974) modificado por
Moreira-Filho e Valente-Moreira (1981) nesta técnica a matéria orgéanica foi removida
pela adicdo de KMnO4 e HCI. Laminas permanentes foram montadas com resina
Naphrax® (R.1.1.74) e analisadas em microscépio o6ptico Olympus BX40. As
ilustrac6es foram obtidas utilizando-se microscépio Olympus BX-40 com camera de
captura acoplada Olympus DP-071.

Para analise da ultraestrutura das frastulas, parte do material oxidado foi
depositado e seco sobre suportes de aluminio, metalizado com ouro em aparelho
Balzers Union SCD 030 e analisados em microscépio eletrénico de varredura — MEV
(JEOL JSM 6360LV e TESCAN VEGA3LMU, 15 kV e WD 8 mm).



RESULTADOS

Em laboratério, testamos diferentes formas de isolamento das células, assim como,
diferentes tipos de cultura.

Realizamos o isolamento seguindo duas técnicas:

1. isolamento por capilaridade;
2. inoculacéo em placa de Petri com agar.

No isolamento por capilaridade, o qual, utiliza-se o capilar para coletar os
individuos das espécies de interesse para o estudo, conseguimos uma aliquota com
menor numero de organismos, porém, ndo conseguimos isolar somente um individuo
por vez.

Na inoculacdo em placa de Petri com agar, retiramos um pequeno volume da
amostra, e pingamos sobre uma fina camada de agar enriquecido (meio WC ou GG) e
espalhamos a amostra por toda a placa com o auxilio da Al¢ca de Drigalski, ndo
realizando assim, nenhuma sele¢&o de organismos.

Quando comparamos as duas técnicas, 0s organismos isolados a partir da
inoculagdo em placa de Petri apresentaram uma maior diversidade de organismos
vivos e algum crescimento populacional, entretanto, no isolamento por capilaridade
também eram observados individuos viaveis.

Para o cultivo utilizamos trés técnicas:

1. meio solido;
2. meio solido + meio liquido (1:1);
3. meio liquido;

As diatoméaceas apresentaram maior viabilidade quando colocadas em meio
sélido ou meio solio + liquido, a cada sete dias realizamos o repique dos organismos
destes meios.

Conseguimos isolar trés organismos, duas cepas do género Gomphonema
Ehrenberg e uma cepa do género Nitzschia Hassall.

No género Gomphonema temos duas espécies bem distintas, uma diminuta
pertencente a espécie Gomphonema parvulum (Kutzing) Kutzing e a outra com
maiores dimensdes pertence a Gomphonema naviculoides Smith. No género Nitzschia
temos cepas da espécie Nitzschia paleacea (Grunow) Grunow.

Atualmente este material encontra-se liofilizado e armazenado no freezer -80°C
e estamos esperando a chegada de alguns insumos para a realizacdo da extracdo do

DNA das cepas isoladas, para posterior analise molecular.
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