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INTRODUCAO

O filo Ciliophora Doflein, 1901 constitui um tdxon monofilético de organismos
eucariontes, unicelulares e heterotroficos, definido por trés principais caracteres: (1) cilios
derivados de cinetossomos associados a estruturas fibrilares (fibra cinetodesmal, microtubulos
transversos e microtibulos pos-ciliares), (2) dimorfismo nuclear (macro e micronticleos) e (3)
reprodugdo sexuada pelo processo de conjugacao. Estes micro-organismos apresentam um
sistema alveolar constituido por saculos membranosos dispostos abaixo da membrana
plasmatica. Essa caracteristica constitui uma sinapomorfia que inclui os Ciliophora em um
clado maior, denominado Alveolata, juntamente com os filos Apicomplexa e Dinoflagellata,
além de varios flagelados, como o género Colpodella, relacionados com a base do clado
Apicomplexa (LYNN, 2008). WRIGHT & LYNN (1997c¢) realizaram um estudo sobre a
filogenia dos Ciliophora com base no padrao de evolucdo de pequenas subunidades de
sequéncias rDNA, e estimaram que este filo teve sua origem durante o éon proterozoico, ha
aproximadamente 2 bilhdes de anos atras.

Atualmente ha onze classes de ciliados reconhecidas, divididas em dois subfilos. O
sub-filo Postciliodesmatophora Lynn, 1996 retine as classes Karyorelictea e Heterotrichea.
Por sua vez, o sub-filo Intramacronucleata Lynn, 1996 reine as demais nove classes
(Spirotrichea, Amorphorea, Litostomatea, Phyllopharyngea, Nassophorea, Colpodea,
Prostomatea, Plagiopylea e Oligohymenophorea), caracterizadas por apresentar macrontcleo
polipléide dividido por microtiibulos internos (LYNN, 2008).

Sao reconhecidas cerca de 12.000 espécies de ciliados. Estes micro-organismos
integram comunidades de ambientes marinhos, de 4dgua salobra, dulcicolas e edaficos. Ha
espécies de vida livre, sésseis ou livre-natantes; e espécies que ocorrem associadas a outros
organismos (UTZ & COATS, 2005; BOURLAND & STRUDER-KYPKE, 2010; SABAGH
et al.,2011), como epibiontes, parasitas, foréticas e comensais.

FENCHEL & FINLAY (2004) relacionaram a distribuigao geografica de populagdes
de protistas e metazoarios com o tamanho corpdreo destes organismos. Os referidos autores
argumentam que a razdo entre a diversidade local e a diversidade global de microeucariotos
apresenta valores elevados quando comparados ao que se observa para metazoarios e plantas
com tamanho superior a 1 milimetro. HILLEMBREND & AZOVSKY (2001) constataram
que o efeito do gradiente latitudinal de diversidade decresce também em fungdo do tamanho

dos organismos, sendo praticamente nulo para micro-organismos. Dessa forma, muitos
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microbiologistas defendem que a maior parte das espécies de ciliados apresenta distribuicao
geografica ubiqua.

Entretanto, FOISSNER ef al. (2003) e FOISSNER (2006, 2009) tém demonstrado que
o padrdo de distribui¢do das populagdes de ciliados é estruturalmente mais semelhante as
populagdes de metazoarios do que as de procariontes. Visto que a diversidade de protistas ¢
praticamente desconhecida em diversas regides do globo, FOISSNER (2009) nao considera a
relagdo “diversidade local/global” como um estimador eficaz da diversidade de ciliados. Com
base no percentual de espécies endémicas descritas nos ultimos 20 anos, nas limitagdes das
técnicas de cultivo e no total de habitats pouco explorados pelos ciliatologistas, estima-se, que
existam em torno de 30.000 espécies de ciliados, sendo 30% delas endémicas.

Espécies de ciliados caracterizadas por grande tamanho, colora¢do e/ou morfologia
conspicua e pelo endemismo sdo denominadas flagships (espécies estandartes, em uma
tradu¢do livre) (FOISSNER, 2006). Sao exemplos de ciliados flagships: Bresslauides
discoideus Kahl, 1930, encontrado em solos e liquens no hemisfério Norte; Circinella
arenicola Foissner, 1994, ciliado endémico da América do Norte; um tetrahymenideo gigante,
ainda ndo descrito, encontrado por FOISSNER ef al. (2003) em tanques de bromélias da
Republica Dominicana, entre tantos outros. Todos esses tdxons apresentam distribuicao
geografica restrita, e, por isso, os flagships sdo considerados a mais forte evidéncia contra o
modelo da ubiquidade, defendido por alguns microbiologistas. FOISSNER (2006) afirma que
a descoberta de flagships € relativamente comum em micro-habitats pouco explorados, como
tanques de bromélias, liquens, musgos e ambientes marinhos na América do Sul e na Africa.
Em estudo sobre a diversidade da ciliatofauna em amostras de fitotelmos de 15 espécies de
bromélias coletadas na Republica Dominicana, Equador e na regido norte do Brasil,
FOISSNER et al. (2003) registrou 10 novas espécies de ciliados, algumas destas
representando também novos géneros e novas familias. Destas, duas espécies foram
caracterizadas como flagships. Diante desses fatos, a realizacdo de inventarios da taxocenose
de ciliados em micro-hébitats especializados se mostra relevante, haja visto que trabalhos com
esse escopo contribuem para o conhecimento da diversidade e biogeografia destes micro-

organismos.
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REVISAO DE LITERATURA

1.1 Ciliados registrados em fitotelmos de bromélias

As plantas da familia Bromeliaceae sdo morfologicamente caracterizadas pela filotaxia
rosulada com axilas foliares coalescentes. Esta condicdo morfologica ¢ responsavel pela
formacdo de reservatérios contendo agua pluvial e sedimentos nas chamadas “bromélias-
tanques”. Tais reservatdrios, juntamente com a fauna, flora e microbiota associadas, compdem
microecossistemas denominados fitotelmos (FISH, 1983). Desde PICADO (1913), sabe-se
que o ambiente estabelecido nos tanques de bromélias apresenta significativa diversidade de
micro-organismos ¢ metazodrios. Dessa forma, entende-se que bromélias sao relevantes para a
manuten¢do da biodiversidade e complexidade estrutural de diversos ambientes, pois
funcionalmente atuam como ilhas de 4gua doce no meio terrestre. Entretanto, apenas a partir
do trabalho de FOISSNER et al. (2003) iniciou-se uma investigacao detalhada a respeito da
taxonomia e ecologia dos Ciliophora nos ambientes fitotelmais.

Segundo LUTHER (2008), ha cerca de 3200 espécies de bromélias descritas,
classificadas em 58 géneros. As bromélias apresentam distribui¢do predominantemente
neotropical, tendo como excegdo apenas uma espécie africana (Pticairnia feliciana Porembski
& Barthlott, 1999). Essa familia ¢ considerada a quarta maior dentre as angiospermas, em
riqueza de espécies, na Mata Atlantica. Neste bioma, ha registro de 1056 espécies de
bromélias, sendo endémicas 66% destas (MARTINELLI 2000). O estado de Minas Gerais
apresenta aproximadamente 9% do total de espécies da familia. Tal diversidade ¢ relacionada
ao grande potencial adaptativo dessas plantas associado a variedade climatica e
geomorfologica do territério mineiro (DRUMMOND et al., 2005).

FOISSNER et al. (2003) demonstraram a ocorréncia de espécies endémicas de ciliados
em fitotelmos de bromélias da Republica Dominicana, Equador e Brasil. DUNTHORN et al.
(2012) também registraram espécies endémicas em fitotelmos da Jamaica, Costa Rica e
Meéxico (Quadro 1). Considerando-se o registro de novas espécies de ciliados em fitotelmos, a
ordem Tetrahymenida ¢ uma das mais representativas, visto que entre os anos de 2003 e 2013
foram descritas Lambornella trichoglossa Foissner, 2003; Bromeliophrya brasiliensis
Foissner, 2003; Glaucomides bromelicola Foissner, 2013 e Bromeliophrya quadristicha
Foissner & Stoeck, 2013. Entretanto, um novo tetrahymenideo gigante, registrado por
FOISSNER et al. (2003) e mencionado por FOISSNER (2006) e DUNTHORN et al. (2012),

ndo teve sua morfologia elucidada com base em técnicas ciliatologicas.
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Atualmente, diversas espécies de bromélias encontram-se em alguma categoria de
ameacga de extingdo (MARTINELLI, 2000). Esta condicdo ¢ devida ao extrativismo ilegal
para abastecimento do mercado paisagistico e, principalmente, a acelerada destruicao de
habitats nas regides de Floresta Atlantica. E toda ameaga as popula¢des de bromélias tem

como agravante o desequilibrio estendido as espécies endémicas dos ecossistemas fitotelmais.

Quadro 1: Espécies de ciliados registrados em tanques de bromélias em diversas localidades:

Filo CILIPHORA Doflein, 1901

Local de ocorréncia

Referéncia

Subfilo POSTCILIODESMATOPHORA Gerassimova & Seravin, 1976

Classe HETEROTRICHEA Stein, 1859

Ordem Heterotrichida Stein, 1859

Familia Spirostomidae Stein, 1867

Spirostomum Ehrenberg, 1834

Spirostomum ambiguum

Jamaica

Dunthorn etal., 2012

Subfilo INTRAMACRONUCLEATA Lynn, 1996

Classe SPIROTRICHEA Biitschli, 1889

Subclasse Stichotrichia Small & Lynn, 1985

Ordem Stichotrichida Fauré-Fremiet, 1961

Family Amphisiellidae Jankowski, 1979

Orthoamphisiella Eigner & Foissner, 1991

Orthoamphisiella sp.

Jamaica

Dunthorn etal., 2012

Ordem Sporadotrichida Fauré-Fremiet, 1961

Familia Halteriidae Claparéde & Lachmann, 1858

Halteria Dujardin, 1841

Halteria grandinella Republica Dominicana Foissner et al., 2003
Meseres Schewiakoff, 1893
Meseres corlissi Republica Dominicana Foissner etal., 2003

Familia Oxitrichidae Ehrenberg, 1830

Gastrostyla Engelmann, 1862

Gastrostyla sp.1 Jamaica Dunthorn et al., 2012

Gastrostyla sp.2 México Dunthorn et al., 2012
Oxytricha Bory de St. Vincent, 1824

Oxytricha longigranulosa Jamaica | Equador Dunthorn et al., 2012

Oxytricha ottowi Jamaica / Brasil Dunthorn et al., 2012

Oxytricha sp.1 México Dunthorn et al., 2012

Oxytricha sp.2 México Dunthorn et al., 2012

Pattersoniella Foissner, 1987

Pattersoniella vitiphila

Republica Dominicana

Foissner et al., 2003

Sterkiella Foissner et al., 1991

Sterkiella histriomuscorum

Republica Dominicana

Foissner et al., 2003

Familia Trachelostylidae Small & Lynn, 1985

Gonostomum Sterki, 1878

Gonostomum sp. Jamaica Dunthorn etal., 2012
Cotterillia Foissner, 2011
Cotterillia bromelicola México Dunthorn etal., 2012

Ordem Urostylida Jankowski, 1979

Familia Urostylidae Butschli, 1889

Uroleptus Ehrenberg, 1831

Uroleptus lepisma

Republica Dominicana / Equador

Dunthorn etal., 2012
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Classe ARMOPHOREA Lynn, 2004

Local de ocorréncia

Referéncia

Ordem Armophorida Jankowksi, 1964

Familia Metopidae Kahl, 1927

Metopus Claparede & Lachmann, 1858

Metopus minor

Equador

Foissner et al., 2003

Classe LITOSTOMATEA Small & Lynn, 1981

Ordem Haptorida Corliss, 1974

Familia Acropisthiidae Foissner & Foissner, 1988

Fuscheria Foissner, 1983

Fuscheria terricola

Brasil

Dunthorn et al., 2012

Ordem Pleurostomatida Schewiakoff, 1896

Familia Litonotidae Kent, 1882

Litonotus Wresniowski, 1870

Litonotus sp.

Brasil

Foissner et al., 2003

Classe PHYLLOPHARYNGEA de Puytorac et al., 1974

Subclasse Suctoria Claparéde & Lachmann, 1858

Ordem Endogenida Collin, 1912

Familia Tokophryidae Jankowski, 1985

Tokophrya Biitschli, 1889

Tokophrya infusionum

México

Dunthorn et al., 2012

Subclasse Cyrtophoria Fauré-Fremiet, 1956

Ordem Chlamydodontida Deroux, 1976

Familia Chilodonellidae Deroux, 1970

Chilodonella Strand, 1928

Chilodonella uncinata

Equador

Foissner etal., 2003

CLASSE NASSOPHOREA Small & Lynn, 1981

Ordem Microthoracida Jankowski, 1967

Familia Leptopharyngidae Kahl, 1926

Leptopharynx Mermod, 1914

Leptopharynx bromelicola

Jamaica

Dunthorn et al., 2012

Leptopharynx bromeliophilus

Jamaica

Dunthorn et al., 2012

Leptopharynx costatus

Republica Dominicana | Equador / Brasil

Foissner et al., 2003

Familia Microthoracidae Wrzesniowski, 1870

Drepanomonas Fresenius, 1858

Drepanomonas revoluta

Repiblica Dominicana

Foissner et al., 2003

Microthorax Engelmann, 1862

Microthorax pusillus

Equador

Foissner et al., 2003

Stammeridium Wenzel, 1969

Stammeridium kahli

Brasil

Foissner et al., 2003

CLASSE COLPODEA Small & Lynn, 1981

Ordem Bryometopida Foissner, 1985

Familia Bryometopidae Jankowski, 1980

Bryometopus Kahl, 1932

Bryometopus triquetus

Brasil

Foissner et al., 2003

Familia Kreyellidae Foissner, 1979

Microdiaphanosoma Wenzel, 1953

Microdiaphanosoma arcuatum

Equador

Foissner et al., 2003

Ordem Colpodida de Puytorac et al., 1974

Familia Colpodidae Bory de St. Vincent, 1826

Bresslaua Kahl, 1931

Bresslaua vorax

Brasil

Foissner et al., 2003
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Ordem Cyrtolophosidida Foissner, 1978

Local de ocorréncia

Referéncia

Familia Cyrtolophosididae Stokes, 1888

Cyrtolophosis Stokes, 1885

Cyrtolophosis minor

Jamaica

Dunthorn et al., 2012

Cyrtolophosis mucicola

Republica Dominicana | Equador / Brasil

Foissner et al., 2003

Pseudocyrtolophosis Foissner, 1980

Pseudocyrtolophosis alpestris

Replblica Dominicana | Equador / Brasil

Foissner et al., 2003

Familia Platyophryidae de Puytorac et al., 1979

Platyophrya Kahl, 1926

Platyophrya bromelicola

Jamaica

Dunthorn etal., 2012

Platyophrya vorax

Repiblica Dominicana

Foissner etal., 2003

Classe PROSTOMATEA Schewiakoff, 1896

Ordem Prorodontida Corliss, 1974

Familia Plagiocampidae Kahl, 1926

Plagiocampa Schewiakoff, 1893

Plagiocampa rouxi

Brasil

Foissner et al., 2003

CLASSE OLIGOHYMENOPHOREA Puytorac et al., 1974

Subclasse Peniculia Fauré-Fremiet in Corliss, 1956

Ordem Peniculida Fauré-Fremiet in Corliss, 1956

Familia Frontoniidae Kahl, 1926

Frontonia Ehrenberg, 1838

Frontonia depressa

Republica Dominicana

Foissner et al., 2003

Familia Parameciidae Dujardin, 1840

Paramecium O.F. Milller, 1773

Paramecium multimicronucleatum

Brasil

Buosi etal., 2014

Subclasse Scuticociliatia Small, 1967

Ordem Philasterida Small, 1967

Familia Cinetochilidae Perty 1852

Cinetochilum Perty, 1849

Cinetochilum margaritaceum

Repilblica Dominicana

Foissner et al., 2003

Sathrophilus Corliss, 1960

Sathrophilus muscorum Brasil Foissner et al., 2003
Familia Loxocephalidae Jankowski, 1964
Dexiotricha Stokes, 1885
Dexiotricha granulosa Equador Foissner etal., 2003
Dexiotricha sp.1 Jamaica Foissner et al., 2003
Dexiotricha sp.2 Brasil Foissner etal., 2003

Ordem Pleuronematida Fauré-Fremiet, 1956

Familia Cyclidiidae Ehrenberg, 1838

Cyclidium O.F. Miiller, 1773

Cyclidium glaucoma

Republica Dominicana | Equador

Foissner etal., 2003

Cyclidium muscicola

Replhblica Dominicana | Equador

Foissner etal., 2003

Subclasse Hymenostomatia Delage & Herouard, 1896

Ordem Tetrahymenida Fauré-Fremiet, 1956

Familia Tetrahymenidae Corliss, 1952

Lambornella Keilin, 1921

Lambornella trichoglossa

Brasil / Repliblica Dominicana

Foissner etal., 2003

Lambornella sp. Jamaica Dunthorn et al., 2012
Tetrahymena Furgason, 1940
Tetrahymena rostrata Repilblica Dominicana / Brasil Foissner et al., 2003

Novo Género GIGANTE (néo descrito)

Republica Dominicana / Equador / Brasil

Foissner etal., 2003
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Familia Bromeliophryidae Foissner, 2003 Local de ocorréncia Referéncia
Bromeliophrya Foissner, 2003
Bromeliophrya brasiliensis Brasil Dunthorn et al., 2012
Bromeliophrya quadristicha Jamaica / Republica Dominicana Foissner, 2013
Glaucomides Foissner, 2012
Glaucomides bromelicola Repilblica Dominicana Dunthorn et al., 2012
Glaucomides sp.1 Jamaica Dunthorn etal., 2012
Glaucomides sp.2 Jamaica Dunthorn etal., 2012
Subclasse Peritrichia Stein, 1859
Ordem Sessilida Kahl, 1933
Familia Epistylididae Kahl, 1933
Epistylis Ehrenberg, 1830
Epistylis sp. Jamaica | Equador Dunthorn et al., 2012
Rhabdostyla Kent, 1881
Rhabdostyla sp.1 Republica Dominicana Foissner etal., 2010
Rhabdostyla sp.2 Equador Foissner et al., 2010
Orborhabdostyla Foissner, 2010
Orborhabdostyla bromelicola Jamaica Dunthorn et al., 2012
Familia Lagenophryidae Bitschli, 1889
Lagenophrys Stein, 1852
Lagenophrys sp. Brasil Sabagh et al., 2012
Familia Operculariidae Fauré-Fremiet, 1979
Opercularia Goldfuss, 1820
Opercularia sp. n. Equador Foissner et al., 2003
Familia Usconophryidae Clamp, 1991
Usconophrys Jankowski, 1985
Usconaphrys sp. Jamaica Dunthorn et al., 2012
Familia Vorticellidae Ehrenberg, 1838
Vorticella Linnaeus, 1767
Vorticella gracilis Jamaica Dunthorn et al., 2012
Vorticella convalaria Jamaica/ Costa Rica Dunthorn etal., 2012
Vorticellides Foissner, 2010
Vorticellides aquadulcis México Dunthorn et al., 2012
Vorticellides astyliformis Costa Rica Dunthorn et al., 2012

1.2 Ciliados associados a fungos liquenizados

Liquens s3o organismos formados pela associacdo simbidtica entre um fungo e uma
populagdo de algas e/ou cianobactérias (MARCELLI, 2006). Esses organismos apresentam
grande importancia ecologica, pois alteram fisico-quimicamente os substratos sobre os quais
se desenvolvem, favorecendo os processos de sucessdo bioldgica. Liquens que apresentam
cianobactérias como fotobiontes sdo relevantes aos ecossistemas também por contribuirem
para a adi¢do de nitrogénio aos solos (RAVEN, 2006).

FOISSNER (1986) encontrou um total de 26 espécies de ciliados em amostras de
liquens coletadas na Austria, Alemanha, Franca e¢ Quénia. Visto que maiores valores de
diversidade e riqueza de espécies sdo observados em amostras de solo, liquens sdo

considerados ambientes indspitos para ciliados (FOISSNER, 1997a). Segundo HONDA
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(2006), acidos alifaticos, acidos usnicos e derivados de acido pulvinico estdo entre os
principais metabodlitos secundérios de liquens. O baixo pH resultante da sintese dessas
substancias ¢ indicado por FOISSNER (1986) como fator limitante a proliferacao de bactérias
no microhabitat liquénico, o que, consequentemente, restringiria também o desenvolvimento
de ciliados bacterivoros. O referido autor afirma que nao ha uma taxocenose de Ciliophora
autoctone para liquens, sendo os ciliados encontrados nesses micro-habitats pertencentes a
microbiota do solo.

Em levantamento extensivo da taxocenose de ciliados terrestres do continente
africano, 47% das 507 espécies encontradas eram taxons ndo descritos. Para a Australia, das
361 espécies registradas, 43% eram novas espécies. Por essa razdo, inventarios detalhados da
microbiota eucarionte em habitats terrestres tém se mostrado relevantes para a taxonomia de
ciliados. Além disso, sdo fundamentais para a melhor compreensdo sobre a biodiversidade e
0s processos ecoldgicos em ambientes terrestres (FOISSNER, 1997).

Nos ultimos dez anos, diversas espécies de ciliados foram descritas a partir de
amostras de solos coletadas no Brasil. Sdo exemplos Colpoda brasiliensis Foissner, 2003;
Cephalospatula brasiliensis Foissner, 2003; Cultellothrix velhoi Foissner, 2003 e
Leptopharynx brasiliensis Omar & Foissner, 2012. Trabalhos sobre registros e redescrigdes
de espécies (PAIVA & SILVA-NETO, 2009), bem como sobre biogeografia e revisao
sistematica dos Ciliophora (FOISSNER et al., 2001; FOISSNER, 2003; KATZ et al. 2005)
também foram desenvolvidos com amostras de solos brasileiros. Considerando-se os
trabalhos realizados com coletas em outros paises da América do Sul, inclui-se entre os
exemplos as descricdes de Arcuospathidium pachyoplites Foissner, 2003, da Venezuela, e
Deviata rositae Kiipers et al., 2007, da Argentina.

Entretanto, o maior levantamento de ciliados terrestres j& realizado no Brasil
(FOISSNER, 1997) registrou em torno de 90 espécies desses micro-organismos. Somados as
espécies descritas at¢ o ano de 2013, tém-se registrado no Brasil o modesto valor
(aproximado) de 10% do total de espécies de ciliados terrestres conhecidas (cerca de 1000
espécies). No grande levantamento realizado por FOISSNER (1997) a amostragem esteve
restrita a floresta Amazonica, no entorno da cidade de Manaus. Estudos nos demais biomas
brasileiros sdo escassos na literatura. Da mesma forma, sdo raros trabalhos sobre a ocorréncia
de ciliados em outros micro-habitats edaficos, como musgos (SANTOS, 1991) e liquens.

FOISSNER (1999) estima a diversidade global de ciliados de vida-livre na ordem de
30000 espécies, baseando-se principalmente na taxa de descricdo de espécies em habitats

complexos, como solos de florestas tropicais e desertos, nos ultimos 20 anos (FOISSNER
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1997; FOISSNER, 2006). Nesses ambientes, tem sido comum a descricdo de espécies com
distribuicdo geografica restrita, como Bresslauides discoideus Kahl, 1931 e Circinella
arenicola Foissner, 1994. Com isso, levantamentos sobre a diversidade de ciliados em
ambientes edaficos tornam-se relevantes também por contribuirem para a compreensido de
questdes relacionadas a biogeografia de protistas.

Do total de 26 espécies de ciliados encontrados por FOISSNER (1986) em 10
amostras de liquens coletadas na Europa e na Africa, cerca de 50% sdo pertencentes a classe
Colpodea Small & Lynn, 1981. Trata-se de um percentual elevado, quando comparado a
propor¢ao observada em solos (FOISSNER, 1998). Colpodideos sao ciliados
predominantemente r-estrategistas, com grande tolerancia a rapidas mudangas ambientais. A
ocorréncia de diversas espécies com elevada capacidade de resisténcia corrobora a visdao de
que os liquens sejam ambientes indspitos para ciliados.

Trabalhos sobre a taxocenose de ciliados em ambiente liquénico sdo extremamente
raros na literatura. De fato, hd o trabalho de GELLERT (1955), FOISSNER (1986) e
ROBERTS & ZIMMER (1990), sendo este ultimo carente de informagdes morfologicas sobre
as espécies encontradas (Quadro 2). Dessa forma, o inventario de ciliados associados a

liquens apresentado nesta dissertagdo tem carater inédito na América do Sul.

Quadro 2: Especies de ciliados registradas em amostras de fungos liquenizados em diferentes
regides do mundo (GELLERT, 1955; FOISSNER, 1986; ROBERTS & ZIMMER, 1990).

Filo Ciliophora Dolfein, 1901 Géllert (1955) | Foissner (1986) | Roberts (1990) Local de ocorréncia

Subfilo Postciliodesmatophora, Gerassimova & Seravin, 1976

Classe Heterotrichea Stein, 1859

Ordem Heterotrichida Stein, 1859

Familia Blepharismidae Jankowski in Small & Lynn, 1985

Blepharisma sp. - - + Irlanda

Subfilo Postciliodesmatophora, Gerassimova & Seravin, 1976

Classe Spirotrichea Biitschli, 1889

SubClasse Phacodiniidia Small & Lynn, 1985

Ordem Phacodiniida Small & Lynn, 1985

Familia Phacodiniidae Corliss, 1979

Phacodinium metchnicoffi Certes, 1897 + - - Hungria

SuhClasse Licnophoria Corliss, 1957

Ordem Euplotida Small & Lynn, 1985

Familia Reichenowellidae Kahl, 1932

Balantidlioides bivacuolata Kahl, 1932 + . . Hungria

SubClasse Hypotrichia Stein, 1859

Ordem Stichotrichida Fauré-Fremiet, 1961

Familia Amphisiellidae Jankowski, 1979

Amphisiella terricola Gellert, 1955 + - - Hungria
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Familia Oxytrichidae Ehrenberg, 1830 Geéllert Foissner Roberts Local de ocorréncia
Familia Trachelostylidae Small & Lynn, 1985
Gonostomum affine (Stein, 1859) + Franca
Hemisincirra gellerti (Foissner, 1982) + Austria
Ordem Urostylida Jankowski, 1979
Familia Hemicycliostylidae Jankowski, 1979
Familia Urostylidae Butschli, 1889
Anteholosticha alpestris (Kahl, 1932) + Hungria
Anteholosticha plurinucleata (Gellért, 1956) + - Hungria
Pseudokeronopsis similis (Stokes, 1886) + Austria
SubClasse Stichotrichia Small & Lynn, 1985
Ordem Stichotrichida Fauré-Fremiet, 1961
Familia Keronidae Dujardin, 1840
Keronopsis muscorum (Kahl, 1932) + Hungria
Paraholosticha nana (Gellert, 1955) + Hungria
Paraholosticha lichenicola Gellert, 1955 + Hungria
Classe Litostomatea Small & Lynn, 1981
Ordem Haptorida Corliss, 1974
Familia Spathidiidae Kahl in Doflein & Reichenow, 1929
Bryophyllum loxophylliforme Kahl, 1931 + - Hungria
Epispathidium amphoriforme (Greeff, 1888) + + Irlanda
Spathidium multinucleatum Géllert, 1955 + Hungria
Spathidium muscicola Kahl, 1930 + - - Hungria
Spathidium spathula (Miller, 1773) - + + Irlanda, Quénia
Spathidium spathuloides Géllert, 1955 + Hungria
Familia Tracheliidae Ehrenberg, 1838
Dileptus americanus Kahl, 1931 + Hungria
Dileptus conspicuus Kahl, 1931 + Hungria
Familia Litonotidae Kent, 1882
Acineria uncinata Tucolesco, 1962 + Alemanha
Classe Phyllopharyngea de Puytorac et al., 1974
Subclasse Cyrtophoria Fauré-Fremiet, 1956
Ordem Chlamydodontida Deroux, 1976
Familia Chilodonellidae Deroux, 1970
Chilodonela uncinata (Ehrenberg, 1838) + Irlanda
SubClasse Suctoria Claparéde & Lachmann, 1858
Ordem Endogenida Collin, 1912
Familia Trichophryidae Fraipont, 1878
Trichophrya sp. + Alemanha
Classe Nassophorea Small & Lynn, 1981
Ordem Microthoracida Jankowski, 1967
Familia Leptopharyngidae Kahl, 1926
Leptopharynx costatus Mermod, 1914 + + Austria, Franca, Hungria
Classe Colpodea Small & Lynn, 1981
Ordem Bryometopida Foissner, 1985
Familia Bryometopidae Jankowski, 1980
Bryometopus pseudochilodon Kahl, 1932 + + Franga, Hungria
Thylakidium typicum Géllert, 1955 + Hungria
Familia Kreyellidae Foissner, 1979
Microdiaphanosoma arcuata (Grandori & Grandori, 1934) + Austria
Ordem Colpodida de Puytorac etal., 1974
Familia Colpodidae Bory de St. Vincent, 1826
Bresslaua sp. - + Quénia
Colpoda colpidiopsis Kahl, 1931 + - - Hungria
Colpoda cucullus (Miller, 1773) - + + Irlanda e Quénia
Colpoda inflata (Stokes, 1884) + + Alemanha, Austria, Quénia,Hungria
Colpoda maupasi Enriques, 1908 - + - Quénia
Colpoda steinii Maupas, 1883 + + + Irlanda, Quénia, Franga, Austria, Hungria
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Familia Grossglockneriidae Foissner, 1980 Géllert Foissner Roberts Local de ocorréncia
Nivaliella plana Foissner, 1980 + Austria, Franca, Quénia
Pseudoplatyophrya nana (Kahl, 1926) + Austria, Quénia

Familia Hausmanniellidae Foissner, 1987
Bresslauidles discoideus (Kahl, 1931) + . Hungria
Hausmanniella discoidea (Gellért, 1956) . + Alemanha
Hausmanniella quinquecirrata (Géllert, 1955) * Hungria
Kalometopia duplicata (Penard, 1922) + Hungria

Familia Marynidae Poche, 1913
Maryna acuminata (Géllert, 1955) * Hungria

Ordem Cyrtolophosidida Foissner, 1978

Familia Cyrtolophosididae Stokes, 1888
Pseudocyrtolophosis alpestris Foisser, 1980 + Austria

Familia Platyophryidae Puytorac et al., 1979
Platyophrya vorax Kahl, 1926 . + Franga, Austria, Quénia
Platyophrya spumacola Kahl, 1927 + . Hungria
Platyophrya sp. . t Irlanda
Platyophrydes latus (Kahl, 1930) ¥ + Irlanda, Hungria

Familia Sorogenidae Bradhury & Olive, 1980
Sorogena stoianovitchae Bradbury & Olive, 1980 + Quénia

Classe Prostomatea Schewiakoff, 1896

Ordem Prorodontida Corliss, 1974

Familia Holophryidae Perty, 1852
Holophrya saginata Pennard, 1922 + Hungria

Familia Plagiocampidae Kahl, 1926
Plagiocampa sp. + Franca

Classe Oligohymenophorea de Puytorac et al., 1974

SubClasse Peniculia Fauré-Fremiet in Corliss, 1956

Ordem Peniculida Fauré-Fremiet in Corliss, 1956
Familia Frontoniidae Kahl, 1926
Frontonia depressa (Stokes, 1886) ¥ ¥ Austria, Hungria

Subclasse Hymenostomatia Delage & Hérouard, 1896

Ordem Tetrahymenida Fauré-Fremiet, 1956
Familia Glaucomidae Corliss, 1971
Glaucoma scintillans (Miller, 1786) ¥ Irlanda

SubClasse Scuticociliatia Small, 1967

Ordem Philasterida Small, 1967
Familia Cinetochilidae Perty 1852
Sathrophilus muscorum (Kahl, 1931) + Austria
Familia Cyclidiidae Ehrenberg, 1838
Cyclidium citrullus Cohn, 1865 c + [rlanda
Cyelidium muscicola Kahl, 1931 * . Hungria
Cyclidium sp. + Franca
Familia Uronematidae Thompson, 1964
Uronema nigricans (Muller, 1786) + Irlanda
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3. Escopo do trabalho

A presente dissertacdo apresenta, na primeira parte, a descrigdo morfoldgica e
molecular de um novo género de ciliado da familia Tetrahymenidae, encontrado em
fitotelmos das bromélias Portea petropolitana ¢ Alcantarea imperialis em fragmento de Mata
Atlantica na 4area urbana do municipio de Juiz de Fora, Minas Gerais. Os caracteres
morfologicos inéditos descritos para este organismo, apds impregnacdo pelo carbonato de
prata, bem como informagdo sobre sua posicao filogenética baseada no gene mitocondrial
COI sustentam a proposta de Ballaenothrix bromelicola como um novo taxon.

Neste estudo inclui-se ainda, na segunda parte, inventario da ciliatofauna associada a
fungos liquenizados do género Parmotrema coletados no Campus da Universidade Federal de
Juiz de Fora, Minas Gerais. Dentre as 21 morfoespécies de ciliados registradas, 12 espécies
foram identificadas utilizando técnicas ciliatologicas, incluindo uma nova espécie do género
Hemicycliostyla (Spirotrichea, Hypotrichia). A diversidade de ciliados encontrada no presente

estudo foi comparada com resultados apresentados em estudos realizados na Europa e Africa.
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SECAOI

CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E MOLECULAR DE UM NOVO GENERO
DE CILIADO DA FAMILIA TETRAHYMENIDAE (CILIOPHORA,
HYMENOSTOMATIA) ENCONTRADO EM TANQUES DE BROMELIAS NO
SUDESTE DO BRASIL

RESUMO:

Neste estudo ¢ descrito um novo género de ciliado da familia Tetrahymenidae, Ballaenothrix
bromelicola gen. nov., sp. nov., encontrado em fitotelmos das bromélias Portea petropolitana
e Alcantarea imperialis em um fragmento de Floresta Atlantica na 4rea urbana do municipio
de Juiz de Fora, Minas Gerais, sudeste do Brasil. A caracterizagdo morfoldgica deste ciliado
foi realizada com a utilizagdo da técnica de impregnacao pelo carbonato de prata. Etapas da
morfogénese divisional nuclear e da infraciliatura foram registradas em micrografias. O
sequenciamento dos genes 18S-rDNA e COI foi utilizado para a realizacdo de analises
filogenéticas. Os caracteres morfologicos e os resultados moleculares observados indicam a

proposicao do ciliado encontrado como um novo género.

1.1 INTRODUCAO

Fitotelmos sdo micro-ecossistemas estabelecidos em estruturas vegetais capazes de
formar reservatorios de agua pluvial e sedimentos (FISH, 1983). Nesses ambientes ocorrem
espécies de micro-organismos com distribui¢do geografica ubiqua (MAGUIRE, 1971), mas
DUNTHORN et al. (2012) demonstraram que tanques de bromélias sdo habitats ricos em
espécies endémicas.

Embora protistas sejam comuns e abundantes em tanques de bromélias, os estudos
realizados no século XX foram ainda exploratorios (PICADO, 1913; LAESSLE, 1961;
MAGUIRE, 1971; ESTEVES & SILVA-NETO, 1996; LITTLE & HEBERT, 1996). Embora
a diversidade e a distribuicdo de macro-organismos em fitotelmos bromelicolas sejam bem
conhecidas (FOISSNER et al., 2003), estudos taxondmicos e ecologicos detalhados dos
micro-organismos nestes ambientes no pais sdo escassos.

A familia Tetrahymenidae Corliss, 1952 é composta, atualmente, por trés géneros:
Deltopylum Fauré-Fremiet & Mugard, 1946; Lambornella Keilin, 1921 e Tetrahymena
Furgason, 1940 (LYNN, 2008). Paraglaucoma Kahl, 1926 ¢ considerado um sinénimo janior
de Tetrahymena (AESCHT, 2001). Estudos sobre a relacao filogenética de representantes da
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familia Tetrahymenidae tém sido realizados com base em alguns marcadores moleculares, tais
como genes ribossomais 5.8S, 18S-rDNA, gene codificador de histonas e gene mitocondrial
citocromo oxidase sub-unidade I (COI) (SANLER & BRUNK, 1992; STRUDER-KYPKE et
al., 2001; CHANTANGSI & LYNN, 2008). Os genes nucleares sdo extremamente
conservados em ciliados da familia Tetrahymenidae, sendo gene mitocondrial COI marcador
com melhor resolu¢dao para entendimento da filogenia interna deste grupo de ciliados
(CHANTANGSI & LYNN, 2008).

Considerando-se o registro de espécies ndo conhecidas em fitotelmos, a ordem
Tetrahymenida Fauré-Fremiet, 1956 ¢ uma das mais representativas, visto que entre 0s anos
de 2003 e 2013 foram descritas Lambornella trichoglossa Foissner, 2003; Bromeliophrya
brasiliensis Foissner, 2003; Glaucomides bromelicola Foissner, 2013 e Bromeliophrya
quadristicha Foissner & Stoeck, 2013. Entretanto, um novo tetrahymenideo com grandes
dimensdes e aspectos morfoldgicos distintos, registrado em bromélias da Republica
Dominicana e Equador (FOISSNER et al.; 2003) ndo teve sua morfologia elucidada. Este
ciliado foi apresentado pelos referidos autores como um novo tetrahymenideo gigante, com
base em observagdes de espécimes in vivo, micrografias eletronicas de varredura e na posi¢ao
filogenética. Na proposta moderna de classificagdo do filo Ciliophora, LYNN (2008) propoe a
inclusao deste tetrahymenideo gigante ao género Tetrahymena com base em analises
filogenéticas pautadas no gene ribossomal 18S-rDNA.

Durante realizacao de inventario taxondmico em fitotelmos de bromélias presentes em
um fragmento urbano de Floresta Atlantica no municipio de Juiz de Fora, Minas Gerais,
Brasil, foi encontrado este novo tetrahymenideo gigante. Com o objetivo de descrever este
ciliado, foi realizada a caracterizagdo da popula¢do encontrada utilizando-se uma abordagem
multidisciplinar: observagdo de espécimes in vivo e impregnados pela técnica de carbonato de
prata, descricao da ontogénese da infraciliatura e do aparato nuclear, elucidacdo de aspectos
comportamentais e ecologicos, e ainda apresenta¢do de dados sobre a posicao filogenética do

mesmo usando sequéncias dos genes 18S-rDNA e COL.

1.2 MATERIAL e METODOS
1.2.1 Coleta dos espécimes

O Jardim Botanico da Universidade Federal de Juiz de Fora (21°43°74”’S
43°22°06°°0) ¢ uma reserva urbana de Mata Atlantica, classificada como Floresta Estacional
Semidecidual Montana (VELOSO et al., 1991), localizada no municipio de Juiz de Fora,

estado de Minas Gerais, regido sudeste do Brasil. Apresenta 291,9 hectares de mata
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secundaria em avangado estdgio de regeneracdo, com grande parte de sua extensdo coberta
por espécies nativas (FONTES, 2008). Neste local, durante os anos de 2012 e 2013 foram
realizadas coletas mensais de amostras de dgua (50 ml) em fitotelmos das bromélias Portea

petropolitana e Alcantarea imperialis.

1.2.2 Estudo morfolégico

As amostras de agua coletadas em fitotelmos de bromélias foram analisadas em
microscopio estereoscopico, em aumentos de 20x a 40x, para observacdo do comportamento
natatorio do novo ciliado encontrado. Espécimes deste ciliado foram triados com micropipetas
de vidro e observados in vivo, entre lamina e laminula, em microscopio com contraste
interferencial diferencial (Olympus BX51, DIC), em aumentos de 40x, 100x, 200x e 1000x.

Aliquotas dos ciliados ativos presentes nas amostras triadas foram fixados em solucao
salina a base de verde de metila contendo formalina (MFS) (ITO et al.; 1996), na proporcao
de 1:1, para processamento da técnica de impregnacdo pelo carbonato de prata, seguindo
protocolo estabelecido por FOISSNER (1991). O estudo morfométrico foi realizado com base
em micrografias dos organismos observados in vivo e impregnados (Tabela 1) com o auxilio
do software Olympus Image Pro-Plus 5.0.

A terminologia taxonomica adotada neste estudo segue FOISSNER et al. (2003) e
LYNN (2008). No presente trabalho foi proposto um nome para o novo tdxon descrito mesmo
ciente que novos nomes propostos em dissertacdoes e teses nao possuem validade como

publicacao conforme o Cddigo Internacional de Nomenclatura Zoologica (ICNZ, 1999).

1.2.3 Obtencao das sequéncias e analise filogenética

Cerca de 30 espécimes observados in vivo foram triados e transferidos para saleiras
(embrio dishes), lavados cinco vezes usando dgua destilada, com intuito de reduzir os riscos
de contaminagdo, e, posteriormente, foram fixados em etanol 95°GL e armazenados em
microtubos. A extracdo do material genético destas amostras foi realizada por meio da
utilizacdo do kit DNeasy® (Blood and Tissue — QIAGEN), seguindo as orientacdes do
fabricante para extragdo de tecidos animais. O produto final da extra¢do foi mantido a -20°C
em solu¢do aquosa. Com intuito de evitar contaminagdo nas analises moleculares foi
realizada, usando a mesma metodologia, a caracterizacdo molecular de ciliados da espécie
Lambornella trichoglossa Foissner, 2003, visto que estes organismos foram observados no

interior de vacuolos alimentares do novo tetrahymenideo descrito neste estudo.
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A amplificacdo do gene 18S-rDNA dos espécimes fixados foi obtida por meio da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), executada em termociclador “Applied Biosystems
Gene Amp® PCR System 97007, em microtubos de 200ul, em volume final de 50ul,
contendo: 39,8ul de H,O; 5ul de tampao 10X; 1,5u1 de MgCl, (50mM); 0,5ul de DNTP
(25mM); 1ul de cada iniciador; 0,25ul de Taq Platinum® DNA polimerase (Invitrogen)
(5U/ul) e 1,0ul de DNA genomico purificado. A ciclagem para as amplificacdes do 18S-
rDNA se inicia com: um ciclo de 94°C por 2 minutos; seguido de 35 ciclos de 94°C por 30
segundos (desnaturacdo das fitas de DNA), 50°C por 30 segundos (anelamento dos
iniciadores), 72°C por 2 minuto (etapa de polimerizagdo), e, por fim, um ciclo de 72°C por 7
minutos para a polimeriza¢ao de eventuais fitas inacabadas. Foram utilizados os iniciadores
18S F9Euk e 18S R1513 (SCHRALLHAMMER et al.; 2013), eficazes na amplificacdo do
gene 18S-rDNA de eucariotos em geral.

Para amplifica¢do do gene mitocondrial COI, foram utilizados os iniciadores F388dT e
R1184dT (STRUDER-KYPKE & LYNN, 2010), especificos para ciliados. A ciclagem foi
realizada com as seguintes medidas: cinco ciclos de 92°C (92°C por 30°°, 45°C por 30’e 72°C
por 1°30°’), outros 30 ciclos a 92°C (92°C por 30°°, 55°C por 30°" e 72°C por 1°30°’) e um
ciclo de 72°C por 7 minutos, sendo a temperatura de anelamento 55°C.

Os produtos da rea¢dao de amplificagdo foram precipitados com EDTA 125mM e 60uL
de etanol absoluto. Estas amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 13000 rpm e, apos
retirada do sobrenadante, o material genético foi lavado com etanol 70°GL e novamente
centrifugado, por 5 minutos, a 13000 rpm. As amostras foram ressuspendidas em 10uL de
formamida. Apds esse processo, as amostras foram transferidas para o sequenciador ABI
PRISM® 3100 (Applied Bioystens).

As sequéncias dos genes 18S-rDNA e COI obtidas foram analisadas e editadas com o
software SEQMAN®. A composicdo dos nucleotideos das sequéncias foi obtida pelo
programa CompSeq (RICE et al., 2000). Posteriormente, as sequéncias foram comparadas
com as informagdes moleculares compativeis de representantes da ordem Tetrahymenida
disponiveis no GenBank utilizando o algoritimo BlastN. O conjunto de sequéncias utilizadas
na analise filogenética com base em informagdes do gene 18S-rDNA inclui representantes das
seguintes familias da ordem Tetrahymenida (Subclasse Hymenostomatia): Ichthyophthiriidae
Kent, 1881 (n=1), Turaniellidae Didier, 1971 (n=2); Bromeliophryidae Foissner, 2003 (n=3);
Glaucomidae Corlissi, 1971 (n=2), Tetrahymenidae Corliss, 1952 (n=43, Lambornella,
Ballaenothrix nov. gen. e Tetrahymena), ¢ da ordem Ophryoglenida Canella, 1964 (n=1),

como grupo externo. O conjunto de sequéncias referentes ao gene COI inclui representantes
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das seguintes familias da ordem Tetrahymenida (Subclasse Hymenostomatia):
Tetrahymenidae (7Tetrahymena, Ballaenothrix nov. gen. e Lambornella), Ichthyophthiriidae
Kent, 1881 (n=3) e do grupo externo contendo representantes da subclasse Peniculia (n=10).
O alinhamento das sequéncias 18S-rDNA foi realizado com a utilizagdo dos programas
MAFT®, que considera a estrutura secundaria do gene, e MEGA, versao 4.0.

O alinhamento final foi analisado usando programa jModelTest 2.1.4 (GUIDON &
GASCUEL, 2003) para selegdo do modelo evolutivo mais adequando ao conjunto de dados.
As reconstrugdes filogenéticas foram realizadas empregando-se os seguintes métodos:
maxima verossimilhanca (ML), inferéncia bayesiana (BI) e agrupamento de vizinhos (NJ). A
inferéncia bayesiana foi realizada usando programa MrBayes v.3.2 (RONQUIST et al. 2012)
e modelo evolutivo de substituicdo de nucleotideos GTR e a distribui¢do de probabilidades
posteriores foi obtida com 1 milhdo de geragdes em quatro corridas independentes, em quatro
cadeias independentes. Destas amostragens 10% foi removida em cada corrida como “burn-
in”. Os valores de suporte foram medidos pela probabilidade bayesiana posterior. As andlises
de maxima verossimilhanga foram realizadas no programa PhyML 3.0 (GUINDON &
GASCUEL, 2003) usando o modelo evolutivo de substituicao de nucleotideos GTR+G+I. Os
valores de suporte foram estimados com 1000 réplicas no teste de “bootstrap”. Para andlise de
agrupamento de vizinhos foi usado o programa MEGA 5.0 (TAMURA ef al. 2011). A analise
de agrupamento de vizinhos foi realizada usando o modelo evolutivo de substituicao

nucleotidica Kimura-2 parametros com 1000 réplicas de “bootstrap”.
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Flgura 1: A: Localizacao do J ardlm Botéanico da UFJF dentro da malha urbana do municipio
de Juiz de Fora, MG. B: Em vermelho, delimita¢do da area de amostragem (Fonte: Google
Earth). C: Aspecto da vegetagdo do local. D: Bromélia Portea petropolitana. F: Coleta de
contetdo fitotelmal com uma pipeta (Fotos: Halfeld, V.R.) E: Alcantarea imperialis (Fonte:
www.biodiversidade.sp.gov.br).
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1.3. RESULTADOS

1.3.1. Caracterizacio morfologica

Classe Oligohymenophorea Puytorac ef al., 1974
Subclasse Hymenostomatia Delage & Hérouard, 1986
Ordem Tetrahymenida Fauré-Fremiet in Corliss, 1956
Familia Tetrahymenidae Corliss, 1952

Ballaenothrix bromelicola gen. nov., sp. nov.

Diagnéstico do género Ballaenothrix nov. gen.: tetrahymenideo de grande tamanho (200um-
800um); possui formas macrdstomas e microstomas, sendo a forma macrdstoma
predominante no ciclo de vida; micronucleos visiveis; extremidade posterior do corpo
afunilada, formando uma ‘“cauda”; sutura pré-oral presente; presenca de cinco ou mais
protomembranelas adorais compostas por dicinetideos; auséncia de membrana paroral durante

interfase e divisdo celular; pronunciado infundibulo oral nas formas macrdstomas.

Etimologia: composi¢do de um nome latino (ballaeno = baleia, referente ao formato do

ciliado) e nome grego (thrix = cabelo, cilio). Género feminino.

Diagnostico de Ballaenothrix bromelicola sp. nov.: corpo em forma de funil, apresentando
acentuado polimorfismo, com pronunciado infundibulo bucal anterior, cuja abertura pode
atingir mais de 250um; regido nao ciliada na margem esquerda do infundibulo bucal;
vacuolos contrateis dispostos por todo o corpo; macronuicleo inico, com formato variando de
arredondado-irregular a eliptico, posicionado no centro do organismo; de dois a quatro
micronucleos proximos ao macronucleo; extremidade posterior do corpo afilada, formando
uma cauda, com medida de aproximadamente 4 do comprimento total; citoprocto localizado
na estreita regido ndo ciliada do lado esquerdo do corpo em posigdo anterior a cauda; cilios
caudais presentes; forma micrdstoma cilindrica e alongada, com reduzido infundibulo bucal;

ciliatura somatica composta por cerca de 190 cinécias equidistantes nas formas macrostomas.

Localidade-tipo: Tanques de bromélias (Portea petropolitana e Alcantarea imperialis)

encontradas na Area de Protecio Ambiental Mata do Krambeck, (21°43°74°°S 43°22°06°°0).

Deposito do material tipo: Uma lamina contendo hol6tipo usado na descri¢do e cinco laminas

contendo paratipos impregnados pelo carbonato de prata (FOISSNER, 1991) a serem
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depositadas na cole¢do do Laboratério de Protistologia do Instituto de Biologia da

Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Etimologia: adjetivo latino referente ao habitat onde foi descoberta.

Descricao (Figuras 2-7, Tabela 1):

O ciliado descrito no presente trabalho ¢ um grande tetrahymenideo predador de
flagelados, ciliados (principalmente Lambornella trichoglossa na populagdo estudada) e
rotiferos, apresentando também comportamento canibalistico. Desloca-se lentamente pelo
meio aquatico, descrevendo trajetorias helicoidais, girando em torno do eixo longitudinal do
corpo, sendo capaz de permanecer imoével. Sob luz transmitida, apresenta coloragdo do
citoplasma variando de amarelo-hialino a marrom escuro, sendo observaveis diversos
vacuolos alimentares e micro-vesiculas lipidicas.

A populacgdo estudada possui formas macrostomas e microstoma, entretanto, somente
as formas macréstomas foram descritas em detalhe. Apresenta o tamanho médio aproximado
de 700um x 330um in vivo, sendo elevados os valores do coeficiente de variagdo dos 35
espécimes medidos. Os 36 espécimes impregnados pelo carbonato de prata medem
aproximadamente 510um x 250pm, havendo redugdo de em torno de 20-25% nas dimensdes
de apds fixagao.

Os vacuolos contrateis encontram-se dispersos por todo o corpo, com didmetro médio
de 9,5um, e apresentam canais coletores ao redor (Figura 2D). Os extrusomas t€ém forma
cilindrica e medem 3,8um em média, sendo mais perceptiveis na regido caudal (Figura 1C). A
ciliatura somatica ¢ composta por cerca de 190 cinécias equidistantes umas das outras,
formadas por monocinetideos, organizadas a partir da sutura frontal. Na regido caudal,
entretanto, a organizacdo das cinécias se torna mais difusa, ndo sendo possivel identificar a
qual cinécia determinado cinetossomo pertenca. Os cilios caudais sdo formados a partir de
cinetossomos espessos, que formam uma linha diagonal na extremidade posterior (Figura 7).

Esta espécie ¢ capaz de formar cistos de resisténcia, algo entendido como uma
condi¢do seletiva do ambiente fitotelmata, onde alternancias entre periodos de seca e cheia
sdo observadas (Figura 2E).

O ciclo de vida polimorfico apresenta a fase macrdstoma como dominante. Em todas
as amostragens, a razao observada entre o total de espécimes microéstomas/macrdstomas foi
menor que 0,5. Na fase dominante, os organismos apresentam o corpo em forma de funil, com

larga abertura oral anterior ¢ uma cauda afilada posteriormente. O macrontcleo ocupa a
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regido central do organismo (Figura 3B; Figura 5A,B) e o infundibulo estende-se até a metade
do comprimento total, podendo excedé-la (Figura 4C). Nas formas micréstomas, por sua vez,
0 macronucleo ocupa uma posi¢do ligeiramente mais anterior (Figura 2A). Nessa fase, os
ciliados sd3o menores, mais afilados e alongados. Durante a transicdo para a forma
macréstoma, o infundibulo bucal, antes inconspicuo, comeca a se formar. O processo se
desenvolve tanto pela invaginagdo da regido mediana ventral anterior quanto pelo
alongamento da porcdo dorsal anterior. No interior da cavidade formada, desenvolvem-se
densas fibras associadas aos corpos basais, perceptiveis apos impregnagdo pelo carbonato de
prata (Figura 4). Nessa regido, as cinécias formadas abaixo da sutura frontal circundam a
parede do infundibulo bucal, conduzindo a abertura oral, a qual ndo apresenta nenhuma
estrutura de membranas. A maior parte das cinécias presentes no infundibulo, entretanto, tem
sua continuidade compondo a ciliatura somatica, deixando a regido infundibular e

estendendo-se até a extremidade posterior.

Tabela 1*: Morfometria de Ballaenothrix bromelicola gen. nov., sp. nov. (macrostoma).
Caracteristica | Método | x | ™M | sb | SE | cv | Min | Max n

Comprimento 510,63 _ 5111 36,77 6,12 72 408,51 602,52 36
717,94 71319 8449 14,29 11,76 488,02 _ 846,17 35

Largura 255555 258,73 _ 29,44 49 11,62 19542 315,06 36
33315 334,65 4245 7,18 12,74 231,38 411,31 35

Comprimento/Largura 2,01 2 0,15 0,02 7,46 1,67 2,41 36
2,16 2,14 0,22 0,03 10,18 1,45 2,69 35

Cinécias ventrais (n) 98,85 9 12,12 2,02 12,26 83 126 36
Cinécias dorsais (n) 95,2 93 14,89 2,48 15,64 73 126 36

Infundibulo (profundidade)
Abertura do infundibulo

2437 248,32 29,2 4,86 11,98 171,46 321,15 35
277,2 248,45 56,12 9,49 20,24 208,07 282,97 35

Macronucleo (n) 1 1 0 0 0 1 1 36
Macrontcleo (comprimento) 117,24 108,76 22,24 3,7 18,96 84,56 177,51 36
Micronucleo (n) 1,93 2 0,58 0,09 30,05 0 4 36
Cauda (comprimento) 168,13 248,045 29,81 5,04 17,73 171,46 321,15 35
Comprimento/cauda 4,36 4,26 0,62 0,1 14,22 3,48 6,82 35

Vacuolo Alimentar
Cilio (comprimento)
Protomembranelas (n)

109,33 117,9 40,08 6,78 36,65 89,77 156,33 35
11,74 11,7 11,27 0,23 10,81 9,49 14,23 30
8,93 9 1,55 0,28 17,41 6 12 30

*Valores medidos em micrometros, obtidos de espécimes escolhidos randomicamente a partir dos cultivos in vivo
(V) e do material processado pela técnica do carbonato de prata ~ (C). X= média aritimética, M= mediana, SD=
desvio padrao, SE= erro padrao, CV= coeficiente de variacdo, Min= valor minimo, Max= valor maximo, n=
nimero de espécimes analisados.

Ol |I<I<[O|O|O|<|O|0|0|I<|OI<|OI<|O

Na margem esquerda superior da abertura do infundibulo, ha uma regido ndo ciliada
onde podem ser encontrados corpos basais desorganizados e o inicio das cinécias pds-orais
(Figura 5B,F). Nessa regido ocorre a formagao de, em média, nove protomembranelas adorais
formadas por dicinetideos, mais perceptiveis durante a morfogénese divisional (Figura 5).

Nenhuma organizagdo de membrana paroral ¢ observada.
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Figura 2: Ballaenothrix bromelicola gen. nov., sp. nov. (micrografias in vivo). A: Espécime
da forma micréstoma iniciando a formagao do infundibulo. B: Forma macrostoma tipica, com
infundibulo completamente formado. C: Extrusomas (EX) da regido caudal. D: Vacuolos
contrateis (VC) com vesiculas coletoras. E: Espécime em processo de encistamento. F ¢ G
mostram as alteragdes morfoldgicas do inicio do processo de fissdo bindria. Al: abertura do
infundibulo. MN: macronucleo. Barras = (A-C, F-H): 100pum; (D-E): 10uM.
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Figura 3: Alteragdes morfologicas durante o ciclo de vida de Ballaenothrix bromelicola.
A: Forma macrostoma, predominante no ciclo. B-J: Alteracdes subsequentes, relacionadas
com eventos de reproducdo assexuada. SF: sutura frontal; PM: protomembranelas; Al:

abertura do infundibulo; CI: cavidade do infundibulo; CB: Proliferacdo de corpos. Barras =
150pm
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Figura 4: Ballaenothrix bromelicola impregnados do pelo carbonato de prata. A: regido
ventral, com posi¢do da cavidade microstoma (AM) evidenciada. B: regido dorsal. C:
cavidade do infundibulo bucal (CI) vista lateralmente. MN: macronucleo; CY: citoprocto.
VA: vactiolos alimentares. Barras = 100pm.
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Figura 5: Detalhes da ciliatura oral e somatica de espécimes de Ballaenothrix bromelicola
impregnados pelo carbonato de prata: A: regido anterior, com a sutura frontal evidenciada
(SF) e o macrontcleo (MA). B: cinécias pos-orais (PO). C: protomembranelas (PM) e a
descontinuidade das cinécias (DC) durante o processo de fissdo binaria. D: abertura do
citostoma microéstoma (AM). E: cinetossomos da ciliatura somatica e os cilios. F: proliferacao
de corpos basais na regido nao ciliada na margem esquerda do infundibulo. G: porg¢do
terminal do infundibulo, onde estruturas de membranas sao ausentes. Barras = 100um.
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Figura 6: Caracteres diagndsticos de Ballaenothrix bromelicola. As protomembranelas sdao
comparadas as apresentadas por outros tetrahymenideos durante o processo de morfogénese.
As imagens A e B foram retiradas de FRANKEL (1991). Entretanto, como demonstrado em
C, D e E, as protomembranelas deste género novo sdo formadas a partir de um campo
andrquico de corpos basais, marcados como AF na figura A. A ontogenia dessas estruturas em
Tetrahymena sp. e no novo género ¢ distinta. Barras = 50um.

Figura 7: A: Extremidade anterior ventral de Ballaenothrix bromelicola, mostrando a sutura

frontal. B extremidade posterior, mostrando os cinetossomos dos cilios caudais. Barras =
S50pm.
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1.3.2. Ontogenia:

A primeira etapa do processo de fissdo bindria neste novo género ¢ a perda da
cavidade do infundibulo. Os espécimes adquirem uma forma oval anteriormente, mantendo a
cauda afilada na regido posterior. Seguindo o padrio paracinetal de estomatogénese
(FOISSNER, 1996), corpos basais surgem de modo desorganizado na regido anterior e
proximos ao equador do organismo (Figura 2). Subsequentemente, as cinécias somaticas se
separam na regido central, onde comega ocorrer o estrangulamento, e as formas proter e
opisthe sdo, neste momento, distinguiveis. Na regido de proliferacdo de corpos basais,
desenvolvem-se novas protomembranelas (Figura 5, E).

As alteracdes macronucleares durante a morfogénese foram suficientemente
registradas apos impregnacdo pelo carbonato de prata (Figura 7). Observa-se o alongamento
do macronucleo — arredondado durante a intérfase —, que passa a apresentar forma de bastao, e
sua inclinacdo em um angulo de 180 graus, permanecendo paralelo ao eixo longitudinal do
ciliado. Apds esta etapa, os micronucleos ndo estdo mais perceptiveis. Comega, entdo, a
ocorrer tor¢ao do material nuclear e sua divisdo entre as formas proter e opisthe. Nesse
processo de divisdo, uma fina espiral de cromatina ¢ formada. Finalmente ocorre a separagao
do material nuclear das formas divisionais e seu condensamento, momento a partir do qual os
micronucleos sdo novamente notados. Nao foram observados eventos de reprodugdo sexuada

(conjugacio).

1.3.3. Caracterizacdo molecular e posicao filogenética

A sequéncia 18s-rDNA completa de Ballaenothrix bromelicola sp. nov. apresenta
1711 pares de bases, sendo 27,23% adenina; 24,72% citocina, 18,17% guanina e 29,86%
timina. A sequéncia COI, por sua vez, apresenta 788 pares de bases, dos quais 34,26% sao
compostos por adenina; 12,69% citocina; 13,57% guanina e 39,46% timina. Lambornella
trichoglossa apresenta sua sequéncia 18S-rDNA formada por 1712 pares de bases, sendo
27,27% adenina; 24,59% citocina; 18,10% guanina e 30,02% timina; e sequéncia do gene
COI formada por 774 pares de bases, sendo 32,94% adenina; 12,01% citocina; 13,43%
guanina e 41,60% timina. Todas as sequéncias obtidas no presente estudo serdo depositadas
no banco de dados NCBI/GenBank. Nas analises filogenéticas usando gene 18S-rDNA
Ballaenothrix bromelicola gen. nov., sp. nov. se agrupou entre as espécies do género
Tetrahymena, em clado contendo Lambonella spp. e T. corlissi + T. bergeri. Nas analises
filogenéticas usando gene COI B. bromelicola e Lambonella spp. se agruparam em clado

distinto de Tetrahymena spp. (Figuras 9 e 10).
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Figura 8: Alteragdes macronucleares ocorridas durante o processo de fissdo bindria. Em A, o
macronucleo e os micronucleos (setas) no periodo de intérfase. B ¢ C mostram o alongamento
do macronucleo e sua mudanca de posi¢ao dentro do organismo, tornando-se paralelo ao eixo
longitudinal. D mostra o inicio do processo de tor¢ao do macronucleo, continuado em E ¢ F,
onde pode-se perceber a forma helicoidal da ponte de cromatina entre as formas divisionais. G
mostra o macronucleo recém organizado de um espécime opisthe. Barras = 80um.
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Figura 9: Arvore filogenética com representantes da ordem Tetrahymenida (familias
Ichthyophthiriidae, Turaniellidae, Bromeliophryidae, Glaucomidae e Tetrahymenidae) e
Ophryoglenida (familia Ophryoglenidae), inferida a partir de sequéncias 18S-rDNA, obtida
por méaxima verossimilhanga. Valores de probabilidade posterior e bootstrap menores que 70

nao estao apresentados.
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Figura 10: Arvore filogenética inferida a partir da analise do gene mitocondrial citocromo
oxidase sub-unidade I (COI), obtida por inferéncia bayesiana. Inclui representantes da ordem
Tetrahymenida (Subclasse Hymenostomatia): familias Tetrahymenidae e Ichthyophthiriidae.

O grupo externo ¢ composto por representantes da subclasse Peniculia. Valores de
probabilidade posterior e bootstrap menores que 70 nao estao apresentados.
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1.4 DISCUSSAO
1.4.1 Morfologia do novo género

Ciclos de vida polimorficos, com alternancia de fases microstoma e macrostoma sao
comuns entre os tetrahymenideos (LYNN, 2008). Diversas publicagdes apresentam
Tetrahymena vorax Kidder, 1941 como modelo de estudos sobre as alteragdes ocorridas
durante esta transi¢do. BUHSE (1966) afirmou que o surgimento de formas macrostomas em
T. vorax ¢ induzido pela presenca de presas maiores que bactérias (ex.: Tetrahymena
pyriformis Lwoftf, 1947), justificando a auséncia de metamorfose em cultivos monoxénicos.
RYALS et al. (1999), por sua vez, destacaram a acdo da estomatina (um complexo organico
constituido por ferro e catabolitos de acidos nucléicos) e seus derivados sintéticos (ARAUZ et
al.; 2009) na indugao da diferenciagao.

BUHSE (1966) descreveu o processo de formacgdo da estrutura macrdstoma em 7.
vorax. As etapas incluem a completa absor¢ao do aparato oral micréstoma, acompanhada da
proliferagdo de um campo anédrquico de corpos basais que originam o grande citostoma
secundario. Membranelas adorais e parorais sdo também reconhecidas nas formas
macrostomas, ou seja, o bauplan micrdstoma, caracteristico do grupo, ndo ¢ completamente
perdido (ARAUZ et al. 2009).

Entretanto, no novo género apresentado a formagdo do citéstoma maior se da pela
invaginacdo da superficie ventral anterior, em um processo que nao apresenta homologia com
o desenvolvimento macréstoma de 7. vorax. A permanéncia do citdstoma primario
(micrdéstoma), mesmo ap6s a formacgao do infundibulo (macrdstoma) € outra caracteristica que
diferencia os padrdes de desenvolvimento de Tetrahymena e do novo género, visto que este
ultimo passa a apresentar duas cavidades orais, uma caracteristica inédita na familia
Tetrahymenidae.

O conspicuo infundibulo caracteristico do género, também deve ser compreendido
como uma estrutura diferenciada do aparato macrostomial de 7. vorax. A especializacdo das
cinécias ventrais na regido do infundibulo do novo género representa um mecanismo de
captura de alimento independente de membranelas, algo nunca registrado familia
Tetrahymenidae. Com isso entende-se que a estrutura do infundibulo do novo género ¢
ontogenicamente e funcionalmente distinta do simples surgimento da cavidade oral ampliada
em 7. vorax.

Embora o grande tamanho e o pronunciado infundibulo sejam as caracteristicas mais
conspicuas do novo taxon apresentado, as pequenas protomembranelas adorais observadas na

margem esquerda da abertura infundibular sdo os elementos determinantes para o
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posicionamento taxondmico desta espécie em relagdo ao género Tetrahymena. Essas
estruturas sdo morfologicamente similares as registradas por FRANKEL (1991) em estagios
precoces da estomatogénese de mutantes de Tefrahymena sp. Entretanto, o nimero aumentado
destas estruturas (9 versus 3-4 observadas em Tetrahymena spp.) e o diferenciado processo de
formagdo denotam um novo padrao de desenvolvimento. Diferente, mas certamente derivado,

de Tetrahymena, o que justificaria a inclusao do género na familia Tetrahymenidae.

Quadro 3*: Comparagao entre o novo ciliado descrito e os quatro géneros da familia
Tetrahymenidae reconhecidos por LYNN (2008). Entretanto, AESCHT (2001) considera
Paraglaucoma Kahl, 1926 sindbnimo janior de Tetrahymena.

Caracteristicas Deltopylum | Lambornella | Paraglaucoma | Tetrahymena "Novo Género"

Pequeno tamanho (<100um) + + +

Livre-natante + + + + +
Holotriqueo + + o + +
Macronticleo golobular, eliptico, ou alongado + + + + +
Micronticleo presente + + + + +
Vactolo contratil presente + + + + +
Citoprocto presente + + + + +
Formagdo de cistos de resisténcia + + + + +
Agrupamento 18S-rDNA + + + + +
1-9 cinécias pods-orais + + + +

3 policinécias adorais + + + +

Membranela paroral + + + +

Transformagdo Micréstoma-Macréstoma 1 +

Ciclo de vida polimérfico +
Separagdo de Tetrahymena no Agrupamento COI + +
Transformagdao Micréstoma-Macréstoma 2 +
Protomembranelas permanentes (+ de 5) +
2 cavidades orais diferenciadas ontogeneticamente +

*A parte superior do quadro (fundo claro) indica as caracteristicas comuns aos membros da familia
Tetrahymenidae, bem como caracteres tipicamente observados em Tetrahymena spp. Nota-se que a
espécie apresentada nao compartilha de todos estes caracteres. Na parte de baixo da tabela (fundo
escuro) estdo indicadas as caracteristicas diferenciais observadas na espécie aqui descrita. + = presenca
da caracteristica. Géneros comparados: Deltopylum Fauré-Fremiet & Mugard, 1946; Lambornella
Keilin, 1921; Paraglaucoma Kahl, 1926 e Tetrahymena Furgason, 1940.

1.4.2. Sobre a posicio filogenética do novo género

As sequéncias 18S-rDNA obtidas no presente estudo apresentam elevada similaridade
(>99%) com aquelas apresentadas por FOISSNER ef al. (2003a) e DUNTHORN et al.
(2012). Tal equivaléncia, associada as descricdes morfologicas preliminares feitas por
FOISSNER ef al. (2003), indicam que o “tetrahymenideo gigante” mencionado nos referidos
trabalhos provavelmente se trata de um representante do género descrito neste trabalho. Esta
constatagdo amplia a distribuicdo geografica do taxon para, além do Brasil, Equador e

Republica Dominicana.
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As reconstrugdes filogenéticas elaboradas a partir do marcador 18S-rDNA sugerem a
sinonimiza¢do do novo género com 7Tetrahymena. De fato, pautando-se nas variacdes do gene
18S-rDNA, toda a ordem Tetrahymenida poderia ser reunida em um uUnico género
(FOISSNER et al, 2003). Assim sendo, a divergéncia entre o novo taxon apresentado e as
espécies relacionadas de Tetrahymena pode ser melhor representada pela filogenia
estabelecida a partir de outros marcadores moleculares. CHANTANGSI & LYNN (2011)
demonstraram a aplicabilidade do gene mitocondrial COI na diferenciacdo das espécies de
Tetrahymena em dois grandes grupos (australis e borealis), algo ndo detectavel com o 18S-
rDNA. A reconstrucao filogenética baseada nas variagdes do marcador COI aqui apresentada,
entretanto, demonstrou a clara separagdo do novo género em relagdo a qualquer complexo
especifico de Tetrahymena. Esta posicdo, como um clado independente, justifica seu
reconhecimento como um novo género.

A andlise filogenética baseada em sequéncias 18S-rDNA, corrobora o trabalho de
FOISSNER et al. (2003), apontando a proximidade do novo género com Tetrahymena
corlissi. Entretanto, as diferencas morfologicas existentes entre os dois tdxons exemplificam
claramente um processo macro-evolutivo deflagrado dentro do clado. De acordo com
(SIMON, 2010), este tipo de especiacdo pode estar relacionado com a abertura de novos
nichos ecoldgicos ou modificagdes no processo de desenvolvimento, o que poderia resultar
em um novo padrao corporeo.

T. corlissi ¢ um pequeno ciliado (cerca de 50um x 30 um) relativamente comum em
ambientes de agua doce, parasito facultativo de peixes (HOFFMAN et al., 1975). A
ubiquidade de 7. corlissi explicita sua tolerancia a variacdes ambientais, um atributo
ecoldgico que permitiria a colonizagdo de ambientes fitotelmais por esta espécie. Neste
sentido, a similaridade genética de deste novo género com 7. corlissi poderia ser entendida
como produto de um ancestral comum, ecologicamente similar a 7. corlissi.

Espécies tolerantes de micro-organismos e metazoarios podem explorar fitotelmos
como se estes fossem pocas temporarias (MAGUIRE, 1971). Dessa forma, eventos de
colonizagdo de fitotelmos de Bromeliaceae devem ter sido comuns tdo breve esses ambientes
tenham surgido. SITTE et al. (1991) afirmou que essa familia botanica teve sua origem no
periodo Cretaceo, a cerca de 65 milhdes de anos atras. Entretanto, eventos de especializagdo e
consequente adaptagao evolutiva a este meio parecem ter ocorrido mais de uma vez dentro da
ordem Tetrahymenida: Além da familia Bromeliophryidae, agora se reconhece este novo
género aqui descrito como um clado cuja historia evolutiva ¢ estreitamente relacionada com

as Bromeliaceae.



44

1.5. CONCLUSOES

A morfologia tnica da nova espécie apresentada extrapola a plasticidade fenotipica
observada em Tetrahymena spp. (FRANKEL, 1991), o que permite a afirmagdo de que as
divergéncias entre os dois géneros sdao mais do que um rearranjo no processo de
desenvolvimento, mas sim um evento de especiagao.

Dado o forte suporte molecular demonstrado pela reconstrucao filogenética pautada no
gene mitocondrial COI e por todas as particularidades morfologicas que destacam o ciliado
aqui descrito das espécies molecularmente mais proximas (com base em sequéncias 18S-
rDNA), este organismo deve ser interpretado como um novo taxon, rejeitando-se a proposta
de sinonimizagao feita por LYNN (2008).

O registro da nova espécie apresentada em uma bromélia endémica da Floresta
Atlantica (Portea petropolitana) e concomitantemente em uma espécie de bromélia explorada
comercialmente, comumente usada em projetos paisagisticos (Alcantarea imperialis)
corrobora DUNTHORN et al. (2012), enfatizando a inexisténcia da especificidade entre

ciliados fitotelmais e bromélias habitats.
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SECAO 11

DIVERSIDADE DE MICROEUCARIOTOS CILIADOS ASSOCIADOS A LIQUENS NO
MUNICIPIO DE JUIZ DE FORA, SUDESTE DO BRASIL E DESCRICAO DE
HEMICYCLIOSTYLA SP. NOV. (CILIOPHORA, SPIROTRICHEA, UROSTYLIDA)

RESUMO:

Este capitulo apresenta o inventario da taxocenose de Ciliophora associados a fungos epifitos
do género Parmotrema coletados no campus da Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas
Gerais. Foram reconhecidas 21 morfoespécies em observacdes in vivo, e identificadas doze 12
espécies com base na técnica de impregnagdo pelo proteinato de prata e microscopia
eletronica de varredura. Apresenta-se ainda a descricdo de Hemicycliostyla sp. nov., um novo
taxon da familia Urostylidae Biitschli, 1889. A caracteriza¢cdo do ambiente liquénico como

um habitat especializado para ciliados ¢ discutida.

2.1 INTRODUCAO

Segundo RAVEN (1996), ha cerca de 13500 espécies de fungos ascomicetos capazes
de desenvolver associagdo simbidtica com algas ou cianobactérias, em um processo
denominado liquenizacdo. MARCELLI (2006), por sua vez, afirma que a interacdo entre
fungos e fotobiontes ocorre também nos grupos dos basidiomicetos e deuteromicetos, sendo
um processo altamente vantajoso para os fungos. Este mesmo autor afirma que a liquenizagao
surgiu em momentos diferentes na historia evolutiva dos fungos.

Ha grande diversidade morfoldgica de talos de liquens, a maioria podendo ser medida
entre 1 e 30 centimetros. Mas existem formas microscopicas e, em outro extremo, organismos
que superam 1 metro de extensdao (MARCELLI, 2006). Os morfotipos denominados
“foliosos” se prendem ao substrato por projecdes especializadas, de modo que ndo ficam
completamente aderidos as superficies sobre as quais se desenvolvem. Esta condigdo
morfologica permite o acimulo de particulas de solo e pequenas quantidades de humus e
matéria organica entre o liquen e o substrato, criando um micro-hdbitat onde podem ser
encontrados bridfitas, micro-organismos procariotos e eucariotos, nematoides, rotiferos,
tardigrados e insetos (ROBERTS & ZIMMER, 1990).

Existem poucos estudos registrando a riqueza de espécies de ciliados associada a
fungos liquenizados (GELLERT, 1955; FOISSNER, 1986 ¢ ROBERTS & ZIMMER, 1990),
destacando-se estudo realizado por FOISSNER (1986) que registrou 26 espécies de ciliados
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associados a liquens coletados na Austria, Alemanha, Franca e Quénia. Entretanto, no referido
trabalho, foram eliminadas as particulas de sedimentos naturalmente presente nas amostras,
com o intuito de verificar a diversidade de ciliados presentes somente nos tecidos liquénicos.
As espécies de ciliados registradas por FOISNER (1986) em liquens foram previamente
registradas em ambientes edédficos e/ou de 4dgua doce. O referido autor sugere que fungos
liquenizados sdo habitats indspitos para ciliados. Desde entdo, os ciliados encontrados em
amostras de liquens tém sido considerados integrantes da taxocenose de ciliados do solo.
Diante da inexisténcia de inventdrios de ciliados associados a liquens no Brasil e da
escassez de trabalhos sobre ciliados em ambientes edaficos no pais, o presente estudo teve
como objetivos 'realizar inventario da taxocenose de ciliados associados a liquens epifitos
coletados em uma area urbana do municipio de Juiz de Fora, Minas Gerais, utilizando
técnicas ciliatologicas, ¢ “descrever uma nova espécie do género Hemicycliostyla Stokes,

1886.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1. Local das coletas

Com o auxilio de uma espatula, foram coletadas amostras de liquens foliosos epifitos
do género Parmotrema no Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Juiz
de Fora (S 21°46° 36.94”, W 43° 22°38”), estado de Minas Gerais, Brasil. Com este material,
foram preparados cultivos em placas de Petri, adicionando-se agua mineral e grios de arroz
com casca macerados, de acordo com FOISSNER (1992). Este método propicia a proliferacao
das bactérias naturalmente presentes nas amostras, o que induz o excistamento dos ciliados
bacterivoros. Durante a eclaboragdo dos cultivos ndao foram removidos os sedimentos

acumulados nos talos dos liquens coletados.

2.2.2. Processamento e analise das amostras

Os cultivos foram observados em microscopio estereoscopico, em aumentos de 20x a
90x. Os ciliados ativos encontrados foram triados com o auxilio de micropipetas de vidro e
dispostos entre lamina e laminula para observagdo em microscopio com contraste de fase e
contraste interferencial diferencial (DIC), em aumentos de 40x a 1000x, para observacao de
estruturas de relevancia taxondmica. Aliquotas dos ciliados presentes nas amostras foram
triadas e transferidas para uma saleira e fixadas com bouin por 30 minutos. Apods este periodo,

foram lavadas com agua destilada repetidas vezes, até a completa eliminacdo do fixador,
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deixando os ciliados imersos em uma pequena quantidade de agua. Foi adicionada uma
pequena gota de albumina glicerinada e montadas laminas para a realizacdo da técnica do
Protargol, segundo DIECKMAN (1995). Os espécimes melhor impregnados foram objetos de
estudo morfométrico realizado com o auxilio do programa Image Pro-Plus 5.0 Olympus.
Amostras de ciliados também foram fixadas e processadas segundo SILVA-NETO (1994)

para realizacao de eletromicrografias de varredura.

2.3 RESULTADOS

2.3.1. Ciliatofauna associada a fungos liquenizados

Foram encontrados 21 morfotipos de ciliados nos cultivos, classificadas segundo
LYNN (2008) no quadro 1 e ilustradas na figura 1(a-v). Dentre os morfotipos registrados,
foram identificadas doze espécies de ciliados com base em observacdes in vivo, organismos

impregnados e eletromicrografias.

2. Hemicycliostyla sp. nov.

Classe: Spirotrichea Biitschli, 1889
Subclasse: Stichotrichia Small & Lynn, 1985
Ordem: Urostylida Jankowski, 1979
Familia: Pseudourostylidae Jankowski, 1979
Género: Hemicycliostyla Stokes, 1886

Espécie: Hemicycliostyla sp. nov.

A populagdo encontrada apresenta tamanho médio de 260pm x 100um; com mais de
200 nddulos macronucleares, com cromatina fortemente condensada, dispersos de modo
homogéneo por todo o organismo, a exce¢do da extremidade anterior. A bicorona formada
por cerca de 20 cirros frontais e pré-orais ¢ fortemente impregnada pelo proteinato de prata.
Abaixo dela, inicia-se a dupla fileira de cirros ventrais, que se estende até pouco além do
inicio da zona adoral de membranelas (ZAM), na regido mediana ventral. A conspicua zona
adoral de membranelas confere um formato obliquo a extremidade antero-frontal, sendo a

regido posterior mais arredondada e mais estreita.
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Figura 1 (a-v). Protozoarios ciliados associados a liquens coletados no campus da
Universidade Federal de Juiz de Fora/Minas Gerais. a-b. Classe Colpodea; ¢. Phachodinium
metchnicoffi Certes, 1891 (Classe Spirotrichea, Ordem Phacodiniida) a esquerda e um
colpodideo (Colpodea) a direita; d-f. Classe Litostomatea; g. Classe Oligohymenophorea,
Ordem Peniculida; h. Classe Heterotrichea; i-j. Classe Oligohymenophorea, Ordem Sessilida;
I-m. Classe Spirotrichea, Ordem Euplotida; n-v. Classe Spirotrichea, Sub-classe
Stichotrichia. Barras = 20 pum.



Quadro 4: Espécies de ciliados identificadas em amostras de liquens do campus da UFJF.

Filo Ciliophora Dolfein, 1901

Imagem

Subfilo Postciliodesmatophora, Gerassimova & Seravin, 1976

Classe Heterotrichea Stein, 1859

Ordem Heterotrichida Stein, 1859

Familia Blepharismidae Jankowski in Small & Lynn, 1985

Blepharisma sinuosum Sawaya, 1940

Figura 4C

Subfilo Intramacronucleata Lynn, 1996

Classe Spirotrichea Butschli, 1889

SubClasse Phacodiniidia Small & Lynn, 1985

Ordem Phacodiniida Small & Lynn, 1985

Familia Phacodiniidae Corliss, 1979

Phacodinium metchnicoffi Certes, 1897

Figura 2B

SubClasse Hypotrichia Stein, 1859

Ordem Stichotrichida Fauré-Fremiet, 1961

Familia Oxytrichidae Ehrenberg, 1830

Cyrtohymena tetracirrata (Gellért, 1942)

Figura 2C

Pattersoniella vitiphila Foissner, 1987

Figura 3

Urosoma karinae Foissner, 1987

Figura 5A

Ordem Urostylida Jankowski, 1979

Familia Hemicycliostylidae Jankowski, 1979

Hemicycliostyla sp. n.

Figura 6

Familia Urostylidae Butschli, 1889

Anteholosticha intermedia (Dragesco, 1966)

Figura 2A

Classe Litostomatea Small & Lynn, 1981

Ordem Haptorida Corliss, 1974

Familia Spathidiidae Kahl in Doflein & Reichenow, 1929

Epispathidium amphoriforme (Greeff, 1888)

Figura 2D

Classe Colpodea Small & Lynn, 1981

Ordem Colpodida de Puytorac et al., 1974

Familia Colpodidae Bory de St. Vincent, 1826

Colpoda cucullus (Muller, 1773)

Figura 5B

Colpoda inflata (Stokes, 1884)

Figura 5C

Familia Hausmanniellidae Foissner, 1987

Bresslauides discoideus (Kahl, 1931)

Figura 4

Classe Oligohymenophorea de Puytorac et al., 1974

SubClasse Peritrichia Stein, 1859

Ordem Sessilida Kahl, 1933

Familia Vorticellidae Ehrenberg, 1838

Vorticella gracilis Dujardim, 1841

Figura 5D
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Figura 2: Espécimes impregnados pelo protargol. A= Anteholosticha intermedia; B=
Phacodinium metchnicoffi; C= Cyrtohymena tetracirrata;, D= Epispathidium amphoriforme.
Barras indicam 50pum. CC= Curvatura das Cinécias, CT= Cirros Transversos, MN=

Macronucleo, MiN= Microntcleo, ZAM= Zonda Adoral de Membranelas.
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Figura 3: Pattersoniella vitiphila impregnada pelo protargol. A= Vista ventral; B=
Micrografia eletronica de varredura. C= Regido ventral anterior destacada. Nodulos
macronucleares com bandas de condensadamento em um processo preparatdrio para a fissao
binaria (setas vermelhas). Barras indicam 50um. CF= Cirros Frontais, ZAM= Zona Adoral de

Membranelas, FME= Fileira Marginal Esquerda, FMD fileira marginal direita.
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Figura 4: Bresslauides discoideus A= Impregnado pelo protargol. B= Vista lateral em
micrografia eletronica de varredura. D= Espécime durante o processo de encistamento. C=
Blepharisma sinuosum em micrografia eletronica de varredura, vista ventral. Barras indicam
50um. MN= Macronucleo, PO= Policinécias Orais, CV= Cavidade do Infundibulo, AC=
Abertura do Citdstoma.
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Figura 5: A= Urosoma karinae impregnado pelo protargol. B= Colpoda cucullus, C=
Colpoda inflata e D= Vorticella gracilis em micrografias eletronicas de varredura. Barras
indicam 10um. ZAM= Zona Adoral de Membranelas, MN= Macronucleo, CT= Cirros

Transversos.
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Foram registrados espécimes pds-morfogénese apresentando cirros transversos
inconspicuos, conforme demonstrado em H. sphagni por PAIVA et al. (2012).

Grandes vacuolos alimentares sdo formados e visiveis no citoplasma, ocupando o
segundo terco do organismo. Apresenta um vacuolo contratil na regido dorsal, em posi¢ao
perpendicular a abertura do citéstoma.

Hemicycliostyla sp. nov. apresenta coloragao variando de transparente a amarronzada,
em observagdes in vivo. Trata-se de um dos maiores ciliados observados nos cultivos,
competindo por recursos alimentares — ciliados menores, principalmente do género Colpoda —
com Pattersoniella vitiphila Foissner, 1987. Em cerca de 50% dos cultivos elaborados,
Hemicycliostyla sp. n. tornou-se a espécie troficamente dominante, persistindo em atividade
mesmo diante do avancado estagio de decomposicdo dos liquens e da proliferacdo de
bactérias, flagelados e ciliados colpodideos. Hemicycliostyla sp. nov. desloca-se rapidamente
no meio liquido, mas também ¢ capaz de utilizar os cirros para locomover-se sobre substratos

solidos.

Quadro 5: Morfometria de Hemicycliostyla sp. nov.

X M SD SE CV Min Max n
Comprimento do corpo 260,27 | 265,705 | 40,84 9,13 15,69 | 184,69 | 339,42 20
Largura do corpo 99,705 99,8 17,54 3,92 17,59 71,46 136,52 20
Macronticleo (n) _ B -~ _ _ _ _ 20
Macronicleo (comp) 6,4025 6,29 1,13 0,25 17,64 4,17 8,73 20
Macroniicleo (larg.) 3,857 3,81 0,57 0,12 14,77 2,74 5,36 20
Micronucleo (n) 4,66 4,5 1,96 0,43 42,06 2 9 20
ZAM (comp) 99,413 | 99,615 | 12,72 2,84 12,79 | 79,82 129,59 20
ZAM / Comprimento do corpo| 0,38 0,38 0,04 | 0,0089 | 10,56 0,3 0,48 20

Legenda: X= média aritimética, M= mediana, SD= desvio padrdo, SE= erro padrdao, CV=
coeficiente de variacdo, Min= minimo, Max= maximo, n (coluna)= numero de espécimes
analisados, n (linha)= quantitativo, comp= comprimento, larg= largura. Valores medidos em

micrometros.
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Figura 6: Hemycicliostyla sp. nov. impregnados pelo proteinato de prata. A= Espécime pos-
morfogénese, apresentando as fileiras obliquas de cirros marginais, a dupla fileira de cirros
ventrais (CV) e cirros transversos inconspicuos, ampliados em C, indicados pelas setas. B=
Regido anterior destacada, com 20 cirros frontais (CF) e orais, compondo a bicorona. D=
Vista ventral completa. Legenda: MN=Macrontcleo. Barras = 50pum.
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2.4. DISCUSSAO
2.4.1. Liquens: microecossistemas pouco explorados

Dos ciliados encontrados no presente trabalho, apenas os representantes da classe
Colpodea j4 haviam sido registrados em associagcdo com liquens. Entretanto, a maior parte das
espécies encontradas sao amplamente distribuidas pelo globo, tendo sido registradas em
outros ambientes edaficos com salinidade, pH e disponibilidade hidrica extremos (BERGER,
1999; BEERGER, 2006 ¢ FOISSNER, 1993). Esta condi¢ao caracteriza tais espécies como
tolerantes as adversidades ambientais, algo confirmado pela capacidade de formagao de cistos
de resisténcia. Nesse sentido, os resultados apresentados neste capitulo podem ser
interpretados como corroborativos a afirmacao de FOISSNER (1986), que avaliou liquens
como habitats indspitos para ciliados.

Entretanto, liquens apresentam estrutura e dindmica distintas dos solos. Como
organismos vivos, liquens sdo capazes de responder ativamente as condi¢Oes de estresse.
Considerando-se a dessecagdo, por exemplo, estes organismos podem absorver vapores de
dgua para dar inicio a atividade fotossintética de seus fotobiontes, resultando no aumento da
concentragdo de carboidratos e oxigénio no tecido liquénico (LOPEZ, 2006). Ainda segundo
LOPEZ (2006), muitos liquens podem sintetizar fendis capazes de reduzir significativamente
a penetracao de radiacao ultravioleta. Além disso, com a capacidade de reter particulas de
matéria organica e minerais (LEGAZ et al., 2006) e o enorme potencial de turgidez
(MAZZITELLI et al., 2006), os liquens potencialmente apresentariam atributos fisico-
quimicos mais favoraveis para micro-organismos do que solos nus.

Considerando estas diferencas, a microbiota associada a liquens pode apresentar ciclos
de atividade diferenciados, oscilando estdgios de encistamento e trofismo de modo
independente das populagdes encontradas no solo. Embora ndo seja possivel reconhecer
algum isolamento geografico, nota-se que os dois ambientes (solo e liquens) apresentam
pressoes seletivas distintas.

Dessa forma, pode-se entender que a remog¢do de particulas de himus presentes
naturalmente nas amostras de liquens, conforme FOISSNER (1986) realizou, descaracteriza
estes organismos de sua condicdo de micro-hébitats. As interagcdes entre liquen, substrato e
ambiente devem ser observadas como um processo sinérgico, no qual a presenga de ciliados

denota avangada sucessdo ecoldgica, com espécies de alto valor adaptativo.
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2.4.2 Hemicycliostyla sp. nov. e seus congéneres

O género Hemicycliostyla foi estabelecido por Stokes, em 1886, com a descri¢ao de H.
sphagni e H. trichota. Entretanto, foi em 1979 que JANKOWSKI fixou H. sphagni como
espécie tipo, visto que Stokes ndo havia feito nenhuma indicagdo em seu trabalho. BERGER
(2006) caracteriza o género como um urostiloidea dotado de uma zona adoral de membranelas
continua, com muitos cirros frontais formando uma bicorona, muitas fileiras de cirros
somaticas e auséncia de cirros transversos. Entretanto, PAIVA ef al. (2012) demonstraram a
ocorréncia de cirros transversos inconspicuos em Hemicycliostyla sphagni.

No presente estudo, os espécimes encontrados em associa¢do com liquens apresentam
morfologia compativel com a caracterizagdo do género proposta por BERGER (2006) e
PAIVA et al. (2012), estando ausentes os cirros transversos nos espécimes em intérfase.
Entretanto, foi observada uma variavel de importancia taxondmica que niao encontrou
congruéncia com as espécies ja descritas (Quadro 6): As fileiras marginais de cirros
encontram-se fortemente inclinadas, em posicao obliqua ao eixo longitudinal do organismo.

A redefini¢do do género Hemicycliostyla feita por PAIVA et al. (2012) caracteriza o
taxon como pertencente a familia Pseudourostylidae Jankowski, 1979; com um conspicuo
arranjo de cirros frontais (bicorona); auséncia de cirros transversos em formas interfasicas
(caracteristica que diferencia o género de Pseudourostyla Borror, 1972); multiplas fileiras de
cirros marginais esquerdas e direitas, que se replicam de modo independente, sendo cada uma
originada por um Unico primoérdio parental (em Pseudourostyla as fileiras marginais se
formam a partir de multiplos primérdios). PAIVA et al., entretanto, salientam que a presenga
ou auséncia de cirros transversos pode variar entre populagoes.

BERGER (2006) apresenta 4 espécies validas para o género: Hemicycliostila lacustris
Géllert & Tamas, 1958; H. marina Kahl, 1932; H. sphagni Stokes, 1886 e H. concha (Entz,
1884). Além dessas espécies, PAIVA et al. (2012) apresentaram H. franzi (Foissner, 1987),
uma nova combinacdo para Pseudourostyla franzy, incluida no género Hemicycliostyla com
base no padrdo de replicagdo das fileiras de cirros marginais e na proximidade filogenética
indicada pelo marcador 18S-rDNA.

Hemicycliostyla marina ocorre somente em regides marinhas no norte do oceano
Atlantico e nos mares articos. H. concha ¢ caracterizada por apresentar apenas dois nodulos
macronucleares e pronunciada curvatura da por¢ao anterior das membranas endoral e paroral.
H. franzi apresenta cirros transversos durante a intérfase; H. lacustris foi registrada apenas em

ambientes de dgua doce, apresenta comprimento médio de 200um e cerca de 50 nodulos
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macronucleares. Dessa forma, Hemicycliostyla sp. n. ¢ morfologicamente e ecologicamente
mais relacionada com H. sphagni, que, embora tenha maior tamanho (450pm x 120pum, em
média), apresenta igualmente o numero elevado (mais de 200) de nodulos macronucleares e
teve sua ocorréncia registrada em musgos proximos a reservatorios artificiais de agua doce no
norte do Brasil (BERGER, 2006; PAIVA et al., 2012).

Entretanto, mesmo diante de tal similaridade, Hemicycliostyla sp. n. difere de seus
congéneres por apresentar unico padrdo de distribui¢do das fileiras marginais de cirros, sendo
estas acentuadamente inclinadas. Dessa forma, as fileiras direitas projetam-se em direcdo a
regido ventral, e a esquerda, a dorsal. O comprimento médio (260um) e a ocorréncia em
associacao com fungos liquenizados também sdo caracteristicas diferenciadas, que sustentam

a populacdo encontrada neste estudo como pertencentes a uma espécie nova.

Quadro 6: Comparacdo de Hemicycliostyla sp. n. com as demais espécies do género:

Nodulos macronucleares N |Marinha |Agua doce [Terrestre |Comp. Médio |Posicao das FM
Hemicycliostyla sphagni 200-400 X X 470um Alinhadas
Hemicycliostila lacustris 50 X 200um Alinhadas
Hemicycliostyla concha 2 X 170um Alinhadas
Hemicycliostyla marina 50-100 X 215um Alinhadas
Hemicycliostyla franzi* 200-400 X 250um Alinhadas
Hemicycliostyla sp. n. 200-400 X 260um Obligua

N= numero; Comp= comprimento; FM= fileiras marginais de cirros. *Apresenta cirros
transversos durante a intérfase, caracteristica plesiomorfica do género.

CONCLUSAO

Liquens sdo micro-hédbitats com significativa riqueza de espécies de ciliados. Os
diversos fatores bidticos e abidticos que se somam a interagdo fungo, fotobionte e substrato
resultam na formagao de um ambiente especializado, no qual ocorrem populagdes de ciliados
— predominantemente terrestres — resistentes as suas condigoes.

Hemicycliostyla sp. n. difere dos demais congéneres por apresentar fileiras de cirros
marginais em posi¢do obliqua ao eixo longitudinal do organismo, pelo tamanho corporal e
pela ocorréncia em ambiente liquénico. Esta caracterizacdo justifica e sustenta a proposi¢ao
da espécie encontrada como um novo taxon.

Inventarios detalhados da taxocenose de Ciliophora em liquens tém proporcionado a
descri¢do de novas espécies (GELLERT, 1955; FOISSNER, 1986), como Hemicycliostyla

sp.n., no presente estudo. Estas amostragens tornam-se relevantes ainda, por gerarem
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informagdes que contribuem para o entendimento sobre o percentual de espécies endémicas
de ciliados, uma questdo sobre biogeografia destes micro-organismos, para a qual ainda nao

ha consenso.
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CONSIDERACOES FINAIS

A ocorréncia de representantes do filo Ciliophora em micro-habitats especializados
reflete a ampla distribuicdo geografica deste tdxon, que ¢ tida como consequéncia de sua
longa histdria evolutiva e dos diversos modos de vida apresentados por esses microeucariotos.
Entretanto, mais do que o senso comum sobre a ecologia de micro-organismos, em ambientes
como tanques de bromélias e liquens tém-se registrado espécies novas em proporgdes
diretamente relacionadas ao numero de amostragens realizadas. Em ressondncia com essa
afirmativa, a presente dissertagdo propde um novo género de ciliado pertencente a familia
Tetrahymenidae, encontrado em fitotelmos, e Hemicycliostyla sp. n., encontrada associada a
fungos liquenizados.

A presente dissertacdo, em sua primeira se¢ao, demonstrou também que o marcador
molecular citocromo oxidase sub-unidade I apresenta maior eficacia em analises filogenéticas
envolvendo representantes da familia Tetrahymenidae, em detrimento da baixa resolucdo do
marcador 18S-rDNA em diferenciar géneros e espécies pertencentes a essa familia.

Além disso, pdde-se concluir com os resultados dessa dissertacdo, que inventarios de
ciliados sdo relevantes por gerar informagdes sobre a dispersdo geografica de certas espécies.
O percentual de endemismo destes micro-organismos ¢ algo indefinido, que s6 podera ser
adequadamente estimado com o maior conhecimento sobre a taxocenose de Ciliophora em
diferentes biomas e micro-habitats existentes.

Observacgdes sobre a estrutura e dindmica dos meios explorados neste trabalho
permitiram entender que as condicdes especializadas de cada um desses ambientes fornecem
pressoes seletivas distintas do meio ao redor. Isto fica evidente em fitotelmos, onde se pode
perceber o forte isolamento geografico das populagdes, com relacdo as demais comunidades
de 4gua doce. Em liquens, entretanto, nota-se que particulas de solo, podendo conter cistos de
ciliados, sdao elementos componentes do micro-habitat estabelecido, representando populagdes
imigrantes e entrada de matéria.

Entretanto, como adendo, salienta-se neste texto a dependéncia da taxonomia de
ciliados de técnicas de impregnacdo pela prata cuja reprodutibilidade ¢ contestavel e
invariavelmente proporcionam perda de espécimes de modo comprometedor para a producao
cientifica. Dessa forma, torna-se de suma importancia a busca por novos métodos ou
aprimoracao das técnicas de estudo morfoldgico, no intuito de se obter informagodes
taxondmicas, reprodutibilidade eficaz e durabilidade para que os organismos processados

possam ser armazenados como tipos nomenclaturais.
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