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“For 15 years, the eukaryote Tree of Life (eTolL) has been divided into five to eight major
groupings, known as "supergroups’. However, the tree has been profoundly rearranged during
this time. The new eTol results from the widespread application of phylogenomics and
numerous discoveries of major lineages of eukaryotes, mostly free-living heterotrophic
protists. The evidence that supports the tree has transitioned from a synthesis of molecular
phylogenetics and biological characters to purely molecular phylogenetics. Most current
supergroups lack defining morphological or cell-biological characteristics, making the
supergroup label even more arbitrary than before. Going forward, the combination of
traditional culturing with maturing culture-free approaches and phylogenomics should
accelerate the process of completing and resolving the eTol at its deepest levels.” 1

1 Burki et al. (2020). The new tree of eukaryotes. Trends Ecol. Evol. 35: 43-55.
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Journalist: “What is a microalga?”
FAO states: “It is @ microscopic, motile or non-motile chlorophyll-containing plant.”
Journalist: “Really, microalgae are plants?”

Some random website: “Yes, they are tiny little plants producing highly beneficial compounds
for humankind.”

Journalist: “Oh, so you’re not talking about plants, like those green plants. You’re talking
about little plants, like... little factories...”

An illuminated scientist responds: “Err... | was talking about them both, but not really,
because some of them are not plants.”

Journalist looking confused: “I don’t understand what you mean.”

A young algaeneer intervenes and says: “Never mind, it’s too complicated.” *

1 - Conversa imagindria, mas baseada em defini¢des encontradas na internet, com graus de fiabilidade bem diversos, cujo
jogo de palavras sé funciona em inglés. Algaeneer = “Algae Engineer”, nome dado aos jovens investigadores do mundo das
algas, os quais ja tém a sua propria conferéncia, YAS = Young Algaeneers Symposium.”
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1. Nota prévia

O desenvolvimento de qualquer projeto biotecnoldgico devera se apoiar em bases
bioldgicas sélidas. A biotecnologia de microalgas nao é diferente, necessitando de uma
estreita interagdo entre a biologia (molecular), bioquimica e diversas tecnologias para
implementar as aplicagdes desejadas pela industria e respetivos clientes. Porém,
“microalga” é um termo de conveniéncia que ndo respeita os grandes grupos
(megagrupos) que nos sdao dados pelo estudo da biologia evolutiva. Por conseguinte, esta
licdo ndo se cingira apenas a eucariontes fotossintéticos, ou seja, as referidas
“microalgas”, mas antes focar-se-a nos principais megagrupos de eucariontes que, em
geral, sdo microscopicos e unicelulares, tendo varias linhagens adquirido a capacidade
fotossintética por processos de endossimbiose e/ou cleptoplastia.

Nesta licao serao referidos e discutidos os recentes desenvolvimentos da biologia
molecular e bioquimica que tém permitido a sua aplicagdao na elucidagao dos grandes
grupos de eucariontes unicelulares através da inferéncia filogenética a nivel ndo so6 de
conjuntos de dados cada vez maiores (que incluem matrizes com mais de 150 genes),
como também da comparagdo a nivel gendmico. Assim, nesta ligao pretende-se dar uma
perspetiva histdrica dos sistemas de classificagao, especialmente da dita “arvore da vida
dos eucariontes”. Parte-se desde a classificagdo dicotdmica de Lineu até a atual arvore
da vida pelos estudos mais recentes a nivel da filogenia e filogendmica pelos grupos de
investigacao de Patrick Keeling, Alastair Simpson e Fabien Burki. Finalmente, termina-se
com a explicagao da importancia deste conhecimento e como este pode ser aplicado na

biotecnologia de microalgas.



Jodo Varela — Ligdo sobre as Novas Perspectivas sobre a Arvore da Vida

2. Plano da Ligao Sintese

2.1 Sumario

A sistematizacdo da biodiversidade e da sua classificagdo tem sofrido grandes
alteragdes ao longo do tempo a medida que o conhecimento humano tem evoluido.
Inicialmente, baseada principalmente em caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas e
bioquimicas, com o advento da biologia molecular e da sequenciacdo de (meta)genomas e
(meta)transcritomas em larga escala, ganharam-se novas perspetivas de como classificar esta
biodiversidade. Apesar destas transicdes do conhecimento biolégico e tecnoldgico, a
classificagdao hierarquica de Lineu é ainda mantida e até expandida, com conceitos de taxa
mais abrangentes, acima dos reinos, como os “impérios” de Cavalier-Smith e os dominios da
vida propostos por Carl Woese. Nesta licao, da-se inicialmente uma perspetiva histdrica dos
sistemas de classificacdo da biodiversidade dos eucariontes, com principal foco nos grandes
taxa, ja que praticamente todos eles incluem organismos unicelulares, comummente
designados por “protistas”. Inclui a discussao realizada por Robert Whittaker nas propostas
de 2 a 5 reinos e das propostas de Cavalier-Smith de 6 reinos. Esta exposi¢cdao culmina com a
discussdo da introducdo do conceito de classificacdo mais cladisticos, que inclui o conceito
mais recente de taxa sem hierarquia definida designados por “supergrupos”. Passa-se
brevemente a explicar a biodiversidade dos supergrupos TSAR, Archaeplastida, Amorphea,
Haptista, Criptista e “Excavata”, este ultimo ja defunto pela comprovagao da sua polifilia.
Termina-se com a discussao da importancia de se conhecer a histéria evolutiva dos

organismos com que se trabalha para realizar trabalhos de biologia aplicada e biotechnologia.

2.2 Objetivos

O principal objetivo desta licdo é dar uma perspetiva evolutiva em relagao a
biodiversidade de microrganismos unicelulares eucariéticos, frequentemente designados por
“protistas”. O objetivo final é dar aos alunos em processo de obter o seu grau de doutor
ferramentas de melhor entenderem como estes organismos se relacionam uns com os outros

e como este conhecimento pode ser aproveitado para prever a sua bioquimica e fisiologia.
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2.3 Conteudos da Licao Sintese

2.3.1 Perspetiva historica dos sistemas de classificagcdo da biodiversidade

No seu artigo seminal publicado na revista Science em 1969, Robert Whittaker exp6s com
grande clareza as limitagdes das classificagdes até entdao. Referiu, em primeiro lugar, a
classificagao naturalista e simplista na divisao da biodiversidade em dois grandes reinos, o
Reino Animal e o Reino Vegetal, tal como formulado por Carl Linnaeus (Whittaker, 1969). De
acordo com esta classificacdo, os animais corresponderiam a todos os organismos capazes de
movimento e ingestao de alimentos e as plantas seriam os organismos nao moteis, mas
capazes de realizar fotossintese, obtendo os nutrientes através de raizes. Em geral, o foco
deste tipo de classificagdo naturalista seriam os organismos terrestres macroscépicos. Porém,
era evidente que esta classificagdao dualista levantava varios problemas. Por exemplo, os
fungos seriam organismos “vegetais” por ndo se moverem, havendo quem sugerisse que eles
descendiam de algas que tinham perdido a capacidade fotossintética.

Com a descoberta de uma cada vez maior biodiversidade a nivel microscépico, esta
dualidade foi posta em causa, por exemplo, pela descoberta de organismos flagelados (por
ex., Euglena e Dunaliella), logo moéteis, com a capacidade de fotossintetizar, sendo os mesmos
organismos, por vezes, classificados como animais por zodlogos e como plantas por
botanicos. Assim, foi inicialmente proposto um terceiro reino, designado por “Protoctista”
por John Hogg ou “Protista” por Ernst Haeckel, que incluiria estas formas de vida “mais
rudimentares” em que no primeiro caso seriam incluidos organismos multicelulares como os
fungos e que no segundo caso seriam apenas incluidos organismos unicelulares (Whittaker,
1969).

Mais tarde, ja no século XX, Herbert Copeland sugeriu um quarto reino designado por
Mychota ou Monera, onde seriam colocados os organismos sem verdadeiro nucleo, isto &, as
bactérias e as ditas “algas azul-esverdeadas”. Nesta classificagdo, “protistas” nao
fotossintéticos, algas e fungos foram colocados no reino Protoctista. No entanto, Whittaker
(1969) contrapde que o sistema sugerido por Copeland falha por varios motivos: 1) ndo tem
em conta a trofia dos organismos, nomeadamente fotossintese para o Reino Plantae /
Metaphyta, ingestdo para o Reino Animalia / Metazoa e absorg¢do para os fungos mais
evoluidos; 2) os reinos incluem organismos de diferentes graus de organizagao celular e

diferenciagdo tecidular, o que conduz a uma definigdo arbitraria da inclusdao de organismos
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no Reino Protoctista ou nos reinos de organismos mais evoluidos como Metaphyta e
Metazoa; e 3) o Reino Protoctista assemelha-se mais a uma confederacdo de organismos que
foram excluidos dos restantes reinos.

Devido a estas objegdes, em 1959, Whittaker sugeriu também um sistema de 4 reinos,
dando mais énfase a trofia, em que inclui procariontes e eucariontes mais simples no reino
Protista. O Reino Plantae passa a incluir a maior parte das algas eucaridticas, incluindo as
clorofitas e rodofitas, mas exclui algas “mais simples” como as criséfitas, “pirréfitas” (por ex.,
dinoflagelados e criptdfitas) e as euglendfitas, que sdo classificadas como pertencentes ao
Reino Protista. Porém, mais tarde, Whittaker sugeriria um refinamento ao seu sistema de
classificagdao de 4 reinos, colocando os procariontes num quinto reino designado por Monera.

Porém, Whittaker (1969) ja reconhecia que o sistema de cinco reinos apresentava
limitagOes claras e que conduzia a agrupamentos de taxa polifiléticos. Além disso, a inclusao
das clordfitas no reino Plantae violava, precisamente, a definicdo deste tdxon, que deveria
apenas conter organismos eucariontes multicelulares. Apesar disso, este sistema é ainda o

que é ensinado em Biologia aos alunos do 112 ano.

2.3.2 Sistemas de seis reinos proposta por Cavalier-Smith

Com os avangos tecnoldgicos na sequenciacdao do material genético, Carl Woese, Jan Sapp
e outros sistematas moleculares, comecaram a por em causa a énfase de Whittaker na trofia
como um dos principais critérios na definicdo dos grandes grupos de organismos. Apesar dos
sistemas de classificagao de Whittaker reconhecerem aspetos evolutivos, ndo respeitavam a
filogenia.

Assim, nos anos 70, a classificagdo proposta por Whittaker foi rejeitada, sendo proposta
uma classificagao cladistica em que a filogenia deveria ser um dos critérios mais importantes
na definicdo e agrupamentos de taxa. Além disso, a descoberta das Archaea levou a que
Woese sugerisse que todos os organismos poderiam ser divididos em trés dominios: Archaea,
Bacteria e Eukarya. Porém, Woese mostrou-se bastante critico em relacdo a dicotomia
procarionte / eucarionte, chegando ao ponto de sugerir a eliminagdo destes termos do
vocabulario bioldgico. No entanto, esta sugestao foi largamente ignorada (Hagen, 2012).

Outro contribuinte importante na definicdo dos grandes grupos taxondmicos foi Sir
Timothy Cavalier-Smith. Este investigador manteve a distingdo entre procariontes e

eucariontes, criando uma hierarquia taxonémica designada por Império, separando-os em



Jodo Varela — Licdo sobre as Novas Perspectivas sobre a Arvore da Vida

Impérios Prokaryota e Eukaryota. O primeiro incluiria as Negibacteria (= bactérias Gram

negativas) com duas membranas e um espaco peripldasmico (Cavalier-Smith, 2004). Porém,

com a perda da membrana exterior, teriam surgido as Unibacteria, que englobaria as

Posibacteria (= Gram positivas) e as “archaeabacteria” (Fig. 1).

Dos procariontes, e com o desenvolvimento do sistema endomembranar, teriam surgidos

duas grandes linhagens eucaridticas, nomeadamente os “Unikonts” e os “Bikonts”, que

originalmente derivariam de um ancestral comum mono- e biciliado, respetivamente. A

separacao destas linhagens tinha sido precedida pela captura de uma alfa-proteobactéria por

um eucarionte fagotrofico, cerca de 900 milhdes de anos atrds, que deu origem as

mitocondrias. Este evento endossimbidtico parece ter sucedido uma Unica vez durante a

CABOZOA bikonts unikonts (ancestrally
Excavata (ancestrally biciliate eukaryotes) uniciliate eukaryotes)
Metamonada - —\

Euglenozoa kingdom Plantae kingdom kingdom kingdom

Percolozoa ? Viridaeplantae . Rhodophyta | | Chromista Animalia Fungi

Lanikansi : (green plants) chromalveolates Choanozoa
Rhizaria .© Glaucophyta Alveolata '
.. . opisthokonts

Foraminifera [] plastid GAPDH A

Cercozoa* 1 (CHLOROPLAST replacement posterior cilium; flat
polyubiquitin I Heliozoa cortical alveoli (corticates) mitochondrial cristae;

insertion A EF1-o insertion
. )
Radiozoa ¢V "\ ~7 ___ ?— — - Apusozoa Amoebozoa
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empire ancestral heterotrophic aerobic uniciliate eukaryote ca. 900 Myr ago
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) _ hyperthermophily; N-linked
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. histones H3/4

reverse gyrase

empire Prokaryota
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outer Bacteria
membrane eubacteria
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@ Negiba;teria

origin of life and photosynthesis ? 2.9-3.5 Gyr ago

Fig. 1 — Evolucdo dos grandes grupos como propostos por Cavalier-Smith (2004). De se notar

gue o processo evolutivo se inicia com

endomembranar, citoesqueleto, nucleo

os procariontes. Apds a aquisicdo do sistema
e cilios, ter-se-a dado a captura de uma

proteobactéria, que deu origem as mitocéndrias. Esta especializacdo permitiu o aumento do

tamanho e complexidade da célula eucariética. Deste ancestral comum, segundo este autor,

desenvolveram-se dois grandes ramos evolutivos, os “Bikonts” (por ex., os reinos Plantae e

Chromista) e os “Unikonts” (por ex., os Reinos Animalia e Fungi).




Jodo Varela — Ligdo sobre as Novas Perspectivas sobre a Arvore da Vida

evolucdo, ja que todas as mitocondrias parecem descender de um ancestral comum (Cavalier-
Smith, 2004), ja que os mecanismos de importacdo de proteinas para este organito
pareceriam ser relativamente bem conservados.

O mesmo ndo parece ser verdade para os cloroplastos, que aparentemente foram
originados por eventos endossimbioticos diversos. Cavalier-Smith identificou trés eventos
principais: 1) evento endossimbidtico primdrio em que um eucarionte capturou uma
cianobactéria que continha clorofila a e b, bem como ficobilinas, dando origem ao reino
Plantae, o qual incluiria as algas glaucodfitas, roddéfitas e clordfitas; 2) endossimbiose
secundaria em que um eucarionte capturara uma rodoéfita, dando origem a um novo reino
designado por Chromista; e ainda 3) um evento endossimbidtico pela captura de uma
clordéfita por um predador eucaridtico, dando origem aos “Cabozoa”, uma “clade” que
incluiria duas “sub-clades”: Rhizaria e Excavata (Fig. 1).

Apesar do Reino Plantae ndo levantar grandes duvidas em relagdo a sua monofilia,
embora isso tenha sido posta em causa mais recentemente, o estabelecimento do Reino
Chromista e da clade Cabozoa seria mais contencioso. No que respeita ao Reino Chromista,
este incluiria as criptofitas, haptdfitas (por ex., cocolitéforos e algas como Isochrysis spp. e
Pavlova spp.) e as ocréfitas (por ex., faedfitas, eustigmatdfitas e diatomaceas). Foi, entdo,
sugerido igualmente por Cavalier-Smith que os Alveolata (por ex., dinoflagelados)
partilhariam um ancestral comum com os organismos anteriores. Esta asser¢ao foi designada
pela “hipétese Chromalveolata” que propunha que todos os cloroplastos das linhagens
Chromista e Alveolata teriam derivado de um Unico evento endossimbidtico entre um
eucarionte fagotrofico e uma alga vermelha. Tal parecia ser apoiado por vdrias semelhangas
a nivel celular e molecular: 1) a ocorréncia de clorofila ¢ na maior parte dos organismos com
cloroplastos; 2) a semelhanca da topologia dos cloroplastos em relacdo ao sistema
endomembranar e nucleo, incluindo o fato de possuirem 4 membranas; e 3) a grande
proximidade entre haptdfitas, criptofitas e ocréfitas (= heterokonts) em andlises filogenéticas

dos genomas plastidiais respetivos.

2.3.3 Problemas com a classificagdo de 6 reinos e a introdugao de “supergrupos”

As primeiras indicagdes que complicaram a confirmagdao da hipdétese Chromalveolata
derivaram da analise dos genomas plastidiais de alveolados como os Apicomplexa, que

apresentavam genomas plastidiais muito reduzidos, devido a se terem tornado parasitas

10
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intracelulares (Keeling, 2013). Outro problema correspondia aos genomas plastidiais muito
complexos dos dinoflagelados, que se tinham sido pulverizados em pequenos minicirculos,
em que a maior parte dos genes teriam migrado para o nucleo da célula hospedeira. Devido
a este facto, tornou-se quase impossivel de comparar genomas plastidiais entre os
Apicomplexa e os dinoflagelados. Para resolver esta dificuldade, procurou-se comparar genes
gue tinham migrado para o nucleo, mas esta comparac¢do deu uma forte indicagcdo que estes
genes eram nao soO paralogos, mas mesmo nao homologos. Estudos de algas simbidticas de
corais e com genomas menos reduzidos sugeriram que os cloroplastos dos alveolados teriam
uma origem comum e que os cloroplastos dos dinoflagelados teriam derivado da mesma alga
vermelha, mas que isso ndo seria algo universal para todos os “cromalveolados”.

No entanto, o estudo dos genomas dos hospedeiros destes plastos confirmou que os
heterokonts (designados por Stramenopiles por Keeling), alveolados e as amibas e
amiboflagelados pertencentes aos Rhizaria pertenciam a uma grande clade designada por
SAR (= Stramenopiles + Alveolata + Rhizaria). Porém, esta clade punha em causa a juncdo dos
Rhizaria com os Excavata na “clade” Cabozoa. Além disso, comecaram a aparecer as primeiras
evidéncias que as haptdfitas e criptofitas ndo sé nao deveriam ser consideradas como clades
evolutivamente préximas (hipotese “Hacrobia”), mas também que ndo deveriam pertencer a
clade SAR. Igualmente, com o desenvolvimento de matrizes contendo um nimero crescente
de genes e de uma abordagem cada vez mais cladistica, comegaram a ser sugeridos taxa sem
uma designacdo hieradrquica indefinida (Adl et al., 2005, 2012), isto &, os “supergrupos”.

2.3.4 A era dos “Supergrupos”

Atualmente, com estudos de filogenia com conjuntos de genes cada vez maiores,
comegou a ficar claro que os eucariontes poderiam ser agrupados em seis grandes clades (Fig.
2), nomeadamente o megagrupo SAR, “Hacrobia”, mas ja com evidéncias de que seria um
megagrupo polifilético, Archaeplastida, e Excavata, que corresponderiam aos ditos “bikonts”.
Os “unikonts” ficariam agrupados em dois megagrupos, Opisthokonta e Amoebozoa (Keeling,

2013).

11
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Fig. 2 — A arvore dos eucariontes como proposta por Keeling (2013). Podem-se distinguir seis
megagrupos, nomeadamente os Excavata (por ex., Euglena e Leishmania), Archaeplastida
(por ex., Chlorophyta e Rhodophyta), “Hacrobia” (por ex., Haptophyta e Cryptophyta), SAR
(Stramenopiles, Alveolata e Rhizaria), Opisthokonta (por ex., animais e fungos) e amibas
pertencentes ao grande grupo das Amoebozoa.

Mais recentemente, com os avancos da filogendmica, esta proposta inicial foi refinada
e reportada por Burki et al. (2020). Nesta proposta, foi introduzido um novo megagrupo
designado por TSAR, o qual englobar o antigo megagrupo SAR e Telonema. Este Ultimo taxon
corresponde a um grupo de microflagelados que se alimentam de bactérias, com alvéolos
corticais com estruturas paracristalinas (Fig. 3). Os “Hacrobia” sdo separados em dois
megagrupos designados por Haptista e Cryptista, que incluem as Haptophyta e as
Cryptophyta, respetivamente. O primeiro parece ser uma clade irma do megagrupo TSAR e a

segunda uma clade irma do megagrupo Archaeplastida.

12
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Fig. 3 — A nova arvore dos eucariontes como proposta por Burki et al. (2020). Os supergrupos
TSAR, Haptista, Cryptista, Archaeplastida e Amorphea correspondem aos grupos mais
biodiversos. Os taxa indicados com uma estrela correspondem aos supergrupos que foram
originalmente propostos por F. Burki, P. Keeling, A. Simpson e colegas. Porém, com o
isolamento de novos organismos e estudos do seu genoma, chegou-se a conclusdo de que
alguns antigos supergrupos eram polifiléticos (por ex., “Excavata”, que inclui as microalgas
Euglena e parasitas como a Leishmania) e que haveria novos ramos desta arvore de
biodiversidade baixa e praticamente desconhecidos em termos moleculares antes de 2004
(marcados com um circulo preto).

Os Opisthokonta e Amoebozoa, ou seja, os antigos “unikonts” sdo agrupados com
outros eucariontes para formar um novo megagrupo designado por Amorphea, sendo
confirmada a polifilia dos “Excavata”. Outros megagrupos sao identificados, mas a sua

importancia é limitada pela sua baixa contribuigdo para a biodiversidade dos eucariontes.

2.3.5 A importancia de uma perspetiva evolutiva em biotecnologia

Embora os estudos taxondmicos baseados na morfologia tenham caido, infelizmente,
num relativo esquecimento, a filogenia e a filogendmica tém permitido o ressurgir e até
revolucionar como entendemos como os eucariontes se relacionam entre si em termos
evolutivos. Apesar da biotecnologia ser cada vez mais apelativa, ndo sé para as entidades
financiadoras, como para os investigadores e estudantes, esta tem de basear em

fundamentos bioldgicos e bioquimicos para ser eficiente e frutuosa. Existem duas
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consequéncias principais derivadas deste conhecimento: 1) capacidade de prever a resposta
de certos microrganismos em termos de gamas do espectro eletromagnético obtidas por
LEDs para a indugdao de compostos de alto valor acrescentado (Schulze et al., 2017; Schiiler
etal., 2022); e 2) um melhor entendimento da bioquimica e biologia molecular de um dado
organismo dada a sua filogenia, nomeadamente compreender a razdo porque 0s organismos
do megagrupo Amorphea, Archaeplastida e Stramenopiles terem, respetivamente, o
glicogénio, amido e B-glucanos (por ex., crisolaminarina) como polissacaridos de reserva (Ball
et al., 2011). Por outras palavras, a bioquimica e a biologia molecular refletem o historial
evolutivo comum de organismos pertencentes a um dado megagrupo e confirmam a
congruéncia dos atuais megagrupos no que respeita ao seu parentesco filogenético e/ou

filogendmico.

2.4 Recursos e estratégias cientifico-pedagogicas

Para os alunos terem um ponto de partida para a matéria da licdo, os alunos terao
acesso a apresentagao PowerPoint transformada em PDF numa plataforma Moodle, que sera
complementada pelo sumario respetivo. Esta licdo sera complementada por uma discussao
em uma aula tedrico-pratica de alguns artigos citados nesta licdo. Artigos seminais serdao os
de Whittaker (1969), Cavalier-Smith (2004), Hagen (2012), Keeling (2013) e Burki et al.
(2020).

Além disso, sdo propostos pontos de discussdo, tais como indicados na caixa texto

seguinte:

1. Porque Cavalier-Smith propds que as bactérias Gram-negativas seriam os
organismos primordiais que possibilitaram o aparecimento dos eucariontes?

2. Por que razdo as mitocondrias resultaram de um evento Unico de
endossimbiose e os cloroplastos resultaram e ainda resultam de multiplos
eventos endossimbidticos?

3. Qual a atual visao sobre a dicotomia “unikont” e “bikont” tal como indicada
por Cavalier-Smith?

4. Qual a importancia do estudo da histéria evolutiva dos organismos
eucariontes unicelulares, ja que a maioria dos bidlogos se dedica
principalmente ao estudo de organismos multicelulares?

5. Que aplicagdes pode ter o estudo destes organismos mais simples, mas que
possuem uma complexidade intracelular, por vezes, maior que os organismos
multicelulares, com a coexisténcia ndo de 2, mas de 4 genomas distribuidos
por tantos compartimentos endomembranares?
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