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RESUMO

A secdo Virescentia do género Batrachospermum corresponde a espécies
com aparéncia esverdeada e verticlos bem desenvolvidos,
carposporéfitos grandes produzidos isoladamente ou em pares e
inseridos no eixo principal, ramos carpogoniais retos e curtos originados
das células pericentrais ou células fasciculares proximais, e carpogoénio
com tricoginios alongados e pedicelados. O presente estudo teve como
objetivo inferir as relacdes filogenéticas, bem como os limites de variacao
intra e interespecifico das espécies da se¢do Virescentia com base na
analise morfolégica e molecular, utilizando caracteres diagndésticos
atualmente aceitos e dois marcadores moleculares: gene plastidial que
codifica a subunidade grande da RUBISCO (rbcL — 1.282 pares de base,
pb) e as regides de “barcode” (664 pb) e “mini-barcode” (246 pb) do gene
mitocondrial que codifica a subunidade 1 da citocromo ¢ oxidase (cox1).
Foram analisadas amostras provenientes das regides biogeograficas
neotropical, neéartica e paleartica, além de exsicatas dos espécimes-tipo
da secao provenientes do Herbéario PC (Paris, Franca) e exsicatas de
espécimes do Brasil e Japado. Analises baseadas nas sequéncias de rbcL,
cox1 e “mini-barcode” foram congruentes, indicando niveis de divergéncia
suficientes para distinguir espécies dentro da secao. Analises moleculares
revelaram a secdo Virescentia como monofilética e evidenciaram clados
bem definidos, com nitida reparticdo biogeografica e associados a uma
divergéncia relativamente alta nas sequéncias entre estes grupos, 0 que
sugere que as amostras das diferentes regides do globo correspondem a,
pelo menos, cinco espécies distintas: B. viride-brasiliense, B. vogesiacum,
B. helminthosum, Batrachospermum sp.1 e Batrachospermum sp.2. O
exame dos tipos nomenclaturais, bem como de amostras criticas na
histéria do grupo, permitiu reconhecer dez espécies para a secao

Virescentia com base em caracteres morfologicos diagndsticos e



distribuicdo biogeografica: B. bakarense, B. crispatum, B. gombakense, B.
gulbenkianum, B. transtaganum, B. helminthosum, B. viride-brasiliense, B.

vogesiacum, Batrachospermum sp.1 e Batrachospermum sp.2.

Palavras-chave: Batrachospermales, Batrachospermum, cox1, rbclL,

sistematica, Virescentia



ABSTRACT

Section Virescentia of genre Batrachospermum comprises species with a
greenish appearance and well-developed whorls, carposporophytes are
produced singly or in pairs along the main axis, carpogonial branches are
straight and short, arise from pericentral cells or proximal fascicle cells and
carpogonia are elongate with cylindrical and pedicellate trichogynes. The
goals of this study were to infer the phylogenetic relationships, as well as
the limits of intra and interspecific variation among the species of
Virescentia section, based on morphological and molecular analyses,
using the diagnostic characters currently accepted and two molecular
markers: the plastidial gene that encodes the RUBISCO large subunit
(rbcL — 1282 bp) and the “barcode” (664 bp) and “mini-barcode” (246 bp)
regions of the mitochondrial gene cox1 that encodes the cytochrome c
oxidase sub-unity 1. We analyzed samples from the neotropical, neartic
and paleartic biogeographic realms and dried archival samples (type
specimens) from PC Herbarium (Paris, France) and dried archival samples
from Brazil and Japan. Analyses based on rbcL, coxl and mini-barcode
sequences were congruent and showed section Virescentia as a clear
monophyletic group, with enough divergence to distinguish species among
the section. Molecular analyses revealed the Virescentia section as
monophyletic  and showed well-defined clades, with distinct
biogeographical distribution and associated with a relatively high
divergence in sequences between these groups, suggesting that the
samples of the different parts of the world correspond to at least five
distinct species: B. viride-brasiliense, B. vogesiacum, B. helminthosum,
Batrachospermum sp.1 and Batrachospermum sp.2. The examination of
types, as well as critical samples in the history of the group, allowed to
recognize ten species for the Virescentia section based on diagnostics
morphological characters and biogeographic distribution: B. bakarense, B.

crispatum, B. gombakense, B. gulbenkianum, B. transtaganum, B.



helminthosum, B. viride-brasiliense, B. vogesiacum, Batrachospermum

sp.1l and Batrachospermum sp.2.

Key index words: Batrachospermales, Batrachospermum, coxl1, rbcL,

Rhodophyta, systematics, Virescentia
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1. INTRODUCAO GERAL

As algas vermelhas (Rhodophyta) representam um grupo antigo, sendo que seu mais
antigo registro fossil é datado de um periodo situado entre 1,267 bilhGes de anos a 723
milhdes de anos. A maioria das roddfitas habita ambientes marinhos (98%), mas muitos
tdxons bem conhecidos sdo de hébitats de dgua doce e nascentes de dgua quente e acida.
Certas algas vermelhas marinhas podem viver em profundidades onde a luz quase ndo
penetra, como as algas crostosas calcificadas observadas a 268 metros de profundidade nas
Bahamas (FRANCESCHINI et al., 2010). Também foram relatadas em florestas tropicais
como membros de comunidades subaéreas (GURGEL & LOPEZ-BAUTISTA, 2007). Em
regides tropicais e subtropicais dos ecossistemas marinhos costeiros, Rhodophyta representa
mais de 60% das espécies de macroalgas (NORTON et al., 1996). No Brasil, mais de 640
espécies de macroalgas marinhas sdo conhecidas ao longo da costa do pais, sendo que as
rodofitas somam mais de 390 espécies, correspondendo a cerca de 60% da diversidade de
macroalgas (HORTA et al., 2001). As roddéfitas continentais ocorrem geralmente em aguas
correntes e estdo amplamente distribuidas em bacias de drenagem de regides articas a
tropicais (NECCHI et al.,1999). No Brasil foram registradas aproximadamente 50 espécies de
rodofitas continentais (NECCHI, 1989, 1990a; NECCHI et al.,, 1999). Rhodophyta é
considerado grupo irmdo das algas verdes (Chlorophyta) e também das glaucofitas (LOPEZ-
BAUTISTA, 2010). Segundo Graham & Wilcox (2009), sdo estimados de 500 a 600 géneros
e pouco mais de 6.000 espécies de algas vermelhas e acredita-se que o nimero de espécies
possa chegar a 20.000 (NORTON et al., 1996), devido as recentes descobertas de espécies
cripticas.

As algas vermelhas tém geralmente tamanho médio (alguns milimetros a algumas

dezenas de centimetros). Elas raramente sdo unicelulares, quase sempre filamentosas, com 0s
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filamentos se agregando muitas vezes em pseudoparénquima para formar laminas ou tiras.
S&o as Unicas macroalgas que possuem representantes parasitas obrigatorios heterétrofos e,
entre estes Ultimos, mais de 85% sdo adelfoparasitas, isto é, parasitas estreitamente
aparentados a seu hospedeiro (FRANCESCHINI et al., 2010).

As algas desempenham um papel fundamental nos ecossistemas aquaticos como
produtores primarios e, portanto, como fonte de alimento, produgdo de oxigénio e ciclagem
de nutrientes (BLANCK et al., 1984). Além de sua importancia evolutiva e ecoldgica, as
rodofitas apresentam grande importancia econémica, movimentando mais de dois bilhdes de
US ddlares por ano, principalmente como alimento humano ou para a extracao de substancias
quimicas de natureza diversa, como os ficocoloides (ARMISEN, 1995).

Rodofitas ndo possuem clorofilas b e ¢, mas contém ficobiliproteinas (aloficocianina,
ficocianina e ficoeritrina) na forma de ficobilissomos em tilacoides n&o empilhados
(GRAHAM & WILCOX, 2009). Os membros desse grupo ndo apresentam flagelos e
centriolos em nenhum estagio de vida (GABRIELSON et al., 1990; GRAHAM & WILCOX,
2009). O cloroplasto € envolto por duas membranas e produz amido das florideas, que é
armazenado no citoplasma. Ha evidéncias que o cloroplasto das algas vermelhas originou-se
através da endossimbiose primaria de uma cianobactéria, sendo que essa organela
compartilha um ancestral comum com as algas verdes e glaucofitas (BHATTACHARYA &
MEDLIN, 1995; DELWICHE et al., 1995; CAVALIER-SMITH, 1998; MCFADDEN, 1999;
BHATTACHARYA et al., 2004; RODRIGUEZ-EZPELETA et al., 2005).

Tradicionalmente, o filo Rhodophyta era dividido em duas classes ou subclasses,
Bangiophyceae (Bangiophycidae) e Florideophyceae (Florideophycidae), baseado nas
caracteristicas morfologicas e histérico de vida (GARBARY & GABRIELSON, 1990). No
entanto, estudos recentes baseados em filogenia molecular concluiram que Florideophyceae

forma um grupo monofilético com a ordem Bangiales, que pertence a classe Bangiophyceae



12

(OLIVEIRA & BHATTACHARYA, 2000; MULLER et al., 2001; YOON et al., 2002;
SAUNDERS & HOMMERSAND, 2004). Bangiophyceae, que no passado foi divida em seis
ordens (Bangiales, Cyanidiales, Compsopogonales, Erythropeltidales, Porphyridiales, e
Rhodochaetales), atualmente é formada por uma série de grupos pequenos que definem as
linhagens ancestrais das algas vermelhas (GABRIELSON et al., 1985; FRESHWATER et al.,
1994; RAGAN et al., 1994). E composta pelo grupo ancestral que deu origem as
Florideophyceae e ao cloroplasto das algas cromofitas através de endossimbiose secundéria
(BHATTACHARYA & MEDLIN, 1995; OLIVEIRA & BHATTACHARYA, 2000) e
constitui um grupo parafilético (FRESHWATER et al., 1994; RAGAN et al., 1994,
MULLER et al., 2001). Florideophyceae é monofilética e inclui 99% dos géneros de algas
vermelhas. Apresenta uma maior complexidade morfolégica e de histérico de vida e é
claramente definida por uma dupla sinapomorfia: a presenca de filamentos gonimoblasticos e
de tetrasporos no ciclo de reproducdo (FRESHWATER et al., 1994; RAGAN et al., 1994;
FRANCESCHINI et al., 2010).

Muller et al. (2001) compararam sequéncias do gene nuclear que codifica a subunidade
ribossomica pequena (SSU rDNA) para vinte membros de Bangiophycidae e de dois
membros de Florideophycidae para obter informag6es sobre a evolucdo do grupo. Com base
em suas analises eles mostraram que o filo Rhodophyta é formado por duas classes,
Florideophyceae e Bangiophyceae, sendo este ultimo composto por oito ordens: Bangiales,
Porphyridiales (1, 2 e 3), Compsopogonales, Erythropeltidales, Rhodochaetales e Cyanidiales
(Figura 1). Saunders & Hommersand (2004) utilizaram informacGes sobre filogenia
molecular (marcadores SSU, rDNA e gene plastidial que codifica a subunidade grande da
RuBisCO — rbcL), diversidade morfologica e registro fossil das algas vermelhas para revisar
a taxonomia do grupo, propondo a criacdo do sub-reino Rhodoplantae com dois filos,

Cyanidiophyta e Rhodophyta, sendo o ultimo subdividido nos subfilos Rhodellophytina
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(classe  Rhodellophyceae), Metarhodophytina  (classe = Compsopogonophyceae) e
Eurhodophytina (classes Bangiophyceae e Florideophyceae) (Figura 1). No entanto, segundo
Yoon et al. (2006), as Cyanidiophyta compartilham muitas caracteristicas com Rhodophyta, e
a criacdo de um sub-reino e dois filos ndo € necessaria. Com base em resultados de multiplos
marcadores moleculares, Yoon et al. (2006) propuseram sete linhagens de Rhodophyta que
devem ser reconhecidas como classes. Como as Cyanidiophyceae divergiram primeiro na
evolucdo das rodofitas e sdo separadas das outras linhagens, foi proposto a criacdo dos
subfilos Cyanidiophytina e Rhodophytina. Este ultimo agrupa todas as demais linhagens de
algas vermelhas e estd subdividida nas classes Bangiophyceae, Florideophyceae,
Compsopogonophyceae, Porphyridiophyceae, Rhodellophyceae e Stylonematophyceae,

sendo que as duas primeiras formam um grupo monofilético (YOON et al., 2006) (Figura 1).

Saunders and

Yoon et al. (2006) Hommersand {2004) Miiller et al. (2001)
Rhodophytina Eurhodophytina
r— — g Florideophyceas
Florideophyceae Florideophyceae :
Bangiophyccac
Bangiophyceae Bangiophyceae Bangiales
Rhodellophytina
r—— Rhodellophyceae Porphyridiales 1 Porphyridiales 1
p——————— | Porphyridiophyceae Porphyridiales 3 Porphyridiales 3
Stylonematophyceae Stylonematales Porphyridiales 2
Compsopogono- Metarhodophytina Compsopogonales
phyceae Compsopogono- Erythropeltidales
hveeac Rhodochaetales
Cyanidiophytina (e
Cyanidiophyceae Cyanidiophyta Cyanidiales

Figura 1. Filogenia das algas vermelhas segundo autores recentes (YOON et al, 2006). Trés
esquemas da classificagdo das algas vermelhas para subfilos (caixas) e classes/ordens
(sombreado) sao representados.

Florideophyceae apresenta 99% das espécies conhecidas, 0 equivalente a

aproximadamente 6.000 espécies (GRAHAM & WILCOX, 2009) ou 6.805 segundo Guiry &
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Guiry (2017). O numero de ordens reconhecidas varia de 16 (YOON et al., 2006) a 23 (LE
GALL & SAUNDERS, 2007) e tende a crescer com a realizacdo de estudos de grupos
especificos baseados em dados moleculares. A classificacdo das ordens e familias de
Florideophyceae é feita, em grande parte, com base nas caracteristicas dos ciclos de vida e
tipos de reproducdo sexuada. Tais organismos crescem por meio de células apicais e
consistem de filamentos ramificados nos quais as células estdo ligadas através de “pit-
connections” (conexdes intercelulares entre células adjacentes), as quais, em nivel
ultraestrutural, formam os chamados “pit plugs” (GRAHAM & WILCOX, 2009). Caracteres
ultraestruturais dos “pit plugs” sdo importantes para delimitacdo das ordens, tais como
nimero e arranjo das camadas. Outra caracteristica que também complementa a
caracterizacdo das ordens de rodofitas é a composicdo quimica da parede celular: &gar ou
carragenana (FRESHWATER et al., 1994). Varios tipos de “pit-plugs” foram identificados por
diferirem no numero de “caplayers” (zero, um ou dois) e pela presenca ou auséncia de uma
“capmembrane”. Nove ordens (Hildenbrandiales, Corallinales, Acrochaetiales, Palmariales,
Batrachospermales, Ahnfeltiales, Bonnemaisoniales, Gracilariales e Rhodogorgonales) foram
estabelecidas  principalmente  pelas caracteristicas  ultraestruturais dos  “pit-plugs”
(FRESHWATER et al., 1994).

Dentre as ordens de Florideophyceae, Batrachospermales é distinta das demais com
base em seu ciclo de vida heteromoérfico (com presenca da fase alternante denominada
estagio ‘Chantransia’), auséncia de tetrasporangio e ocorréncia de meiose somadtica, “pit
plug” com duas camadas (com a camada externa expandida e abaulada), e por ser
estritamente de dgua doce (PUESCHEL & COLE, 1982; SHEATH, 1984). Segundo Saunders
& Hommersand (2004), Batrachospermales € composta por trés familias:

Batrachospermaceae, Lemaneaceae e Psilosiphonaceae. Entwisle et al. (2009) adotaram
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apenas uma familia (Batrachospermaceae) com circunscricdo expandida (incluindo
Lemaneaceae e Psilosiphonaceae).

A estrutura bésica dentro da ordem parecia bem estabelecida até Necchi & Entwisle
(1990) questionarem se a classificagdo de véarios taxons era informativa, consistente, e
filogeneticamente coerente, e proporem uma revisdo radical na classificacdo. Entwisle &
Foard (1997) descreveram um grupo de espécies da Austrélia e Nova Zelandia que néo se
encaixavam bem em nenhuma das se¢des de Batrachospermum descritas para 0 Hemisfério
Norte, tornando claro que algumas mudancas seriam necessérias. Vis et al. (1998) publicaram
a primeira arvore filogenética baseada em dados moleculares, indicando que uma nova
reestruturacdo, com base nos dados morfolégicos e citologicos, deveria ser proposta a luz dos
novos dados moleculares. A proposta de Entwisle et al. (2009) representa 0 esquema
taxondbmico mais recente e atualizado para a ordem como um todo. A principal novidade,
além do reconhecimento de uma Unica familia (Batrachospermaceae com nove géneros), foi o
reconhecimento do género Kumanoa, resultado da elevacdo das antigas se¢fes Contorta e
Hybrida do género Batrachospermum. A elevacdo de grupos monofiléticos menores
(geralmente reconhecidos como secbes de Batrachospermum) para o nivel género serd a
tendéncia na taxonomia do grupo nos préximos anos e o exemplo mais recente foi a
proposicdo do género Sheathia (antiga secdo Helminthoidea) (SALOMAKI et al., 2014).
Seguindo essa mesma linha, a secdo Setacea foi recentemente elevada para género

(ROSSIGNOLO & NECCHI, 2016).

1.1. Género Batrachospermum

Dentre as roddfitas continentais da ordem Batrachospermales, o género

Batrachospermum (familia Batrachospermaceae) é o mais especioso, com pelo menos 112
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espécies reconhecidas mundialmente segundo Kumano (2002) e 98 segundo Guiry & Guiry
(2016). O género é bastante diverso morfologicamente e distinto dos outros da ordem com
base nas seguintes caracteristicas: talo geralmente flacido, mais ou menos mucilaginoso e
composto por distintos filamentos axiais com verticilos regulares e de ramos laterais de
crescimento definido; carposporofitos (ausentes em B. brasiliense Necchi) esféricos ou
semiesféricos, diretamente resultantes do carpogénio fecundado; e ramo carpogonial mais ou
menos reto e radialmente simétrico (ndo torcido espiralmente ou fortemente curvado)
(PUESCHEL & COLE, 1982; SHEATH, 1984; KUMANO, 2002; ENTWISLE et al., 2009).
O gametofito macroscopico é dominante no historico de vida e suas caracteristicas sdo
frequentemente utilizadas na discriminacdo taxondmica em nivel especifico.
Batrachospermum apresenta reproducdo oogamica, onde o espermacio ndo-flagelado fecunda
0 carpogonio. Diferente de outras algas vermelhas de Florideophyceae, Batrachospermum e
géneros relacionados ndo apresentam tetrasporangio, mas possuem dois estagios esporofiticos
(carpospordfito e fase ‘Chantransia’) e um estagio gametofitico (SHEATH, 1984;
KUMANO, 2002; SHEATH, 2003). A fase ‘Chantansia’ corresponde a fase tetrasporofitica
do histérico de vida dos membros de Batrachospermales e Thoreales (NECCHI & ZUCCHI,
1997; PUESCHEL et al. 2000; ZUCCHI & NECCHI, 2003). Esta fase é morfologicamente
indistinguivel das Audouinella (Acrochaetiales).

As algas vermelhas de aguas continentais pertencentes ao género Batrachospermum
podem ter importancia como fonte de alimento e abrigo para invertebrados e também como
bioindicadores de polui¢do antropogénica relativamente baixa (SHEATH & HAMBROOK,
1990; SHEATH et al., 1995; SHEATH et al., 1996). Espécies de Batrachospermum e outros
membros de Batrachospermales ndo possuem propagulos resistentes a dessecagédo, o que pode
limitar a capacidade de disperséo (SHEATH & HAMBROOK, 1990). Por outro lado,

espécies de Batrachospermum foram reportadas para todo o globo, do artico aos tropicos, e
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algumas espécies apresentam ampla distribui¢do, tendo sido coletadas em mais de um
continente (KUMANO, 2002). Estes organismos séo tipicamente encontrados em ambientes
bem oxigenados, aderidos a rochas ou a troncos lenhosos submersos e macrofitas (SHEATH,
1984).

A estrutura taxondmica do género Batrachospermum sofreu modificagOes desde a
monografia de Sirodot (1884). Nas décadas recentes, algumas categorias infragenéricas
foram adicionadas: o subgénero Acarposporophytum Necchi, a secdo Gonimopropagulum
Sheath et Whittick e vérias subsecdes das secGes Aristata Skuja e Contorta Skuja
(KUMANO, 2002). Houve certa revisdo e rearranjo nomenclatural entre esses grupos
(NECCHI & ENTWISLE, 1990; COMPERE, 1991) e algumas modificacbes taxondmicas
maiores envolvendo sinonimias (VIS et al., 1995). No entanto, as unidades taxonémicas
chave e principios permaneceram relativamente estaveis.

O género Batrachospermum tem sido demonstrado como parafilético em todos os
estudos filogenéticos moleculares realizados (VIS et al., 1998; VIS & ENTWISLE, 2000;
VIS et al., 2005; ENTWISLE et al., 2009). H& evidéncias convincentes desse parafiletismo
(KAPRAUN et al., 2007) e em um estagio que ndo se pode mais ser taxonomicamente
corrigido com pequenos ajustes. Entwisle et al. (2009) propuseram uma revisdo da ordem
Batrachospermales, que resultou na aceitacdo provisoria do género Batrachospermum e
reconhecimento de oito segcdes — Acarposporophytum, Aristata, Batrachospermum,
Helminthoidea, Macrospora Kumano, Setacea De Toni, Turfosa Sirodot e Virescentia
Sirodot. A maioria das secdes carece de analises mais amplas incluindo numero
representativo de espécies e de populacdes de cada espécie. Salomaki et al. (2014) propds a
elevacdo da secdo Helminthoidea para o nivel de género com nome Sheathia. A elevacéo de
grupos monofiléticos menores para o nivel género parece ser a tendéncia recente na

taxonomia do grupo e o exemplo mais recente foi a elevacdo da secdo Setacea para o nivel
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género (ROSSIGNOLO & NECCHI, 2016). Em contrapartida, Entwisle et al. (2016)
adotaram posicdo diferente, propondo um género amplo Nothocladus, incluindo a segéo
Setacea e varios grupos de espécies da Australasia.

Os trabalhos taxonOmicos recentes mais relevantes sobre o género resumem o
conhecimento atual no nivel de espécie e sdo brevemente comentados a seguir: Necchi
(1990b) realizou revisdo das espécies do género para o Brasil, incluindo descri¢des
detalhadas de 29 espécies, sendo duas delas descritas como espécies novas para a Ciéncia.
Sheath e Vis realizaram trabalhos de revisdo para os grupos (secdes) representados na
América do Norte, com base em analises morfoldgicas detalhadas (SHEATH et al., 1992,
1993; SHEATH et al., 1994a; SHEATH et al., 1994b, ¢; SHEATH & VIS, 1995; VIS et al.,
1995; VIS & SHEATH, 1996; VIS et al., 1996a, b); Entwisle (1992; 1993) e Entwisle &
Foard (1997; 1999a; b; 2007) conduziram analises semelhantes para 0s grupos representados
na Australia e Nova Zelandia. Necchi (1990b) reconheceu trés da secdo Virescentia do
género Batrachospermum para o Brasil (B. helminthosum, B. sirodotii e B. vogesiacum) com
base em caracteristicas morfoldgicas (numero de células dos fasciculos primarios e
abundancia dos fasciculos secundarios). No entanto, em estudo posterior baseado em dados
moleculares, Agostinho & Necchi (2014) demonstraram que essas espécies ndo apresentam
divergéncia genética e correspondem a uma Unica espécie, identificada como B. viride-

brasiliense.

1.2. Conceitos de espécie e delimitacio de especie

O conceito morfologico de espécie baseia-se nas descontinuidades na variagdo

morfologica para distinguir espécies. Por razdes praticas, este conceito tem dominado a

sistematica de algas por muitas décadas (JOHN & MAGGS, 1997; MANN, 1999). Embora as
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descontinuidades na variagdo morfoldgica correspondam, em muitos casos, aos limites das
espécies, a evolucdo morfoldgica convergente, a estase morfoldgica, a plasticidade fenotipica
e 0 polimorfismo s&o fendmenos comuns que limitam a correspondéncia entre como uma
espécie seria definida com base no conceito morfoldgico versus os conceitos evolutivo ou
biolégico espécie (VERBRUGGEN et al., 2009). Sabe-se que muitas espécies de algas
exibem uma substancial variacdo morfologica intraespecifica, quer como resultado de
polimorfismo controlado geneticamente ou de plasticidade ambientalmente induzida
(LURLING, 2003; LOGARES et al., 2007). Ignorar esta variagdo morfoldgica intraespecifica
pode resultar em uma superestimacdo da diversidade de espécies (TRAINOR, 1998;
MACAYA & ZUCCARELLO, 2010). Por outro lado, as diferencas morfoldgicas entre duas
espécies muitas vezes s6 surgem apoOs decorrer tempo suficiente desde a divergéncia da
linhagem e, portanto, as espécies recentemente divergentes sdo susceptiveis a permanecerem
ndo detectadas (LELIAERT et al., 2014).

Os dados filogenéticos moleculares revelaram numerosos casos de espécies
(estreitamente relacionadas) que sdo morfologicamente indistinguiveis (ZUCCARELLO &
WEST, 2003; DE CLERCK et al., 2005; FRASER et al., 2009; FUCIKOVA et al., 2011,
GUTNER-HOCH & FINE, 2011; DEGERLUND et al., 2012; KUCERA & SAUNDERS,
2012; MONIZ et al., 2012; SOEHNER et al., 2012; PAYO et al., 2013; SOUFFREAU et al.,
2013). Além disso, antigas linhagens cripticas foram detectadas em grupos de algas que séo
morfologicamente depauperados, apresentam selecdo estabilizadora, ou estdo sujeitos a
evolucdo convergente em direcdo a morfologias reduzidas, tais como plancténicos
unicelulares (DE VARGAS et al., 1999; SAEZ et al., 2003; SLAPETA et al., 2006;
KRIENITZ & BOCK, 2012; SKALOUD & RINDI, 2013) e macroalgas marinhas

(VERBRUGGEN et al., 2009; SUTHERLAND et al., 2011).
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1.3. Hipoteses

Com base nas informacGes atualmente disponiveis (morfologicas e moleculares) de
representantes da secdo Virescentia do género Batrachospermum em ambito mundial, as
seguintes hipoteses gerais serdo testadas:

1. A sec¢do Virescentia do género Batrachospermum constitui um grupo monofilético
dentro da ordem Batrachospermales. Se a hipotese for corroborada, o reconhecimento desse
grupo associado ao fato de Batrachospermum ser parafilético resultard na elevacdo dessa
secao para o nivel género;

2. Espécies novas, particularmente espécies cripticas e com padrdo biogeogréafico bem

definido, deverao ser encontradas e reconhecidas como espécies distintas dentro deste grupo.

1.4. Objetivos gerais

1) Inferir as relaces filogenéticas das espécies dentro da secdo Virescentia do género
Batrachospermum e com as de outras se¢des do género, bem como definir os limites de
variacdo intraespecificos com base na analise das sequéncias do gene rbcL e das regides
de “barcode” e “mini-barcode” do gene cox1.

2) Avaliar quais caracteres morfologicos tem valor diagndstico, inclusive a luz dos novos
dados moleculares, para caracterizacao das espécies da secdo Virescentia e circunscrever

as espécies reconhecidas na se¢do em ambito mundial.
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CAPITULO 1:
Sistematica molecular da secéo Virescentia do
género Batrachospermum (Rhodophyta,

Batrachospermales)
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1. Introducgéo

1.1. Analises moleculares em Batrachospermales

Vis et al. (1998) efetuaram a primeira tentativa de analise filogenética molecular
de membros da ordem Batrachospermales com base na anélise de sequéncias de dois
marcadores: gene plastidial que codifica a subunidade grande da RUBISCO (rbcL) e
gene nuclear que codifica a subunidade pequena do ribossomo (SSU rDNA). A
representacdo de espécies de cada grupo dentro do género foi relativamente pequena e
somente investigagcbes mais recentes conduzidas por Morgan L. Vis e colaboradores
(VIS & ENTWISLE, 2000; VIS et al., 2012) tém incluido maior nimero de espécies do
grupo em analises filogenéticas moleculares, e referem-se especialmente ao gene rbcL.
Hanyuda et al. (2004) realizaram analises biogeografica e taxonémica de B.
helminthosum no Japdo, com base em sequéncias de rbcL de 27 populagbes coletadas
em varias localidades e concluiram que houve uma recente dispersdo dessa alga nas
ilhas daquele pais.

Mudltiplos marcadores moleculares tém sido utilizados para examinar padrdes
biogeograficos de B. helminthosum na América do Norte, incluindo o ISSR
(“intersimple sequence repeats”), espacador transcrito interno (ITS), gene plastidial
rbcL e a regido espagadora das subunidades 2-3 da citocromo oxidase (cox2-3) (VIS et
al., 2001; HALL & VIS, 2002; CHIASSON et al., 2003). Os dados de ISSR
apresentaram niveis de variacdo semelhantes entre 11 localidades analisadas ao longo
da regido leste da América do Norte, sugerindo que cada segmento de riacho é distinto e
contribui para a diversidade genética dessa espécie (HALL & VIS, 2002). As

sequéncias de rbcL, ITS e cox2-3 foram congruentes entre si e forneceram maior
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evidéncia da dispersdo entre riachos do que os dados de ISSR, mas os dados que
forneceram maior resolucdo filogeografica foram os de cox2-3 (VIS et al., 2001,
CHIASSON et al., 2003).

Estudos combinando dados moleculares e morfolégicos enfocaram apenas as
relacbes filogenéticas entre os grupos maiores de Batrachospermales (géneros ou
secOes) (FRESHWATER et al., 1994; VIS et al., 1998; VIS et al., 2005). Abordagens
visando avaliar o nimero de espécies foram iniciadas recentemente e sdo, ainda,
escassas. Nesse aspecto, até o presente, foi publicado apenas o tratamento monogréafico
do género Kumanoa (NECCHI & VIS, 2012; VIS et al.,, 2012). Os resultados
encontrados para Kumanoa, bem como dados preliminares para outros grupos em fase
inicial de estudo (género Sirodotia, LAM et al., 2012; e se¢des Turfosa e Virescentia de
Batrachospermum) tém evidenciado tendéncias muito interessantes: a diversidade
genética no nivel especifico tem sido muito maior do que a inicialmente prevista, isto &,
um ndmero consideravelmente maior de espécies tem sido encontrado em relacdo aos
estudos anteriores, bem como ocorréncia de espécies cripticas. Essas Ultimas tém sido
reconhecidas com alto nivel de divergéncia genética, porém sem a correspondente
distincdo morfoldgica, mas em alguns casos, apenas geografica, como a ocorréncia de
linhagens distintas geneticamente, mas ndo morfologicamente, entre continentes (LAM
et al., 2012). Essa tendéncia certamente levara a proposicao futura de espécies com base
exclusivamente em dados genéticos e/ou geogréficos. Outra tendéncia que parece
inevitavel é a separacdo do género Batrachospermum em varios géneros distintos,
conforme ocorreu com os géneros Kumanoa (ENTWISLE et al., 2009), Sheathia (antiga
secdo Helminthoidea) (SALOMAKI et al., 2014) e Setacea (secdo recentemente elevada

para nivel de género) (ROSSIGNOLO & NECCHI, 2016). Em contrapartida, Entwisle
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et al. (2016) adotaram posicdo frontalmente oposta, aceitando um género amplo

Nothocladus, incluindo a sec¢éo Setacea e varios grupos de espécies da Australsia.

1.2. DNA “barcoding”

A identificacdo e delimitacdo de espécies de algas vermelhas (Rhodophyta) s&o
notoriamente dificeis devido a uma morfologia e anatomia relativamente simples e em
muitos casos convergentes, grande plasticidade fenotipica e alternancia de geracGes
heteromdrficas no ciclo de vida (ROBBA et al., 2006). Devido a essas dificuldades,
pesquisadores tém utilizado de forma crescente ferramentas moleculares para auxilio na
taxonomia e biogeografia de algas (SAUNDERS, 2005).

DNA “barcoding” é um método de identificagdo e reconhecimento de espécies
utilizando sequéncias de DNA (HEBERT et al., 2003; HEBERT et al., 2004a; HEBERT
et al., 2004b). A técnica de DNA “barcoding” é baseada na amplificacdo por PCR
(“Polymerase Chain Reaction”) de um segmento de DNA relativamente curto (~400-
700 pares de base — pb) que pode ser inteiramente sequenciado com 0s mesmos dois
oligonucleotideos iniciadores (“primers”) usados na PCR. O sistema de DNA
“barcoding” ¢ pratico e uniforme para identificacdo de espécies; além disso, os dados
gerados possuem ampla aplicagdo, com grande utilidade em levantamentos de
biodiversidade e em estudos de conservacdo (COSTION et al., 2011; PAZ &
CRAWFORD, 2012). O método de DNA “barcoding” pode ser aplicado mesmo quando
as técnicas tradicionais ndo sdo viaveis, como organismos em estado juvenil, espécies
com alta plasticidade fenotipica ou fragmentos de espécimes (FLOYD et al., 2002;
NEIGEL et al., 2007; GONZALEZ et al., 2009; EATON et al., 2010; LUMBSCH &

LEAVITT, 2011). No caso das algas vermelhas, a presenca de estruturas reprodutivas é
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muitas vezes necessaria para a identificacdo, e na auséncia dessas, a determinacdo da
espécie e até mesmo do género é impossibilitada (SAUNDERS, 2005). O DNA
“barcoding” permite ainda a detec¢do de espécies cripticas e fornece dados que ajudam
a entender a diversidade biolégica e os mecanismos envolvidos nos processos de
especiacdo (HEBERT et al., 2004a; SMITH et al., 2006; SMITH et al., 2007; BURNS
etal., 2008; SMITH et al., 2008; HUBERT et al., 2012).

Diferentes marcadores ou protocolos podem ser necessarios em certos grupos
taxondbmicos, mas aparentemente ndo existem barreiras para a aplicacdo dessa
metodologia em nenhum grupo de ser vivo (DESALLE et al., 2005; SAUNDERS,
2005; SMITH et al., 2006).

O genoma mitocondrial é caracterizado por apresentar ampla distribuicdo entre 0s
eucariotos, ser de heranca materna (haploide), e por permitir projetar “primers”
universais em porgdes restritas do gene. Estudos envolvendo DNA “barcoding” tém
demonstrado grande potencial para sistematica em niveis especificos de algas vermelhas
(SAUNDERS, 2005; ROBBA et al., 2006; SAUNDERS & MCDEVITT, 2012) e
recebido grande atencdo recentemente. A regido de “barcode” do gene cox1l apresenta
664 pb (pares de bases), poucas insercdes e delecGes, porém com uma variabilidade
suficiente para distinguir espécies (apresenta uma taxa relativamente elevada de
divergéncia) (HEBERT et al., 2003; SAUNDERS, 2005). De acordo com os estudos
feitos por Saunders (2005) e Robba et al. (2006), a regido de “barcode” do gene coxl
(codifica a subunidade 1 da citocromo c oxidase) é capaz de delimitar espécies de algas
vermelhas, podendo ser também utilizada para identificar espécies cripticas ou eventos
recentes de especia¢do. Esta regido de “barcode” tem sido aplicada como marcador
classico para estudos desse tipo, com a utilizacdo de oligonucleotideos iniciadores e

termociclos especificos para diferentes grupos (SAUNDERS, 2005; SAUNDERS &
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MCDEVITT, 2012), apresentando niveis de variacdo suficientes e apropriados para
avaliacdo de variabilidade genética especifica em representantes de Batrachospermales
(SHERWOOD et al., 2008). Assim, a utilizagdo da regido de “barcode” do gene coxl
como marcador molecular para reconhecimento de espécies esta sendo intensamente

utilizada em estudos mais recentes.

1.3. “Mini-barcode”

O “mini-barcode” ¢ um fragmento dentro da regido de “barcode” do gene coxl
que apresenta, neste estudo, 246 pb. DNA “barcoding” busca desenvolver uma
compreensiva biblioteca de sequéncias espécie-especifica para 0s eucariotos
(MARSHALL, 2005). Os 664 pb da citocromo c oxidase 1 (CO1, cox1) séo facilmente
sequenciados e proporcionam especificidade a nivel de espécie acima de 97%. No
entanto, o DNA “barcoding” convencional encontra dois problemas. Primeiro, a
degradacdo do DNA em espécimes para arquivamento e materiais bioldgicos
processados (por exemplo alimentos) frequentemente impedem a recuperacdo de
fragmentos de PCR maiores que 200 pb, impedindo a recuperagdo do “barcode”
(GOLDSTEIN & DESALLE, 2003; HAJIBABAEI et al., 2006; WANDELER et al.,
2007). Segundo, abordagens atuais ndo podem ser usadas para uma analise
compreensiva de amostras ambientais, pois uma alta variabilidade nas sequéncias
necessita do uso de distintos “primers” para cada grande grupo taxonomico.

E geralmente dificil recuperar, rapidamente e a baixos custos, sequéncias de
“barcode” de espécimes de museus com mais de uma década, sendo que o DNA esta
degradado (WHITFIELD, 1999; HAJIBABAEI et al., 2005). Como resultado, a

construgéo da biblioteca de “barcode” atualmente se concentra na analise de espécimes
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coletados recentemente ou em amostras que foram protegidas da degradagéo por
congelamento, alcool ou outro método de preservacdo de DNA. No entanto, acabara por
ser necessario comparar sequéncias de amostras frescas com sequéncias de espécimes
antigos de museus. Por exemplo, tal comparagdo ¢ critica quando o “barcoding” revela
varias espécies cripticas dentro do que era visto como uma Unica espécie, ndo sendo
morfologicamente evidente qual delas combina com o holétipo (HEBERT et al., 20043;
JANZEN et al., 2005). Igualmente, a validagdo final para um registro de “barcode”
moderno deve envolver sua comparagdo com o registro de “barcode” do holdtipo para
aquela espécie. Além da necessidade de tais comparagdes, € evidente que o “barcoding”
de espécimes antigos de museus ird fornecer uma maneira custo-efetiva de construir
bibliotecas de “barcode” com ampla cobertura geografica de taxons individuais.
Enquanto a recuperagdo do “barcode” completo de sequéncias de espécimes
antigos atualmente requer protocolos caros e demorados, pequenas sequéncias podem
ser regularmente obtidas de espécies centendrias de museus utilizando protocolos de

rotina (GOLDSTEIN & DESALLE, 2003).

1.4. Objetivos

Inferir as relacBes filogenéticas das espécies dentro da secdo Virescentia do
género Batrachospermum e com as de outras se¢bes do género, bem como definir os
limites de variacdo intraespecificos com base na analise das sequéncias do gene rbcL e

das regides de “barcode” e “mini-barcode” do gene cox1.

2. Materiais e Métodos
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Foram analisadas 13 amostras de B. viride-brasiliense (Tabela 1), provenientes da
regido sul e sudeste do Brasil e incorporados ao Herbario do Departamento de Zoologia
e Botanica (SJRP) (THIERS, 2016). Também foram utilizadas trés exsicatas de B.
viride-brasiliense (provenientes do Herbério do Instituto de Botanica — IB e do Herbério
SPF da USP; cddigos SP176771, SP177080 e SPF28546) e uma exsicata de
Batrachospermum sp. 2, proveniente do Japao (Herbario do Laboratério de Ficologia,

Kobe University).



Tabela 1. Relacdo das amostras de Batrachospermum viride-brasiliense, secdo Virescentia utilizadas neste estudo.

brasiliense

26°27°21°°S, 52°33°41>°W, altitude 687m; C.C.Z. Branco,
14.viii.2007

Espécie Cddigo Local, coletor e data Acesso GenBank
coxl rbcL
1 — Batrachospermum viride- CJ SP: Campos do Jorddo, Ducha da Prata, 22°44°17’S, KM259993 KMO078048
brasiliense 45°34°10>>W; M. Paiano, 15.xii. 2009
2 — Batrachospermum viride- Prb SP: Paraibuna, Pousada Alto da Serra, Rio Negro, KM259994 KM097031
brasiliense 23°33°48”W; 45°27°31”’S; O. Necchi Jr., 03.ii.2006
3 — Batrachospermum viride- Rpe PR: Guarapuava, Rio das Pedras, 25°15°00°W; KM259996 KMO097033
brasiliense 51°20°00”S; R. A. Krupek, 26.x.2008
4 — Batrachospermum viride- Mar PR: Guarapuava, Rio Lageado, Bacia do Rio Marrecas, KM259995 KMO097032
brasiliense 25°12°57,2°W; 51°21°18,6”S; R. A. Krupek, 26.iii.2007
5 — Batrachospermum viride- ES8 ES: Domingos Martins, Pedra Azul, Rio Tucu (Brago KM259998 KM097035
brasiliense Norte)  Rod. 165, Km 137,  20°19°15,7°W;
0,41°02°41,3”S; O. Necchi Jr., 19.vii.2006
6 — Batrachospermum viride- FLI7 PR: Teixeira Soares, Floresta Nacional de Irati, proximo KM259999 KMQ097036
brasiliense do viveiro; 25°24°16°°S, 50°35°28>°W, altitude 727m; O.
Necchi Jr. & C.C.Z. Branco, 21.vii.2005
7 — Batrachospermum viride- FLI9  PR: Teixeira Soares, Floresta Nacional de Irati, 400 m KM260000 KMO097037
brasiliense estr. principal, linha da Copel 1; 25°23°07°’S,
50°35°27°W, altitude 806m; O. Necchi Jr. & C.C.Z.
Branco, 19.vii.2005
8 — Batrachospermum viride- SD2 SC: Sdo Domingos, Parque Estadual das Araucérias, rio KM260001 KMO097038
brasiliense Jacutinga; 26°28°08°S, 52°34°00°°W, altitude 698m;
C.C.Z. Branco, 14.viii.2007
9 — Batrachospermum viride- SD4 SC: Sdo Domingos, Parque Estadual das Araucérias; KM259997 KMO097034
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Tabela 1 (continuacdo). Relacdo das amostras de Batrachospermum viride-brasiliense, se¢do Virescentia utilizadas neste estudo.

Espécie Cddigo Local, coletor e data Acesso GenBank
cox1 rbcL
10 — Batrachospermum viride- SD8 SC: Sdo Domingos, Parque Estadual das Araucérias; KM260002 KMO097039
brasiliense 26°28°48°S, 52°34°32°W, altitude 700m; C.C.Z. Branco,
15.viii.2007
11 — Batrachospermum viride- Brt SP: Brotas, Parque dos Saltos; 22°17°30” S, 48°07°51W, KM260003 KM097040
brasiliense D.C. Agostinho et al., 09.x.2012
12 — Batrachospermum viride- PAS2 RS: Cambard do Sul, Parque Nacional de Aparados da KM260004 KM097041
brasiliense Serra, Arroio Camisas, 29°10°44,5°W; 50°08°13,2”S,
altitude 939 m; O. Necchi Jr., 10.vi.2009
13 — Batrachospermum viride- PAS4  RS: Cambaré do Sul, Parque Aparados da Serra, Arroio KM260005 KM097042

brasiliense

Perdizes; 29°09°29,4”W; 50°04°09,6”S, altitude 920 m; O.
Necchi Jr., 10.vi.2009
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2.1. Preservacao

As amostras destinadas as andlises moleculares foram inicialmente secas com
papel toalha para reducdo da umidade. Em seguida a secagem foi feita em silica-gel,
com troca por silica seca ap6s 24 horas, ou, em alguns casos, preservadas em etanol
100%. Apds o acondicionamento em frascos devidamente marcados, as amostras foram

armazenadas em freezer a temperatura de -20°C.

2.2. Anélises Moleculares

2.2.1. Extracdo de DNA

Cada amostra foi macerada com o uso de homogeneizador de tecidos marca
Bertin (Bertin Technologies, Bordeaux, Franca), mod. Precellys®24 com duas
microesferas de agco por tubo. As homogeneizac¢6es foram conduzidas em dois ciclos a
5.000 rpm durante 20s cada e intervalo entre os ciclos de 20s. O material obtido foi
submetido a extracdo com uso dos kits de extragdo de DNA “Dneasy plant mini kit®”’
(Qiagen GmbH, Hilden, Alemanha), “Nucleo Spin plant II mini kit” (Macherey-Nagel,
Diiren, Alemanha), “Extract-N-AMP® Plant”, “Relia Prep®g DNA Tissue” (Promega,
Madison, EUA) e “MO BIO” (Carlsbad, California), conforme os protocolos descritos
pelos fabricantes. Ap0s uso para as aplicacfes previstas, as amostras de DNA foram
armazenadas em ultra-freezer “Sanyo” (Sanyo North American Corporation, San Diego,

E.U.A.), VIP® SERIES (-86°C), modelo MDF-U33V.
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2.2.2. Amplificacéo de DNA

As amplificagBes de segmentos especificos de DNA foram realizadas através da
técnica de PCR (reacdo em cadeia da polimerase). As reagdes de PCR para os
marcadores moleculares rbcL, cox1 e cox1 “mini-barcode” foram conduzidas utilizando
kits de PCR, todos para volume total de 25 pl ¢ concentragdao de 40 ng/uL: “puReTaq
Ready-to-go PCR beads” (GE HealthCare Life Sciences, Buckinghamshire, Reino
Unido), “TopTagTM Master Mix” (Qiagen, Hilden,Alemanha), “GoTaq® Colorless
Master Mix” (Promega, Madison, EUA), PlatinumTM DNA Polimerase (Invitrogen,
Carlsbad, EUA) e “ThermoScientific” (Thermo Fisher Scientific, California, EUA). As
misturas fornecidas nos kits contém: dNTP (desoxinucleosideos trifosfato), tampéo de
PCR e Taq polimerase. A essas misturas foram adicionados: agua ultra-pura (bi-
destilada e deionizada), oligonucleotideos iniciadores (“primers”) 5’ e 3> e DNA molde.
Em cada reacéo de PCR foram feitos controles positivo e negativo. Foram utilizados 0s
produtos de PCR do kit que apresentou os melhores resultados, verificados pela
intensidade e clareza das bandas. As reacdes foram feitas em termocicladores “Techne
Prime”, “Techgene TC-312” e “TC-512” (Techne, Burlington, Reino Unido). Todos os
kits de extracdo e de amplificagdo de DNA citados anteriormente foram testados para as
quatro amostras secas de herbéario. Foram utilizados “primers” especificos para
amplificar a regido de “mini-barcode” do gene cox1.

Os oligonucleotideos iniciadores sinteticos 5° e 3’ utilizados séo descritos a
sequir:

- cox1 (SAUNDERS, 2005): GazF1 (5 TCAACAAATCATAAAGATATTGG -
3’) e GazR1 (5 ACTTCTGGATGTCCAAAAAAYCA - 3°) para amplificar um

fragmento de 664 pb.
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- cox1 “mini-barcode” (SAUNDERS & MCDEVITT, 2012): COIm174 (5%-
GAGCTAACACAACCAGGTAAC - 3) e RhoR (5 - AGGAAAAGCCATATC
WGGAC - 3%) para amplificar fragmentos de 174pb; COIm264 (5°
CAAAYCAYAARGATATYGGTAC — 3%) e RhoR, para amplificar fragmentos de 246
pb.

- rbcL (VIS et al., 1998): F160 (59-CCT CAA CCA GGA GTA GAT CC-39) e
rbcL R (59-ACA TTT GCT GTT GGA GTC TC-39) para amplificar um fragmento de

1282 pb.

Os programas de temperatura utilizados para os ciclos de PCR foram os seguintes:

- cox1 conforme Saunders (2005) — 94°C por 1 min (desnaturacdo inicial); 5
ciclos: 94°C por 1 min (desnaturagdo); 50°C por 1 min e 30 s (anelamento dos
“primers”); 72°C por 1 min ¢ 30 s (extensdo); 35 ciclos: 94°C por 1 min (desnaturago);
50°C por 1 min e 30 s (anelamento dos “primers”); 72°C por 1 min (extensdo); 72°C
por 5 min (extensdo final) e 4°C (armazenamento).

- cox1 “mini-barcode” conforme Saunders & Mcdevit (2012) — 94°C por 4 min
(desnaturacao inicial); 38 ciclos: 94°C por 1 min (desnaturacdo); 45°C por 30 s
(anelamento dos “primers”); 72°C por 1 min (extensdo); 72°C por 7 min (extensao final)
e 4°C (armazenamento).

- rbcL conforme Vis et al. (1998) — 95°C por 2 min (desnaturacdo inicial); 30 a 35
ciclos: 93°C por 1 min (desnaturagdo); 50°C por 1 min (anelamento dos “primers”);

72°C por 4 min (extensao); 72°C por 6 min (extenséo final); 4°C (armazenamento).
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2.2.3. Eletroforese em gel de agarose

Os géis (0,7%) foram preparados com a diluicdo de 70 mg de agarose em 100 ml
da solucdo-tampéo TBE: tris-HCI 50 mM; borato 50 mM; EDTA 2 mM (SAMBROOK
& RUSSELL, 2001). Os géis foram carregados com o produto amplificado e tampéo de
carregamento (azul de bromofenol 0,25%, EDTA 50 M, glicerol 30% e &gua destilada)
na proporgdo de 4:1. As eletroforeses foram realizadas sob voltagem de 60 V, com
tempo de 60 minutos para rbcL e 45 minutos para coxl. Utilizou-se marcador de
tamanho “1 Kb DNA ladder” (Invitrogen, Gaithersburg, E.U.A.). A qualidade do DNA
amplificado por PCR foi feita por estimativas visuais por comparagdo com o marcador.
Os géis foram corados com “GelRed®” (Biotium, Hayward, E.U.A.) e observados em
fotodocumentador “Mini Bis Pro” e software “Gel Capture®” (Micro Photonics,
Allentown, E.U.A.). A qualidade e quantidade do DNA amplificado por PCR foi feita
por estimativas visuais com base na intensidade e homogeneidade das bandas e por

comparagdo com o0 marcador.

2.2.4. Purificacdo e quantificacio dos produtos de PCR

Os produtos de PCR foram purificados com uso dos Kkits de purificagdo:
“QIAquick™ PCR” (QiagenGmbH, Hilden, Alemanha) e “NucleoSpin™ Geland PCR
Clean-up” (Macherey-Nagel, Diren, Alemanha), conforme os protocolos dos
fabricantes. Apos a purificacdo, os produtos de PCR foram quantificados no
fluorometro “Qubit®” com o uso do kit “Quant-it® ds DNA BR” (Invitrogen, Carlsbad,

E.U.A.) e/ou em espectrofotdmetro “Libra Biochrom S60 Double Beam” (Biochrom,
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Cambridge, Reino Unido), com acessorio de medidas microvolumétricas

“BioDrop ' 500” (Biochrom, Reino Unido).

2.2.5. Sequenciamento e alinhamento

As reacdes de sequenciamento foram feitas usando-se o kit “Cycle Sequencing,
Big-DyeTerminator” (Applied Biosystems, Foster City, E.U.A.) e os mesmos “primers”
de PCR. As reagdes de sequenciamento foram feitas no Laboratério de Biologia,
Ecologia e Taxonomia de Algas e as amostras precipitadas foram enviadas para
sequenciamento na empresa “Genomic Engenharia Molecular”. O sequenciamento dos
marcadores moleculares, a partir de produto de PCR purificado e quantificado, foi
realizado em sequenciador automatico “ABI PRISM 3130x1” (Applied Biosystems,
Foster City, California, EUA), utilizando o kit “Big Dye Terminator”, versao 3.0
(Applied Biosystems). Os marcadores moleculares utilizados neste estudo (rbcL, cox1 e
“42ini-barcode”) foram sequenciados em ambas as dire¢des 3 ¢ 5.

As sequéncias obtidas foram carregadas diretamente no software “Geneious Pro”,
versdo 6.1.7 (DRUMMOND et al., 2012). A qualidade das sequéncias foi verificada
através da checagem dos cromatogramas utilizando os recursos do proprio software. Em
casos de sequéncias de baixa qualidade, foram feitas novas reagfes de sequenciamento
para as amostras. Quando a baixa qualidade persistia, 0 sequenciamento foi feito com
novos produtos de PCR. As sequéncias obtidas nas direcOes direta e reversa de cada
amostra para cada marcador foram alinhadas individualmente para se obter a sequéncia
completa (consenso), usando o programa “Geneious Pro”.

A estimativa da homologia entre as sequéncias consenso geradas com aquelas ja

identificadas e armazenadas no “GenBank” foram obtidas com uso da ferramenta
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“search” (utilizando os critérios de busca do BLAST) do programa “Geneious”
aplicando-se o critério arbitrario de 97,5% de identidade. Essa comparagdo permite o
reconhecimento da sequéncia, a confirmacdo da sua autenticidade e o reconhecimento
de possiveis contaminacdes. Os alinhamentos globais — sequéncias completas
(consenso) de todas as amostras — foram construidos incluindo as sequéncias geradas e
aquelas da segdo disponiveis no “GenBank”. Finalmente, as sequéncias consenso de
todas as amostras foram agrupadas em uma Unica matriz. Na constru¢do das matrizes
foram removidas as regides correspondentes aos “primers” e de alinhamento ambiguo.
A partir dessa matriz foram obtidos os niveis de identidade e divergéncia entre as
sequéncias, com uso das ferramentas disponiveis no proprio programa “Geneious”.

As analises filogenéticas foram conduzidas utilizando o software “PAUP 4.0b8”
(“Phylogenetic Analysis Using Parsimony”) (SWOFFORD, 2003) dentro do programa
“Geneious Pro”. Para analise baseada nas sequéncias de rbcL, foi construida uma matriz
de alinhamento com as sequéncias geradas neste estudo e as obtidas do “GenBank”
(Tabela 3). As arvores filogenéticas foram construidas pelos métodos de maxima
verossimilhanca (MV) e anélise bayesiana (BA) (SCHNEIDER, 2003). Os grupos
externos utilizados sdo de espécies das se¢bes do género Batrachospermum, entre elas
as secOes Acarposporophytum, Aristata, Batrachospermum, Macrospora, Setacea e
Turfosa, bem como outros géneros de Batrachospermales (Kumanoa, Sirodotia,
Sheathia, Paralemanea e Tuomeya). Para a analise das sequéncias de rbcL, foram
apresentadas duas arvores que sdo essencialmente idénticas, apenas que numa delas
foram mostradas exclusivamente as sequéncias da secdo Virescentia, permitindo uma
melhor visualizacdo da topologia da arvore dentro desse grupo.

As analises de MV e BA com base nos dados de rbcL foram realizadas com uso

do modelo de substituicdo nucleotidica GTR (“General Time Reversible”) + G + |
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conforme determinado pelo software jModeltest (DARRIBA et al., 2012). Para analise
de MV, as matrizes de dados foram exportadas para o formato PHYLIP e analisadas no
software RAXML GUI (“graphical user interface”), versdo 1.31 (STAMATAKIS, 2006;
SILVESTRO & MICHALAK, 2012). Para BA, utilizou-se o software “MrBayes
v.3.0b4” (RONQUIST & HUELSENBECK, 2003), onde foram definidas quatro cadeias
de Markov e 5.000.000 de geragdes, amostradas a cada 100 geragdes, com
probabilidades posteriores (PP) calculadas utilizando as 1.000 arvores finais.

Para a analise das sequéncias de cox1 ¢ “mini-barcode” também foram construidas
matrizes de alinhamento com as sequéncias geradas neste estudo e as obtidas do
“GenBank” (Tabela 2). Foram construidas arvores de distancia (‘“neighbor joining”,
SCHNEIDER, 2003) utilizando B. gelatinosum como grupo externo. Os limites de
confianga dos grupos (clados) das arvores filogenéticas foram calculados como valores
de suporte de “bootstrap” com 1.000 réplicas de buscas heuristicas, gerando arvores de
consenso com o critério de > 70% de semelhanca nos ramos das arvores. Para definicdo
do modelo mais apropriado de evolucdo do DNA (substituicdo nucleotidica) na
construcdo das arvores filogenéticas utilizou-se o programa “Modeltest 3.0” (POSADA
& CRANDALL, 1998). Todas as analises foram conduzidas com uso do pacote
“Macintosh Genetic Data Environment” (Mac GDE, Steven Smith) versao 2.4.

As amostras que possuiam sequéncias tanto para rbcL quanto para coxl tiveram
suas sequéncias concatenadas para realizacdo de uma andlise combinada. Para
concatenar as sequéncias de cada amostra foi utilizado o programa “Geneious Pro”. As
analises de MV e BA com base nos dados concatenados foram realizadas com uso do
modelo de GTR+1+G conforme determinado pelo software jModeltest (DARRIBA et
al., 2012). Para anélise de MV, as matrizes de dados foram exportadas para o formato

PHYLIP e analisadas no software RAXML GUI (“graphical user interface”), versao
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1.31 (STAMATAKIS, 2006; SILVESTRO & MICHALAK, 2012). Para BA, utilizou-se
0 software “MrBayes v.3.0b4” (RONQUIST & HUELSENBECK, 2003), onde foram
definidas quatro cadeias de Markov e 5.000.000 de geracOes, amostradas a cada 100
geragBes, com probabilidades posteriores (PP) calculadas utilizando as 1.000 arvores

finais.



Tabela 2. Sequéncias da se¢do Virescentia dos genes rbcL e coxl obtidas do “GenBank™ utilizadas nas analises. *Haplotipos

encontrados em mais de uma localidade.

Espécie

Localidade!

Acesso “GenBank”

rbcL

cox1

Referéncia

B. viride-brasiliense

Batrachospermum sp.1

Batrachospermum sp.1

Batrachospermum sp.1

Batrachospermum sp.1

Batrachospermum sp.1
Batrachospermum sp.1

Batrachospermum sp.1

Batrachospermum sp.1

Batrachospermum sp.1

Brasil, SP, Maringa, Rio Pavdo

E.U.A., MI, Spring Brook

E.U.A., Ml, Flemming Creek

E.U.A., OH, Big Run

E.U.A., OH, Browning Creek

E.U.A,, CT, Mill Brook
E.U.A., LA, Unnamed stream

E.U.A., MA, Poquoy Brook

E.U.A., NC, Cedar Fork

E.U.A., TN, Scarboro Creek

FJ386460
AF244109

AF244110

AF244111

AF244112

AF244113

AF244114

AF244115

AF244116

AF244117

*EU636727
*EU073847
*EU636727
*EU636736
*EU073847
EU636733
*EU073833
*EU073838
*EU073834
EU073837
EU073848
*EU636732
EU636734
EU073834
*EU636732
*EU636729
*EU073845
EU073839
EU636735
*EU073834
*EU073836
*EU073838
*EU073840
EU073842
EU073843
EU073844
EU073846
EU636728
EU636730
EU636731

Vis et al

Vis et al

Vis et al

Vis et al

Vis et al
Vis et al

Vis et al

Vis et al

Vis et al

Entwisle et al. (2009)

. (2001)

. (2001)

. (2001)

. (2001)

. (2001)
. (2001)

. (2001)

. (2001)

. (2001)




Tabela 2 (Continuacéo). Sequéncias da secdo Virescentia dos genes rbcL e cox1 obtidas do “GenBank™ utilizadas nas analises.

Acesso “GenBank”

SN . 1 N .
Espécie Localidade rbel coxl. Referéncia
*
Batrachospermum sp.1 E.U.A,, IN, Otter Creek AF244118 *Egg;gggg Vis et al. (2001)
*
Batrachospermum sp.1 E.U.A., RI, Wood River Trib. AF244119 *Eggzgggg Vis et al. (2001)
*EU073834
Batrachospermum sp.1 E.U.A., OH, Five Mile Creek AF244120 *EU073838 Vis et al. (2001)
*EU636736
Batrachospermum sp.1 E.U.A,, RI, Chipuxet River AF029142 Vis et al. (1998)
*EU073847
Batrachospermum sp.1 E.U.A., OH, Yellow Springs AY198417 EUQ073848 Chiasson et al. (2003)
*EU636727
Batrachospermum sp.1 E.U.A., OH, Big Run EUQ073833 Vis et al. (2001)
*EU073833
Batrachospermum sp.1 E.U.A., VA, Carvin Creek *2%00773388?;,50 Vis et al. (2008)
EU073843
Batrachospermum sp.1 E.U.A., OH, Sunfish Creek EU073841 Vis et al. (2008)
Batrachospermum sp.2 Japdo, Kagoshima, Oguchi AB114642 Hanyuda et al. (2004)
Batrachospermum sp.2 Japdo, Kyoto, Tanba AB114643 Hanyuda et al. (2004)
Batrachospermum sp.2 Japdo, Ehime, Komatsu AB114644 Hanyuda et al. (2004)
Batrachospermum sp.2 Japdo, lwate, Takizawa AB114645 Hanyuda et al. (2004)
Batrachospermum sp.2 Japdo, Okinawa, Nago AB114646 Hanyuda et al. (2004)
B. helminthosum Noruega, Askerelva, county of Akershus HQ412541 Rueness (2010)
B. helminthosum Noruega, Askerelva, county of Akershus HQ412542 Rueness (2010)
B. helminthosum FIEGE, 2 BOUIe? Prel [prerime & L2 KJ825955 Chiasson et al. (2014)
Petit Boulet
B. vogesiacum Franca, Riacho em St. Jacques KJ825954 Chiasson et al. (2014)

1 CT = Connecticut, IN = Indiana, LA = Louisiana, MA = Massachusetts, M| = Michigan, NC = North Carolina, OH = Ohio, RI
= Rhode Island, SP = Sdo Paulo, TN = Tennessee
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3. Resultados

3.1. Anélises das sequéncias de rbcL

Foram utilizadas 35 sequéncias com 1282 pb cada, abrangendo cinco espécies da
secdo Virescentia. O alinhamento das sequéncias ndo apresentou “indels”, como
esperado para o gene rbcL.

Para se examinar o monofiletismo da se¢do, foram utilizadas apenas sequéncias
divergentes, sendo um total de 24 sequéncias para a se¢do Virescentia combinadas com
25 sequéncias que representam a diversidade conhecida para a ordem
Batrachospermales. As analises para MV e BA produziram topologias semelhantes e,
sendo assim, apenas a arvore MV foi apresentada (Figura 1). Foi observado alto suporte
(1,0 de probabilidade posterior [PP] e 100% bootstrap [BS]) para o clado que representa
a secdo Virescentia (Figura 1). A secdo Macrospora foi evidenciada como grupo com a
maior proximidade filogenética.

As analises filogenéticas realizadas somente com as sequéncias da secdo
Virescentia e um grupo externo, geraram arvores com topologias semelhantes e s6 a
arvore MV foi apresentada (Figura 2). A secdo Virescentia apresentou cinco clados
principais, a maioria com altos suportes (Clados 1, 11, 111, IV e V; Figura 2). Clado | foi
composto por amostras exclusivamente da Regido Neotropical (Brasil/América do Sul)
e identificados como B. viride-brasiliense. Clado Il foi composto por amostras
exclusivamente da Regido Paleartica (Japdo/Asia) e identificados como
Batrachospermum sp.2. Clado 111 apresentou suporte moderado (PP = 0,70 e BS = 83%)
e foi composto por duas amostras da Regido Paleartica, sendo uma identificada como B.

helminthosum (Franca/Europa) e outra denominada Batrachospermum sp.2
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(Japdo/Asia). Clado 1V foi composto por amostras exclusivamente da Regido Neartica
(E.U.A./América do Norte) e denominadas como Batrachospermum sp.1. Neste clado
foram observadas duas linhagens com altos valores de suporte de PP e BS, sendo essas
linhagens identificadas como “A” e “B”. Clado V foi composto por uma amostra da

Regido Paleértica (Franca/Europa) identificada como B. vogesiacum (Figura 2).
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B. viride-brasiliense Brt
B. viride-brasiliense CJ
B. viride-brasiliense SD2
B. viride-brasiliense RPe
B. viride-brasiliense FLI7

B. viride-brasiliense FLI9

B. viride-brasiliense PrB

- B. viride-brasiliense ES8

— B. viride-brasiliense PAS4
Batrachospermum sp.2 AB114643

Batrachospermum sp.2 AB114642

Batrachospermum sp.2 AB114644 Segéo Virescentia
Batrachospermum sp.2 AB114645

B. helminthosum KJ825955
Batrachospermum sp.1 AF244109

Batrachospermum sp.1 AF244110
Batrachospermum sp.1 AF244117

Batrachospermum sp.1 AF244112
Batrachospermum sp.1 AF244111

0.76

Batrachospermum sp.1 AF029142
Batrachospermum sp.1 AF244116
Batrachospermum sp.1 AF244118
Batrachospermum sp.1 AY198417
B. vogesiacum KJ825954
lB. macrosporum AY423410

[ Kumanoa equisetoidea GQ368890

|| B macrosporum AY423416 SegéO MacrOSpOra

7l B. macrosporum AY423417

Kumanoa vittataho JN590010

Kumanoa

_,7 Kumanoa virgato-decaisneanum AF029148

Kumanoa abilii GQ368882

B. brasiliense Fu3se458l S€CA0 Acarposporophytum

B. cayennense KM055245] Segéo Aristata
B. turfosum AF029147

B. turfosum DQ449028 .
B. turfosum Ava2aaos || S€G80 Turfosa

B. turfosum DQ523254

_+:Sheathia confusa JX669737
{. Sheathia involuta JX669754 | Sheathia
74/0.99] ——

Sheathia exigua JX669738
| B. atrum AF029139

TB. atrum KM07702 Setacea

Sirodotia huillensis AF126410 . ;
—t | sirodotia

Sirodotia suecica JF344722

Paralemanea grandis DQ523259 I Paralemanea
Tuomeya americana AF0291 59' Tuome ya

0.99/87]

B. gelatinosum f. spermatoinvolucrum AF02914

B. gelatinosum EF375888 segao Batrachospermum
B. gelatinosum KM077034

—
0.02

Figura 1: Arvore
sequéncias do gene
“bootstrap” (BS) par

Thorea violacea AB159657

filogenética (méxima verossimilhanca) gerada com base nas
rbcL. Os numeros associados aos nos indicam os valores de
a MV e de probabilidade posterior (PP) para analise bayesiana; nds

sem valores indicam BS < que 70 BS ou PP < 0,70. Circulos cheios nos nds indicam

valoresde BS > 95 e

PP >0,95.
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B. viride-brasiliense Brt

| B. viride-brasiliense CJ

B. viride-brasiliense FJ386460

Regiéo Neotropical
(Brasil)

I B. viride-brasiliense SD4

B. viride-brasiliense FLI7
CLADO |

B. viride-brasiliense FLI9

[~ B. viride-brasiliense Es8

- B. viride-brasiliense PrB
_{ B. viride-brasiliense PAS2
B. viride-brasiliense PAS4
Batrachospermum sp.2 AB114643

CLA

65/0.69| Batrachospermum sp.2 AB114642

Batrachospermum sp.2 AB114644 Reg I ao P'_a I ea rtl Ca
CLADO "| Batrachospermum sp.2 AB114645 (JapaO)

B. helminthosum AB114646
T Regido Paleartlca (Japao e Franga)

B. helminthosum KJ825955

Batrachospermum sp 1AF244109

70’0~[+Batrachospermum sp.1 AF244110 L|nhagem A

‘Batrachospermum sp.1 AF244117

Batrachospermum sp.1 AF244112

Batrachospermum sp.1 AF244111
CLADO IV Batrachospermum sp.1 AF244113
Batrachospermum sp.1 AF244114

|__|Batrachospermum sp.1 AF244116 Reg iAo Nea rtlca
Batrachospermum sp.1 AF244118 Llnhagem B (EUA)
Batrachospermum sp.1 AF244120

Batrachospermum sp.1 AY198417

Batrachospermum sp.1 AF244119
I Batrachospermum sp.1 AF244115

Batrachospermum sp.1 AF029142

5. vogesiacum ku825954 | Regido Paleartica (Franga)

B. turfosum AF029147

CLADO V

e ————
0.01

Figura 2: Arvore filogenética (méaxima verossimilhanga) gerada com base nas
sequéncias do gene rbcL, destacando a secdo Virescentia com cinco clados principais
contendo sequéncias do Brasil, E.U.A., Japdo e Franca. Os nimeros associados aos nos
indicam os valores de “bootstrap” (BS) para MV e de probabilidade posterior (PP) para
analise bayesiana; nds sem valores indicam BS < que 65 BS ou PP < 0,65. Circulos
cheios nos nos indicam valores de BS > 95 e PP > 0,95.

Dentre as sequéncias de rbcL, pode-se observar que as amostras de B. viride-
brasiliense do Clado | apresentaram uma variagéo de 0 a 12 pb (0-0,9%) (Tabela 3).
Batrachospermum sp.2 apresentou quatro sequéncias dispostas no Clado Il com uma
variacdo de 2 a 29 pb (0,2-2,3%) (Tabela 3). Uma sequéncia previamente identificada

como Batrachospermum sp.2 (AB114646) agrupou-se com B. helminthosum no Clado

Il e foi tratada como tal. A amostra B. helminthosum da Franca e a amostra de B.
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helminthosum do Japédo apresentaram pequena variacdo entre as sequéncias, com uma
diferenca de 8 pb (0,7%) (Tabela 3).

No clado IV, a linhagem A de Batrachospermum sp.1, representada por trés
sequéncias, apresentou variacdo de 8 a 19 pb (0,7-1,5%) (Figura 2). A linhagem B, com
11 sequéncias teve variacdo de 0 a 19 pb (0-1,5%), enquanto que a divergéncia entre as
sequéncias das linhagens “A” ¢ “B” foi maior, com valores de 15 a 30 pb (1,2-2,4%)
(Tabela 3).

A variacdo interespecifica foi consideravelmente superior a intraespecifica.
Comparando-se as sequéncias de B. viride-brasiliense, Batrachospermum sp.1,
Batrachospermum sp.2, B. helminthosum e B. vogesiacum a variacao interespecifica foi
de 22 a 142 pb (1,8-11,1%), enquanto a variacdo intraespecifica foi de 0 a 29 pb (0-

2,3%) (Tabela 3).



Tabela 3. Numero de nucleotideos divergentes e porcentagem de divergéncia

espécimes da secdo Virescentia do Brasil, dos E.U.A., do Japdo e da Franca.

entre as sequéncias do gene rbcL de

1 2 3 4 5 6
. . 0al2pb
1) B. viride-brasiliense (0-0,9%)
2) Batrachospermum sp.1 36a51pb 8a19pb
Linhagem*“A” (2,9-4,0%)  (0,7-1,5%)
3) Batrachospermum sp.1 36 a57pb 15a30pb 0al9pb
Linhagem “B” (2,94,5%) (1,2-2,4%) (0-1,5%)
39a53pb 47 a 62 pb 45 a 66 pb 2a29pb
4) Batrachospermum sp.2 (31-42%) (3,7-49%) (3,6-52%)  (0,2-2,3%)
. 22 a 30 pb 30a4lpb 29 a45pb 34a43pb
5) B. helminthosum (1L8-24%) (24-32%) (2,3-36%)  (2,7-34%) °
6) B. vogesiacum 120a125pb 123a134pb 128a142pb 128al142pb 117a121pb 0

(9,4-9,8%)

(9,6-10,5%) (10,0-11,1%) (10,0-11,1%)  (9,2-9,5%)

53
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3.2. Analises das sequéncias de cox1

As analises da regido de “barcode” do gene cox1 foram essencialmente congruentes as
do gene rbcL. A éarvore de distancia (“neighbor joining”) evidenciou trés grupos bem
suportados, com clara disjuncdo entre as sequéncias de Batrachospermum sp.1 da regido
Neértica (E.U.A./América do Norte), de B. viride-brasiliense da regido Neotropical
(Brasil/América do Sul) e de B. helminthosum da regido Paleértica (Noruega/Europa) (Figura
3). As sequéncias de B. viride-brasiliense apresentaram uma variagdo de 0 a 15 pb (0-2,3%)
(Tabela 4). A variacdo entre as sequéncias de Batrachospermum sp.1 foi de 0 a 46 pb (0-
7,0%), porém pode-se observar duas linhagens, identificadas como “A” e “B”, assim como
para o gene rbcL, A distribuicdo destas linhagens nas arvores apresentaram congruéncia entre
a maioria das amostras para ambos os marcadores. A linhagem A apresentou variacédo alta, de
0 a 28 pb (0-4,3%), ao passo que a linhagem B apresentou variagdo menor, de 0 a 11 pb (0-
1,7%). A divergéncia entre “A” e “B” foi superior a observada dentro de cada grupo, com
uma variacao de 36 a 46 pb (5,5-7,0%) (Tabela 4).

A divergéncia entre as sequéncias de cada um desses trés clados foi alta e maior do
que dentro dos grupos: Brasil x EUA de 57 a 69 pb (8,6-10,4%); Brasil x Noruega com 45 a

51 pb (6,8-7,7%); e EUA x Noruega com 48 a 55 (7,3-8,3%) (Tabela 4).
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Figura 3: Arvore de distdncia (“neighbor joining”) gerada com base nas sequéncias da
regido de “barcode” do gene coxl. Os nimeros associados aos nos indicam os valores de

“bootstrap”. Circulos cheios nos nos indicam valores de BS > 95.
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Tabela 4. Nimero de nucleotideos divergentes e porcentagem de divergéncia entre as sequéncias
gene cox1 de espécimes da se¢do Virescentia do Brasil*, dos E.U.A.**, e da Noruega™>**.

1 2 3 4 5
.. .. 0al5pb
1) *B. viride-brasiliense (0-2.3%)
2) **Batrachospermum sp.1 57a69pb  0a46pb
(total) (8,6-10,4%)  (0-7,0%)
3) **Batrachospermum sp.1 57 a63 pb 0a28pb
Linhagem “A” (8,6-9,5%) (0-4,3%)
4) **Batrachospermum sp.1 58 a 69 pb 36a46pb 0Oallpb
Linhagem “B” (8,8-10,4%) (5,5-7,0%)  (0-1,7%)

5) **%B, helminthosum 45a51pb 48a55pb 53a55pb 48a55pb
HQ412541; HQ412542 (6.8-7.7%) (7,3-8,3%) (8,0-8,3%) (7,3-8,3%)

3.3. Analises das sequéncias de “mini-barcode”

Foram obtidas quatro sequéncias com 246 pb para a regido de “mini-barcode” do gene
coxl a partir de exsicatas, sendo trés provenientes do Brasil, identificadas como B. viride-
brasiliense, e uma do Japdo, identificada como Batrachospermum sp.2.

As andlises da regido de “mini-barcode” do gene coxl foram essencialmente
congruentes ao observado nas analises dos genes rbcL e coxl. A arvore de distancia
(“Neighbor Joining™) evidenciou quatro grupos bem suportados, com clara disjuncéo entre as
sequéncias da Regido Neartica (E.U.A./América do Norte), Regido Neotropical
(Brasil/América do Sul), Europa (Noruega) e Paleéartica (Japdo/Asia) (Figura 4). As
sequéncias de B. viride-brasiliense do Brasil apresentaram variacdo de 0 a 6 pb (0-2,5%),
enquanto que as sequéncias de Batrachospermum sp.1 dos E.U.A. variaram em 0 a 15 pb (0-
6,1%). A divergéncia nas sequéncias entre cada um desses quatro clados foi bem superior:
Brasil x E.U.A. foi de 16 a 22 pb (6,6-9,0%); Brasil x Noruega foi 14 a 18 pb (5,7-7,0%);

Brasil x Japéo foi de 16 a 20 pb (6,6-8,2%); E.U.A. x Noruega foi de 11 a 14 pb (4,5-5,7%);
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E.U.A. x Japéo foi de 30 a 34 pb (12,2-13,9%); e Japdo x Noruega foi de 29 pb (11,8%)

(Tabela 5).

Batrachospermum sp.1 EU073837
L Batrachospermum sp.1 EU073840
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Figura 4: Arvore de distancia (“Neighbor Joining”) gerada com base nas sequéncias da
regido de “mini-barcode” do gene cox1. Os nimeros associados aos nos indicam os valores
de “bootstrap”. Circulos cheios nos nds indicam valores de BS > 95.

Tabela 5. Numero de nucleotideos divergentes e porcentagem de divergéncia entre as
sequéncias da regido de “mini-barcode” do gene coxl de espécimes da secdo Virescentia do
Brasil, dos Estados Unidos*, do Japdo** e da Noruega***.

1 2 3 4
1) B. viride-brasiliense (%?2?50%
2) *Batrachospermum sp.1 (166 éi_ 5%&3 ((Joa61i<§)t))
3) **Batrachospermum sp.2 (166552% (fzozafgg&) 0
s oz (S S B0
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3.4. Anéalise combinada

Foram utilizadas sequéncias de 25 amostras com 1946 pb cada, sendo 13 de B. viride-
brasiliense e 12 de Batrachospermum sp.1. As andlises para MV e BA produziram topologias
semelhantes e, sendo assim, apenas a arvore MV foi apresentada (Figura 5). Foi observado
alto suporte (1,0 PP e 100% BS) nos clados principais da arvore. Assim como observado na
andlise individual para os genes rbcL e cox1, a rvore concatenada apresentou clara disjuncao
entre as sequéncias de Batrachospermum sp.1 da regido Neartica (E.U.A./América do Norte)
e de B. viride-brasiliense da regido Neotropical (Brasil/América do Sul). No clado com as
amostras da regido Neartica também pode ser diferenciada duas linhagens com altos valores
de suporte, reforcando a existéncia de pelo menos duas espécies dentro de Batrachospermum

sp. 1 (Figura 5).
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Figura 5: Arvore filogenética (méaxima verossimilhanca) gerada com base nas sequéncias
concatenadas dos genes rbcL e coxl, destacando a se¢do Virescentia com cinco clados principais
contendo sequéncias do Brasil e E.U.A. Os numeros associados aos nos indicam os valores de
“bootstrap” (BS) para MV e de probabilidade posterior (PP) para analise bayesiana; nos sem valores
indicam BS < que 65 BS ou PP < 0,65. Circulos cheios nos nés indicam valores de BS > 95 e PP

>0,95.

4. Discussao

O gene rbcL tem sido o marcador padrdo para inferir filogenias para a ordem
Batrachospermales (VIS et al., 1998; VIS & ENTWISLE, 2000; ENTWISLE et al., 2009).
Mais recentemente, o gene cox1 tem sido amplamente aceito como um marcador confiavel de
“DNA barcode” para rodofitas (SAUNDERS, 2005; ROBBA et al.,, 2006; LE GALL &

SAUNDERS, 2010; CLARKSTON & SAUNDERS, 2012). As analises filogenéticas em
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estudos anteriormente realizados baseados em dados moleculares (VIS et al., 1998; VIS &
ENTWISLE, 2000; HANYUDA et al., 2004; VIS et al., 2005; ENTWISLE et al., 2009)
indicaram a secdo Virescentia como um grupo monofilético com alto suporte, apesar da
pouca representatividade de populacbes e regiBes geograficas. Ampliamos a
representatividade de populagdes, com a inclusdo de amostras do Brasil (AGOSTINHO &
NECCHI, 2014) e corroboramos a hipdtese de monofiletismo da se¢do, sugerida em outros
estudos (VIS et al., 2005; ENTWISLE et al., 2009). Investigacdes recentes tém sido
direcionadas a resolver o parafiletismo do género Batrachospermum (ENTWISLE et al.,
2009; SALOMAKI et al., 2014; ENTWISLE et al.,, 2016; ROSSIGNOLO & NECCHI,
2016). Ha tendéncia recente de elevar grupos monofiléticos menores a géneros distintos
dentro da ordem Batrachospermales: Kumanoa (combinacgéo das se¢fes Contorta e Hybrida,
ENTWISLE et al. 2009), Sheathia (antiga secdo Helminthoidea, SALOMAKI et al., 2014) e
Setacea (antiga secdo de mesmo nome, ROSSIGNOLO et al., 2016). Por outro lado, Entwisle
et al. (2016) adotaram posicdo contrastante, incluindo varios grupos se¢cdes menores com
espécies da Australasia e a secdo Setacea, dentro de Nothocladus senso lato. Com base nessas
premissas e adotando a tendéncia mais universal de separar grupos monofiléticos menores da
ordem Batrachospermales, justifica-se a elevacdo de Virescentia para a categoria de género.
A variagdo das sequéncias para o gene rbcL observada entre as amostras brasileiras de
B. viride-brasiliense (0 a 12 pb, 0-0,9%, AGOSTINHO & NECCHI, 2014) foi geralmente
inferior a variagdo intraespecifica observada em outras rodofitas continentais da ordem
Batrachospermales. Hanyuda et al. (2004) encontraram variacao de 2 a 29 pb (0,2-2,3%) para
quatro haplétipos de B. helminthosum mais estreitamente relacionados do Japdo e 34 a 41 pb
(2,7-3,2%) em relacdo a haplétipo atipico. Vis & Sheath (1997) observaram variacdo de 0 a
24 pb (0-1,9%) em B. gelatinosum (L.) De Candolle na América do Norte; Vis & Entwisle

(2000) reportaram variacdo de 0 a 50 pb (0-3,9%) em B. pseudogelatinosum Entwisle et Vis
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na Australia; Vis et al. (2008) observaram uma variacdo de 0 a 76 pb (0-6,0%) entre
espécimes de B. macrosporum das Ameéricas do Sul e Norte; Vis et al. (2010) analisaram 107
espécimes de B. arcuatum coletados na América do Norte, Asia e Europa e encontraram uma
divergéncia de 0 a 82 pb (0-6,4%). Neste estudo, a sequéncia de B. vogesiacum da Franca
apresentou uma alta divergéncia em relagdo as demais sequéncias analisadas, com variaces
de 117 a 142 pb (9,2-11,1%). Estes valores sdo muito superiores as divergéncias
interespecificas relatadas para Batrachospermales, chegando a um nivel de divergéncia
proxima a observada entre diferentes géneros.

Os limites de variagdo para a regido de “barcode” do gene cox1 observados entre 0s
espécimes brasileiros de B. viride-brasiliense (2 a 19 pb, 0,3-2,9%) foram geralmente
superiores aos limites de variacdo reportados para rodofitas marinhas. Saunders (2005)
observou uma variagdo intraespecifica para o0 gene coxl de 0 a 2 pb (0-0,2%) e
interespecifica de 30 a 90 pb (4,5-13,6%) entre 16 espécies das ordens Ceramiales,
Gigartinales e Rhodymeniales. Do mesmo modo, Robba et al. (2006) encontraram variagao
intraespecifica muito inferior (0 a 4 pb, 0-0,7%) comparada com a variagdo interespecifica
(28 a 148 pb, 5,2-27,4%) para representantes de seis ordens de algas vermelhas. Porém,
comparando-se com dados de variacdo intraespecificas para espécies de roddfitas
continentais, nossos dados situaram-se dentro ou abaixo dos limites reportados. House et al.
(2010) analisaram 193 individuos de B. gelatinosum provenientes de 16 localidades ao longo
da regido leste da América do Norte e observaram a ocorréncia de cinco haplotipos com
variacdo intraespecifica de 0 a 2 pb (0-0,2%). Em contraste, Sherwood et al. (2008)
reportaram variagéo intraespecifica de 0 a 67 pb (0-10,1%) para B. macrosporum. Em estudo
com 70 individuos de B. helminthosum coletados no leste da América do Norte, House et al.
(2008) observaram uma variacdo de 0 a 44 pb (0-6,6%), mas ndo foram encontrados

caracteres morfoldgicos que distinguissem os hapldtipos divergentes.
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Geralmente ¢ dificil recuperar rapidamente e a baixos custos sequéncias de “barcode”
de espécimes de museus com mais de uma década, especialmente porque o DNA esta
degradado e fragmentado (WHITFIELD, 1999; HAJIBABAEI et al., 2005). Tal comparacao
¢ critica quando o “barcode” revela espécies cripticas dentro do que era visto como uma
Unica espécie, ndo sendo morfologicamente evidente qual delas combina com o hol6tipo
(HEBERT et al., 2004a; JANZEN et al., 2005). Meusnier et al. (2008) determinaram o quanto
de informacao ¢ requerido para identificagdes utilizando sequéncias de “DNA barcode” com
0 gene coxl. Estes autores calcularam a probabilidade de se ter “barcodes” espécie-
especificos para fragmentos de tamanhos variados. A andlise demonstrou que enguanto
fragmentos completos de “DNA barcode” apresentam a melhor resolu¢ao (97%), obtém-se
um sucesso de 90% na identificagdo com regides de 100 pb e 95% com “barcodes” com 250
pb. Neste estudo, as analises feitas a partir do “mini-barcode” foram congruentes com as
realizadas a partir de fragmentos completos da regido de “barcode” do gene coxl. As
sequéncias geradas a partir das exsicatas de amostras brasileiras apresentaram grande
similaridade com as demais sequéncias de B. viride-brasiliense e estdo distribuidas dentro do
clado com espécimes brasileiros. A sequéncia gerada a partir da exsicata de uma amostra
proveniente do Japdo demonstrou grande divergéncia com todas as demais sequéncias do
Brasil, E.U.A. e Noruega, e a disposicdo dessa sequéncia na arvore em um clado com alto
suporte, corroboram 0o reconhecimento de uma espécie distinta (denominada de
Batrachospermum sp.2).

A andlise combinada de diferentes genes € uma opc¢éo para evitar a perda de dados e
mesclar a historia evolutiva dos genes para se aproximar mais da realidade evolutiva do
grupo (DUCHENE et al., 2011). Os genes individuais sdo susceptiveis a variacfes causadas
por diferentes taxas de substituicdo e as arvores resultantes de diferentes genes

frequentemente resultam em topologias variadas. Um ndmero minimo de genes pode ser
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usado para reproduzir resultados mitogendmicos e otimizar as analises de grandes conjuntos
de dados ou com sequéncias mitogenémicas incompletas (GATESY et al., 2007; DUCHENE
et al., 2011). Neste estudo, a &rvore resultante da analise combinada foi congruente com as
arvores individuais geradas para os genes rbcL e cox1.

Em adicdo as distdncias genéticas, trés outros critérios (LELIAERT et al., 2014)
suportam a existéncia de multiplas espécies: (1) clados com alto suporte para todos
marcadores moleculares; (2) concordancia entre esses marcadores; e (3) clara
descontinuidade entre a divergéncia intra- e interespecifica. Com base nesses critérios,
pudemos concluir que os resultados das sequéncias de rbcL, coxl e “mini-barcode”
revelaram que as amostras do Brasil, Japdo, E.U.A., Franca e Noruega correspondem a
espécies distintas. As analises filogenéticas evidenciaram espécies distintas com nitida
separacdo biogeografica, sendo que: rbcL evidenciou pelo menos cinco espécies distintas;
coxl pelo menos trés espécies; e “mini-barcode” pelo menos quatro. Em resumo, cinco
espécies podem ser reconhecidas mundialmente com base em sequéncias dos trés marcadores
moleculares em conjunto: B. viride-brasiliense, B. vogesiacum, B. helminthosum,
Batrachospermum spl, Batrachospermum sp2.

A presenca de clados bem definidos, com nitida reparticdo biogeogréafica e associados a
uma divergéncia relativamente alta nas sequéncias confirmaram a hip6tese de que espécies
novas, particularmente espécies cripticas e com padrdo biogeografico bem definido, seriam

encontradas e reconhecidas como espécies distintas dentro de Virescentia.
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CAPITULO 2:
Taxonomia da secao Virescentia do género
Batrachospermum (Rhodophyta,

Batrachospermales)
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1. Introducgéo

O trabalho de Sirodot (1884) pode ser considerado o ponto de partida para os
estudos taxondémicos do género Batrachospermum, pois nele foram propostos
originalmente o sistema de classifica¢do infra-genérico e os critérios para identificagéo
de espécies. Entretanto, conforme enfatizado por Israelson (1942), Sirodot ndo evitou a
falha de usar em varios casos diferengas morfoldgicas variaveis para distingdo das
unidades taxonémicas. Ainda, segundo 0 mesmo autor, muitas das espécies e variedades
de Sirodot devem ser consideradas meras formas locais, sem status taxonémico. E
concluiu que a determinacdo de espécies de acordo com Sirodot €, portanto, uma tarefa
muito delicada e o sistema foi motivo de muitas criticas. Dentre os principais criticos do
sistema de Sirodot destacam-se Brand (1895) e Kylin (1912), além do préprio Israelson.
Kylin (1912) reduziu o nimero de espécies aceitas propondo critérios mais estaveis para
a identificacdo de espécies. Porém, mesmo as espécies de Kylin ndo sdo faceis de se
reconhecer (ISRAELSON, 1942). Skuja (1931a, b, 1933b, a, 1938, 1969) parece ter
adotado uma posicdo intermediéria entre as de Sirodot e Kylin (ISRAELSON, 1942).
Entretanto, a circunscricdo da espécies adotadas por Skuja € muito mais amplamente
reconhecivel e aceitavel do que a daqueles autores, além de serem melhor definidas.
Israelson (1942) examinou um nimero de espécimes comparativamente muito maior do
que autores prévios e contribuiu efetivamente para o estabelecimento de um sistema
taxonémico estavel e mais amplamente aplicavel, especialmente quanto a circunscrigcdo
de espécies. Reis (1974) foi altamente conservador, aplicando basicamente 0 mesmo
tratamento de Sirodot. Mori (1975) adotou um sistema misto, incorporando

caracteristicas do sistema de Sirodot, Kylin e Israelson, além de propor novos critérios
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para determinacdo de espécies. Kumano (1979) utilizou critérios baseados nos sistemas
de Israelson e Skuja com poucas inovagdes.

Dentre as se¢es do género Batrachospermum, Virescentia (SIRODOT, 1873) (=
Verts Sirodot, 1884; Viridia DeToni, 1897) corresponde a espécies com as seguintes
caracteristicas: aparéncia esverdeada e verticilos bem desenvolvidos; carposporofitos
grandes, produzidos isoladamente ou em pares e inseridos no eixo principal; ramos
carpogoniais retos e curtos originados das células periaxiais ou células fasciculares
proximais e carpogdnio com tricoginios alongados e pedicelados (MORI, 1975;
KUMANO, 2002). A espécie-tipo desta secdo é B. helminthosum Bory.

Espécies desta secdo foram tradicionalmente descritas baseadas na sexualidade
(monoicas ou dioicas), coloragdo (tom de verde), localizacdo e comprimento do ramo
carpogonial, presenca de protuberéncias basais ou ondulagdes e ramificagdes no
tricoginio, e densidade dos fasciculos secundarios e dos pelos terminais (SIRODOT,
1884; MORI, 1975; STARMACH, 1977; SHEATH et al., 1994). No entanto, Israelson
(1942) notou que estas caracteristicas sdo varidveis e a maioria das espécies €
pobremente definida. Mori (1975) relatou que os ramos carpogoniais originados nas
células internas dos fasciculos aumentam em numero em locais ensolarados e que
ramificacdes e protuberancias basais nos tricoginios aumentam em locais sombreados.
Hanyuda (2004) confrontou os referidos caracteres morfolégicos de espécimes do Japdo
com dados moleculares baseados em sequéncias do gene rbcL e relatou que essas
caracteristicas ndo se correlacionam com as relagdes filogenéticas, sugerindo serem
mudancas fenotipicas induzidas sazonal e ambientalmente. Esses resultados também
sugerem que a similaridade genética ndo estd necessariamente correlacionada com

caracteristicas morfoldgicas.
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De maneira semelhante, Necchi (1990b) reconheceu trés espécies deste grupo para
o Brasil (B. helminthosum, B. sirodotii e B. vogesiacum) com base em caracteristicas
morfolégicas (nimero de células dos fasciculos priméarios e abundéncia dos fasciculos
secundarios). No entanto, em estudo posterior baseado em dados moleculares,
Agostinho & Necchi (2014) demonstraram que essas espécies ndo apresentam
divergéncia genética e correspondem a uma Unica espécie, identificada como B. viride-
brasiliense. Do mesmo modo, SHEATH et al. (1994) reconheceram duas espécies desta
secdo para a América do Norte, B. helminthosum e B. elegans, separando-as com base
na presenca de protuberancias basais nos tricoginios da segunda. Hanyuda et al. (2004)
concluiram que esta € uma mudanca fenotipica induzida sazonal e ambientalmente e
sugeriram a sinonimia para as espécies reconhecidas para a América do Norte. Chiasson
et al. (2014b) visitaram as localidades-tipo de espécies descritas por Sirodot na Franga e
reconheceram, com base em dados morfol6gicos e moleculares, as espécies B.
helminthosum e B. vogesiacum. Eloranta et al. (2016) reconheceram duas espécies da
secdo Virescentia na Finlandia com base em caracteres morfoldgicos: B. helminthosum
e B. vogesiacum.

Com base unicamente em caracteres morfoldgicos, Kumano (2002) reconheceu,
mundialmente, 11 espécies para esta se¢do: 1) B. crispatum Kumano; 2) B. gombakense
Kumano; 3) B. vogesiacum T.G. Schultz (= B. flageliforme Sirodot); 4) B.
gulbenkianum Reis; 5) B. bakarense Kumano; 6) B. azeredoi Reis; 7) B. ferreri Reis; 8)
B. elegans Sirodot; 9) B. transtaganum Reis; 10) B. helminthosum Bory; e 11) B.
desikacharyi Sankaran.

As relacdes filogenéticas entre as espécies da secdo baseada em nudmero
representativo de espécies, bem como desta com outras secdes do género

Batrachospermum ainda estdo estabelecidas de maneira muito superficial devido a
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pequena representatividade de sequéncias disponiveis. Por outro lado, espécies cripticas
tém sido reconhecidas com alto nivel de divergéncia genética, porém sem a
correspondente distincdo morfoldgica, mas, em alguns casos, apenas geografica, como a
ocorréncia de linhagens distintas geneticamente, mas ndo morfologicamente, entre
continentes reportadas no género Sirodotia (LAM et al., 2012) .

Espécies da secdo Virescentia foram reportadas na Europa (SIRODOT, 1884,
ISRAELSON, 1942; REIS, 1967; STARMACH, 1977; ELORANTA et al., 2016),
Brasil (NECCHI, 1990b) e Japdo (MORI, 1975; HANYUDA et al., 2004). Na América
do Norte, colecbes foram amplamente reportadas no leste dos Estados Unidos, de
Louisiana a Vermont (HYLANDER, 1928; FLINT, 1948, 1950; SCHUMACHER &
WHITFORD, 1961; MOUL & BUELL, 1979; SHEATH & BURKHOLDER, 1985;
SHEATH et al., 1993a) e, na porcao oeste do continente, populagdes desta se¢cdo foram
encontradas em Oregon (SHEATH et al.,, 1986) e Washington (SHEATH &
HAMBROOK, 1988). O Unico registro de colecdo de regido tropical na América do

Norte é de Starmach (1986-1987), proveniente de Cuba.

1.1. Objetivos

1. Avaliar quais caracteres morfoldgicos tem valor diagndstico, inclusive a luz

dos novos dados moleculares, para caracterizacdo das espécies da secdo

Virescentia;

2. Circunscrever as espécies reconhecidas na se¢do em ambito mundial.

2. Materiais e Métodos
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Foi feita a andlise morfologica de dez amostras de Batrachospermum sp.1,
provenientes dos Estados Unidos (Tabela 1), uma exsicata de Batrachospermum sp. 2,
proveniente do Japdo (Herbario do Laboratério de Ficologia, Kobe University) e de
exsicatas dos especimes-tipo de nove espécies (B. azeredoi, B. bakarense, B. crispatum,
B. ferreri, B. gombakense, B. gulbenkianum, B. transtaganum, B. helminthosum e B.
vogesiacum) (Tabela 2) da secdo Virescentia, através do exame de laminas

semipermanentes preparadas a partir de exsicatas provenientes de herbarios europeus.

Tabela 1. Relagdo das amostras e correspondentes sequéncias inseridas no “GenBank”
para os genes rbcL e coxl de Batrachospermum sp.l utilizadas para andlises
morfolGgicas neste estudo.

Espécie Localidade® rbcL coxl
Batrachospermumsp.1  E.U.A., MI, Flemming Creek AF244110 EU073847
Batrachospermum sp.1  E.U.A., TN, Scarboro Creek AF244117  EUO073846
Batrachospermumsp.1  E.U.A., OH, Big Run AF244111  EU636733
Batrachospermum sp.1  E.U.A., MA, Poquoy Brook AF244115  EUO073839
Batrachospermumsp.1  E.U.A., IN, Otter Creek AF244118 EU073845
Batrachospermum sp.1  E.U.A., RI, Wood River Trib. AF244119  EUO073836
Batrachospermum sp.1  E.U.A., OH, Five Mile Creek AF244120 EU636736
Batrachospermum sp.1  E.U.A., RI, Chipuxet River AF029142
Batrachospermum sp.1  E.U.A., VA, Carvin Creek EU073835
Batrachospermum sp.1  E.U.A., OH, Sunfish Creek EU073841

Batrachospermum sp.2

Japdo, Kobe University

1 CT = Connecticut, IN = Indiana, LA = Louisiana, MA = Massachusetts, Ml = Michigan, NC = North
Carolina, OH = Ohio, RI = Rhode Island, SP = S8o Paulo, TN = Tennessee

Tabela 2. Relacdo dos espécimes-tipo de Batrachospermum, secdo Virescentia.

Tipo

Espécie Nomenclatural Cddigo Local Coletor Data
B. azeredoi Reis Holétipo COl. 482 E:i’rt:ga" Vilada 5 pei 17.vi.1966
B. bakarense Kumano - TNS-AL - Ratnasaba .
et Ratnasabapathy Holétipo 169085 Malésia, Kelantan pathy 03.vi.1982
B. crispatum Kumano - TNS-AL  Malésia, Pulau Ratnasaba
et Ratnasabapathy Holotipo 169089  Tioman pathy 24.v.1974
B. ferreri Reis Holétipo COI. 485 Portugal, Vale de P. Reis 17.vi.1966

Cambra
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Tabela 2 (Continuagdo). Relacdo dos espécimes-tipo de Batrachospermum, secdo

Virescentia.
Espécie Tipo Cddigo Local Coletor Data
Nomenclatural
B. gombakense
Kumano et Holétipo TNS-AL Malasia, Selangor Ratnasaba 31.v.1976
169097 pathy

Ratnasabapathy
B.gulbenkianum Reis ~ Holétipo ~ COI.456  Portugal, Confulcos .+ RIS & 07,1965

-9 P ' gal, A. Santos o
B. transtaganum Reis Holétipo COl. 5422  Portugal, Odemira P. Reis 19.iv.1968
B. helminthosum - PC .
Bory Holotipo 0591734 France, Fougeres S. Sirodot  13.viii.1882
B. vogesiacum T. G. - PC Franca, Laugerie- .
Schultz ex Skuja Lectdtipo 0591499  Haute S. Sirodot  01.viii.1880

2.1. Preservacao

Amostras para estudos morfolégicos foram fixadas em solucéo de formaldeido a

4% (NECCHI, 1990b).

2.2. Andlises Morfologicas

Adotou-se como parametro 20 medi¢cOes ou contagens para cada estrutura

morfolégica em cada amostra (NECCHI, 1990a). As analises e as fotomicrografias

foram realizadas com uso de microscépio binocular “Leica DM1000”, equipado com

sistema de anélise de imagem Leica composto de: cadmera de video digital “Leica DFC

320” e software analisador de imagem LAS (“Leica Application Suite”).

Foram analisados os caracteres considerados como diagndsticos para o género

Batrachospermum, e para a secdo Virescentia em particular, de acordo com a literatura

relevante (SIRODOT, 1884; MORI, 1975; NECCHI, 1990b; SHEATH et al., 1994;
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ENTWISLE & FOARD, 1997; KUMANO, 2002): disposic¢do e numero de celulas dos
fasciculos primarios, abundancia de fasciculos secundarios, origem, dimensfes e
namero de células do ramo carpogonial, dimensées do carpogbnio, forma do tricoginio,
altura do carposporéfito em relagdo ao raio do verticilo, dimens6es dos carposporofitos
e carposporangios, numero de células dos filamentos gonimoblasticos (Figura 1).
Alguns caracteres de menor valor taxondmico também foram analisados para melhor
caracterizagdo das espécies: forma e dimensdes dos verticilos, dos espermatangios e das

celulas proximais e distais dos fasciculos primérios (Figura 1).

Figura 1 — Representacdo esquematica dos caracteres morfolégicos numéricos de Batrachospermum. A)
Fasciculo priméario: CF — célula fascicular; CP — célula pericentral; FP — fasciculo primario; R —
ramificacdo; B) Verticilo: Aca — altura do carpospordfito; DCa — diametro do carpospordfito; DVt —
diametro do verticilo; C) Espermatangio: CEs — comprimento do espermatangio; CF — célula fascicular;
DEs — didametro do espermatangio; D) Carpogbnio: CCp — comprimento do carpogbnio; CP — célula
pericentral; DCp — didmetro do carpogbnio; RC — ramo carpogonial; E) Carposporangio: CCs —
comprimento do carposporangio; CFG — célula do filamento gonimoblastico; DCs — diametro do
carposporangio; FG — filamento gonimoblastico. Adaptado de NECCHI (1990a).
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3. Resultados

3.1. Tratamento taxondmico

Secdo Virescentia Sirodot, Nouvelle classification des algues d’eau douce du
genre Batrachospermum: développement; generations alternantes. C. R. Acad. Sci.,

Paris, v. 76, p. 1216-20, 1873.

ESPECIE-TIPO: B. helminthosum Bory, Annales du Muséum d'Histoire

Naturelle, Bory de Saint-Vincent, [J.B.G.M.] 12: 177-190, 1808

SINONIMOS: secdo Viridia De Toni (1897:60); secdo Verts Sirodot (1884:259);

secdo Claviformia Reis (1973).

DISTRIBUICAO: Regides temperadas, subtropicais ou tropicais da América do

Norte, América do Sul, Asia, Europa e Australia.

HABITAT: Epilitica, epifitica ou fixa sobre substratos variados, em &gua corrente
de rios, riachos ou em pequenos lagos ou lagoas, em profundidade geralmente pequenas
(5-50 cm), locais sombreados ou bem iluminados, &gua transparente. Em 4&guas
ligeiramente &cidas a neutras (pH 5-7), temperatura baixa a elevada (6-27°C), baixa
concentracdo ionica (condutividade 25 + 11 pS.cm™), alta a moderada oxigenacio
(oxigénio dissolvido 7,3 £ 1,1 mg.L-1), e correnteza rapida a moderada (velocidade 39

+ 27 cm.s-1).
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DESCRICAO: Plantas geralmente verdes ou verde azuladas, monoicas, dioicas ou
polioicas; verticilos bem desenvolvidos; ramos carpogoniais bem diferenciados dos
fasciculos primérios, sendo retos, ligeiramente curvos ou curvos, curtos ou longos, com
3,0-37,5(-68,0) um de comprimento e 1-12(-20) células, formados a partir das células
periaxiais, menos frequentemente das células fasciculares; carpogbnios com 20,0-110,0
um de comprimento, tricoginios pedicelados ou indistintamente pedicelados,
claviformes, cilindricos, subcilindricos ou obcénicos; carpospordéfitos grandes (55,0—
550,0 pm de comprimento e 30,0-420,0 um de altura), maiores ou menores que 0 raio
dos verticilos, sésseis, 1 a 2, raramente 3 por verticilo, inseridos centralmente no
verticilo; carposporangios obovoides, piriformes ou elipticos, com 10-35 um de

comprimento e 5,3-24,0 um de largura.

Chave de Identificacdo para as espécies da se¢do Virescentia

1. Fasciculos primarios e secundarios curvos e unilateralmente ramificados................... 2
1. Fasciculos primarios e  secundarios retos e irregularmente
ramificados..........cccoeveiveiininnnnn. 4

2.  Filamentos involucrais unilaterais;  carposporéfito  <90,0 um  de
IAMEBLIO. ettt ne e B. bakarense
2. Filamentos involucrais ao redor do carpog6nio; carposporéfito >90,0 um de
(0L U0 [=] 1 (TP 3
3. Ramo carpogonial <10,0 pum de comprimento, com 1-2 células
NEXAGONAIS. ... c.veeveeteeie ettt B. gombakense
3. Ramo carpogonial >20,0 pum de comprimento, com 34 células
(0 [0 1) {0 1TSS B. crispatum
4. Ramo carpogonial curvo ou ligeiramente CUINVO.........cocvierereienieeeee s 5
4. RaMO CarpOgONIal FELO.......eeiviiiiieciie it re e e e aneas 6
5. Tricoginio cilindrico, ramo carpogonial com 12,0-35,0 um de comprimento e 3-11
CRIUIAS. ...t B. helminthosum
5. Tricoginio claviforme ou cilindrico, ramo carpogonial com 9,0-15,0 um de
comprimento € 3-5 CEIUIAS...........ccocoveiiiiicc e, B. transtaganum
6. Carpogonio com 20—45 pm de COMPIIMENTO.......ccereiireririeieie e 7
6. Carpogbnio com 30—110 pm de COMPrIMENtO.........cccecveieeieeiieci e 8
7. Fasciculos secundarios pouco NUMErosos € eSParsoS.........coerververvenes B. gulbenkianum

7. Fasciculos secundarios numerosos e sobre todo interno............c.ccccue.... B. vogesiacum



8. Distribuicdo geografica restrita 85 AMEAIICAS........ccciveieriereieieiiee e ee e eneas 9
8. Distribuicéo geografica restrita a Asia, regiao Paleartica
(JAPED). ...t Batrachospermum sp.2

9. Distribuicéo geografica restrita a regiao Neotropical
(BIaSi) ..o e e B. viride-brasiliense
9. Distribuicéo geografica restrita a regiao Neartica

(BELULAL ) e Batrachospermum sp.1
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1) B. bakarense Kumano et Ratnasabapathy, The Japanese Journal of Phycology,

vol. 32, pp. 19-23, 1984 (Figs. 2a-d).

DESCRICAO: Plantas monoicas; verticilos contiguos, doliformes, 70,0-300,0 um
de didmetro; fasciculos primarios curvos, unilateralmente ramificados, 7-10 células;
células proximais cilindricas, 18,0-24,0 um de comprimento e 5,0-6,0 um de didmetro,
células distais obovoides ou elipticas, 8,0-10,5 pum de comprimento e 4,0-5,0 um de
didmetro; fasciculos secundarios numerosos e cobrindo todo internd; espermatangios
esféricos, 4,0-5,0 um de didmetro; ramo carpogonial ligeiramente curvo, curto, com
10,0-25,0 pm de comprimento e 2-5 células, filamentos involucrais unilaterais,
consistindo de numerosas células alongadas; carpogdnios com 23,0-36,0 pum de
comprimento e 4,0-6,0 um de didmetro na base, com tricoginio pedicelado e
claviforme; carposporofitos semiesféricos, menores que o raio do verticilo, 1-2 por
verticilo, 55,0-90,0 pm de diametro e 30,0-60,0 pum de altura; filamentos
gonimoblasticos com 3-4 células cilindricas; carposporangios claviformes ou

obovoides, 13,0-18,0 um de comprimento e 7,0-10,0 um de diametro.

HOLOTIPO: Herbario do Museu Nacional de Ciéncias, Tsukuba. Ratnasabapathy

n® 13, 03.vi.1982, TNS-AL 169085.

ISOTIPO: Herbario do Museu Nacional de Ciéncias, Tsukuba. Ratnasabapathy n°

3, 03.vi.1982.

LOCALIDADE-TIPO: Asia, Malasia, Kelantan, Sungai Bakar. 5°41°-5°45°N e

102°14'-102°17’E.
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DISTRIBUICAO: Reportada apenas para a localidade-tipo.

COMENTARIOS: B. bakarense foi incluida na secdo Virescentia principalmente pela
presenca de ramo carpogonial curto, com 2-5 células, e tricoginio pedicelado e
claviforme. Diferencia-se das demais espécies da se¢do por apresentar ramo carpogonial
ligeiramente curvo, com filamentos involucrais produzidos unilateralmente e pelas
menores dimensdes dos carposporoéfitos (55,0-90,0 um de diametro e 30,0-60,0 um de

altura).

Figura 2. Caracteres morfoldgicos de B. bakarense. (a) Verticilos e carposporofito (seta). (b)
Fasciculo primério. (c) Carpogdnio com um tricoginio bem desenvolvido (seta) e filamentos
involucrais unilaterais. (d) Carposporangios (seta preta) e filamentos gonimoblasticos (seta
vermelha). Figuras b, c, e d adaptadas de KUMANO & RATNASABAPATHY (1984).
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2) B. crispatum Kumano et Ratnasabapathy, Journal of Phycology, vol. 30, pp. 15-

22,1982 (Figs. 3a-e).

DESCRICAO: Plantas dioicas ou polioicas; verticilos separados ou contiguos,
piriformes, 150,0-350,0 um de didmetro; fasciculos primérios curvos, unilateralmente
ramificados, 5-13 células; células proximais cilindricas, 22,0-26,2 um de comprimento
e 5,0-6,0 um de didmetro, células distais elipticas, 9,0-11,2 um de comprimento e 4,5—
7,4 um de didmetro; fasciculos secundarios numerosos, curvos e cobrindo todo internd;
espermatangios esféricos ou ovoides, 6,0-8,0 um de comprimento e 4,0-6,0 um de
diametro; ramo carpogonial ligeiramente curvo, curto, com 20,0-28,0 pum de
comprimento e 3—4 células, filamentos involucrais numerosos, com células cilindricas;
carpogbnios com 54,0-75,0 um de comprimento e 5,0-9,0 um de didmetro na base,
com tricoginio pedicelado e cilindrico; carposporofitos esféricos ou semiesféricos,
menores que o raio do verticilo, 1-2 por verticilo, 140,0-300,0 um de didmetro e 70,0—
135,0 pum de altura; filamentos gonimoblasticos com 3-4 células cilindricas;
carposporangios claviformes ou obovoides, 14,0-30,0 um de comprimento e 7,2-10,3

pum de diametro.

HOLOTIPO: Herbario do Museu Nacional de Ciéncias, Tsukuba. Ratnasabapathy

n°21, 24.v.1974. TNS-AL 169089.

ISOTIPO: Herbério do Museu Nacional de Ciéncias, Tsukuba. Ratanasabapathy

n°15, 24.v.1974.

LOCALIDADE-TIPO: Asia, Malésia, Pulau Tioman, Sungai Ayer Besar,

02°49'7.98" N, 104°09'30.42" E.
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DISTRIBUICAO: Reportada apenas para a localidade-tipo

COMENTARIOS: B. crispatum foi incluida na se¢do Virescentia principalmente
pela forma dos tricoginios (pedicelado e cilindrico) e dos carpdsporos. Diferencia-se das
demais espécies por apresentar fasciculos primarios e secundarios curvos e

unilateralmente ramificados.

Figura 3. Caracteres morfoldgicos de B. crispatum. (a) Verticilos e carposporéfito (seta). (b)
Verticilos, podendo-se observar os fasciculos primarios e secundarios curvos. (c¢) Fasciculo
primario curvo e unilateralmente ramificado. (d) Carpogdnio com tricoginio bem desenvolvido
(seta preta) e espermacio aderido (seta vermelha). (e) Carposporéngios (seta preta) e filamentos
gonimoblasticos (seta vermelha).

*Figuras ¢ e d adaptadas de KUMANO & RATNASABAPATHY (1982).
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3) B. gombakense Kumano et Ratnasabapathy, The Japanese Journal of Phycology,

vol. 30, pp. 119-124, 1982 (Figs. 4a-e).

DESCRICAO: Plantas dioicas; verticilos contiguos, doliformes, 150,0-400,0 um
de didmetro; fasciculos primarios curvos, unilateralmente ramificados, 9-15 células;
células proximais cilindricas, 11,6-14,0 um de comprimento e 4,5-8,0 um de didmetro,
células distais doliformes, 6,0-7,5 um de comprimento e 4,2-7,0 um de diametro;
fasciculos secundarios numerosos e cobrindo todo internd; espermatangios esféricos,
4,0-8,0 um de diametro; ramo carpogonial reto, curto, com 4,0-9,0 pm de comprimento
e 1-2 células hexagonais, filamentos involucrais numerosos, com 3-6 células cilindricas
ou elipticas; carpog6nios com 40,0-50,0 um de comprimento e 3,0-5,0 um de didmetro
na base, com tricoginio indistintamente pedicelado e claviforme ou obconico;
carposporofitos semiesféricos, menores que o raio do verticilo, Gnicos, 185,0-300,0 um
de didmetro e 140,0-210,0 um de altura; filamentos gonimoblasticos com 3-4 células
cilindricas; carposporangios obovoides, 20,0-25,0 um de comprimento e 8,0-11,0 um

de didmetro.

HOLOTIPO: Herbario do Museu Nacional de Ciéncias, Tsukuba. Ratnasabapathy

n® 1220, 31.v.1976. TNS-AL 169097.

ISOTIPO: Herbario do Museu Nacional de Ciéncias, Tsukuba. Ratnasabapathy n°

1221, 31.v.1976.

LOCALIDADE-TIPO: Asia, Maléasia, Selangor, Sungai Gombak, 3°16'43.6"N,

101°44'26"E.
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DISTRIBUICAO: Reportada apenas para a localidade-tipo e outra localidade no
leste da Maléasia, Sabah, em um tributério superior ao Sungai Tabin (KUMANO &

RATNASABAPATHY, 1982).

COMENTARIOS: B. gombakense estad inserido na secdo Virescentia pela
natureza do tricoginio (claviforme ou obc6nico) e por apresentar um Unico e grande
carposporofito inserido centralmente. Diferencia-se das demais espécies da secdo por
apresentar ramo carpogonial com uma ou duas células hexagonais, de onde se originam

muitas bracteas, e pelo tricoginio indistintamente pedicelado.

_2pm_ i
Figura 4. Caracteres morfologicos de B. gombakense. (a) Verticilos. (b) Verticilos e
carposporofitos (seta). (c) Fasciculo primério unilateralmente ramificado. (d) Carpogbnio com
um tricoginio bem desenvolvido (seta). (e) Carposporangios (seta). *Figuras b, c, d e e
adaptadas de KUMANO & RATNASABAPATHY (1982).
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4) B. gulbenkianum Reis, Anuério da Sociedade Broteriana, vol. 31, pp. 31-45,

1965 (Figs. 5a-d).

SINONIMOS: B. azeredoi Reis, Boletim da Sociedade Broteriana, vol. 41, pp.
167-189, 1967; B. ferreri Reis, Boletim da Sociedade Broteriana, vol. 41, pp. 167-189,

1967.

DESCRICAO: Plantas monoicas ou polioicas; verticilos contiguos ou separados,
esféricos ou semiesféricos, 430,0-810,0 pm de didmetro; fasciculos primarios
abundantemente ramificados, com 8-13 células; células proximais cilindricas, 23,0—
33,0 um de comprimento e 4,5-6,0 um de didmetro, células distais obovoides ou
elipticas, 8,9-11,0 um de comprimento e 4,2-6,2 um de didmetro; fasciculos
secundarios pouco numerosos e esparsos; espermatangios esféricos, 4,0-6,0 um de
diametro, filamentos involucrais numerosos, curtos, constituidos de células cilindricas
ou elipticas e encurvados sobre o carpogdnio; ramo carpogonial reto, curto a longo, com
9,0-35,0 um de comprimento e 3-12 células; carpogbnios com 20,3-39,0 um de
comprimento e 5,0-9,8 um de didmetro na base, com tricoginio pedicelado e claviforme
ou cilindrico; carpospordéfitos esféricos ou semiesféricos, menores que o raio do
verticilo, 1-3 por verticilo, 120,0-300,0 pm de didmetro e 60,0-150,0 um de altura;
filamentos gonimoblasticos com 1-5 células cilindricas; carposporangios obovoides ou

piriformes, 10,0-17,9 um de comprimento e 6,5-10,0 um de didmetro.

HOLOTIPO: Herbario do Departamento de Botinica da Universidade de

Coimbra, COI. 456, P. Reis & A. Santos, 07.vi.1965.
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LOCALIDADE-TIPO: Europa, Portugal, Confulcos, ‘Rio Alfusqueiro’.

40°40'57.1"N, 8°08'50.3"W.

DISTRIBUICAO: Europa, Portugal: Vila da Feira, ‘Rio Caster’. 40°54'57.6"N,
8°33'36”W, 17-vi-1966, P. Reis et A. Santos; Ovar, Rio Gonde, 28-vi-1960, P. Reis et J.
Matos; Vale de Cambra, rio da ‘Mina do Pintor’. 40°53'33.5"N, 8°27'42.5"W, 15-vi-

1966, P. Reis et A. Santos.

COMENTARIOS: A espécie foi inserida na secdo Virescentia por apresentar
ramificacdo radial, tricoginio pedicelado e claviforme ou cilindrico e filamentos
gonimoblasticos determinados (células cilindricas, constituindo uma massa compacta de
filamentos densos). B. gulbenkianum diferencia-se das demais espécies da secdo por
apresentar fasciculos secundarios pouco numerosos e esparsos e 1-3 carposporofitos em
cada verticilo.

Reis (1967) prop0s as espécies B. azeredoi e B. ferreri com base exclusivamente
em caracteristicas do estagio ‘Chantransia’, distinguindo-as entre si pela presenca de
protonema filamentoso na primeira e protonema parenquimatoso na segunda. No
entanto, sdo caracteristicas consideradas desprovidas de significado taxondmico
(ISRAELSON, 1942; MORI, 1975; NECCHI & OLIVEIRA, 2011). As espécies B.
azeredoi, B. ferreri e B. gulbenkianum apresentaram grande sobreposi¢do em todos os
caracteres morfologicos e morfomeétricos analisados e disponiveis na literatura (REIS,
1965; REIS, 1967) e, além disso, as localidades-tipo estdo geograficamente proximas
(raio de 35 quilémetros). Esses dados sugerem corresponder a uma unica especie. Desse

modo, B. azeredoi e B. ferreri estdo sendo sinonimizadas com B. gulbenkianum.
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Figura 5. Caracteres morfolégicos de B. gulbenkianum. (a) Verticilos e carpospordfitos (seta).
(b) Fasciculo primério. (c) Carposporangios (seta preta) e filamentos gonimoblasticos (seta
vermelha). (d) Carpogdnio com um tricoginio bem desenvolvido (seta).
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5) B. transtaganum Reis, Memorias da Sociedade Broteriana, vol. 21, pp. 23-26,

1970 (Figs. 6a-d).

DESCRICAO: Plantas polioicas; verticilos contiguos ou separados, esféricos ou
semiesféricos, 250,0-340,0 um de didmetro; fasciculos primarios retos, abundantemente
ramificados, com 8-11 ceélulas; celulas proximais cilindricas, 14,2-18,0 um de
comprimento e 4,2-5,8 um de didmetro, células distais obovoides ou elipticas, 6,0-10,0
pum de comprimento e 4,2-6,0 um de didmetro; fasciculos secundarios pouco
numerosos e esparsos; espermatangios esféricos, 4,0-6,0 um de didmetro; ramo
carpogonial geralmente curvo, curto, com 9,0-15,0 um de comprimento e 3-5 células,
filamentos involucrais numerosos, curtos, com células elipticas e envolvendo o
carpogonio; carpogonios com 46,0-62,8 um de comprimento e 6,0-9,7 um de diametro
na base, com tricoginio pedicelado e claviforme ou cilindrico; carposporofitos
semiesféricos, menores que o raio do verticilo, 1-2 por verticilo, 165,0-220,0 um de
diametro; filamentos gonimoblasticos com 3-4 células cilindricas; carposporangios

obovoides, 16,6-18,0 pm de comprimento e 10,0-11,0 um de diametro.

HOLOTIPO: Herbario do Departamento de Botanica da Universidade de

Coimbra, COl. 542a, P. Reis, 19.iv.1968.

LOCALIDADE-TIPO: Europa, Portugal, Odemira, ‘Ribeira do Torgal’.

37°37'34.1"N, 8°38'13.9"W.

DISTRIBUICAO: Reportada apenas para a localidade-tipo e em um riacho

tributario ao ‘Rio Mira’, Portugal.
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COMENTARIOS: B. transtaganum foi inserida na secdo Virescentia por
apresentar carpogdnio simétrico, com tricoginio pedicelado e claviforme ou cilindrico e
1-2 carpospordfitos por verticilo. Eloranta et al. (2011) sugeriram que B. transtaganum
poderia ser transferido para o género Kumanoa, pois este é caracterizado por apresentar
ramos carpogoniais curvos ou torcidos em hélice. No entanto, as espécies do género
Kumanoa apresentam carpog6nio assimétrico e somente um (raramente dois)
carposporofitos por verticilo.

Batrachospermum transtaganum diferencia-se das demais espécies da secdo
Virescentia por apresentar fasciculos secundarios pouco numerosos € esparsos e ramo

carpogonial geralmente curvo.

50 um

Figura 6. Caracteres morfolégicos de B. transtaganum. (@) Verticilos. (b) Fasciculo primario.
(c) Carpogdnio com um tricoginio bem desenvolvido (seta). (d) Carposporangios (seta preta) e
filamentos gonimoblasticos (seta vermelha).
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6) B. viride-brasiliense Necchi & Agostinho, Phycologia, vol. 53 (6), pp. 561-570,

2014 (Figs. 7a-d).

DESCRICAO: Plantas monoicas, dioicas ou polioicas; verticilos contiguos ou
separados, doliformes, esféricos, piriformes ou obconicos, 280,0-1100,0 pum de
didmetro; fasciculos priméarios abundantemente ramificados, com 7-18 células; células
proximais cilindricas ou elipticas, 20,0-90,0 um de comprimento e 4,0-15,0 um de
didmetro, células distais elipticas, obovoides ou piriformes, 7,0-25,0 pum de
comprimento e 3,0-10,5 um de didmetro; fasciculos secundéarios variando de poucos e
esparsos a abundantes e sobre todo interno; espermatangios esféricos, 4,0-9,0 um de
diametro; ramo carpogonial reto, curto a longo, com 4,0-37,5 um de comprimento e 1—
7 células, filamentos involucrais numerosos, alongados, cilindricos ou elipticos e
envolvendo o carpogonio; carpogonios com 40,0-110,0 um de comprimento e 4,8-13,7
um de didmetro na base, com tricoginio pedicelado e claviforme ou subcilindrico;
carposporofitos semiesféricos, menores que o raio do verticilo, 1-2 por verticilo, 200,0—
550,0 um de didmetro e 100,0-300,0 um de altura; filamentos gonimoblasticos com 3-6
células cilindricas ou doliformes; carposporangios obovoides, piriformes ou elipticos,

19,0-35,0 um de comprimento e 10,0-24,0 um de diametro.

HOLOTIPO: Herbario do Departamento de Zoologia e Botanica, SIRP 29845,

M.O. Paiano, 15.xii.2009.

ISOTIPO: Herbario Ficolégico do Instituto de Botanica, SP428881.
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LOCALIDADE TIPO: América do Sul, Brasil, Sdo Paulo: Campos do Jordéo,

‘Ducha da Prata’, 22°44°17”S, 45°34°10”W.

DISTRIBUICAO: A espécie foi reportada para éreas predominantemente
subtropicais e temperadas, menos frequentemente em tropicais, das regides sudeste e
sul, do estado de Minas Gerais ao Rio Grande do Sul (19°10°- 30°45’S) (NECCHI,

1990b; AGOSTINHO & NECCHI, 2014).

COMENTARIOS: B. viride-brasiliense diferencia-se de todas as espécies da
secdo pelo longo carpogonio, chegando este a 110 um de comprimento (os demais
membros da se¢do apresentam carpogonio com comprimento inferior a 70 um). Todos
os demais caracteres apresentaram grande sobreposicdo com as espécies
Batrachospermum spl e Batrachospermum sp2. Diferencia-se das demais espécies com
base nas maiores dimensdes dos verticilos, carpospordfitos e carposporangios.

Batrachospermum viride-brasiliense, Batrachospermum sp.1, e
Batrachospermum sp.2, apresentam distribuicGes geogréaficas restritas ao Brasil, E.U.A.
e Japdo, respectivamente. Individuos dessas espécies apresentaram clara diferenca

genética, com diferencas superiores a 1,8% (22 pb) para as sequéncias do gene rbcL e

7,3% (48 pb) para as sequéncias do gene cox1, sugerindo serem espécies cripticas.



Figura 7. Caracteres morfolégicos de B. viride-brasiliense. (a) Verticilos e carposporofito
(seta). (b) Fasciculo primario. (c) Carpogdnio com um tricoginio bem desenvolvido (seta). (d)
Carposporangios (seta preta) e filamentos gonimobléasticos (seta vermelha).
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7) B. helminthosum Bory, Annales du Muséum d'Histoire Naturelle, Bory de

Saint-Vincent, [J.B.G.M.] 12: 177-190, 1808

SINONIMOS: B. graibussoniense Sirodot (1884:278, tab. 47, fig. 1-6); B.
bruziense Sirodot (1884:281, tab. 45, fig. 1-7, tab. 46, fig. 1-8); B. testale Sirodot
(1884:284, tab. 42, fig. 1-5, tab. 43, fig. 1-8); B. virgatum Sirodot (1884:286, tab. 44,
fig. 1-6, tab. 50, fig. 1-5) nom. illeg.; B. sirodotii Skuja ex Flint (1950:775, fig. 13—

20); B. coerulescenes Sirodot (1884:270, tab. 40, fig. 1-4, tab. 41, fig 1-5)

DESCRICAO: Plantas monoicas ou polioicas; verticilos contiguos ou separados,
doliformes, esféricos ou piriformes, 400,0-800,0 um de didmetro; fasciculos primarios
abundantemente ramificados, com 8-15 células; células proximais cilindricas ou
elipticas, 20,0-35,0 (-60) pum de comprimento e 6,0-9,0 um de didmetro, células distais
obovoides ou elipticas, 13,0-16,0 um de comprimento e 4,0-6,0 um de didmetro;
fasciculos secundarios variando de poucos e esparsos a abundantes e sobre todo interno;
espermatangios esféricos, 5,0-7,0 um de didmetro; ramo carpogonial reto ou
ligeiramente curvo, curto a longo, com 12,0-35,0 um de comprimento e 3-11 células,
filamentos involucrais curtos; carpogonios com 25,0-60,0 um de comprimento e 4,0—
6,0 um de didmetro na base, com tricoginio pedicelado e cilindrico; carposporéfitos
esféricos, menores que o diametro do verticilo, 1-2 por verticilo, 148,0-400,0 um de
diametro; filamentos gonimoblasticos com 3-4 células cilindricas; carposporangios

obovoides ou piriformes, 11,4-28,0 um de comprimento e 7,0-12,0 um de diametro.

HOLOTIPO: Herbario PC Thuret, France, Fougeres; S. Sirodot, 13.viii.1882.

PC0591734.
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LOCALIDADE-TIPO: Europa, Franca, Fougéres, Riviere de Coesne.

48°20'15"N, 1°12'24"W.

DISTRIBUICAO: Reportada na Franca para a localidade-tipo e mais duas
localidades: Le Boulet Prioult, 48°19'58.0"N, 1°39'44.2"W, coletada por W. Chiasson &
E. Salomaki, 5 de outubro de 2011, BHO A-0901; Estrada para Chappelle Saint Clair-
de-Gout, saida da rodovia D433, 44°14'14.6"N, 0°03'31.7"W, coletado por M. Vis, W.
Chiasson & K. Chiasson, 29 de outubro de 2011, BHO A-0935, A-0936; América do
Norte, E.U.A. (FLINT, 1950: 757; 1970: 74); América do Sul, Brasil (NECCHI, 1988);
Asia, Japdo (MORI, 1975: 468; 1977: 191; KUMANO & HIROSE, 1077: 167;
KUMANO, 1979: 95); Europa, Alemanha (REIS, 1960a: 49), Franca (BORY, 1808:
316; SIRODOT, 1884: 270; HAMEL, 1925: 83) e Portugal (REIS, 1962: 65; 1966: 39;

1972a: 198; 1974: 96).

COMENTARIOS: B. helminthosum apresentou grande sobreposi¢do nas
dimensfes dos caracteres morfoldgicos com B. viride-brasiliense, B. vogesiacum,
Batrachospermum spl e Batrachospermum sp2, mas apresentou ramo carpogonial mais
longo que as demais, com até 11 células. Chiasson et al. (2014a) coletaram espécimes
de B. helminthosum na localidade-tipo e, através de anélises filogenéticas com base no
gene rbcL, evidenciaram uma alta diversidade genética entre as sequéncias de B. viride-
brasiliense, Batrachospermum sp.1 e Batrachospermum sp.2, demonstrando se tratarem

de taxons distintos.
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8) B. vogesiacum T. G. Schultz ex Skuja, Die Susswasserrhodophyceen der
deutschen limnologischen Sunda-Expedition, Archiv flir Hydrobiologie,

Supplement 15: 603-637, 1938 (Figs. 8a-d).

SINONIMOS: B. vagum var. flageliforme Sirodot (1884:263, tab. 35, fig. 1-2;
tab. 36, fig. 1-6; tab. 39, fig. 4; Kylin, Stud. schwed. Batr. p. 34); B. flagelliforme
(Sirodot) Necchi (1988:11), nom. illeg..

EXS.: Wittr. et Nordst., Alg. exs. n. 102

DESCRICAOQ: Plantas monoicas; verticilos mais ou menos separados ou
contiguos, doliformes, obconicos, piriformes, ou semiesféricos, 340,0-700,0 um de
didmetro; fasciculos priméarios abundantemente ramificados, com 614 células; células
proximais cilindricas ou fusiformes, 25,0-60,0 um de comprimento e 5,0-9,0 um de
diametro, células distais obovoides ou elipticas; fasciculos secundarios numerosos e
cobrindo todo internd; espermatangios esféricos, 5,0-8,0 um de diametro; ramo
carpogonial reto, curto a longo, com 13,0-25,0(-68,0) um de comprimento e 4-8(-20)
celulas, filamentos involucrais numerosos, curtos, consistindo de células isodiamétricas;
carpogbnios com 20,0-45,0 um de comprimento e 4,0-7,0 um de didmetro na base,
com tricoginio indistintamente ou curtamente pedicelado e obcénico ou cilindrico;
carposporofitos esféricos, menores que o raio do verticilo, 1-2 por verticilo, 140,0—
330,0 um de diametro e 95-175 um de altura; filamentos gonimoblasticos com 3-4
células cilindricas; carposporangios obovoides, 9,5-19,0 (—25) um de comprimento e

6,6-13,0 (—17) um de diametro.
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LECTOTIPO: Museu Nacional de Historia Natural, Herbario PC (colecdo de

Thuret). S. Sirodot, 01.viii.1880, PC0591499.

LOCALIDADE-TIPO: Franga, Laugerie-Haute, 44°57'09"N, 1°00'24"E.

DISTRIBUICAO: Reportada para a localidade-tipo e mais duas localidades: La
Paulie, Rt. 374, 43°52'50.8"N, 1°14'56.6"W, coletada por M. Vis, W. Chiasson & K.
Chiasson, 27 de outubro de 2011, BHO A-0930, A-0931; riacho em St. Jacques,
43°55'44.5"N, 0°43'52.3"W, coletada por M. Vis, W. Chiasson & K. Chiasson, 26 de
outubro de 2011, BHO A-0926, A-0927. Australia (BAILEY, 1988); Europa, Franca
(SIRODOT, 1884: 263; HAMEL, 1925: 81), Portugal (REIS, 1974: 120), Suécia

(ISRAELSON, 1942: 43) e U.R.S.S. (SKUJA, 1928: 206).

COMENTARIOS: B. vogesiacum diferencia-se das demais espécies da seco
principalmente com base no formato dos tricoginio (indistintamente ou curtamente
pedicelado e obcénico ou cilindrico). Chiasson et al. (2014a) confirmaram ser uma
espécie distinta com base em dados morfoldgicos e moleculares. As sequéncias de B.
vogesiacum apresentaram divergéncia superior a 9,4% (120 pb) para o gene rbcL em
relacdo as demais sequéncias deste estudo. Estes valores sdo muito superiores a toda
variacdo intraespecifica reportada para a membros da ordem Batrachospermales (VIS &
SHEATH, 1997; VIS & ENTWISLE, 2000; HANYUDA et al., 2004; VIS et al., 2008;

VIS et al., 2010; AGOSTINHO & NECCHI, 2014).
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Figura 8. Caracteres morfol6gicos de Batrachospermum vogesiacum. (a) Verticilos (b)
Verticilos e carposporofito (seta). (¢) Carpogdnio com um tricoginio obconico (seta preta) e
espermécio aderido (seta vermelha). (d) Ramo carpogonial (seta vermelha) e carpogbnio (seta
preta)
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9) Batrachospermum sp.1 (Regido Neértica, E.U.A.) (Figs. 9a-d).

DESCRICAO: Plantas monoicas ou dioicas; verticilos contiguos ou separados,
doliformes, esféricos ou piriformes, 280,0-940,0 um de didmetro; fasciculos primarios
abundantemente ramificados, com 7-21 células; células proximais cilindricas, 18,0—
50,0 um de comprimento e 5,0-17,6 um de didmetro, células distais obovoides ou
elipticas, 6,0-12,0 pm de comprimento e 4,0-8,6 um de didmetro; fasciculos
secundarios variando de poucos e esparsos a abundantes e sobre todo interno;
espermatangios esféricos, 4,0-8,0 um de diametro; ramo carpogonial reto, curto a
relativamente longo, com 6,0-30,0 um de comprimento e 1-7 células, filamentos
involucrais numerosos, elipticos e envolvendo o carpogbnio; carpogdnios com 30,0—
77,0 um de comprimento e 4,0-13,7 um de didmetro na base, com tricoginio pedicelado
e claviforme ou cilindrico; carpospordéfitos semiesféricos, menores que o raio do
verticilo, 1-2 por verticilo, 120,0-415,0 um de didmetro e 70,0-420,0 um de altura;
filamentos gonimoblasticos com 1-8 células cilindricas; carposporangios obovoides ou

piriformes, 9,8-27,6 um de comprimento e 5,3-16,9 pum de didametro.

DISTRIBUICAO: Reportada no leste dos EUA, de Louisiana a Vermont
(HYLANDER, 1928; FLINT, 1948, 1950; SCHUMACHER & WHITFORD, 1961,
MOUL & BUELL, 1979; SHEATH & BURKHOLDER, 1985; SHEATH et al., 1993a)
e na porc¢édo oeste do pais em Oregon (SHEATH et al., 1986) e Washington (SHEATH

& HAMBROOK, 1988).

COMENTARIOS: Sheath et al. (1994) trabalharam com espécimes dos EUA

exclusivamente com base em dados morfologicos e morfométricos, e propuseram varias
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sinonimias, tratando esses individuos como B. helminthosum. No entanto, estudos
posteriores com base em dados moleculares demonstraram que B. helminthosum é um
grupo geneticamente diverso e pode representar mais tdxons (AGOSTINHO &
NECCHI, 2014; CHIASSON et al., 2014a). Como o tipo nomenclatural de B.
helminthosum é um espécime descrito na Franca, esse grupo de algas dos EUA foi
tratado como Batrachospermum sp.1.

Esta espécie apresentou morfologia bastante semelhante as espécies B. viride-
brasiliense e Batrachospermum sp.2, com grande sobreposi¢do em todos 0s caracteres
morfolégicos analisados. No entanto, as arvores filogenéticas geradas para 0s genes
rbcL e coxl demonstram ser espécies distintas, com nitida separacdo biogeografica,
apresentando divergéncias de 8,6-10,3% (57-68 pb) e 1,9-5,1% (24-66 pb) para os

genes cox1 e rbcL, respectivamente.

Figura 9. Caracteres morfoldgicos de Batrachospermum sp.1. (a) Verticilos e carposporéfito
(seta). (b) Fasciculo primério. (c) Carpogdnio com um tricoginio bem desenvolvido (seta). (d)
Carposporangios (seta preta) e filamentos gonimobl&sticos (seta vermelha).
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Linhagens A e B de Batrachospermum sp.1

Com base na analise de 10 amostras de Batrachospermum sp.1, foram
reconhecidas duas linhagens (A e B) para os genes rbcL e cox1.

Dentre os espécimes da linhagem A, as seguintes amostras foram analisadas:
Flemming Creek (AF244110 / EUQ73847) e Scarboro Creek (AF244117 / EUQ073846).
Plantas dioicas e apenas femininas; verticilos contiguos ou separados, doliformes ou
esféricos, 280-860 (509,9+153,6 [média + desvio padrdo]) um de didmetro; fasciculos
primarios abundantemente ramificados, com 8-18 (12,2+3,3) células; células proximais
cilindricas, 18,0-38,0 x (28,5+6,9) um de comprimento e 5,5-17,6 (9,94£3,8) um de
diametro, células distais obovoides ou elipticas, 7,2-12 (9,8+1,1) um de comprimento e
4,0-6,8 (5,4+0,9) um de didmetro; fasciculos secundarios poucos numerosos e esparsos;
carpogénios com 30,0-55,0 x (41,5£5,4) um de comprimento e 4,0-9,6 (6,9+1,6) um de
didmetro na base, com tricoginio pedicelado e claviforme ou cilindrico; carposporofitos
semiesféricos, menores que o raio do verticilo, 1-2 por verticilo, 130,0-297,0
(197,5£42,1) um de diametro e 83,0-200,0 (121,6£27,0) um de altura; filamentos
gonimoblasticos com 3-4 (3,4+0,5) células cilindricas; carposporangios obovoides ou
piriformes, 17,0-24,0 (20,0-1,7) um de comprimento e 8,0-12,0 (9,8+1,0) um de
didmetro (Tabelas 2 e 3).

A linhagem B apresentou maior nimero de sequéncias e maior numero de
especimes analisados morfologicamente, dentre as quais as seguintes amostras foram
utilizadas: Big Run (AF244111 / EU636733), Poquoy Brook (AF244115 / EU073839),
Otter Creek (AF244118 / EU073845), Wood River (AF244119 / EU073836), Five Mile
Creek (AF244120 / EU636736), Chipuxet River (AF029142), Carvin Creek

(EU073835), Sunfish Creek (EU073841). Plantas mondicas ou dioicas; verticilos
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contiguos ou separados, doliformes, esféricos obconicos ou piriformes, 360,0-940,0
(551,9+140,3) um de didametro; fasciculos priméarios abundantemente ramificados, com
8-19 (12,4+2,6) células; células proximais cilindricas, 22,0-50,0 (31,4+6,6) um de
comprimento e 5,0-12,0 (8,2+1,4) um de didmetro, células distais obovoides ou
elipticas, 4,6-12,0 (8,5+1,6) um de comprimento e 4,0-8,6 (5,7+1,1) um de diametro;
fasciculos secundarios variando de poucos e esparsos a abundantes e sobre todo interno;
espermatangios esféricos, 4,0-8,0 (5,2+1,1) um de didmetro carpogbnios com 40,0—
77,0 (58+£7) um de comprimento e 5,0-9,0 (6,4+0,8) um de diametro na base, com
tricoginio pedicelado e claviforme ou cilindrico; carpospor6fitos semiesféricos, menores
que o raio do verticilo, 1-2 por verticilo, 156,0-391,0 (216,6+45,4) um de diametro e
71,0-246,0 (107,1+27,3) um de altura; filamentos gonimoblasticos com 3-5 (4,1+0,6)
células cilindricas; carposporangios obovoides ou piriformes, 15,0-24,0 (18,5£2,1) um
de comprimento e 6,0-12,0 (9,6+1,5) um de diametro (Tabelas 3 e 4).

Os caracteres analisados apresentaram grande variacdo entre si e ampla
sobreposicdo entre os clados A e B, ndo sendo possivel identificar diferencas

morfoldgicas entre esses grupos.



Tabela 3. Caracteres taxondmicos dos espécimes da se¢do Virescentia das amostras dos E.U.A. (dimensfes em pum). Codigos das amostras conforme Tabela 2.

Para os dados numéricos os valores representam amplitude de variagdo (linha superior) e média + desvio-padrao (linha inferior). CI: cilindricas; DO: doliforme;
EL.: elipticas; ES: esférico; NU: numerosos; OBc: obcdnico; OBv: obovoide; PI: piriforme; PO: poucos.

Amostra Separacio Forma Verticilo Fasc. 12" Tam. e Forma Céls. Fasc. 1™ Fasc. 28"
de sexo Verticilo (diametro) (n° céls.) proximais distais
Linhagem A
375-860 14-18 ! OBv, EL
AF244110/ EUQ073847 dioico @ DO, ES (606+138.6)  (15.3+1,2) 31,2-38 x 10,6-17,6 9-12 x 5-6,8 PO - proximos ao no
F90 o= (35,7£2,7 x 14+2,3)  (10,240,9 x 5,9+0,5)
Cl OBv, EL
AF244117 | EU073846 dioico @ ES (355%;575153) (12;1124) 18-30 x 5,5-10 7,2-11 x 4-6,3 PO - proximos ao né
O = (23,643,7x7,3+1,4)  (9,2+1,2 X 4,8+0,8)
Linhagem B
Cl OBv, EL
AF244111/ EU636733 dioico @ DO, ES (f&zgfgi) (12%&? 4) 22-30,6 x 6,3-8,2 6,6-8,6 x 5,7-8,6 PO - proximos ao né
o= HENY (24,842,8x7,540,7)  (7,540,7 x 7,2+0,9)
Cl OBy, EL
AF244115/EU073839  dioico J e @ DO, ES, PI (75?3%%?3(?7) (11624:199) 34-50 x 8-10 9,7-11 x 5-7,7 NU - todo interno
o= = (39+6,3x8,7£0,8)  (10,4+0,6 x 6,1£0,9)
Cl OBy, EL .
AF244118/EUOT3845  dioico §  DO,ES  uecliil (30 325413x75105  66-96x4759 oot proximesas
O RS (36,3£.36x84£1,2)  (8,2+1,1 X 5,4:0,4)
535-914 9-14 ¢l 0BV, Bl .
AF244119/EU073836  dioico J e @ ES, PI (691,3+132,8) (11,9+1,6) 35,5-43,5x 7-9 8,5-11,5x 4,2-5,7 NU - todo intern6

(39,8+2,7 x 7,9+0,8)

(9,6£1,1 x 5:0,6)
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Tabela 3 (Continuagdo). Caracteres taxondmicos dos espécimes da secdo Virescentia das amostras dos E.U.A. (dimensfes em pm). Codigos das amostras
conforme Tabela 2. Para os dados numéricos os valores representam amplitude de variacéo (linha superior) e média + desvio-padrdo (linha inferior). CI: cilindricas;
DO: doliforme; EL.: elipticas; ES: esférico; NU: numerosos; OBc: obconico; OBv: obovoide; Pl: piriforme; PO: poucos.

Amostra Separacio Forma Verticilo Fasc. 12" Tam. e Forma Céls. Fasc. 1™ Fasc. 28"
de sexo Verticilo (diametro) (n° céls.) proximais distais
Cl OBy, EL
AF244120 / EU636736 dioico @ DO, ES 400-681 8-14 22-32 X 6-9,5 6-9,2 x 4-6,8 NU - todo interné

(5228254,3)  (10.1+19)  y6943 4y 7 741) (7,7+1 x 50,9)

cl OBv, EL
AF029142 dioico & & 9 ES (61%73;71712 0 (lllsz 3 22-30 X 5-8 8-12 X 5,5-7,7 PO - proximos ao né
(2L SELS) (04,7429 %6,640,9)  (10,1+1,4 x 6,540,7)
Cl OBv, EL
EU073835 dioico @ DO, ES 474-668 13-17 28-36,5 x 7,3-10 8-12 x 4,6-8 + NU - 2/3 do intern6
(544,7£44.8)  (14.1£13) (31 543'5x85+11) (10,11 X 5.8+1,6)
360-490 9-12 cl OBV, EL
EU073841 dioico & e @ DO, ES, OBc 25-33 x 7-12 7-11x 4,5-6,5 PO - proximos ao no
(419.6237.8)  (1040.9) 95 4196 10.1415)  (8,7+1 x 5.3+0,7)
Médias
280-860 8-18 cl OBv, EL
Média linhagem A dioico @ DO, ES (500,9+153,6) (12,2+3,3) 18-38 x 5,5-17,6 7,2-12 x 4-6,8 PO - proximos ao né
IELS3, 2E35)  (085+69x9,9438)  (9,8+1,1 x 5,4+0,9)
cl OBv, EL
o i DO, ES, OBc,  360-940 8-19 *
Média linhagem B dioico de @ pi (551,9+1403) (12.4+2,6) 22-50 x 5-12 4,6-12 x 4-8,6 PO a NU

(31,446,6 x 8,2+1,4)  (8,5+1,6 X 5,7+1,1)




Tabela 4. Caracteres taxondmicos dos espécimes da secdo Virescentia de amostras dos E.U.A. Codigos das amostras conforme Tabela 2. Para os dados
numéricos os valores representam amplitude de variacao (linha superior) e média + desvio-padréo (linha inferior). OBv: obovoide; PI: piriforme.

Amostra Carpogdnio Carposporéfito Carposporangio 'f\illoai;eelr?tlgss Espermatangio
(comp. x larg.) (larg. x alt.) dimensoes forma  Gonimoblasticos  (01ametro)
Linhagem A
32,6-49,3 x 7-9,6 146-256 x 83-150 17-22,7 x 8,3-10,3 3-4
AF244110/EUOTSBAT — “(oi5k8141)  (1932425x104,2¢147)  (19,7+17x94+06) bV P! (3.4+0,5)
30-55 x 4-8,6 130-297 x 105-200 18-24 x 8-12 3-4
AF244117/EU073846 (41,8458 x 6x1,4)  (201,5+53,7 x 137,9+25,5)  (20,1+1,8 x 10,1+1,2) OBv, PI (3,4%0,5)
Linhagem B
45-66 x 5,5-7,5 156-284 x 71-150 15-18,5 x 7,5-10,2 3-4
AF244LL1IEUB36T33 (54 5457x6350,7)  (218359x1047:198)  (168:1,1x9:08)  O°v P! (3.720,5)
50-65 x 5,5-7,5 4,4-6
AF244115 / EU073839 (58.1+4.9 X 6.240.5) (4,9+0,4)
47,8-65 x 5,5-7 157,6-391 x 75-246 19-20,1 x 10,5-11,3 35
AF244118 1 EU073845 (55,3+4 x 6,1+0,4)  (227,4+85,1 x 119,6+55,6)  (19,3+1,1 x 11+0,6) OBv, PI (4%0,5)
40-75 x 5-8,5 4,5-6
AF244119 / EUO73836 (57,7i9,3 X 6i0,9) T - - - (5,2i0,5)
56,5-77 x 5,6-7
AF244120 / EU636736 (64,446 X 6,4+0.4)
43-60 x 5-7 161-230 x 80-132 15-23,6 x 6-10 4-5 4-8
AF029142 (54:4,6x6:0,7)  (194,6+218x 100+144)  (18:21x8:12)  Oov Pl (4,620,5) (5,6+1,6)
EU073835 50-7455 X 5!4-9 o i i o _

(62,516,6 x 6,8+0,9)
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Tabela 4 (continuacédo). Caracteres taxondmicos dos espécimes da se¢do Virescentia de amostras dos E.U.A. Codigos das amostras conforme Tabela 2.
Para os dados numéricos os valores representam amplitude de variacdo (linha superior) e média + desvio-padrao (linha inferior). OBv: obovoide; PI:

piriforme.
Amostra Carpogdnio Carposporéfito Carposporangio lf\:loai;eelr?tlgss Espermatangio
(comp. x larg.) (larg. x alt.) dimensoes forma  sonimoblasticos  (01ametro)
45-60 x 6-9 195-296 x 75-130 17-24 x 10-12 . 3-5

EU073841 (53,3:4,4x75108)  (2319+20x99,0+133)  (205:2x108:0,9) OV P! (4,2£0,6)
Médias

e 30-55 x 4-9,6 130-297 x 83-200 17-24 x 8-12 3-4
Média linhagem A (41,5454 % 6,9+16)  (197,5+42,1 X 121,6+27) (20-1,7x9,8+¢1) OBV P (3,420,5)

. 40-77 X 5-9 156-391 x 71-246 15-24 x 6-12 3-5 4-8
Media linhagem B (58+7x6420,8) (21664454 x107,1427,3)  (185:2,1x96¢15) oV P! (4,10,6) (5,21,1)
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10) Batrachospermum sp.2 (Regido Paleartica, Japdo) (Figs. 10a-¢).

DESCRICAO: Plantas monoicas, dioicas ou polioicas; verticilos contiguos ou
separados, esféricos, doliformes ou piriformes, 635,0-1130,0 pm de diametro;
fasciculos primarios abundantemente ramificados, 10-14 células; células proximais
cilindricas, 22,0-36,0 um de comprimento e 6,0-8,0 um de didmetro, células distais
elipticas, 13,0-16,0 pum de comprimento e 4,0-6,0 um de didmetro; fasciculos
secundarios variando de poucos e esparsos a abundantes e sobre todo interno;
espermatangios esféricos, 7,0 um de didmetro; ramo carpogonial reto, curto a longo,
com 20,0-35,0 pm de comprimento e 4-8 células, filamentos involucrais numerosos,
com células cilindricas ou isodiamétricas e envolvendo o carpogdnio; carpogbnios com
50,0-75,0 um de comprimento e 7,0-10,0 um de didmetro na base, com tricoginio
pedicelado e claviforme ou cilindrico; carposporofitos esféricos ou semiesféricos,
menores que o raio do verticilo, 1-2 por verticilo, 165,0-290,0 um de diametro e 100,0—
180,0 pm de altura; filamentos gonimoblasticos com 3-4 células cilindricas;
carposporéangios obovoides, 18,0-26,0 pum de comprimento e 10,0-12,4 pum de

diametro.

DISTRIBUICAO: No Japdo, B. helminthosum (como circunscrito por Sheath et
al., 1994) foi reportada para vérias localidades como B. graibussoniense, B. bruziense,
B. coerulescens, B. helminthosum, B. testale, B. virgatum, e/ou B. sirodotii (MORI,

1975; KUMANO, 1977, 1993)

COMENTARIOS: Assim como a espécie Batrachospermum sp.1, a espécie em

questéo também foi previamente identificada como B. helminthosum por Hanyuda et al.
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(2004) em um estudo com espécimes do Japdo e, aqui, foi entdo tratada como
Batrachospermum sp.2. Esta espécie ndo apresentou nenhuma clara diferenca
morfoldgica com as espécies B. viride-brasiliense e Batrachospermum spl, mas as
anélises moleculares com base no gene rbcL apresentaram divergéncia de 1,9-5,1%

(24-66 pb).

L
- e L L e TRREP

Figura 10. Caracteres morfolégicos de Batrachospermum sp.2. (a) Verticilos. (b) Fasciculo
primario. (c) Carpospordfito. (d) Carposporangios (seta preta) e filamentos gonimoblasticos
(seta vermelha). (e) Carpogdnio com um tricoginio bem desenvolvido (seta).
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4. Discussao

Muitas das observagdes de Sirodot (1884) guiaram os estudos taxondmicos do
género Batrachospermum até os dias atuais, sendo que vérias das entidades
taxondmicas descritas sdo reconhecidas até hoje (KUMANO, 2002). Grande parte da
diversidade taxonémica de algas vermelhas de aguas continentais estd na ordem
Batrachospermales. Essa ordem inclui os géneros Batrachospermum, Sirodotia,
Tuomeya, Lemanea and Paralemanea (KUMANO, 2002) e mais recentemente
Kumanoa (ENTWISLE et al., 2009), Sheathia (SALOMAKI et al., 2014) e Setacea
(ROSSIGNOLO & NECCHI, 2016). O género Batrachospermum é reconhecido como
parafilético desde os primeiros estudos moleculares da ordem e, atualmente,
investigacbes tendem a descrever novos géneros a partir das segbes de
Batrachospermum (ENTWISLE et al., 2009; SALOMAKI et al, 2014).
Interessantemente, muitas das secdes que estdo sendo elevadas para o nivel de género
foram aquelas circunscritas por Sirodot (Helminthoidea, Hybrida, Setacea e
Virescentia).

Como observado na arvore filogenética gerada para o gene rbcL (Capitulo 1,
Figura 1) envolvendo espécies que representam o maximo possivel a diversidade
conhecida para a ordem Batrachospermales, os grupos mais proximamente relacionados
a secdo Virescentia apresentam diferencas morfoldgicas claras, que sdo brevemente
comentadas a seguir. Necchi (1990) e Necchi & Entwisle (1990) propuseram que
especies de Batrachospermum previamente classificadas na secdo Setacea
(recentemente elevada ao nivel de género — ROSSIGNOLO & NECCHI, 2016) fossem
adicionadas a secdo Virescentia. Ambos 0s grupos apresentam ramos carpogoniais

retos, com poucas e curtas celulas, originando-se proximos ao eixo principal
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(STARMACH, 1977; SHEATH et al., 1993b; SHEATH et al., 1994). Sheath et al.
(1994a) rejeitaram a unificacdo das duas secOes apenas com base nos dados
morfologicos. Deve-se notar que verticilos reduzidos podem ocorrer ainda em outros
grupos de Batrachospermales, como o género Kumanoa (NECCHI & VIS, 2012) e o
grupo Australasica (VIS & ENTWISLE, 2000; NECCHI & VIS, 2012; VIS et al.,
2012). A secdo Macrospora apresenta-se mais proximamente relacionada a secdo
Virescentia). Considerado grupo-irmdo da secdo Virescentia, a secdo Macrospora é
reconhecida com base na presenca de células terminais nos ramos carpogoniais
dispostas em coroa e carposporangios de grandes dimensdes (KUMANO 2002;
ENTWISLE et al., 2009).

No presente estudo, o exame dos tipos nomenclaturais, bem como de amostras
criticas na histdria do grupo, permitiu reconhecer 10 espécies para a se¢do Virescentia
com base em caracteres morfoldgicos diagndsticos e distribuicdo biogeografica. Os
principais caracteres considerados como diagnésticos na se¢do foram: arranjo dos
fasciculos priméarios e secundarios (retos x curvos e ramificados unilateralmente);
abundancia de fasciculos secundarios (poucos e esparsos x abundantes e sobre maior
parte do interno), arranjo do ramo carpogonial (reto X curvo; nimero de células;
comprimento do ramo), filamentos involucrais (unilaterais x abundantes sobre todo
ramo carpogonial), comprimento do carpogdnio, formato do tricoginio (pedicelado x
indistintamente pedicelado; claviforme x cilindrico x obc6nico) e dimensdes dos
carposporofitos. Estes caracteres diagnosticos permitiram distingdo inequivoca para a
maioria das especies da secdo e concordam com trabalhos relevantes para a secdo
(SIRODOT, 1884; ISRAELSON, 1942; MORI, 1975; STARMACH, 1977, KUMANO,

1979).
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Notamos auséncia de disjuncdo clara nos caracteres morfoldgicos diagnosticos
para distincdo entre B. viride-brasiliense, B. helminthosum, B. vogesiacum
Batrachospermum sp.1 e Batrachospermum sp.2, o que sugere que a aplicabilidade
destes caracteres ndo é universal para todas as espécies do grupo. Estas espécies foram
reconhecidas por diferencas genéticas e biogeograficas, as quais foram altas e com
disjuncéo evidente entre elas. Diferencas morfoldgicas entre duas espécies s tornam-se
evidentes, muitas vezes, ap06s decorrido tempo suficiente desde a divergéncia da
linhagem e, portanto, as espécies recentemente divergentes podem permanecer nao
detectaveis (cripticas). A evolucdo morfoldgica convergente, a estase morfoldgica, a
plasticidade fenotipica e o polimorfismo sdo fendmenos comuns em varios grupos de
algas (VERBRUGGEN et al., 2009). Estudos filogenéticos moleculares revelaram
numerosos casos de espécies distintas de grupos especificos de algas que sdo
morfologicamente indistinguiveis (ZUCCARELLO & WEST, 2003; DE CLERCK et
al., 2005; KUCERA & SAUNDERS, 2012; PAYO et al., 2013).

A grande amplitude de variagdo dos caracteres nas amostras de Batrachospermum
sp.1 sugere a existéncia de mais de uma espécie na regido Neartica, indicacdo que é
corroborada pelas analises com base nas sequéncias de rbcL e coxl e “mini-barcode”,
em que se nota a presenca de clados menores claramente separados. A arvore de rbcL
indica ainda a existéncia de pelo menos mais um clado adicional para sequéncias de
Batrachospermum sp.2, além da existéncia de haplétipo divergente (sequéncia
AB114646).

Chiasson et al. (2003), visitaram a regido de Rennes (Franca), onde Sirodot
coletou os espécimes-tipo de seu trabalho. Foram coletadas cinco espécies envolvendo
0S géneros Batrachospermum e Sheathia (B. gelationosum, B. helminthosum, B.

turfosum, B. vogesiacum e Sheathia confusa). Estes autores analisaram estas espécies
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com base em dados morfoldgicos e moleculares e reconheceram B. vogesiacum e B.
helminthosum da secdo Virescentia como espécies distintas.

Algumas espécies reconhecidas para a secdo (B. azeredoi e B. ferreri) careciam de
revisdo, pois foram baseadas principalmente nas caracteristicas da fase “Chantransia”,
consideradas atualmente desprovidas de significado taxondmico (ISRAELSON, 1942;
MORI, 1975; NECCHI & OLIVEIRA, 2011). Esse estagio corresponde a fase
tetrasporofitica do historico de vida de membros das Batrachospermales e Thoreales
(NECCHI & ZUCCHI, 1997; PUESCHEL et al., 2000; ZUCCHI & NECCHI, 2003)

Foram reconhecidas dez espécies para a secdo com base em caracteres
morfologicos: B. bakarense, B. crispatum, B. gombakense, B. gulbenkianum, B.
transtaganum, B. helminthosum, B. viride-brasiliense, B.  vogesiacum,
Batrachospermum sp.1, Batrachospermum sp.2.

O tipo nomenclatural de B. desickachary ndo foi localizado nos herbarios da india
e o status taxondmico desta espécie ndo pdde, portanto, ser reavaliado. Das dez espécies
reconhecidas, cinco puderam ser propostas ou confirmadas com base na divergéncia
genética de dois marcadores moleculares (rbcL e coxl).

Em sintese, analises morfoldgicas e, principalmente, moleculares de material
europeu (espécimes-tipo ou topotipos), de onde foram descritas a maioria das espécies
da secdo, sdo necessarias para melhor entendimento das relacGes filogenéticas e

definicdo das espécies dentro da secéo Virescentia.
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Com base nos resultados obtidos atraves de anélises morfoldgicas e moleculares

das sequencias de rbcL e das regides de “barcode” e “mini-barcode” de coxl de

representantes da secdo Virescentia do género Batrachospermum em &mbito mundial,

podemos concluir que:

1)

2)

3)

4)

A secdo Virescentia foi confirmada como grupo monofilético com alto
suporte dentro do género Batrachospermum;

A secdo Virescentia deve ser elevada ao nivel género dentro de
Batrachospermales, seguindo tendéncia mais universal dos trabalhos
recentes;

A presenca de clados bem definidos, com nitida reparticdo biogeografica
e associados a uma divergéncia relativamente alta nas sequéncias entre
estes grupos sugere que as amostras das diferentes regides do globo
correspondem a, pelo menos, cinco espécies distintas: B. viride-
brasiliense, B. vogesiacum, B. helminthosum, Batrachospermum spl,
Batrachospermum sp2.

Foram reconhecidas dez espécies para a secdo com base em caracteres
morfolégicos: B. bakarense, B. crispatum, B. gombakense, B.
gulbenkianum, B. transtaganum, B. helminthosum, B. viride-brasiliense,
B. vogesiacum, Batrachospermum sp.1, Batrachospermum sp.2.

Para melhor elucidar os limites intra e interespecificos da secdo
Virescentia, identificar com precisdo as distintas espécies e definir os
critérios morfologicos diagndsticos para separagdo das espécies da sec¢éo,
serdo necessarios novos estudos envolvendo, principalmente, dados
moleculares dos espécimes-tipo, de localidades-tipo ou historicamente

criticos (descritos no Capitulo 2).



