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Resumo

Embora com habito primariamente aquatico, a flora de algas terrestres, em especial
de cianobactérias, é relativamente luxuriante e tais organismos desempenham papel
ecolégico importante. Dentre estes organismos, Scyfonema é um dos géneros mais
frequentes, abundantes e diversificados em ambientes terrestres e a taxonomia
infragenérica tem se revelado problematica. Considerando-se a importancia e
representatividade do género, tornam-se necessarias investigagées para melhor defini¢céo e
distincao de espécies de Scytonema, bem como um melhor estabelecimento dos limites com
géneros proximos (Petalonema e Brasilonema, por exemplo). Tal estudo tem como objetivos
aprofundar os estudos taxénomicos dos géneros Brasilonema, Petalone e Scytonema;
comparar espécies de Scytonema de ambientes aerofiticos brasileiros com registros das
espécies encontradas em diferentes ambientes mundiais inicialmente quanto a
caracteristicas morfolégicas e, em alguns casos, segundo caracteristicas moleculares;
reavaliar critérios taxonémicos utilizados na classificacao; avaliar relagdes biogeograficas de
espécies selecionadas. Os trabalhos de campo resultaram na coleta de 44 amostras com a
presenca de 22 taxons pertencentes as Nostocales com ramificagcbes falsas. Foram
identificadas 14 populagbes como Scytonema, trés como Brasilonema e cinco como
Petalonema, sendo descritas morfologicamente e apresentadas as condi¢ées ambientais de
ocorréncia. Na tentativa de se obter culturas desses organismos, foram utilizados diferentes
meios de cultivo, diferentes temperaturas e irradiancia, entretanto ndo foi uma etapa bem
sucedida. As andlises moleculares foram positivas para sete populagdes, com sequencias
de aproximadamente 600 pb. As analises revelaram que ha grande similaridade molecular
entre espécies do género Brasilonema e aqueles inicialmente identificados como Scytonema
no presente estudo. Algumas populagbes estudadas foram incompativeis entre as
identificacées com base na morfologia e com base nos estudos moleculares. Possivelmente
as sequencias geradas nao garantem a identidade das populac¢des, sendo o trecho do rRNA
16S amplificado insuficientemente variavel. Os critérios adotados para identificacdo de

Scytonemataceae necessitam de estudos mais aprofundados, pois observou-se elevada



similaridade genética entre organismos identificados como pertencentes a géneros distintos
com base na morfologia. Observou-se uma tendéncia ao agrupamento de espécies

tropicais, fato que deve ser melhor explorado em trabalhos futuros.



Introducao

Devido ao habito primariamente aquatico, parece quase paradoxal a existéncia de
uma flora de algas terrestres relativamente exuberante (PRESCOTT 1984). Porém, varios
grupos estao presentes sobre a terra, troncos de arvore ou pedras sendo que os mais
comuns sao as cianobactérias, as cloroficeas, as diatomaceas e as xantoficeas (METTING
1981, STARKS et al. 1981, JOHANSEN & SHUBERT 2001). A ocorréncia quantitativa e
qualitativa de tais algas nos diferentes ambientes esta relacionada as condigdes locais
(STARKS et al. 1981).

O papel ecolégico das algas que se desenvolvem em ambientes aerofiticos €&
considerado bastante relevante. Como colonizadores primarios, constituem a sinusia inicial
em substratos recentemente expostos, onde promovem o desgaste de minerais e criam
condigcdes ligeiramente acidas, devido a producao de acido carbbnico gerado através da
fotossintese (METTING 1981). Algas aerofiticas também sao consideradas fatores
estabilizadores e melhoradores das propriedades fisicas e quimicas dos solos pela
agregacao de particulas (STARKS et al. 1981). A capacidade de fixacao de nitrogénio
atmosférico em formas biologicamente assimilaveis torna as cianobactérias elemento de
extrema importdncia nos mais diferentes sistemas ecolégicos (BELNAP 2002,
ZACKRISSON et al. 2004).

Alguns estudos tém destacado a utilizacao de certas cianobactérias aerofiticas para
a producdo de substancias de alto interesse medicinal. Cianobactérias, por exemplo,
representam uma fonte potencial de metabdlitos secundarios ativos (KREITLOW et al.
1999). Para este mesmo grupo, investigacdes realizadas nas ultimas décadas tém
identificado diversos compostos com atividade citotoxica, antifungica e antiviral
(PATTERSON & NOLIS 1997, KUMAR et al. 2000, BOKESCH et al. 2003).

Segundo Johansen & Shubert (2001), um conjunto dissociado de monografias
recentes sobre diferentes grupos foi organizado na forma de um tratado taxonémico sobre

os eucariotos terrestres por Ettl & Gartner (1995). Infelizmente, ndo existe um trabalho



comparavel para os taxons de cianobactérias (JOHANSEN & SHUBERT 2001), mesmo
considerando-se que este € um dos principais grupos constituintes das comunidades de
cianobactérias de ambientes terrestres.

Embora em um numero de estudos aquém do necessario, as cianobactérias
aerofiticas tém sido abordadas principalmente sob o aspecto taxondémico. Alguns dos
trabalhos mais extensos encontrados em literatura enfocaram, em sua maioria, as algas
azuis de regides tropicais do mundo, podendo-se citar os estudos de Sarthou et al. (1995),
Bidel et al. (1997, 2002) e Couté et al. (1999). No Brasil, os trabalhos sobre tais organismos
sao0 escassos e quase limitados aos de Sant’/Anna (1984), Azevedo (1991), Sant’Anna et al.
(1991) e Branco et al. (2009). O conhecimento ainda insuficiente da cianoflora de ambientes
terrestres revela-se pela relativa frequéncia de artigos publicados com o Unico objetivo de
descrever novos taxons provenientes de ambientes aerofiticos como, por exemplo, os de
Hoffmann (1991), Azevedo & Sant’Anna (1994a, b), Asencio et al. (1996), Flechtner et al.
(2002), Komarek (2003), Branco et al. (20064, b), Fiore et al. (2007), Sant’/Anna et al. (2007),
Aguiar (2007) e Sant’Anna et al. (2011).

Outro aspecto que deve ser considerado € que a taxonomia de cianobactérias ainda
apresenta muitos problemas (HOFFMANN et al. 1999). Tradicionalmente, cianobactérias
tém sido classificadas com base em sua morfologia. Esses dados, entretanto, nem sempre
sao confidveis (TENEVA et al. 2005), pois estes organismos apresentam grande
variabilidade de formas e dimensdes. Discute-se que as classificagbes baseadas apenas
nas caracteristicas morfolégicas podem nao refletir relacionamentos filogenéticos
verdadeiros, ja que alguns dos caracteres morfoldgicos utilizados sao fenotipicamente
plasticos e podem variar com as condicbes ambientais (HENSON et al. 2002). Desta
maneira, o tratamento botanico tradicional pode resultar em atribuicbes taxondmicas
errdbneas (NELISSEN et al. 1995, NEILAN et al.1997) e até mesmo arvores filogenéticas
incongruentes obtidas em trabalhos experimentais podem ser consequéncia de

identificacdes genéricas ou especificas arbitrarias (HOFFMANN et al. 1999).
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Mais recentemente, as caracteristicas ambientais passaram a ser incluidas nas
analises taxonémicas, procurando-se dar robustez as identificagcdes. Tal emprego alicerca-
se no conceito de que diferentes unidades taxon6micas morfologicamente definidas
possuem adaptabilidade ecolégica restrita (KOMAREK 1985). A ideia de ubiquidade das
espéecies de cianobactérias nao corresponde a realidade, visto que diferentes genomas
resultam em amplitudes ecofisioldgicas limitadas e, portanto, em uma distribuicao ecolégica
especifica.

No entanto, nem sempre a limitacdo ecoldgica implica em limite geogréfico restrito
(KOMAREK 1985, 1994). A distribuicdo biogeografica das espécies de cianobactérias ndo é
um tema de facil abordagem, pois aspectos metodolégicos, como areas de amostragem,
conceito de espécie utilizado e identificagbes taxondmicas duvidosas, tornam o trabalho de
avaliacdo biogeografica pouco preciso (HOFFMANN 1994) e, até o momento, restrito as
espécies mais bem delimitadas (HOFFMANN 1994, 1996, 1999).

Com o desenvolvimento dos estudos, a utilizagcdo de ferramentas moleculares
associada ao emprego das abordagens tradicionais tem sido altamente indicada para
finalidades taxon6micas e filogenéticas, pois poderdo esclarecer diversos hiatos ainda
observados na sistematica do grupo. Analises moleculares podem esclarecer quais
caracteristicas taxonémicas sao realmente importantes para identificacdes e alterar ou
confirmar a taxonomia baseada apenas em dados morfolégicos e/ou ecolégicos e tém
demonstrado resultados muito positivos.

Henson et al. (2002) trabalharam com a diferenciacdo molecular dos géneros Nostoc
e Anabaena e concluiram que realmente sao entidades distintas, confirmando o resultado de
andlises morfolégicas e ecoldgicas previamente realizadas. Gugger & Hoffmann (2004)
estudaram as relagdes filogenéticas entre os membros de Stigonematales e demonstraram
que o tipo de ramificacdo (falsa ou verdadeira) ndo € uma caracteristica relevante na
filogenia das cianobactérias, como se acreditava até entdo. Estudos semelhantes (GARCIA-
PICHEL et al. 1996, BOYER et al. 2002, CASAMATTA et al. 2005, TENEVA et al. 2005) tém

sido realizados com diversas abordagens, buscando estabelecer as relagcbes entre
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caracteristicas morfolégicas e moleculares e fornecendo subsidios para a construgdo de um
sistema de classificagdo mais robusto e bem alicercado.

A partir dos resultados apresentados por varios dos estudos taxonémicos (p.ex.
GARDNER 1927, HOFFMANN 1986, SARTHOU et al. 1995, COUTE et al. 1999, BUDEL et
al. 2002, BRANCO et al. 2009), observa-se que Scytonema é um dos géneros mais
frequentes, abundantes e diversificados em ambientes terrestres. Suas espécies sao
comuns especialmente em regides tropicais (HOFFMANN et al. 1999).

Caracteristicas taxonémicas como tipo da massa de filamentos, didmetro dos
filamentos e tricomas, comprimento celular, constricdo, estrutura e coloracdo da bainha e
posicdo do heterécito sdo muito usadas na identificacdo especifica. Do mesmo modo,
recomenda-se uma descri¢do precisa do ambiente, para poder limitar e caracterizar melhor
cada espécie. No entanto, varidveis como idade dos individuos e caracteristicas particulares
do ambiente podem influenciar e alterar o aspecto morfolédgico, dificultando a identificacao
das espécies do género. Hoffmann et al. (1999), ao enfatizarem a necessidade de utilizagéo
de um esquema de estudo que integre dados morfolégicos, ecoldgicos, biogeograficos,
bioguimicos e moleculares, também chamam a atencéo para a necessidade de realizacdo
de trabalhos mais detalhados para uma melhor definicao das espécies de Scytonema.

Além da dificuldade de reconhecimento de entidades especificas dentro do proprio
género, deve-se considerar sua proximidade com outros géneros e a incerteza em seus
limites taxon6micos.

Scytonema é morfologicamente semelhante ao género Petalonema e as
caracteristicas morfologicas que separam esses dois géneros sdo o tamanho, coloracao e
estrutura da bainha (BOURRELLY, 1985). Segundo este autor, as ramificagdes sao muito
similares as de Scytonema, mas frequentemente os ramos solitarios possuem, em sua base,
heterécitos unipolares, como no género Tolypothrix. Esta proximidade leva a diferentes
interpretacdes sobre a validade dos dois géneros. Bourrely (1985) inclui ambos em
Scytonema (em diferentes Secgdes), pois as variagbes morfolégicas que comumente

ocorrem nao permitem uma correta distingdo taxondmica entre os organismos. Este ponto
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de vista é compartiihado por Kukk et al. (2001), que estudaram abundante material
encontrado em lagos da Finlandia e observaram grande variagdo de formas e dimensdes,
impossibilitando a separacado efetiva dos taxons. Geitler (1932), Sant’Anna (1988) e
Komarek & Anagnostidis (1989), entretanto, propéem a separacdo dos dois géneros
principalmente baseada no tipo de ramificacdo simples com um heterécito na base,
frequentemente encontrada nas populagdes, indicando heteropolaridade dos filamentos.
Esta mesma razéo levou Komarek & Anagnostidis (1989) a posicionarem Scytonema e
Petalonema em familias distintas (Scytonemataceae e Microchaetaceae, respectivamente).
Fiore et al. (2007), a partir de estudos de cianobactérias subaéreas em florestas
Uumidas subtropicais e tropicais do sudeste do Brasil, propuseram o0 novo género
Brasilonema, morfologicamente similar as espécies de Scytonema, mas diferenciando-se
deste pela presenca de filamentos reunidos em fasciculos, geralmente eretos, e ocorréncia
bastante esporadica de ramificacbes falsas. Embora as caracteristicas morfolégicas néao
sejam profundamente distintivas, as espécies de Brasilonema apresentam uma
diferenciagdo genética (16S rRNA) bastante evidente, posicionando-se em clados distintos

daqueles das espécies de Scytonema (FIORE et al. 2007, AGUIAR et al. 2008).

Hipoteses

Segundo dados disponiveis em literatura, alguns resultados sao esperados como
conclusdes do presente trabalho: 1. Observagdo de elevadas riqueza e frequéncia de
ocorréncia de espécies do género Scytonema; 2. Populagbes de Brasilonema e Petalonema
deverao ser encontradas, mas com frequéncia de ocorréncia mais restrita e menor riqueza
de espécies; 3. Sdo esperados registros de novas ocorréncias de espécies dos géneros
estudados para os territorios paulista e brasileiro; 4. E possivel considerar a descoberta de
espécies novas para 0s géneros estudados; 5. A andlise molecular devera corroborar os

dados sobre filogenia atualmente disponiveis na literatura especializada.
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Objetivos

O presente trabalho é proposto com os seguintes objetivos: 1. aprofundar os estudos
taxbnomicos do género Scytonema, Brasilonema e Petalonema; 2. comparar espécies de
Scytonema de ambientes aerofiticos brasileiros com registros das espécies encontradas em
diferentes ambientes mundiais quanto a caracteristicas morfologicas e moleculares; 3.
reavaliar critérios taxonémicos utilizados na classificagao; 4. avaliar relagdes biogeograficas

de espécies selecionadas.

Material e métodos

O principal contingente de material bioldgico estudado foi proveniente de amostras
de cianobactérias coletadas na regidao de mata atlantica ao longo do litoral paulista, na Serra
do Mar, e a vegetagao pode ser formalmente descrita como floresta ombréfila densa. Foram
incluidas também amostras coletadas no Parque Nacional de lItatiaia- RJ.

Parte do material j& se encontra disponivel na colecdo do Laboratério de Ficologia
(IBLCE/UNESP — DZB), sendo que novas coletas poderao ser realizadas para acréscimo de
novos taxons. A metodologia basica para coleta consistiu de recolhimento de crescimentos
visiveis utilizando-se espatula ou canivete. Apos o recolhimento, as amostras foram
mantidas secas (em temperatura ambiente) em sacos de papel. Além das caracteristicas
macroscopicas das massas, 0s seguintes parametros ambientais foram também anotados
para algumas amostras: posi¢ao global e altitude (GPS Garmin eTrek Vista), temperatura do
ar e da massa de cianobactérias e umidade do ar e da massa de cianobactérias
(termohigrometro Hana Instruments HI8564), pH (papel marcador de pH Merck; leitura a
partir de solucdo do substrato macerado em agua deionizada) e irradiancia (quantémetro Li-
Cor com sensor esférico). Estas caracteristicas ambientais serviram para prover

informagdes adicionais sobre a descrigao ecoldgica dos taxons.
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Tabela 1: Amostras coletadas com organismos de interesse e respectivas coordenadas

geograficas e altitude.

Amostra Municipio Latitude (S) Longitude (W) Altitude (m)
S01, S02 Mogi das Cruzes 23°41'09,0" 46°05'52,0" 787
S03 Séo Sebastidao 23°46'14,0" 45°43'14,0" 22
S04 Séo Sebastiao 23°47'49,0" 45°32'37,0" 53
S05 Séo Sebastiao 23°49'28,0" 45°27'06,0" 1
S06 Caraguatatuba 23°31'15,0" 45°32'15,0" 791
S07 Ubatuba 23°29'39,0” 45°08'38,0" 66
S08, S09, S10, S11 Ubatuba 23°23'06,0" 45°07'19,0" 122
S12, S13 Ubatuba 23°22'02,0" 45°07'24,0" 760
S14, S15, S16 Ubatuba 23°22'37,0" 45°07'07,0" 309
S17, 518, S19 Ubatuba 23°24'50,0' 45°01'43,0" 77
S20 Parati 23°11'54,0" 44°50'00,0" 1034
S21, S22 Cunha 23°09'54,0" 44°50'21,0" 1460
S23, S24, S25 Ubatuba 23°30'34,8" 45°07'54,2" 8
S26 Bertioga Nd Nd Nd
S27 S&o Sebastiao 23°46'15," 45°42'11,8" 43
S28 Séo Sebastidao 23°46'15,1" 45°42'12,0" 43
S29, S30 Séo Sebastidao 23°46'15,4" 45°42'12,1" 43
S31 Caraguatatuba 23°37'09,3" 45°25'49,4" 17
S32, S33 Caraguatatuba 23°31'16,1" 45°32'14,4" 773
S34 Caraguatatuba 23°35'52,9” 45°26'06,4" 132
S35, S36 Caraguatatuba 23°21'37,6" 45°46'35,7" 160
S37, S38 Ubatuba 23°21'23,0" 44°52'47 6" 90
S39 Caraguatatuba 23°35'24,4" 45°26'30,6" 413
S41 ltatiaia 22°27°32,4” 44°36'25,3” 787
S42 ltatiaia Nd Nd Nd
S43 Ubatuba 23°20°27,5” 44°50’'15,6” 50
S44 ltatiaia Nd Nd Nd
S45 ltatiaia Nd Nd Nd

Nd = dados n&o disponiveis
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Cultura

Os organismos, quando necessario, foram hidratados por periodo de 12 a 24 horas a
fim de retomarem a atividade metabdlica normal. Apds este periodo, sob lupa, espécimes
das diferentes espécies foram selecionados, caracterizados (por meio de medicdes e
registro fotogréfico) e previamente limpos para serem inoculados.

As culturas foram realizadas utilizando-se meio BG11 (RIPPKA et al. 1979), liquido e
solido, desprovido de nitrogénio ou com teor reduzido do nutriente para a obtengdo de
amostras unialgais. Os cultivos foram mantidos em estufas incubadoras sob temperatura
(20°C + 1°C) e irradiancia (60umol fétons.m?s™ + 10 pmol fétons.m?.s™") constantes com
regime de 14:10 horas claro/escuro. Em funcido da necessidade de obtencdo de melhores
resultados com o cultivo destes organismos, foram também testados outros meios de cultivo
(Bold e agua-solo) e temperaturas (15°C e 25°C).

O objetivo principal das culturas é a obtencao de crescimentos unialgais que poderao
ser utilizados nos estudos morfoldégicos e moleculares. Portanto, os in6culos foram
periodicamente analisados quanto a presenca de contaminantes e, quando necessario,
procedimentos para a purificagdo das culturas (limpeza, repiques, lavagens, etc.) foram
realizados. Em funcao da dificuldade de obtengéo de cultivos destes organismos, esta etapa

foi realizada tentativamente.

Estudo morfolégico

Os taxons abordados foram caracterizados segundo os critérios que incluem
parametros quali e quantitativos. As observagdes foram feitas no material proveniente
diretamente do campo.

As populacdes foram estudadas, caracterizadas e fotografadas sob microscépio
estereoscopico Carl Zeiss Jena (modelo Laboval 3), microscépio foténico Carl Zeiss Jena
(modelo Jenamed), com camara clara acoplada ao sistema éptico, microscépio fotdnico

Olympus (modelo BX-50) com camera Olympus (modelo PM-20) e também com o uso de
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camera fotogréfica Sony (modelo Cyber Shot W320) a partir da imagem geradas nas
oculares.

Para as descricoes foram observadas caracteristicas da massa, disposicao e cor
dos filamentos; foram feitas medidas de didmetro de filamentos e de tricomas, comprimento
de células, diametro e largura dos heterdcitos, além de observagédo de coloragéo e aspecto
granular. Para esses dados foram feitas de quarto a cinco laminas com a amostra a ser
estudada e foram medidos trinta filamentos escolhidos aleatoriamente. As ramificacbes
foram descritas como frequentes quando a maioria dos filamentos observados apresentava
as mesmas; ocasionais quando os filamentos ramificados observados na lamina nao
predominavam; e raras quando ramificagdes eram observadas com baixissima frequéncia.

As abreviaturas compr. (comprimento) e diam.(didmetro) e o simbolo n (nimero
de ocorréncias da populagdes dos diferentes taxons nas areas amostradas) foram usadas

para as descri¢cdes e detalhes de ocorréncia ambiental.

Abordagem molecular

Caracterizacido molecular das linhagens usando o rBNA 16S

A metodologia utilizada no estudo molecular das espécies de cianobactérias
baseou-se nos trabalhos de Neilan et al. (1997) e Lane (1991), considerando-se a utilizacdo
de cultivos unialgais. Quando da utilizacdo de material proveniente do campo, adaptacdes

necessarias foram introduzidas.

1. Extragédo do DNA genémico
A extracao do DNA foi realizada com espécies provenientes da natureza, depois
de uma cuidadosa limpeza e separacdo de outros organismos que eventualmente
estivessem ocorrendo em conjunto. A quebra celular foi realizada primeiramente por
maceragao mecanica, utilizando-se nitrogénio liquido para facilitar o procedimento. Depois

do congelamento, a amostra de cianobactéria foi entdo macerada com auxilio de pistilo de
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plastico autoclavado. A quantidade de biomassa utilizada corresponde a aproximadamente
ao fundo do eppendorf.

Para a extracdo, foi utilizado rotineiramente o kit Ultra Clean Microbial DNA
Isolation (MoBio Laboratories), segundo as especificagdes do fabricante.

As amostras foram estocadas a temperatura de —20°C até a proxima etapa.

2. Amplificacao do gene rRNA 16S

Nessa primeira etapa do projeto, foram utilizados os oligonucleotideos especificos
para cianobactérias CYA106F (5-CGGACGGGTGAGTAACGCGTGA-3’), CYA781R(a) (5™-
GACTACTGGGGTATCTAATCCCATT-3) e CYA781R(b) (5-GACTACAGGGG
TATCTAATCCCTTT-3'), descritos por NUBEL et al. (1997), para obtengdo de sequéncias de
aproximadamente 600 pb. A amplificacdo do rRNA 16S foi realizada utilizando-se o kit
“Pure Taq Ready To-Go PCR Beads” (GE Life Science), seguindo-se os protocolos do
fabricante.

A termociclagem obedeceu as seguintes condigbes: desnaturacao a 94°C por 4
minutos, 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 20 segundos, anelamento a 50°C por 30
segundos e extensao a 72°C por 2 minutos e extensao final a 72°C por 7 minutos. Variagées
destas condicbes foram empregadas dependendo da necessidade de adequagédo do
protocolo a diferentes situagdes. A concentracao dos produtos amplificados foi avaliada por
corrida eletroforética em gel de agarose 1%, corado com GelRed (Biotium) e em tampao
TBE 1,5x. A verificacdo do tamanho dos amplicons resultantes foi realizada por meio de
comparagdo com o padrdao de massa molecular Low DNA Mass Ladder (Invitrogen) em
sistemas de analise de imagem (fotodocumentador e transiluminador MiniBISPro DNR) e a
quantificacéo, utilizando-se o aparelho Qubit Fluorometer (Invitrogen) com reagentes a partir
de 1 uL da amostra do produto de PCR. O produto obtido foi purificado com Wizard PCR

Preps DNA Purification System (Promega).



18

] 200 400 600 80O 1000 1200 1400 1600 1800 2000

. L i E L E i " s I

165 RNA

L jnfn 1
1R

. H 215 RNA

o =
=l

P
C

ITS

Figura 1: Mapa do operon rRNA 16S-23S demonstrando os genes rRNA 16S, a regidao dos
ITS (Espacadores Transcritos Internos) contendo os genes ISR-B, ISR-C, e ISR-D
intercalados pelos genes de tRNA isoleucina (ille) e alanina (tAla) e o gene rRNA 23S,
respectivamente (adaptado de BOYER et al. 2001).

3. Sequenciamento do rRNA 16S

Os amplicons foram processados por PCR para sequenciamento usando o
“DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing” (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ,
EUA). Para a reagao foram utilizados 200 ng de cada amplicon, 5 pmol.uL" dos primers
CYA106F (5-CGGACGGGTGAGTAACGCGTGA-3), CYA781R(a) (5-
GACTACTGGGGTATCTAATCCCATT-3) e CYA781R(b) (5-GACTACAGGGG
TATCTAATCCCTTT-3'), descritos por NUBEL et al. (1997).

A reacao de termociclagem para sequenciamento foi realizada sob as seguintes
condicdes: desnaturacao a 94°C por 5 minutos, seguida de 25 ciclos de desnaturacao a
95°C por 20 segundos, anelamento a 50°C por 15 segundos e extensdo a 60°C por 1
minuto. Apdés a amplificacdo dos fragmentos parciais de interesse, a precipitacdo dos
mesmos serd realizada conforme manual de instrugdes do kit. Posteriormente, os
microtubos com as reagdes precipitadas foram transferidos para o sequenciador capilar ABI
PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems), para o sequenciamento dos
fragmentos de DNA por aproximadamente 2,5 horas. Os dados gerados pelo sequenciador
foram coletados e processados pelo programa “ABlI PRISM® DNA Sequencing - Analysis

Software” versédo 3.7 (Applied Biosystems).

Processamento e analise filogenética das sequéncias

As sequéncias geradas foram processadas para deteccdo de bases produzidas com

baixa qualidade (indice de qualidade < 20). Os fragmentos parciais sequenciados foram
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alinhados e editados para obtengdo dos contigs utilizando-se recurso disponibilizado em
http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/, que se trata de uma verséo online do programa
PHRED/PHRAP/CONSED. Posteriormente foi realizada verificacdo manual do alinhamento,
utilizando-se o programa BioEdit (HALL, 1999).

As sequéncias produzidas foram comparadas com outras previamente
depositadas no GenBank do National Center for Biotechnology Information (NCBI),
utilizando-se a ferramenta Basic Local Aligment Search Tool (BLAST) (ALTSCHUL et al.,
1990). Os registros mais proximos as populagcdes sequenciadas neste estudo foram
selecionados para integrar a matriz de dados, visando a analise de semelhanca entre os
genotipos encontrados e a elaboragéo da arvore filogenética. A sequéncia de Gloeobacter
violaceus foi utilizada como grupo externo (outgroup) uma vez que representa um organismo
mais primitivo em relagéo aos abordados neste trabalho.

As andlises filogenéticas foram conduzidas utilizando o software PAUP 4.0b8
(Phylogenetic Analysis Using Parsimony — SWOFFORD, 2003). Foi construida uma matriz
de alinhamento com 29 sequéncias, incluindo as geradas neste estudo (sete) e as obtidas
do GenBank (22). As arvores filogenéticas foram construidas pelos métodos de distancia
(neighbor joining — NJ), maxima parciménia (MP), méxima verossimilhanca (MV) e andlise
bayesiana (AB). Os limites de confian¢a dos grupos (clados) das arvores filogenéticas foram
calculados como valores de suporte de bootstrap com 100 réplicas de buscas heuristicas,
para MV, e de probabilidade posterior com duas corridas de quatro cadeias de Markov sobre
500.000 geracbes com amostragem a cada 10 geracOes, para AB, gerando arvores de
consenso com o critério de > 50% de semelhanca nos ramos das arvores. O modelo
apropriado de evolugdo do DNA (substituicdo nucleotidica) foi definido pelo programa

Modeltest 3.0 (POSADA & CRANDALL 1998, http:/inbio.byu.edu/Faculty/kac/crandall lab/

Computer.html) por meio do critério de Akaike. As andlises de MV e AB foram, entao,

conduzidas com uso do modelo GTR + | + G (General Time Reversible com corre¢des para
caracteres invariaveis e taxa de variacdo entre “sites”), com 0s seguintes parametros:

distribuicdo gama = 0,5624; proporgao de sitios invariaveis = 0,4036; frequéncia de bases A
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= 0,2632, C = 0,2238, G = 0,3166, T = 0,1964; e matriz da taxa de substituicdo A-C =
0,9733, A-G = 1,5467, A-T = 1,4316, C-G = 0,3541, C-T = 3,3635. As analises foram
realizadas com uso do pacote Maclntosh Genetic Data Environment (Mac GDE, Steven
Smith) versao 2.4.

A edicao das arvores foi realizada utilizando-se o programa TreeView v.1.6.1

(PAGE, 1996).

Resultados e discussao

Estudo taxondmico com base na morfometria

As amostras coletadas (n = 45, Tabela 1) resultaram na obtencao de 22 espécies
pertencentes a ordem Nostocales e dotadas de ramificagbes falsas, organismos de
interesse do presente estudo. Do total de amostras, 22 taxons foram inicialmente
identificados, do ponto de vista de sua morfologia, sendo cinco pertencentes ao género
Petalonema, trés ao género Brasilonema e quatorze a Scytonema. Algumas popula¢des nao
puderam ser identificadas em nivel infragenérico devido a incompatibilidades com
organismos ja descritos em literatura ou necessidade de melhor detalhamento das

caracteristicas dos espécimes.

Familia MICROCHAETACEAE

Petalonema alatum Berkeley, Glean. Brit. Alg., 23, 1883.

(Figuras: 2-3)

Massas de filamentos prostrados, emaranhados, verde-acastanhada; filamentos 45,0-70,0
um diam.; ramificagdes simples frequentes, duplas ocasionais; bainhas espessas, lamelacao
divergente, hialinas a amareladas; tricomas constritos, 8,0-15,0 um diam.; células
arredondadas, 5,0-10,0 um compr., 0,4 a 1,0 vez mais longas que largas; conteudo celular
granulado, esverdeado; heterécitos arredondados, intercalares, 8,0-10,0 um compr., 5,0-
15,0 um diam., contetdo amarelo.

Ocorréncias: S23, S24 e S25.
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Parametros ambientais: (n = 1) pH: 4-5, irradiancia: 100%, temperatura do ar: 24,0°C,
porcentagem de irradiancia na massa: dados nao disponiveis, temperatura da massa: dados
nao disponiveis, umidade relativa do ar: 95%, umidade relativa da massa: dados nao
disponiveis, substrato: rocha.

Comentarios: As populacdes observadas apresentam caracteristicas métricas e
morfolégicas de acordo com a descricdo para a espécie contida em Uher (2010). As
caracteristicas de bainha descritas por Desikachary (1959) e Uher (2010) também foram
observadas nas populacdes estudadas, apresentando lamelagédo nitidamente divergente e

sem pigmentacao (hialinas) nos filamentos jovens e amareladas nas partes mais velhas.

Petalonema densum (A. Braun) Migula, Krypt.-Fl., 2(1): 132, 1907.

(Figuras: 4-5)

Massas de filamentos prostrados, emaranhados, castanho-amareladas; filamentos 24,0-32,0
um diam.; ramificagcdes simples ocasionais, duplas frequentes; bainhas espessas, lamelacao
divergente, amarelo-acastanhadas, amareladas nos filamentos jovens; tricomas constritos,
9,0-10,0 um diam.; células arredondadas, 6,0-9,0 um comepr., 0,6 a 0,7 vez mais longas que
largas; conteudo celular homogéneo, verde-azulado; heterdcitos arredondados, discoides,
intercalares, 9,0-10,0 um compr., 10,0-12,0 um diam., conteudo amarelo-esverdeado.
Ocorréncia: S32.

Parametros ambientais: (n = 1) pH: 3, irradiancia: 120 umol fétons.m?.s™, porcentagem de
irradiancia na massa: dados nao disponiveis, temperatura do ar: 23,0°C, temperatura da
massa: dados nao disponiveis, umidade relativa do ar: 92%, umidade relativa da massa:
dados nao disponiveis, substrato: rocha.

Comentarios: Segundo a descricdo de Scytonema densum em Sant’Anna (1984), a espécie
apresenta elevada frequéncia de ramificagcdes simples, do tipo Tolypothrix e bainha com
lamelagdo divergente. As caracteristicas descritas pela autora assemelham-se bastante as

da populacdo encontrada no presente trabalho e indicam uma grande proximidade com o
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género Petalonema. Desse modo, em concordancia com o proposto por Migula, adotamos a

identificacdo da populacédo como P. densum.

Petalonema velutinum (Rabenhorst) Migula, Krypt.-Fl., 2(1): 131, 1907.

(Figuras: 6-8)

Massas de filamentos prostrados dispostos paralelamente, marrom-acastanhadas;
filamentos 30,0-35,0 um diam.; ramificagdes simples e duplas frequentes; bainhas espessas,
lamelagéo paralela, hialina a amarelo-acastanhadas; tricomas constritos, 14,0-20,0 um
diam.; células discoides ou em forma de barril, 8,0-15,0 um compr., 0,7 a 1,0 vez mais
longas que largas; conteddo celular granulado, verde escuro; heterécitos arredondados a
discoides, 11,0-12,0 um compr., 12,0-16,0 um diam., contetdo amarelo.

Ocorréncia: S06, S35.

Parametros ambientais: (n = 2) pH: 5, irradiancia: 120 umol fétons.m?.s™, porcentagem de
irradiancia na massa: 24%, temperatura do ar: 20,6°C, temperatura da massa: 19,5°C,
umidade relativa do ar: 73%, umidade relativa da massa: 77%, substrato: rocha.
Comentario: As populacdes estudadas apresentam caracteristicas bastante semelhantes
as descritas por Geitler (1932) e Skinner & Entwisle (2001) para Petalonema velutinum,
materiais provenientes da Europa e Australia, respectivamente. Os organismos estudados,
entretanto, podem alcancar maiores valores de diametro dos tricomas do que aqueles
registrados por Geitler (1932; 9,0-15,0 um diam.) e para Skinner & Entwisle (2001; (4-)6-8(-
12) um diam.). Essa espécie tem sido encontrada em ambiente terrestre Umido em

diferentes regides da Europa.

Petalonema sp.1

(Figuras: 9-10)

Massas de filamentos prostrados, emaranhados, marrons; filamentos 27,0-32,0(-40,0) pum
diam.; ramificacbes duplas e simples frequentes; bainhas espessas, lamelacdo paralela,

castanho-amareladas; tricomas levemente constritos, 5,0-10,0 um diam.; células quadraticas



23

a sub-quadraticas, 4,0-10,0 um compr., 0,8 a 1,0 vez mais longa que largas; conteudo
celular homogéneo, verde-azulado; heter6citos arredondados, intercalares, 7,0-9,0 pm
compr., 8,0-10,0 um, conteudo hialino a amarelado.

Ocorréncia: S33.

Parametros ambientais: (n = 1) pH: 4, irradiancia: dados nao disponiveis, porcentagem de
irradiancia na massa: 100%, temperatura do ar: 23,0°C, temperatura da massa: dados nao
disponiveis, umidade relativa do ar: 92%, umidade relativa da massa: dados nao
disponiveis, substrato: rocha.

Comentario: A populacdo tem caracteristicas semelhantes as de Petalonema densum (A.
Braun) Migula (Tabela 2), mas se diferencia pelas células quadraticas a sub-quadraticas e
bainha mais escura, enquanto P. densum apresenta células mais arredondadas e bainha

mais amarelada, o que pode ocorrer devido a idade dos filamentos.

Petalonema sp.2

(Figuras: 11-13)

Massas de filamentos prostrados, emaranhados, castanho-escuras; filamentos 15,0-21,0 um
diam.; ramificacdes simples frequentes, duplas raras; bainhas espessas, lamelacéo paralela,
hialinas nas regides mais jovens, amarelo-acastanhadas nas regides mais velhas; tricomas
pouco constritos, 11,0-15,0 um diam.; células quadraticas a alongadas, 13,0-15,0 um
compr., 1,1 a 1,2 vez mais longas que largas; contetdo celular granulado, verde-azulado;
heterdcitos arredondados, discoides, 10,0-12,0 um comp., 14,0-15,0 um diam., conteudo
amarelo.

Ocorréncia: S36.

Parametros ambientais: (n = 1) pH: 6, irradiancia: dados ndo disponiveis, porcentagem de
irradiancia na massa: 100%, temperatura do ar: 23,8°C, temperatura da massa: dados nao
disponiveis, umidade relativa do ar: 98%, umidade relativa da massa: dados n&o

disponiveis, substrato: solo e rochas umidas.
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Comentario: Nao foi encontrada correspondéncia entre a populagéo estudada e nenhuma
espécie de Petalonema descrita em literatura. A populacao possui caracteristicas métricas e
morfolégicas que se aproximam a descricdo de Geitler (1932) para Petalonema pulchrum
Frémy (1930), entretanto as células dos organismos analisados sdo mais longas do que da
espécie (6,0-7,0 um compr.). Petalonema pulchrum ocupa um habitat semelhante ao da
populacao encontrada na mata atlantica (sobre rochas umidas em florestas), embora em

latitudes distintas.



25

Tabela 2: Comparacgao entre as espécies do género Petalonema encontradas no presente
estudo. DF = didametro do filamento, DT = didmetro do tricoma, CC = comprimento celular.
Todas as medidas em pm.

DF DT CC Ramificagao Constricao

P. alatum 45,0-70,0 8,0-15,0 5,0-10,0 simples frequentes, Sim
duplas ocasionais

P. densum 24,0-32,0 9,0-10,0 6,0-9,0 simples ocasionais, Sim
duplas frequentes

P. velutinum 30,0-35,0 14,0-20,0 8,0-15,0 simples e duplas Sim
frequentes

Petalonema sp.1 27,0-32,0 5,0-10,0 5,0-10,0 simples e duplas Sim
(-40,0) frequentes

Petalonema sp.2 15,0-21,0 11,0-15,0 13,0-15,0 simples frequentes, Nao

duplas raras

Familia SCYTONEMATACEAE

Brasilonema sennae Sant’Anna et al., Rev. Bras. Bot. (2011)

(Figuras: 14-16)

Massas de filamentos prostrados dispostos paralelamente, marrom-acastanhadas;
filamentos 15,0-18,0 um diam.; ramificacdes simples e duplas raras; bainhas amplas,
homogéneas ou com lamelagéo paralela, hialinas a amareladas; tricomas ndo a levemente
constritos, 11,0-14,0 um diam.; células cilindricas, 8,0-14,0 um compr., 0,7 a 1,1 vez mais
longas que largas; conteudo celular granulado, verde-azulado; heterdcitos cilindricos,
quadraticos ou arredondados, raramente discoides, intercalares, 8,0-12,0 um diam., 9,0-14,0
um compr., conteudo amarelo.

Ocorréncia: S29.

Parametros ambientais: dados ndo disponiveis.

Comentarios: A populacdo apresenta medidas de filamentos e tricomas compativeis
aquelas apresentadas na descricao da espécie (SANT'ANNA et al. 2011; 10,0-11,5(-20,0)
um e 6,0-7,7(-12,5) um, respectivamente). O ambiente onde ha a ocorréncia dessa espécie

(em nascentes sobre pedacos de madeira, pedras e substratos de ferro) assemelha-se ao
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ambiente umido onde a populacdo descrita foi encontrada (em encostas rochosas). A
espécie trata-se da recombinacdo de Camptylonemopsis sennae Komarek (KOMAREK,

2003), agora incluida no género Brasilonema.

Brasilonema sp.1

(Figuras: 17-19)

Massas de filamentos cespitosos, emaranhados, marrom escuras; filamentos 20,0-25,0 pm
diam.; ramificagdes simples e duplas raras; bainhas amplas, homogénea, hialinas a
amareladas; tricomas ndo a levemente constritos, 12,0-16,0 um diam.; células cilindricas,
(6,0-)9,0-15,0 um comepr., 0,3 a 1,0 vez mais longas que largas; conteudo celular granulado,
ocasionalmente com um grande vacuolo central, marrom-avermelhado; heterécitos
quadraticos a arredondados, intercalares, 10,0-21,0 pm compr., 13,0-17,0 um diam.,
conteudo amarelo.

Ocorréncia: S43.

Parametros ambientais: (n = 1) pH: 5, irradiancia: dados ndo disponiveis, porcentagem de
irradidncia na massa: 20%, temperatura do ar: 24°C, temperatura da massa: dados nao
disponiveis, umidade relativa do ar: 92%, umidade relativa da massa: dados néo
disponiveis, substrato: rocha.

Comentarios: Brasilonema sp.1 apresentou-se bastante semelhante a B. bromeliae,
entretanto esta ultima possui filamentos com menor didametro (15,0-17,0 0 um diam.; FIORE
et al. 2007). Brasilonema bromeliae também diferencia-se da populacdo estudada por ser
encontrada crescendo sobre folhas de bromélias e de madeira Umida, enquanto os
espécimes de Brasilonema sp.1 foram encontradas crescendo sobre substrato rochoso.
Estudos mais detalhados sdo necessarios para uma correta identificagdo especifica da

populagao.
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Brasilonema sp.2

(Figuras: 20-22)

Massas de filamentos cespitosos, emaranhados, arranjados paralelamente em sua maioria,
marrom escuras; filamentos de 16,0-22,4 um diam.; ramificacées duplas ocasionais, simples
raras; bainhas delgadas, homogénea ou com lamelagéo paralela, incolor a acastanhada;
tricomas constritos, 11,2-20,0 um diam.; células isodiamétricas, 8,0-21,6 um compr., 0,4 a
1,4 vez mais longas que largas; conteudo celular homogéneo a granulado, as vezes com
vacuolos, verde-azulado; heterécitos discoides, intercalares, quadraticos a cilindricos, 5,6-
17,6 um compr., 12,0-13,6 um diam., conteddo amarelo-esverdeado.

Ocorréncia: S42.

Parametros ambientais: (n = 1) pH: 5, irradiancia: 41 umol fétons.m?.s”, porcentagem de
irradiancia na massa: 47%, temperatura do ar: 22°C, temperatura da massa: dados nao
disponiveis, umidade relativa do ar: 86%, umidade relativa da massa: dados n&o
disponiveis, substrato: tronco.

Comentarios: O aspecto da massa de filamentos corresponde a descricao de Brasilonema,
entretanto as caracteristicas especificas ndo parecem ser compativeis com nenhuma das
espécies do género ja descritas. Brasilonema sp.2 distingue-se de B. sennae (Tabela 3),
pois todos os caracteres métricos de Brasilonema sp.2 apresentam-se maiores e a
ocorréncia de ramificagcbes duplas é mais frequente, embora ocasional, na populacao
estudada. Brasilonema sp.2 apresentou medidas semelhantes a B. ornatum descrita por
Sant’Anna et al. (2011), distinguindo-se por apresentar caracteristicas de bainha diferente,

ndo apresentando ornamentacdo como descrito para Brasilonema ornatum.
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Tabela 3: Comparacao entre as espécies do género Brasilonema encontradas no presente
estudo. DF = didmetro do filamento, DT = didmetro do tricoma, CC = comprimento celular.
Todas as medidas em pm.

DF DT CC Ramificacao Constricao
B. sennae 15,0-18,0 11,0-14,0 8,0-14,0 simples e duplas raras Sim
Brasilonema sp.1 20,0-25,0 12,0-16,0 (6,0-)9,0-15,0 simples e duplas raras Sim
Brasilonema sp.2 16,0-22,4 11,2-20,0 8,0-21,6 simples raras, duplas Sim
ocasionais

Scytonema burmanicum Skuja, Susswasseralgenflora Burmas, 34, 1948.

(Figuras: 23-25)

Massa de filamentos cespitosos, emaranhados, verde-amarelados; filamentos 12,0-15,0 um
diam.; ramificacdes duplas e simples ocasionais; bainhas delgadas, lamelagdo paralela,
hialinas a amarelo acastanhadas; tricomas levemente constritos, 8,0-12,0 um diam.; células
cilindricas, 5,0-12,0 um compr.; 0,5 a 1,0 vez mais longas que largas; contetudo celular
granulado; verde-azulado; heterdcitos cilindricos, arredondados a discoides, 8,0-12,0 pm
compr., 6,0-10,0 um diam.

Ocorréncia: S34.

Parametros ambientais: (n =1) pH: 5, irradiancia: dados ndo disponiveis, porcentagem de
irradiancia na massa: 100%, temperatura do ar: 22,5°C, temperatura da massa: dados nao
disponiveis, umidade relativa do ar: 95%, umidade relativa da massa: dados n&o
disponiveis, substrato: rocha.

Comentario: As caracteristicas da populagdo se enquadram na descricdo de Desikachary
(1959) para Scytonema burmanicum Skuja, a partir de amostras da Europa, entretanto
apresentam medidas de heterécito menores (6,0-16,0 um compr. e 5,0-16,0 um diam). As
populacdes descritas por Rai & Misra (2010), provenientes de ambientes Iénticos e léticos
do leste do Nepal, diferenciam-se do material estudado por apresentarem células mais
curtas (6,0-9,0 um compr.) Essa espécie € proxima de S. hofmanii C. Agardh, distinguindo-

se pelas medidas dos tricomas (5,0-12,5 um diam.) e células (4,0-8,0 um compr.).
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Scytonema cf. guyanense Born. et Flah., Ann. Sci. nat., 7(5): 94, 1887.

(Figuras: 26-28)

Massas de filamentos emaranhados e prostrados, verde acinzentadas; filamentos 15,0-23,0
um diam.; ramificacdes simples e duplas frequentes; bainhas homogéneas com lamelacéo
paralela, hialinas, amarelas ou amarelas acastanhadas; tricomas levemente constritos, 5,0-
14,0 um diam.; células (4,0-)7,0-17,0(-20,0) um compr., (0,4-)0,6 a 1,6(-4) vez mais longas
que largas; conteudo celular granulado, as vezes com largos vacuolos, verde claro, verde
acinzentado ou violeta claro; heterdécitos cilindricos a arredondado, 7,0-13,0 um diam., 10,0-
22,0 um compr.

Ocorréncia: S05, S06, S07, S13, S15, S16, S44.

Parametros ambientais: (n =5) pH: 4-6, irradiancia: 2-120 pmol fétons.m®.s™ (45 pmol
féotons.m™.s™"), porcentagem de irradiancia na massa: 5-84% (39%), temperatura do ar: 19,6-
27,7°C (23,0°C), temperatura da massa: 19,1-23,5°C (21,5°C), umidade relativa do ar: 73-
92% (83%), umidade relativa da massa: 25-95% (76%), substrato: rocha, solo, sedimentos
do solo na estrada e casca de arvore.

Comentarios: Pelas dimensdes e tipo de habitat, as populacdes estudadas sao
morfologicamente mais proximas a S. guyanense, entretanto nao formam feixes de
filamentos eretos, como observado tipicamente na espécie, fato que impede uma
identificacdo especifica segura. Essas populacbes sao produtoras de ficoeritrina,
demonstrado pela coloragdo avermelhada comumente encontrada no conteudo das células

e também em individuos tipicos de S. guyanense.

Scytonema hofmanni West & West, J. Linn. Soc. (Bot.) Lond., 30: 270, 1895.

(Figuras: 29-30)

Massas de filamentos eretos, organizados em feixes ou agrupados, ou crescimentos
isolados em massas gelatinosas de outros cianobactérias; filamentos (6,4-)7,2-14,0 um
diam.; ramificagdes simples e duplas; bainhas com lamelacido paralela, hialinas na parte

externa, amarelas na parte interna; tricomas ndo a levemente constrito, as vezes o apice
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apresenta-se entumescido, 5,0-12,5 um diam.; células cilindricas, 4,0-8,0 um compr., (0,5-
)1,3 a 3,2 vezes mais longas que largas; contetdo celular bastante granulado, verde claro a
verde azulado; heterdcitos cilindricos, 4,0-12,0 um compr., 5,6-8,8(-12,8) um diam.
Ocorréncia: S09, S18, S22.

Parametros ambientais: (n = 3) pH: 5-10 (8), irradiancia: 3-340 pmol fétons.m?.s™ (146
umol fétons.m?.s™), porcentagem de irradiancia na massa: 4-78% (37%), temperatura do ar:
19,6-27,7°C (23,0°C), temperatura da massa: 17.9-26.4°C (22.7°C), umidade relativa do ar:
63-90% (78%), umidade relativa da massa: 71-93% (82%), substrato: rocha.

Comentarios: Essas populacdes sdo caracterizadas por seus tricomas heteromorficos
verde-azulados e correspondem a descricdo de Scytonema hofmanni. Em alguns casos,
foram encontrados filamentos crescendo em pequenos grupos, ou isolados na mucilagem
de outras algas, que difere da tipica massa vegetal ereta fasciculada da espécie, embora
tais variagbes tenham sido encontradas em ocorréncias da espécie para diferentes

localidades (GEITLER 1932).

Scytonema javanicum (Kutz) Bornet ex Born. et Flah., Ann. Sci. nat., 7(5): 95. 1887.
(Figuras: 31-33)

Massas de filamentos cespitosos, reunidos em feixes, verde-azulados; filamentos 10,0-
13,0(-15,0) um diam.; ramificagdes simples e duplas raras; bainhas delgadas, homogéneas,
hialinas; tricomas em geral n&o constritos ou levemente constritos nas regides
meristematicas, (5,0-)9,0-10,0 (-12,0) um diam.; células discoides a quadraticas, 7,0-10,0
um compr., 1,2 a 2,2 vezes mais longas que largas e em regides meristematicas 0,5 a 0,7
vezes mais longas que largas; conteudo celular homogéneo, verde-azulado; heterécitos
cilindricos, intercalares, 7,0-12,0 um compr., 8,0-10,0 um diam., conteddo amarelo.
Ocorréncia: S26, S27 e S39.

Parametros ambientais: (n = 2) pH: 5, irradiancia: dados nao disponiveis, porcentagem de

irradiancia na massa: 100%, temperatura do ar: 24,5-25°C, temperatura da massa: dados
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nao disponiveis, umidade relativa do ar: 86%, umidade relativa da massa: dados néo
disponiveis, substrato: rocha.

Comentario: Os individuos das populagbes estudadas apresentam caracteristicas
morfolégicas semelhantes a Scytonema javanicum, segundo Bornet et Flahault (1887), além
de ocuparem habitats semelhantes (entre musgos). Também foram semelhantes a
descricdo em Azevedo et al (1996), sendo que a populagéo era de origem edéfica e também

apresentava-se em feixes.

Scytonema millei Bornet ex Born. et Flah., Notes Alg., 2: 147, 1880.

(Figuras: 34-37)

Massas de filamentos cespitosos, dispostos paralelamente, marrom-escuro a esverdeados;
filamentos 15,0-20,0 pum diam,; ramificagbes duplas raras; bainhas firmes, delgadas,
lameladas, amarelo-acastanhadas; tricomas constritos, 15,0-18,0 um diam.; células
cilindricas, 10,0-13,0 um comepr., 0,5 a 0,9 vez mais longa que larga; conteudo celular pouco
granulado, verde-azulado; heterécitos quadraticos a arredondados, discoides, intercalares,
9,0-12,0 um compr., 9,0-13,0 um diam., contetdo amarelo- acastanhado.

Ocorréncia: S20,S30 e S31.

Parametros ambientais: (n = 3) pH: 5, irradiancia: 341 umol fétons.m?.s™, porcentagem de
irradidncia na massa: 57%, temperatura do ar: 20,1°C, temperatura da massa: 23,5°C,
umidade relativa do ar: 90%, umidade relativa da massa: 91%, substrato: rocha.
Comentario: As populacdes estudadas assemelham-se a descricdo da espécie em
Desikachary (1959), destacando-se a constricao dos filamentos. Aproximam-se também a S.
schmidtic Gomont, da qual diferem, entretanto, por possuirem maiores dimensdes de
didmetro de filamentos e tricomas (10,0-12,0 uym e 9,0-12,0 um em S. schmidtii,

respectivamente).
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Scytonema cf. mirabile (Dillwyn) Born., Bull. Soc. Bot. Fr. 36: 155, 1889.

(Figuras: 38-39)

Massas de filamentos emaranhados, prostrados, marrom escuro a marrom escuro
amarelado; filamentos 18,0-26,0 um diam., ramificacées simples e duplas ocasionais;
bainhas espessas, lamelacao divergente, algumas regides com lamelagédo paralela, marrom
amareladas; tricomas constricdo muito variavel, 12-14,5 um diam.; células cilindricas, 5,0-
15,0 um compr., geralmente mais curtas que largas, 0,4 a 1,0(-1,2) vez mais longas que
largas; contetdo celular granulado, as vezes com vacuolos largos, verde claro a verde
azulado; heterdcitos cilindricos, mais curtos ou mais longos que largos, 7,0-16,0 um compr.,
13,0-14,8 um diam.

Ocorréncia: S17.

Parametros ambientais: (n = 1) pH: 5, irradiancia: 14 umol fétons.m?.s”, porcentagem de
irradiancia na massa: 47%, temperatura do ar: 25,1°C, temperatura da massa: 25,5°C,
umidade relativa do ar: 86%, umidade relativa da massa: 89%, substrato: rocha.
Comentarios: Essa populacdo assemelha-se a Scytonema mirabile devido a semelhanca
das caracteristicas da bainha e as caracteristicas métricas. Entretanto, a populagéo
estudada distingue-se da espécie pelas menores dimensdes dos tricomas (6,0-12,0 um

diam.) e das células (cilindricas) de S. mirabile (Tabela 4).

Scytonema ocellatum Lyngbye ex Born. et Flah., Ann. Sci. nat., 7(5): 95. 1888.

(Figuras: 40-43)

Massas de filamentos prostrados, emaranhados, longos, acastanhados; filamentos 12,0-
16,0 um diam.; ramificagbes simples e duplas raras; bainhas delgadas, ndo lameladas,
hialinas a amareladas; tricomas nao constritos, 11,0-15,0 um diam.; células cilindricas 8,0-
10,0 um compr. quando quadraticas, 0,5 a 0,7 vez mais longas que largas; células mais
longas ocasionais 18,0-35,0 um compr., em zona meristemética de 2,0-5,0 pm diam.;
conteudo celular granulado, marrom-avermelhado a violeta; heterdcitos cilindricos,

quadraticos, discoides, 10,0-15,0 um compr., 10,0-19,0 um diam., conteudo amarelo.
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Ocorréncia: S37 e S38.

Parametros ambientais: dados ndo disponiveis.

Comentarios: As populagdes estudadas correspondem as descricdes de Gardner (1927) e
de Sant’Anna (1984) para a espécie. Variedades taxonémicas sdo descritas, sendo que S.
ocellatum var. purpureum tem caracteristicas também encontradas nos espécimes
brasileiros, como as células com coloragdo roxa ou violeta palido (GARDNER 1927).
Entendemos, contudo, que a coloracdo pode ndo ser uma caracteristica taxonémica muito
estavel e optamos por nomear as populacdes estudadas apenas no nivel especifico. O

ambiente de ocorréncia de S. ocellatum é bastante proximo ao das popula¢gdes amostradas.

Scytonema pseudopunctatum Skuja, Zur Susswass. Bur., 38, 1949.

(Figuras: 44-45)

Massas de filamentos emaranhados e prostrados, marrom amareladas; filamentos 18,4-30,4
um diam., ramificacbes simples e duplas ocasionais; bainhas homogéneas ou com
lamelagdo paralela, hialinas a marrom amareladas; tricomas predominantemente levemente
constritos, (10,0-)12,0-17,0 diam.; células (4,0-)8,0-22,0 um comepr., (0,2-)0,4 a 1,8 vez mais
longa que larga; conteddo celular granulado, as vezes com vacuolos largos, azul
esverdeada clara, levemente avermelhada a violeta; heterdcitos longos, quadraticos ou
cilindricos, 12,8-26,4 um compr., 12,0-18,4 um diam.

Ocorréncia: S09.

Parametros ambientais: (n = 1) pH: 10, irradiancia: 340 pmol fétons.m?.s™, porcentagem
de irradiancia na massa: 78%, temperatura do ar: 24,6°C, temperatura da massa: 26,4°C,
umidade relativa do ar: 80%, umidade relativa da massa: 83%, substrato: rocha.
Comentarios: De acordo com a descricdo de Desikachary (1959), a populagdo estudada
corresponde bem a descricao da espécie, que é caracterizada pelo conteudo celular rico em
ficoeritrina, além das caracteristicas morfolégicas e fatores ecolégicos. Em Scytonema
pseudopunctatum foram observados filamentos com 18,4-30,4 um diam., medidas maiores

que a descricdo de Desikachary (1959; 15,0-25,0 um diam.), o que pode ocorrer com a
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variacdo de condigdes ambientais onde a espécie foi encontrada, de acordo Bharadwaja

(1934).

Scytonema punctatum Gardner, Mem. New York Bot. Gard. 7: 75, 1927.

(Figuras: 46-47)

Massas de filamentos emaranhados arranjados em feixes eretos, escuras a marrom
amareladas, ou, mais raras, em pequenos grupos ou filamentos isolados em crescimentos
de massas gelatinosas de outras cianobactérias; filamentos (9,0-)13,0-22,5(-24,5) um diam.,
ramificagdes simples e duplas; bainhas espessas, homogéneas ou com lamelagéo paralela,
hialinas a amareladas a marrom amareladas; tricomas (5,0-)7,0-14,0 um diam,
heteromérficos, ndo constritos, ocasionalmente levemente constritos; células 5,0-18,4(-20,0)
um comp., 0,5 a 2,0 vezes mais longa que largas; conteudo celular granulado, as vezes com
vacuolos largos, verde azulada clara a forte; heterdcitos quadraticos a cilindricos alongados,
(4,0-)8,0-184(-192) um comp., 7,5-14,0 um diam.

Ocorréncia: S01, S02, S03, S04, S09, S10, S11, S12, S16, S19, S21 e S22.

Parametros ambientais: (n = 12) pH: 5-10 (6,6), irradiancia: 4-2200 pmol fétons.m2.s™" (310
umol fétons.m™2.s™), porcentagem de irradiancia na massa: 4-92%(51%), temperatura do ar:
19,6-31,0°C (23,5°C), temperatura da massa: 17,9-38,0°C (24,6°C), umidade relativa do ar:
62-92% (79%), umidade relativa da massa: 68-141% (87%), substrato: rocha, solo,
sedimentos e casca de arvore.

Comentario: Nas populagdes estudadas foram observados tricomas com medidas menores
que as descritas por Gardner (1927; 14,0-18,0 um diam.). Tal caracteristica pode variar de
acordo com as condigdes ambientais onde a espécie ocorre. Essas populagdes foram
identificadas como Scytonema punctatum, pois se enquadraram nas caracteristicas

descritas por Gardner (1927).



35

Scytonema samoense Wille, Denkschr. Ak. Wiss. Wien, Rechinger, Bot. Zool. Ergebn. 6(1),
1914.

(Figuras: 48-49)

Massas de filamentos cespitosos, emaranhados, amarela- acastanhada; filamentos 12,0-
15,0 um diam.; ramifica¢des simples ocasionais, duplas raras; bainhas espessas, lamelacao
paralela, hialina a amarelo-acastanhadas; tricomas predominantemente constritos, 5,0-7,0
um diam.; células cilindricas, 11,0-14,0 um compr., 1,5 a 2,8 vezes mais longas que largas;
conteudo celular granulado, verde-claro; heterdcitos cilindricos, alongados, 10,0-13,0 um
compr., 5,0-7,0 um diam., conteddo amarelo.

Ocorréncia: S41.

Parametros ambientais: (n = 1) pH: 5, irradiancia: 25,5 pmol fétons.m®.s™, porcentagem de
irradiancia na massa: 14%, temperatura do ar: 19°C, temperatura da massa: dados nao
disponiveis, umidade relativa do ar: 69,5%, umidade relativa da massa: dados né&o
disponiveis, substrato: rocha.

Comentario: A populacdo encontrada se encaixa nas caracteristicas descritas por Geitler
(1932) para S. samoense. O trabalho de Frémy (1930) compara esta espécie a Scytonema
mirabile (Dillwyn) Bornet, mas esta Ultima caracteriza-se por possuir bainha levemente
divergente e tricomas com constricao variavel, diferentemente de S. samoense, que possui

bainha lamelada paralelamente e tricomas predominantemente constritos.

Scytonema sp.1

(Figuras: 50-51)

Massas de filamentos emaranhados, prostrados, as vezes em pequenos grupos filamentos
isolados em crescimentos de massas gelatinosas de outras cianobactérias, marrom escuras
a marrom amarelados; filamentos 12,8-18,0 um diam., predominantemente ndo constritos;
células 4,0-14,5 um compr., 0,4 a 1,7 vez mais longas que largas; conteudo celular
granulado, as vezes com vacuolos largos, verde claro a verde azulado; heterécitos 8,0-22,5

um compr., 7,0-15,2 um diam., achatado, quadraticos ou cilindrico-alongados.
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Ocorréncia: S08, S09, S10 e S15.

Parametros ambientais: (n = 4) pH: 4-10 (6), irradiancia: 30-340 pumol fétons.m?.s™ (177
umol fétons.m™?.s™), porcentagem de irradiancia na massa: 46-78%(57%), temperatura do
ar: 22,3-24,6°C (24,0°C), temperatura da massa: 21,7-26,6°C (25°C), umidade relativa do ar:
80-92% (83%), umidade relativa da massa: 83-95% (88%), substrato: rocha e solo.
Comentarios: Essas populacdes ndo correspondem bem a qualquer espécie descrita. Sdo
similares a Scytonema guyanense (Montagne) Bornet et Flahault, mas as dimensdes dos
filamentos (14,0-21,0 um) e tricomas (10,0-16,0 um) sdo maiores do na populagao brasileira.
Além disso, ndo ha formagao de feixes na massa de plantas da mata atlantica, ao passo que

estao presentes em S. guyanense.

Scytonema sp.2

(Figuras: 52-53)

Massas de filamentos em pequenos grupos ou isolados em crescimentos de massas
gelatinosas de outras cianobactérias; filamentos 12,0-14,0 um diam., ramificagées simples e
duplas; ramos 8,0-8,5 um diam.; bainhas relativamente espessas, lamelacdo paralela,
amarelas a marrom amareladas; tricomas constritos, 7,0-8,0 um diam., tricomas dos ramos
2,5-3,0 um diam.; células 5,0-7,0(-9.5) um compr., 0,6 a 1,3(-3,2) vezes mais longas que
largas; conteudo celular granulado, verde azulado, heterécitos quadraticos ou cilindricos,
7,0-9,0 um compr., 7,5-10,5 um diam.

Ocorréncia: S14.

Parametros ambientais: (n = 1) pH: 5, irradiancia: 43 pmol fétons.m?s” (177 pmol
fétons.m?.s™), porcentagem de irradidncia na massa: 66%, temperatura do ar: 22,3°C,
temperatura da massa: 21,5°C, umidade relativa do ar: 92%, umidade relativa da massa:
94%, substrato: solo.

Comentarios: Em Scytonema sp.2 foram observadas caracteristicas semelhantes a
descricdo de Desikachary (1959) para S. multiramosum Gardner. Entretanto, em Scytonema

sp.2 nao foi observada bainha divergente e suas células sdo mais curtas que as de S.
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multiramosum. Estudos mais detalhados sdo necessarios para obter uma avaliagdo fiel

dessa espécie.

Scytonema sp.3

(Figura: 54-55)

Massas de filamentos cespitosos, verdes; filamentos de 14,4-19,5 um diam.; ramificacoes
duplas frequentes, simples raras; bainhas delgadas, homogénea, incolor a acastanhada;
tricomas constritos, 6,4-16,8 um diam.; células cilindricas, discoides a alongadas, 7,2-16,8
um compr., 0,8 a 1,8 vez mais longas que largas; conteudo celular granulado, verde-
azulado; heterécitos quadraticos, 8,4-19,2 um compr., 9,2-12 um diam., conteddo amarelo-
esverdeado.

Ocorréncia: S45.

Parametros ambientais: (n = 1) pH: 5, irradidncia: ndo disponivel, porcentagem de
irradidncia na massa: 26%, temperatura do ar: 21°C, temperatura da massa: dados nao
disponiveis, umidade relativa do ar: 61%, umidade relativa da massa: dados néo
disponiveis, substrato: tronco.

Comentario: A populacdo encontrada tem caracteristicas proximas a descricdo de
Scytonema pseudoguyanense Bharadwaja, segundo Desikachary (1959). Entretanto,
Scytonema sp.3 apresenta células 0,8 a 1,8 vez mais longas que largas, diferenciando- se
de Scytonema pseudoguyanense que apresenta células longas (até 4 vezes mais longas
que largas). Outra caracteristica que ndo permite caracteriza-la como S. pseudoguyanense
€ que nao possui ramos mais delgados que os filamentos principais. Mais estudos seréao

necessarios para a caracterizacao da espécie.
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Scytonema sp.4

(Figuras: 56-58)

Massas de filamentos cespitosos, eretos, verde-escuros; filamentos 9,6-15,2 um diam.;
ramificacées duplas frequentes, ocasionalmente simples; bainhas espessas, lamelacao
paralela, castanho escuras, em ramificagdes amarelada, superficie com aspecto trincado;
tricomas nédo a levemente constritos, 6,4-8,0 um diam.; células cilindricas, (2,4-)8,0-15,0 um
compr., 1,8 a 2,3 vezes mais longas que largas, e em regides meristematicas 0,3 a 0,8
vezes mais longas que largas ; conteudo celular granulado, com vacuolos, verde-azulado;
heterdcitos quadraticos a arredondados, intercalares, 9,5-15,0 um de compr., 7,0-10,0 um
diam., conteddo amarelo.

Ocorréncia: S28.

Parametros ambientais: dados ndo disponiveis.

Comentarios: Scytonema schmidtii Gomont (segundo Desikachary, 1959) é a espécie que
mais se assemelha a populacdo estudada. Diferenciam-se, entretanto, pois S. schmidltii
possui medidas de filamentos (10,0-12,0 um diam.), tricomas (9,0-12,0 um diam.) e células
(2,0-6,0 um compr.), distintas das de Scytonema sp.4. Com essas diferencas métricas nao

se pode assegurar a identificacao de Scytonema sp.4 com S. schmidtii.
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Tabela 4: Comparagao entre as espécies do género Scytonema encontradas no presente

estudo. DF = didmetro do filamento, DT = didmetro do tricoma, CC = comprimento celular.

Todas as medidas em pm.

DF DT CC Ramificagao Constricao
S. burmanicum 12,0-15,0 8,0-12,0 5,0-12,0 simples e duplas Sim
ocasionais
S. cf. guyanense 15,0-23,0 5,0-14,0 (4,0-)7,0- simples e duplas Sim
17,0(-20,0) frequentes
S. hofmanii (6,4-)7,2-14,0 ? 4,0-8,0 simples e duplas Sim
ocasionais
S. javanicum 10,0-13,0 9,0-10,0 7,0-10,0 simples e duplas Sim
raras
(-15,0) (-12,0)
S. millei 15,0-20,0 15,0-18,0 10,0-13,0 simples Sim
ocasionais,
duplas raras
S. cf. mirabile 18,0-26,0 12,0-26,0 5,0-15,0 simples e duplas Sim
ocasionais
S. ocellatum 11,0-16,0 12,0-15,0 8,0-10,0 simples e duplas Nao
raras
S. pseudopunctatum 18,0-30,4 (10,0-)12,0-  (4,0-)8,0-22,0 simples e duplas Sim
17,0 ocasionais
S. punctatum (9,0-)13,0-22,5 (5,0-)7,0-14,0 5,0-18,4(-20,0) simples e duplas Sim
ocasionais
(-24,5)
S. samoense 12,0-15,0 5,0-7,0 11,0-14,0 simples Sim
ocasionais,
duplas raras
Scytonema sp.1 12,8-18,0 ? 4,0-14,5 simples e duplas Sim

ocasionais




Tabela 4: continuagéo.
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DF DT CC Ramificacao Constricao
Scytonema sp.2 12,0-14,0 7,0-8,0 5,0-7,0(-9.5)  simples e duplas Sim
ocasionais
Scytonema sp.3 14,4-19,5 6,4-16,8 7,2-16,8 simples raras, Sim
duplas frequentes
Scytonema sp.4 9,6-15,2 6,4-8,0 8,0-15,0 simples Sim

ocasionais, duplas
frequentes




Figuras 2-13: 2-3 Petalonema alatum; 4-5 P. densum; 6-8 P. velutinum; 9-10 Petalonema
sp.1; 11-13 Petalonema sp.2. (Escalas: 2-5 € 9-11: 10 um).
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Figuras 14-28: 14-16 Brasilonema sennae; 17-19 Brasilonema sp.1; 20-22 Brasilonema
sp.2; 23-25 Scytonema burmanicum; 26-28 S. cf. guyanense. (Escalas: 21-22,28: 10 uym;
26: 20 um).
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Figuras 29-43: 29-30 Scytonema hofmanii; 31-33 S. javanicum; 34-37 S. millei; 38-39 S. cf.
mirabile; 40-43 S. ocellatum. (Escalas: 29-30, 32, 34, 39: 10 um; 38: 50 um; 31: 1 cm).



Figuras 44-58: 44-45 Scytonema pseudopunctatum; 46-47 S. punctatum; 48-49 S.
samoense; 50-51 Scytonema sp.1; 52-53 Scytonema sp.2; 54-55 Scytonema sp.3; 56-58
Scytonema sp.4. (Escalas: 44-47, 51 e 53: 10 um; 50 e 52: 50 um.)
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Cultivos
Embora tenham sido tentadas diversas variagdes nas condi¢des de cultura, por meio

da utilizacdo de diferentes meios de cultivo (BG11, BG11,, Bold e agua-solo), diferentes
temperaturas e diferentes irradidncias, ndo obtivemos sucesso no crescimento artificial de
nenhuma das amostras.

Nao é possivel indicar o fator exato para o insucesso desta etapa, mas algumas
observagdes podem ser feitas.

Os organismos aerofiticos parecem ter requisicbes ambientais muito especificas,
como ja observado em trabalhos anteriores para outras cianobactérias, como as
Stigonematales, por exemplo, Ferreira (2009). Provavelmente em funcdo desta
caracteristica, essas cianobactérias tém o crescimento bastante limitado em condicoes de
laborat6rio. Como consequéncia do crescimento lento, foi muito comum observar o
desenvolvimento abundante de outras cianobactérias contaminantes (principalmente
unicelulares e algumas filamentosas homocitadas), aparentemente mais competitivas,
inibindo ainda mais o desenvolvimento dos organismos de interesse.

Desse modo, ndo foram produzidos cultivos em quantidade e qualidade adequada
para utilizacdo nos estudos moleculares, obrigando a realizagdo do trabalho de extracao de
DNA a partir de material proveniente do campo. Isso, por sua vez, implicou na utilizagéo de

primers especificos para cianobactérias.

Avaliacdo molecular

Do total de 22 espécies de cianobactérias descritas, doze foram selecionadas para a
andlise molecular, pois apresentaram boas condi¢des (filamentos vivos abundantes,
apresentando células e bainhas ndao degradadas). Apds as extracdes, todas as amostras
foram amplificadas em ftriplicata e foram verificadas quanto a sua qualidade em eletroforese

em gel de agarose (Figura 59).



46

—> 600pb

Figura 59: Gel representativo dos produtos de amplificagéo (PCR) do gene rRNA 16S. M -
marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder (Invitrogen).

Visto que algumas amostras ndo apresentavam concentragcao suficiente (S25 e S35)
de DNA para serem sequenciadas, foi necessdria a realizacdo de multiplas reac¢des de
amplificacao, para a obtencado de uma quantidade adequada de DNA apés sua purificacéo

(Tabela 5).

Tabela 5: Quantificacao das reacdes de PCR das espécies analisadas.
Amostras  n°reacdes de PCR  Quantificacéo do produto (ug.mi™)

S25 7 42,5
S26 2 13,1
S28 4 20,8
S32 2 15,5
S34 6 27,1
S35 10 17,3
S41 6 15,2
S42 6 34,4
S43 6 54,5
S44 3 55,6
S45 6 21,7

Nd = dados n&o disponiveis
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Os diferentes produtos de PCR obtidos resultaram em sequéncias que foram
processadas pelo programa Phred/Phrap/Consed para verificagdo da sua qualidade, sendo
que sete amostras resultaram em produto satisfatorio para os dois primers usados. As
sequéncias obtidas para as diferentes espécies variaram de 562 a 665 pares de bases (pb)
(Tabela 6).

Foi construida uma matriz de identidade (Tabela 7) ajustada para a regidao do rRNA
16S sequenciada neste estudo, resultando em 563 nucleotideos, a partir das sequéncias
geradas neste trabalho e aquelas mais préximas segundo a ferramenta BLAST (Tabela 8).
Na matriz, estdo destacadas a proporcao de semelhanga entre as sequéncias, bem como o

ndimero de nucleotideos distintos entre elas.

Tabela 6: Organismos sequenciadas e tamanhos dos
fragmentos do RNAr 16S obtidos.

Taxon Sequéncia (pb)
Brasilonema sp.2 649
Petalonema alatum 562
Scytonema cf. guyanense 620
S. millei 583
S. ocellatum 665
Scytonema sp.3 643
Scytonema sp.4 656

A populacao previamente identificada como Scytonema cf. guyanense aproximou-se
da sequéncia de Brasilonema CENA 114 (EF117246), com identidade de 98% (com 12
nucleotideos ndo coincidentes entre os 563 comparados). Da mesma forma, revelou 98% de
identidade (12 nucleotideos nao coincidentes) com a populacao Brasilonema sp.2, cuja

sequéncia foi também gerada neste estudo.
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A populagé@o Brasilonema sp.2, por sua vez, resultou em uma sequéncia com total
correspondéncia (100% de identidade e nenhum nucleotideo discordante) com Brasilonema
CENA114 (EF117246.1) quanto a sequéncia comparada. Também apresentou elevada
identidade (99%, oito nucleotideos nao concordantes) com B. bromeliae SPC 951
(DQ486055.1), além da identidade com Scytonema cf. guyanense acima citada.

A sequéncia obtida para Scytonema ocellatum aproximou-se de Brasilonema sp.
CENA114 (EF117246.1), revelando identidade de 98%. Ainda, a partir dos resultados da
ferramenta BLAST, foi constatada alta identidade também com varias sequéncias parciais
de cianobactérias ndo cultivadas e ndo identificadas nem em nivel genérico disponiveis no
GenBank (FN297902.1, FN297903.1, FN297907.1, FN297908.1, FN297910.1, FN298125.1,
FN298107.1, FN297885.1, FN297887.1), com 0 mesmo valor de identidade.

Scytonema sp.3 demonstrou identidade muito alta com duas diferentes espécies:
Brasilonema sp.2 (deste estudo) e Brasilonema CENA114. Em ambos os casos, a
identidade foi de 99%, diferindo em apenas seis e sete nucleotideos, respectivamente.
Apresentou também alta semelhanga com Brasilonema bromeliae SPC 951 (DQ486055.1),
sendo 98% e 12 bases ndo coincidentes.

Scytonema millei mostrou-se relativamente distinta das demais espécies
consideradas na presente analise. Sua maior identidade foi observada com Scytonema sp.4
(deste estudo) no nivel de 95% e 31 nucleotideos nao coincidentes.

As correspondéncias mais proximas para a sequéncia de Scytonema sp.4 foram as
de Scytonema sp. FGP-72 (DQ531698.1), similar em 95% dos nucleotideos (26 divergentes
quanto as sequéncia comparadas), e Scytonema millei, como destacado acima.

Os resultados de identidade entre as populagdes estudadas revelam
incompatibilidade entre as identificagbes com base em dados morfolégicos e daquelas
suportadas pelos dados moleculares. Diferentes morfotipos previamente identificados
mostraram elevada identidade nas sequéncias do rRNA 16S produzidas neste estudo, bem
como naquelas publicadas no GenBank. Scytonema cf. guyanense, S. ocellatum,

Scytonema sp.3 e Brasilonema sp.2, por exemplo, foram inicialmente diferenciadas pelo
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arranjo dos filamentos nas massas, conforme os critérios vigentes para separagédo dos dois
géneros (FIORE et al., 2007). Entre as demais caracteristicas morfologicas, o diametro dos
tricomas foi a mais distinta, corroborando a diferenca entre as espécies. As analises
moleculares, entretanto, revelaram identidades que variaram de 98 a 99% entre as referidas
populagbes estudadas, valores considerados suficientes para atribuicio de mesma
identidade especifica.

Essa situacdo pode ser avaliada por duas diferentes vertentes. E possivel que as
sequéncias geradas ndo sejam suficientes para garantir a identidade especifica das
populacdes analisadas. As sequéncias obtidas variaram entre 562 e 665 pb e, talvez, para o
gene rRNA 16S esse trecho néo seja suficientemente variavel para detectar as alteragoes
esperadas para o nivel especifico. E plausivel considerar que se tivessem sido obtidas
sequéncia mais longas, acima de 1400 pb, os resultados poderiam expressar relagées
distintas (separacao de géneros), das observadas com base em menores trechos de rRNA
16S. De qualquer modo, os dados revelam um nivel relativamente alto de identidade,
mesmo levando-se em conta a capacidade de resolugdo mais restrita das sequéncias
geradas. Os resultados dos estudos morfoldgicos devem, entdo, ser avaliados frente a esse
novo conjunto de informagdes.

Outra hipétese para tentar explicar os resultados presentemente obtidos € que os
critérios adotados para delimitagdo de géneros e espécies nas Scytonemataceae nao
reflitam adequadamente as particularidades de cada taxon, produzindo uma classificagao
equivocada dos organismos. Alguns trabalhos (HENSON et al. 2002, HOFFMANN et al.
1999, NEILAN et al. 1997, NELISSEN et al. 1995 e TENEVA et al. 2005) tém apontado
varias deficiéncias na taxonomia do grupo devido a grande variabilidade morfolégica
observada em certas espécies. Neste caso, haveria necessidade de se produzir estudos
mais aprofundados sobre as varia¢gdes que os organismos do grupo podem apresentar em
funcéo de parametros como condicdes de habitat e estagios fenoldgicos.

Com base nos dados moleculares obtidos, pode-se considerar a possibilidade de que

as populagdes de Scytonema cf. guyanense, S. ocellatum, Scytonema sp.3 e Brasilonema



50

sp.2, encontradas neste estudo, além de Brasilonema CENA 114 e Brasilonema bromeliae,
sejam consideradas pertencentes a uma unica e mesma espécie. Os dados morfolégicos,
entretanto, apontam diferencas significativas entre os organismos e nao indicam tal
coincidéncia entre todos esses elementos. Acreditamos que as identificagcbes especificas
realizadas com base em dados morfolégicos devem, neste momento, ser mantidas até o
melhor detalhamento das caracteristicas moleculares das referidas populacées.

A sequéncia de Petalonema alatum, por sua vez, foi bastante distinta das de outras
espécies disponiveis no GenBank. Suas maiores identidades foram de 92% (42
nucleotideos divergentes) com Scytonema ocellatum (deste estudo) e Brasilonema terrestre
CENA116 (EF490447.1). As sequéncias de algumas cianobactérias nao cultivadas
(FN297885.1, FN297887.1, FN297902.1, FN297903.1, FN297907.1, FN297908.1,
FN297910.1, FN298125.1 — ndo apresentadas) foram similares no nivel de 94% com a
populacao estudada. Esses valores revelam um distanciamento importante desta espécie
com outros considerados similares e coincidentes com as informac¢des morfolégicas. Foi
observada uma clara diferenciagéo de espécies de Scytonema e de Tolypothrix que, embora
presentes no banco de dados, ndo figuram entre as mais préximas da populagéo tropical de
P. alatum.

A arvore filogenética construida com MV foi a que apresentou melhor topologia
(menor numero de ramos e mais coerente com as relacdes esperadas) entre as demais

produzidas e, por isso, foi utilizada para apresentagéo dos resultados.
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Tabela 8. Organismos utilizados para a elaboracdo do conjunto de espécies incluidos na
construcao das arvores filogenéticas. Os cédigos na coluna Fonte representam o nimero de
acesso no GenBank. Os dados sobre as espécies deste estudo estdo nas respectivas
descricoes e na Tabela 1. A numeragao dos taxons esta de acordo com a Tabela 7.

Taxon Procedéncia do organismo Fonte

1 Gloeobacter violaceus Suica (PCC7421) AY768399.0
9 Scytonema sp. FJ india FJ939127.1

10 Scytonema sp.AB Japao AB093483.1
11 S. hofmanni Bermudas (PCC AB075996.1
12 S. hyalinum Utah, EUA AF334700.1

13 Scytonema sp.DQ California, EUA DQ531704.1
14 Scytonema sp. HM Nova Zelandia HM629428.1
15 Scytonema DQ531698 Califérnia, EUA DQ531698.1
16 Scytonematopsis sp. Rio Grande do Sul, Brasil AJ619686.1

17 Scytonema sp. HQ Portugal HQ832905.1
18 Scytonema sp. AY Havai, EUA AY069954.1
19 Brasilonema roberti-lammi México GQ443308.1
20 B. octagenarum Minas Gerais, Brasil EF150855.2
21 Brasilonema CENA114 Séao Paulo, Brasil EF117246.1
22 B. bromeliae Séao Paulo, Brasil DQ486055.1
23 B. terrestre Minas Gerais, Brasil EF490447 .1
24 Petalonema sp. Antartida AY493624.1
25 Tolypothrix sp AM Suécia AM230706.1
26 Tolypothrix sp. PCC7415 Suécia AM230668.1
27 Tolypothrix sp. JCT1 Califérnia, EUA DQ531702.1
28 Spirirestis rafaelensis Utah, EUA AF334691.1
29 Mastigocladopsis sp. Nova Zeléndia DQ235802.0
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A construgao da arvore filogenética incluindo as sequéncias do material estudado e
outras de grupos proximos disponiveis no GenBank (figura 60) revela a formagao de dois
grandes grupos de espécies/populagdes.

O clado A, constituido com baixos valores de bootstrap para ML, NJ e MP, mas com alto
valor de probabilidade posterior (0,93), reline a maioria das espécies cujas sequéncias foram
geradas neste trabalho. Fazem parte desse clado todas as espécies identificadas previamente
como Brasilonema, Petalonema alatum e trés populacdes previamente identificadas como
pertencentes ao género Scyfonema. Compdem também esse grupo, cinco espécies de
Brasilonema e quatro espécies de Scytonema cujas sequéncias foram obtidas junto ao
GenBank. Em comum, todas as sequéncias presentes no clado A sdo provenientes de
organismos com ocorréncia em ambientes tropicais, excetuando-se Scytonema sp AB093483.1,
que foi coletada em regido nao especificada no Japao.

O clado A, por sua vez, pode ser dividido em dois clados menores (A1 e A2). No grupo
A1, com baixo suporte de bootstrap e médio suporte de probabilidade posterior, foram
posicionados organismos brasileiros pertencentes aos géneros Scyfonema e Brasilonema
(exceto B. roberti-lammi, cianobactéria proveniente do México). A proximidade desses
organismos na arvore filogenética sugere um parentesco mais préximo que, como indicado pela
identidade entre as sequéncias (Tabela 7), pode ser até mesmo em nivel especifico.

O grupo A2, com elevado suporte de bootstrap e probabilidade posterior, reline espécies
do género Scytonema com diferentes procedéncias, mas principalmente de regides tropicais,
incluindo-se Scytonema hofmanii PCC7110, que, embora esteja depositada em banco de
cultura europeu (Instituto Pasteur), é proveniente de Bermudas.

Petalonema alatum, sequenciada neste trabalho, posicionou-se isoladamente no clado
A. Esse posicionamento revela uma maior identidade da espécie com taxons pertencentes a
Scytonema e Brasilonema do que com Tolypothrix e, até mesmo, com uma espécie nao

identificada do mesmo género e proveniente da Antartida (Petalonema sp. AY493624).
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Atualmente, considera-se que o género Petalonema deva ser classificado entre as
Microchaetaceae (KOMAREK, 2006), devido ao seu carater heteropolar, dado pela presenca
frequente de heterécito na base das ramificagdes, tal qual encontrado em Tolypothrix. O género
Petalonema sempre foi objeto de discussdes a respeito de sua validade e posicionamento
taxondmico. Geitler (1932) reconhecia Petalonema como um taxon valido e bem delimitado,
incluido entre as Scytonemataceae. Bourrely (1985) nao julgava o género vélido, pois nao
considerava suficientes as diferencas com Tolypothrix. Sant'Anna (1988), em estudo das
Scytonemataceae do estado de Sao Paulo, corroborou a validade do género com base na
observacdo de P. alatum e caracterizou 0 grupo como intermediario entre Scytonema e
Tolypothrix. Os resultados do presente estudo, pelo posicionamento distante entre as duas
espécies do género, indicam a possibilidade de que Petalonema seja heterogéneo quanto as
morfoespécies que o compdéem. O aumento no numero de espécies sequenciadas € um
sequenciamento mais extenso do rRNA 16S (além de outros genes) podem auxiliar a esclarecer
as incompatibilidades relacionadas ao género.

No clado B, constituido sem suporte de bootstrap e de probabilidade posterior,
posicionou-se a maior parte das espécies cujas sequéncias foram retiradas do GenBank, com
excegcao de Scytonema millei e Scytonema sp.4, ambas produzidas neste trabalho. Ainda
excetuando-se estes dois taxons, todos os demais caracterizam-se por serem provenientes de
regides temperadas do globo. Da mesma forma que no clado A, o agrupamento B pode ser
dividido em dois sub-grupos (B1 e B2).

O clado B1 inclui exatamente as espécies brasileiras de Scyfonema e tem médio suporte
de bootstrap e de probabilidade posterior. As duas sequéncias tém identidade de 95% e
provavelmente constituem espécies distintas, uma vez que diferem dos pontos de vista
molecular e morfoldgico.

As demais espécies agruparam-se no clado B2, que tem baixo a alto valor de bootstrap

e maxima probabilidade posterior. Reune espécies de diferentes géneros, mas reflete as
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tendéncias atuais das classificacées das cianobactérias (HOFFMANN et al., 2005; KOMAREK,
2006).

A avaliacdo global da arvore filogenética permite evidenciar certa separacado dos
organismos com origem em ambientes de clima tropical (principalmente no clado A), daqueles
originarios de locais de clima temperado (clado B). Nesse sentido, a ocorréncia quase unanime
de populagdes tropicais no clado A, mesmo com diferentes identificacoes, deve ser melhor
investigada para esclarecer se ha realmente algum sentido filogenético nesse resultado.

Embora com suporte sustentado apenas pelo valor de probabilidade posterior, é possivel
também ressaltar que o clado A1 reflete uma grande proximidade entre os exemplares
brasileiros, embora com distintas identificacdes com base na morfologia. Na proposicdo de
Brasilonema, Fiore et al. (2007), além da distincdo molecular, apontaram diferencas
morfoldgicas das espécies do género e de espécies de Scyfonema, género irmao, que residem
principalmente na forma do arranjo dos filamentos nas massas (tendendo a serem paralelos em
Brasilonema) e na frequéncia da ocorréncia de ramificagcbes (mais esporadicas em
Brasilonema). A distingao entre os géneros ainda é problematica do ponto de vista morfolégico,
visto que os critérios adotados ndo sao estaveis. O aprofundamento das andlises para uma
melhor diferenciacdo de Scytonema e Brasilonema deve incluir o aumento no numero de
amostras de populacbes com morfotipos semelhantes, preferencialmente com cultivos
unicianobacteriais estabelecidos e gerar sequéncias com maior nimero de pares de bases.

Outro aspecto que pode ser observado na arvore filogenética gerada pelas andlises é a
distribuicdo das espécies de Scyfonema por todos os grupos formados. Esse espalhamento
pode indicar uma grande variabilidade genética das espécies dentro do género. Também nao
se pode deixar de considerar a possibilidade de erros de identificacdo taxonémica, levando a
avaliacdes equivocadas sobre a identidade molecular e morfolégica das espécies.

A espécie Scytonema sp. (DQ531704.1), por exemplo, posicionou-se isoladamente na

arvore e constituiu um ramo isolado logo no primeiro ramo. Esse distanciamento ndo pode ser
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explicado dentro de situagdes normais e pode ser atribuido a erros na sequencia produzida, ao
sequenciamento de organismos associados e taxonomicamente distintos ou por erro na
identificagdo do organismo. De qualquer modo, a sequéncia certamente ndo corresponde a

nenhuma espécie de Scytonema ou género afim.

Conclusao

De maneira geral, os dados desse trabalho revelaram um elevado contingente de
diferentes morfotipos similares a Scyfonema presentes em habitats aerofiticos, diferentes
condicbes considerando-se os parametros fisicos e quimicos analisados. As avaliacbes
moleculares revelaram elevada identidade entre alguns morfotipos distintos, ao mesmo tempo
em que indicaram diferencas importantes entre algumas espécies. Também revelaram a
necessidade de estudos mais aprofundados para uma melhor distincdo entre os géneros
Scytonema e Brasilonema e melhor definicao de Petalonema.

As cianobactérias aerofiticas, principalmente pertencentes aos géneros abordados,
representam um importante elemento das comunidades microbianas e ainda sdao muito
pobremente estudadas. O aprofundamento dos trabalhos pode auxiliar no entendimento mais
adequado sobre a taxonomia e sobre a filogenia destes grupos e, por consequéncia, no

entendimento das relagdoes dentro das cianobactérias.
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