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RESUMO

As informacgdes atualmente disponiveis da organizacdo gendmica das algas
vermelhas de agua doce da ordem Batrachospermales sao esparsas,
principalmente, por esse ser o grupo mais diverso em termos de morfologia,
caracteres reprodutivos € numero de taxons entre as ordens de algas
vermelhas exclusivamente de agua doce. O estudo realizou analise
filogendbmica e caracterizagdo gendémica de plastomas e mitogenomas de
espécies dos géneros Kumanoa, Paludicola e Sheathia, selecionados por
apresentarem maior numero de espécies da ordem, filogeneticamente
distantes e ampla distribuicdo geografica. Os objetivos foram: 1) descrever
as caracteristicas dos genomas plastidiais e mitocondriais de espécies dos
trés géneros que constituem clados bem divergentes na filogenia conhecida
da ordem; 2) inferir relacdes filogenéticas com base no conjunto de genes
dos genomas desses representantes com o0s ja descritos para outros
géneros; 3) conhecer a diversidade gendmica de espécies selecionadas dos
trés géneros. As hipoteses testadas foram: 1) o posicionamento filogenético
distante entre cada um dos trés géneros sera confirmado pelo fato de serem
distantes filogeneticamente com base nas informacdes anteriormente
disponiveis; 2) as maiores diferencas serdo observadas entre os genomas
dos trés géneros do que dentro de cada género por serem relativamente
distantes filogeneticamente pelos critérios comparativos das caracteristicas
dos genomas organelares. Evidenciamos que nos genomas organelares de
todas as Batrachospermales s&o altamente conservados, sem perdas
génicas relevantes, com poucos rearranjos, seguindo a tendéncia de outros
grupos da classe Florideophyceae. No entanto, algumas caracteristicas
relevantes foram reveladas neste estudo: conjunto de dados dos
mitogenomas mostrou que para todos os parametros da estrutura genémica
houve maior variacdo entre os géneros do que dentro de cada um deles
corroborando a hipétese de que as maiores diferencas seriam observadas
entre os genomas dos trés géneros do que dentro de cada um. Além disso,
houve maior proximidade nas médias da estrutura genbmica dos géneros
Kumanoa e Paludicola do que em Sheathia. Destaca-se ocorréncia de uma
pequena regiao divergente nas espécies de Kumanoa, configurando uma
excegao relevante em relagdo aos demais representantes da ordem podendo
representar um marcador genémico de valor taxondmico. Nos plastomas,
importante ressaltar auséncia do gene apcF em todos os taxons
sequenciados de Batrachospermales podendo ser interpretada como uma
perda em todos representantes da ordem ou alternativamente ha
possibilidade do gene ter sido transferido para o nucleo, mas ha necessidade
de maior aprofundamento para avaliar esta possivel perda génica de todos
membros da ordem. Entre os trés géneros de interesse deste estudo, ndo
foram encontradas correlagdes significativas nos parametros descritivos da
estrutura gendmica. Em Paludicola, somente o comprimento da regiao
intergénica teve maior amplitude na estrutura do plastoma, mas para demais
parametros evidenciada menor amplitude em comparacao aos outros dois
géneros. Analises filogenéticas baseadas em dados concatenados de



nucleotideos dos genomas organelares mostrou dois clados dentro das
Batrachospermales (denominados grupos 1 e 2), também recuperados em
estudos anteriores. Os géneros Kumanoa e Paludicola foram classificados
no grupo 1, mas relativamente distantes, enquanto o género Sheathia foi
incluido no grupo 2. Estas analises filogenéticas de membros da ordem
Batrachospermales, corroboraram a hipétese do posicionamento filogenético
distante dos trés géneros.

Palavras-chave: algas vermelhas de agua doce; Batrachospermales;
estrutura gendémica; filogendmica; mitogenoma; plastoma.



ABSTRACT

Current available information on the genomic organization of the freshwater
red algae belonging to the order Batrachospermales remains scarce, largely
due to to the group remarkable diversity in morphology, reproductive features,
and taxonomic richness among the exclusively freshwater red algal orders. In
this study, we conducted phylogenomic analyses and genomic
characterization of plastid and mitochondrial genomes of species from the
genera Kumanoa, Paludicola, and Sheathia, which were selected for their
higher number of species in the order, phylogenetic distance, and wide
geographic distribution. The aims of this investigation were: 1) to describe the
plastid and mitochondrial genome features of species from the three genera,
which represent highly divergent clades in the known phylogeny of the order;
2) to infer phylogenetic relationships based on their gene sets in comparison
with those already described for other genera; 3) to assess the genomic
diversity of selected species from the three genera. The hypotheses tested
were: 1) the distant phylogenetic placement of the three genera will be
corroborated given their phylogenetic distance based on the known
phylogeny of the order; 2) higher differences will be observed among the
genomes of the three genera than within each genus, reflecting their relatively
distant phylogenetic affinities based on the comparative analyses of
organellar genome characteristics. Our results showed that the plastid and
mitochondrial genomes of all Batrachospermales are highly conserved,
exhibiting no significant gene loss and only few rearrangements, consistent
with the other groups of the class Florideophyceae. Nevertheless, some
relevant features were revealed. The mitogenome dataset showed that all
genomic structure parameters exhibited higher variation among gener than
within them. Moreover, the mean genomic structure values of the genera
Kumanoa and Paludicola were closer than those of Sheathia. A particular
distinct feature was the presence of a small divergent region in the Kumanoa
species stands out, which was an important within the order that may
represent a genomic marker of taxonomic value. A notable finding of this
study is the absence of the apcF gene in the plastomes of all sequenced taxa
of Batrachospermales. The lack could represent a gene loss event shared by
all members of the order, or alternatively, suggest that apcF was transferred
to the nuclear genome. In Paludicola, the only parameter showing a wider
range was the length of the intergenic region, whereas the ranges for other
parameters were lower compared to Kumanoa and Sheathia. Phylogenetic
analyses based on concatenated organellar nucleotide sequences revealed
two clades within Batrachospermales (designated as groups 1 and 2),
consistent with previous studies. The genera Kumanoa and Paludicola were
classified in group 1, although not as closely related to each other, while
Sheathia belonged to group 2. These results corroborated the hypothesis of
the distant phylogenetic relationship among the three genera within the order
Batrachospermales.



Keywords: freshwater red algae, Batrachospermales, genome structure,
genomics, mitochondrial genomes, phylogenomics, plastid genome.
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1. INTRODUCAO

As algas vermelhas (Rhodophyta) sdo um grupo diversificado de cerca
de 7.276 espécies de eucariotos fotossintéticos, com o primeiro registro fossil, de
1,2 bilhdes de anos, atribuido a Bangiomorpha pubescens (Butterfield 2000;
Guiry & Guiry 2025). A maioria das algas vermelhas habita ambientes marinhos
(95%), sendo que a outra parcela ocorre em agua doce ou aguas termais acidas,
além de alguns representantes ocuparem florestas tropicais como membros da
comunidade aerofitica (Gurgel & Lopez-Bautista 2007; Vis & Necchi 2021). Este
filo € composto por sete classes (Bangiophyceae, Compsopogonophyceae,
Cyanidiophyceae, Florideophyceae, Phorphyridiophyceae, Rhodellophyeceae e
Stylonematophyceae), sendo que, a maioria das espécies (6.879, Guiry & Guiry
2025) pertence a classe Florideophyceae, a qual esta dividida em cinco
subclasses: Hildenbrandiophycidae, Nemaliophycidae, Corallinophycidae,
Ahnfeltiophycidae e Rhodymeniophycidae (Saunders & Hommersand 2004;
Yoon et al. 2006; Yang et al. 2016). Apenas Nemaliophycidae contém ordens
compostas por taxons exclusivos de agua doce - Balbianiales,
Batrachospermales e Thoreales (Lam et al. 2015; Yang et al. 2016; Vis & Necchi
2021). Essas trés ordens sao relativamente distantes filogeneticamente (Lam et
al. 2015), mas as relagdes filogenéticas entre essas ordens de agua doce e

outras ordens marinhas de Nemaliophycidade ainda ndo foram resolvidas.

Na busca por investigar a filogenia de Nemaliophycidae, Lam et al.
(2015) concluiram em sua analise filogendmica de um conjunto de sequéncias
de nove genes compostos por genomas nucleares, plastidiais e mitocondriais,
que somente algumas ordens de Nemaliophycidade (Nemaliales, Entwisleiales,
Colaconematales, Palmariales e Acrochaetiales) formaram clados consistentes.
Em contraste, todas as outras relagdes entre as ordens tiveram baixo suporte.
Nos estudos multigénicos ou filogenémicos de ordens individuais de
Nemaliophycidae (Lam et al. 2015; Costa et al. 2016), elucidaram as relagées
dentro e entre grupos intimamente relacionados. Assim, com os estudos
filogendmicos que integram dados gendémicos de genomas completos para inferir
relacdes evolutivas em contraste com analises baseadas em poucos genes, a
crescente facilidade e a reducao do custo do sequenciamento de alto rendimento,
tornam os genomas organelares boas ferramentas capazes de inferir as relagdes
filogenéticas, tanto nos niveis taxonémicos mais elevados - filos e classes
(JanouSkovec et al. 2013; Lee et al. 2015, 2016; Muhoz-Gdémez et
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al. 2017; Yang et al. 2016), bem como para ordens e familias (Costa et al. 2016;
Diaz-Tapia et al. 2017; lha et al. 2018; Lee et al. 2018).

O estudo dos genomas organelares, que inclui os plastomas e os
mitogenomas, possuem caracteristicas que facilitam sua investigacao: plastomas
e mitogenomas estdo presentes em varias copias em cada célula, de modo que
os dados do DNA organelar sao facilmente obtidos; sdo predominantemente
herdados uniparentalmente; sua estrutura € compacta e; seus genomas
altamente conservados (Lam et al. 2015; Yang et al. 2016). Além disso, as
sequéncias dos genomas organelares revelam que séo informativos do ponto de
vista estrutural - tamanho, conteudo de GC, perda de genes e sintenia (Leliaert
et al. 2016). Os genomas mitocondriais de algas vermelhas apresentam
caracteristicas unicas que os distinguem dos genomas mitocondriais de outros
grupos de algas: (1) grande tamanho do genoma -s&o conhecidos por seu
tamanho relativamente grande em comparagao com outros grupos de algas,
podendo variar de aproximadamente 20.000 a mais de 100.000 pb em tamanho,
e sao relativamente complexos (Janouskovec et al. 2013; Van Beveren et al.
2022; Yang et al. 2015); (2) conteudo genético -contém uma gama diversificada
de genes envolvidos em fungdes celulares essenciais, e 0 numero total de genes
varia de 13 a 79 e o numero de genes codificadores de proteinas de 9 a 36 (Van
Beveren et al. 2022; Yang et al. 2015); (3) presenca de introns; podem abrigar
introns, adicionando complexidade a sua estrutura genética (Matsuzaki et al.
2004); o numero de introns no mMtDNA em algas vermelhas é geralmente baixo
(1-3), mas pode chegar a algumas dezenas (10-58), especialmente em algumas

espécies de Protorhodophytina (Van Beveren et al. 2022).

Em relacdo aos genomas plastidiais, as algas vermelhas possuem os
maiores genomas entre os grupos de algas, variando de 149.987 nt de
comprimento em Cyanidioschyzon merolae (Cyanidiophyceae) a 259.000 nt em
Porphyridium sordidum (Porphyridiophyceae), mas com intervalos estreitos
(175.000-194.000 nt) em Florideophyceae (Lee et al. 2016). O numero de genes
codificantes em algas vermelhas também é o maior entre os grupos de algas
(184-235; Lee et al. 2016). Os genomas plastidiais de algas vermelhas nao
apenas apresentam o0 maior conteudo genético entre os eucariotos com
cloroplasto primario (Archaeplastida), mas seus genomas também sao os mais
conservados (Janouskovec et al. 2013; Lee et al. 2016). A unica excecgéao
conhecida é o cloroplasto do aloparasita Choreocolax polysiphoniae, que perdeu

todas as vias fotossintéticas e seu tamanho foi reduzido para 90.000 nt (Salomaki
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et al. 2015).

Reconstruir a histéria evolutiva mais ampla desses genomas em
Nemaliophycidae tem sido desafiador devido a amostragem insuficiente de
taxons (Van Beveren et al. 2022), principamente na ordem Batrachospermales
que embora seja bem sustentada em todas as analises filogenéticas (Entwisle et
al. 2009; Lam et al. 2016; Vis & Necchi 2021), a classifica¢ao infraordinal ainda
nao esta bem resolvida. Além disso, Batrachospermales destaca-se como o
grupo mais diverso em termos de morfologia, caracteres reprodutivos e numero
de taxons dentro de Nemaliophycidae (Kumano 2002; Entwisle et al. 2009; Lam
et al. 2015; Vis & Necchi 2021). A ordem contém pouco mais de dois tergos de
todas as espécies de algas vermelhas continentais (Vis & Necchi 2021) e é
caracterizada pela seguinte combinacdo de caracteres morfo-reprodutivos
(Pueschel & Cole 1982; Garbary & Gabrielson 1990; Kumano 2002; Entwisle et
al. 2009; Vis & Necchi 2022): 1) talo heterétrico, uniaxial, gelatinoso ou
cartilaginoso; 2) células axiais com crescimento determinado dos filamentos
assimilatérios laterais; 3) “pit plugs” com duas camadas com uma camada
externa em forma de cupula expandida; 4) auséncia de tetrasporangios, com
meiose em células vegetativas dipléides que dao origem a eixos haploides
(meiose somatica); 5) cloroplastos discéides multiplos sem pirenoides e; 6)
distribuicdo exclusivamente em agua doce. Este conjunto de caracteres
morfolégicos esta bem definido (Vis & Necchi 2022), mas pouco se sabe sobre

0S genomas organelares da ordem.

Dados sobre mitogenomas para membros de Batrachospermales sao
escassos. A unica investigacao especifica para o grupo foi realizada por Paiano
et al. (2018), que sequenciou genomas de seis membros da ordem
Batrachospermales. Os outros estudos que relataram mitogenomas para o grupo
relataram apenas um membro como parte de estudos de genoma organelar (Nan
et al. 2017; Wolf et al. 2017). Até o momento, 14 mitogenomas de membros da
ordem estao disponiveis nho GenBank/NCBI (National Center for Biotechnology
Information, Sayers et al. 2020). Nos plastomas de membros de
Batrachospermales, estudos indicam que esses sao grandes, densos em genes
(alto conteudo génico para o tamanho do genoma e regides intergénicas curtas)
e altamente conservados (Paiano et al. 2017). Porém, 19 genomas plastidiais de
Batrachospermales foram sequenciados atualmente (Outubro de 2025). Este
estudo faz parte de um projeto maior que investiga genomas organelares de

Batrachospermales que inclui numero maior de taxons de rodéfitas de agua doce
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da ordem. Neste projeto, investigamos trés géneros que destacam-se por
representar clados distantes na filogenia do grupo, apresentarem distribuicdo
geografica ampla e conterem grande numero de espécies em relagao aos demais

da ordem, sendo eles: Kumanoa, Paludicola e Sheathia (Figura 1 -Tabela 1).



Figura 1. Arvore filogenética resultante da Analise Baiesiana baseada com base em
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Tabela 1. Distribuicdo geografica dos géneros de Batrachospermales
(modificada de Vis & Necchi 2021) destacando os trés géneros que serao

abordados neste trabalho.

Distribuicdo geografica dos géneros da ordem Batrachospermales

Género Africa Asia | Australasia Europa América América
do Norte do Sul
Acarposporop X
hycos
Batrachosper X X X
mum
Genadendalia X
Kumanoa X X X X X X
Lemanea X X X
Lympha X
Montagnia X X X X
Nocturama X X X
Nothocladus X X
Notohesperus X
Paludicola X X X X
Paralemanea X X X X X
Petrohua X
Psilosiphon X
Sheathia X X X X X
Sirodotia X X X X X X
Torularia X X X X X X
Tuomeya X
Virescentia X X X X
Visia X X X X
Volatus X X
TOTAL 10 11 9 10 13 11

Kumanoa foi proposto inicialmente para espécies previamente

classificadas nas secboes Contorta Skuja e Hybrida De Toni do género

Batrachospermum, baseado em dados morfologicos e moleculares (Entwisle et

al. 2009). Vis et al. (2012) conduziram uma analise filogenética usando

marcadores como rbcL, coxl e UPA revelaram que Kumanoa forma um clado

bem sustentado, distinto de Batrachospermum, e propuseram novas espécies. O

estudo revelou que era necessario reconhecer Kumanoa num nivel genérico

infra-ordinal, separando diversas linhagens de Batrachospermum.O género é

caracterizado por ter ramos carpogoniais bem diferenciados dos fasciculos,




espiralados ou curvos, raramente retos; carposporofitos axiais, inseridos
centralmente nos verticilos; e filamentos gonimoblasticos de um tipo,
desenvolvendo-se radialmente do carpogénio fecundado (Figura 2). As trés
espécies do género Volatus compartilham a presenca de ramos carpogoniais
curvos, torcidos ou espiralados e podem ser interpretados erroneamente como
Kumanoa, particularmente as espécies com ramos carpogoniais curvos ou
levemente espiralados. Eles podem ser distinguidos de Kumanoa apenas com
dados de sequéncias de DNA. As espécies de Kumanoa ocorrem em uma ampla
gama de condi¢cbes ambientais, principalmente em aguas nao poluidas, com pH
levemente acido a levemente alcalino, baixo a alto teor de ions, moderadamente
a bem arejadas e de fluxo lento a rapido; em substratos rochosos, troncos de
arvores, substratos artificiais ou epifitas em macrofitas, em segmentos de riachos
abertos a sombreados (Vis & Necchi 2021). Atualmente, 41 espécies séo
reconhecidas para o género e seus representantes foram relatados
principalmente em regides tropicais ou subtropicais, menos frequentemente em
regides temperadas da Africa, Asia, Australasia, Europa, América do Norte e do
Sul (Tabela 1) (Vis & Necchi 2021). Estudos moleculares tém sido conduzidos
até o momento baseados em sequéncias nos genes rbclL, SSU, UPA e COI-5P,
0s quais tém confirmado o género como um grupo monofilético dentro de
Batrachospermales (Entwisle et al. 2009; Necchi et al. 2010; Vis & Necchi 2012).
No entanto, as relagdes interespecificas sdo pouco conhecidas com somente 6
mitogenomas e 7 plastomas sequenciados até o momento.

O género Paludicola foi proposto para abrigar as espécies da antiga
secao Turfosa (Vis et al. 2020). Desde o primeiro estudo filogenético da ordem
Batrachospermales,  Batrachospermum  demonstrou ser  parafilético.
Posteriormente, secdes do género foram investigadas usando sequéncias de
DNA e morfologia a fim de propor novos géneros e delinear espécies. A secao
Turfosa de Batrachospermum foi a ultima secdo com multiplas espécies ainda a
serem examinadas. Analises filogenéticas usando sequéncias rbcL e COI-5P
mostraram que esta secdao € um clado bem suportado, distinto da secéao
Batrachospermum e seus géneros segregados. A secdo Turfosa € elevada a
categoria genérica como Paludicola (Vis & Necchi 2020). E caracterizado por ter
carpogonio com tricoginio séssil ou raramente pedicelado e clavado; e filamentos

gonimoblasticos de dois tipos: ramificados radialmente,
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dispostos densamente ou frouxamente, determinados com células elipsoidais,
cilindricas ou em forma de barril; e difusos e indeterminados com células
cilindricas, prostradas, crescendo de forma difusa ao redor dos fasciculos ou dos
filamentos rizoidais (Figura 2). As espécies de Paludicola ocorrem tipicamente
em aguas com pH acido a levemente acido, cor amarela a marrom escura, menos
frequentemente em aguas claras, baixo teor de ions, temperaturas baixas a
moderadas (7-15°C, menos frequentemente acima de 20°C) e aguas paradas a
moderadamente correntes, lagoas ou nascentes, aderidas a macréfitas ou
substratos rochosos, em segmentos de riachos abertos ou parcialmente
sombreados (Vis & Necchi 2021). Os representantes do género foram relatados
em regides temperadas ou subtropicais, menos frequentemente em regioes
tropicais, da Asia, Europa, América do Norte e do Sul (Tabela 1). Apresenta
atualmente 15 espécies que dentre as relagdes filogenéticas entre as espécies a
partir das analises de sequéncias rbcL com base nos dados relatados por Vis et
al. (2020) mostrou sete espécies formando clados distintos - P. communis, P.
groenbladii, P. keratophyta, P. leafensis, P. orthosticha, P. periploca e P. turfosa
(Vis & Necchi 2021). Entretanto, suas relagdes intraespecificas ainda sdo pouco
conhecidas com somente 3 mitogenomas e 3 plastomas sequenciados até o
momento.

O género Sheathia foi estabelecido para incluir as espécies que
anteriormente eram posicionadas na se¢ao Helminthoidea (Salomaki et al. 2014).
Eles usaram analises de rbcL, COI,-5P e rDNA ITS, junto com caracteristicas
morfolégicas como heterocorticagdo, para demonstrar que certas espécies antes
incluidas em Batrachospermum formavam um grupo monofilético. Assim,
propuseram o novo género Sheathia, incluindo varias espécies heterocorticais
como S. boryana, S. involuta, S. americana e outras descritas como novas
espécies. Estudos posteriores como Necchi et al. (2019) mostraram a grande
diversidade criptica dentro de Sheathia arcuata, especialmente em populagdes
da india e Nepal, revelando varios clados independentes identificados com base
em rbcL e morfologia, reforcando ainda mais a delimitacdo infra-ordinal do
género. Este género tem caracteristicas morfologicas muito proximas de
Batrachospermum, embora um conjunto de sete espécies pode ser distinguido
dessas pela presenca de heterocorticagdo: filamentos corticais compostos de
células cilindricas e bulbosas (Figura 2), no entanto, outras 10 espécies de
Sheathia nao tém esse carater e s6 podem ser distinguidas de espécies de

Batrachospermum com base em dados de
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sequéncia de DNA. Tem ampla ocorréncia de caracteristicas ambientais e as
espécies podem ser coletadas em riachos de regides temperadas e tropicais do
mundo. Algumas espécies tém sido frequentemente relatadas em riachos e
nascentes alcalinos na América do Norte, China e Europa. Espécimes
pertencentes a este género tém sido frequentemente coletados apenas como
estagio "Chantransia" sem gametdfitos em localidades da Africa, China, Ilhas
Havaianas, Indonésia e Europa. Na América do Norte, espécimes atribuiveis a
este género foram coletados em riachos com ampla varidncia de dados
ambientais, incluindo velocidade média da corrente de 11 a 97 cm s', temperatura
da aguade 3 a24 °C, pH de 5,5a 8,5, 20 a 890 uS cm'. Na Europa, espécies de
Sheathia (S. arcuata, S. boryana, S. confusa e S. exigua) foram coletadas em
riachos e nascentes com temperatura moderada (14-16 °C) e aguas levemente
alcalinas a alcalinas (pH 6,7-8,0, 120-715 uS cm'). Na Asia, Sheathia
longipedicellata foi relatada em aguas com temperatura moderada (11,5-15 °C) e
levemente alcalinas (pH 6,5- 7,2). Atualmente sao reconhecidas no género 19
espécies, relatadas em todos os continentes, exceto América do Sul (Tabela 1)
(Vis & Necchi 2021). Alguns estudos mostraram algumas relacdes filogenéticas
entre as espécies do género Sheathia a partir de analises das sequéncias de rbcL
(Salomaki et al. 2014), porém, ainda existem questdes nesse grupo a serem
resolvidas sendo que apenas 4 mitogenomas e 4 plastomas foram sequenciados

até o momento.
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Figura 2: (a-c) Carpospordfito: (a) Kumanoa sp. verticilos bem desenvolvidos com
carposporéfito denso (seta); (b) Paludicola sp. verticilos bem desenvolvidos e
comprimidos com carpospordfitos soltos (setas); (c) Sheathia sp. verticilos esféricos com
carpospordfito esférico e pedunculado (setas). (d-f) Ramo carpogonial: (d) Kumanoa sp.
ramo carpogonial jovem e torcido (setas); (e) Paludicola sp. carpog6nias maduras com
tricoginios clavados (seta) e ramo carpogonial (ponta de seta); (f) Sheathia sp. ramo
carpogonial com células indiferenciadas das células do fasciculo (seta) e carpogbnio
com tricogina clavada (ponta de seta) e espermacio aderido (ponta de seta dupla). (g-i)
Carposporangio: (g) Kumanoa sp. filamentos de gonimoblastos com carposporangios
(setas); (h) Paludicola sp. filamentos de gonimoblastos com carposporangios (setas); (i)
Sheathia sp. carposporoéfito com carposporangios obovoidais (setas). (j-1) Caracteres
definidos: (j) Paludicola sp. Carpospordfitos hemisféricos apresentando filamentos
densos na base (seta) e filamentos de gonimoblastos multicelulares radiais com
carposporangios nas pontas (pontas de seta); (k) Paludicola sp. carpospordfito
composto por um nd de células na base (seta) com filamentos de gonimoblastos
frouxamente dispostos (ponta de seta); (I) Sheathia sp. heterocorticacdo do eixo
principal com células cilindricas (seta) e células bulbosas (ponta de seta).

Fonte: (a-i) Vis & Necchi (2021); (j-I) Vis et. al (2020).
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2. HIPOTESES E OBJETIVOS

Este trabalho faz parte de um projeto mais amplo em andamento
intitulado “Filogendmica e caracterizagdo gendmica de algas vermelhas
continentais da ordem Batrachospermales (Rhodophyta) — Processo FAPESP
2020/11064-3) que inclui numero maior de taxons de roddfitas de agua doce da
ordem Batrachospermales. Ele contempla os seguintes aspectos: (a) descrever
as caracteristicas dos genomas plastidiais de trés géneros (Kumanoa, Paludicola
e Sheathia), que constituem clados bem distantes na filogenia do grupo, alta
riqueza de espécies e ampla distribuicdo geografica na ordem a fim de esclarecer
a classificacdo dentro da ordem; b) inferir as relacgdes filogenéticas entre esses
membros e comparar com as caracteristicas dos genomas de outros grupos de

algas vermelhas. Este trabalho permitiu testar as seguintes hipoteses:

Hipotese 1

Os dados gerados a partir das analises filogenbmicas com base nos novos
genomas e dos ja sequenciados de outros membros da ordem
Batrachospermales demonstrardo posicionamento filogenético distante entre

cada um dos trés géneros.

Hipotese 2

Os resultados das caracteristicas gendmicas indicardo que as maiores
diferencas serdao observadas entre os genomas dos trés géneros do que dentro
de cada género. Para testar esta hipétese, serao utilizados os seguintes critérios
comparativos (conforme relacionado em Paiano et al. 2017): tamanho do
genoma (pb); teores de GC (%), numero total de genes; numeres de genes
codificantes; RNA tRNA / rRNA; comprimento total do gene (pb); % do genoma
(genes); comprimento da regiao intergénica (pb).

Objetivos

Para testar estas hipéteses, os seguintes objetivos foram propostos: 1) conhecer
a diversidade genOmica de espécies selecionadas dos trés géneros pela
descricao das caracteristicas dos genomas plastidiais e mitocondriais de
espécies dos trés géneros; 2) inferir as relacdes filogenéticas com base no

conjunto de genes dos genomas desses representantes com os ja descritos
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3. MATERIAIS E METODOS

Foram sequenciados plastomas e mitogenomas de oito espécies de trés
géneros representativos da ampla variedade de caracteres vegetativos e
reprodutivos de Batrachospermales (Tabela 2). As amostras foram dessecadas em
silica gel para extragdo do DNA gendmico. Outra parte das mesmas amostras foi
preservada em formaldeido a 4% para identificacdo taxonémica, que foi baseada em
caracteres diagnosticos atuais usando literatura recente (Kumano 2002; Entwisle et
al. 2009; Vis & Necchi 2012; Vis & Necchi 2021).



Tabela 2. Espécies, informacgdes das espécies e numeros de acesso do GenBank para o genoma mitocondrial e plastidial gerados

no presente estudo.

Espécies Herbario Localidade Latitude, Coletor Datada Numero de Numero de
voucher Longitude coleta acesso acesso
GenBank GenBank
Genoma Genoma
mitocondrial plastidial
Kumano SJRP- ‘Chapada dos Veadeiros’ 14°03'06.6"S, L.H.Z. iv.2010 PV112101 PV564056
_ Branco
capensis Algae National Park, Alto 47°30'45.8"W
32607 Paraiso de Goias, Goias
State, Brasil
(PNCV 10)
K. equisetoidea SJRP- Igarapé Acara, ‘Adolfo 02°34'14.16"S, | O.Necchi | 19.viii.2 PV156527 PX516260
Algae Ducke’ Forest Reserve, 59°34'12.36"W M_LJ_ r{’/is_’ 004
32608 Manaus, Amazonas State, J.C. Hodge

Brasil (AM 8)
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K. procarpa SJRP- ‘Lagoa das Ninféias’, 23°3821.70"S, | O.Necchi | 25.iv.20 PV156524 PX109641
Algae Jardim Botéanico de S&o 46°37'10.73"W | I;J:édo 23
32600 Paulo, Sdo Paulo, Estado
de Séo
Paulo, Brasil
Paludicola SJRP- Trilha para a parte alta da 12936’14”S, | O. Necchi 02.vii.20 PV156528 PX373573
aguanigra Algae Cachoeira da Fumacga, 41927°'59"W J,\r]eg:ﬁ ' 18
32596 Parque Nacional da
Chapada Diamantina,
Palmeiras, Bahia, Brasil
P. communis BHO A-0368| Sterling Lake, New York, 41012'52.9"N, J.D.Hall | 13.xi.2010 PV156529 PX373574
USA 74015’15.8"W
P. diamantinensis | SJRP- Carrego Riachinho, Vale 12934°20”S, | O. Necchi 02.vii.20 PV156525 PX421651
Algae do Capao, Palmeiras, 41°30'53"W C.C.‘lj\lr’ecchi 18

32597

Bahia, Brasil
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Sheathia SJRP- Distrito n2 5, Khayer 26°41'24.8" N, | O.Necchi | 21ii.2018 PV156526 PX516258
dispersa Algae Khola, Provincia n2 1, 87°19'181" E V\}JéstJéK
32578 Zona Koshi, Distrito de GageKsan,
Morang, Municipio de Rai
Sundarharaicha, Nepal
S. involuta BHO A- 1966/ Fluxo de agua sem nome 42°30'54.3''S,| M.L. Vis, 17.v.20 PV156530 PX516259
do Lago Myosotis a 74°08'38.7"'W Cz\,':,/le-", 23
montante das Cataratas Lindci,;g, M.
French

de Rensselaerville,
Reserva Huyck, Nova

York, EUA
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Extracdo e quantificacdo de DNA

O DNA total (genémico) de cada amostra foi extraido por maceragao das algas
com nitrogénio liquido com auxilio de pistilo. O material obtido foi submetido a
extracdo com uso de kit comercial MagAttract HMW DNA Kit (Qiagen)
conforme protocolo descrito pelo fabricante e obtencdo de melhores
resultados na quantidade, concentracdo e pureza do DNA. Em seguida, as
amostras foram quantificadas no fluorémetro Qubit® com o uso do kit Quant-
it® ds DNA HS (Invitrogen, Carlsbad, E.U.A.) e a pureza (A260 / 280 nm)
verificada por leitura em espectrofotdmetro para microvolumes LTek, modelo

INNO-N antes do armazenamento a -20°C.

Amplificacdo de segmentos especificos por PCR

As amostras coletadas foram verificadas quanto a identidade por meio das
sequéncias de rbcL e/ou COI-5P commaior numero de sequéncias na base
de dados . Para isso, a amplificacdo de segmentos especificos de DNA foi
realizada através da técnica de PCR. Para as reagbes de PCR foram
utilizados kits de PCR, todos para volume total de 25 pL a 50 pL: “PCR Taq
High Fidelity Pol Master Mix 2x” (Cellco, Sao Carlos, Brazil) e “PCR GoldTaq
Hot Start Multiplex Master Mix 2X” (Cellco). As reacbes de PCR foram
processadas em termocicladores Techne Prime (Techne, Burlington, Reino
Unido). Os primers utilizados foram os seguintes (no sentido 5’ — 3’):

rbcL (conforme Vis et al. 1998; Salomaki et al. 2014)

- F160 - CCT CAA CCA GGA GTA GAT CC - 20 nucleotideos

- F650 - ATT AAC TCT CAACCATTT ATG CG - 23 nucleotideos

- R897.n - CGT GAG TAT GTT GAA TTA CCA GC - 23 nucleotideos

-rbcL R-ACA TTT GCT GTT GGA GTC TC - 20 nucleotideos

COI-5P (conforme Saunders & Moore 2013; Le Gall & Saunders 2010)

- GWSFn - TCA ACA AAT CAY AAA GAT ATY GG - 23 nucleotideos

- GWSRnNew - GGR TTCCRAARAAYACRAA - 19 nucleotideos

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

- rbcL (conforme Vis et al. 1998; Salomaki et al. 2014) — 95°C por 2 min
(desnaturagao inicial); 30 a 35 ciclos: 93°C por 1 min (desnaturagao); 50°C
por 1 min (anelamento); 72°C por 4 min (extensao); 72°C por 6 min (extensao

final) e 4°C (armazenamento).
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- COI-5P (conforme Saunders & Moore 2013; Le Gall & Saunders 2010) -
94°C por 5 min (desnaturacao inicial); 35 ciclos: 94°C por 30 segundos
(desnaturacao); 45°C por 1 min (anelamento); 72°C por 2 min (extensao);

72°C por 7 min (extensao final) e 4°C (armazenamento).

Anélise dos produtos de PCR por eletroforese em gel de agarose

Para a quantificagado visual por eletroforese, o gel (1%) foi preparado com a
diluicdo de agarose em solucdo-tampao TBE (tris-borato-EDTA): tris-HCI 50
mM; borato 50 mM; EDTA 2 mM (Sambrook & Russell 2001). Para a cuba
pequena utilizou-se 23 mg de agarose em 30 mL da solu¢do-tampao. Cada
poco do gel foi carregado com 2 puL da amostra de DNA, 2 pL de tampéao de
carregamento (Loading Buffer) e 1 uL de GelRed® (Biotium, Hayward, E.U.A.).
A diluicdo de GelRed® foi feita com uso de 1 pL da solucao estoque em 500
ML de agua ultrapura. As eletroforeses de produtos PCR foram conduzidas
sob 60V durante 60 a 75 min (rbcL) ou 45 a 60 min (COI-5P) e para
eletroforeses de DNA gendémico foram conduzidas sob 80V durante 75 a 90
min. Como marcador de tamanho foi utilizado 3Kb Mid Range DNA ladder

(Cellco, Sao Carlos, Brasil).

Purificacdo e quantificacdo dos produtos de PCR para sequenciamento
Os produtos de PCR foram purificados com uso dos kits de purificacao:
“‘NucleoSpin® Extract II” (MN, Macherey-Nagel) e “ExoSAP-IT® Express PCR
Product Cleanup” (Thermofisher, Waltham, Massachusetts, E.U.A.), conforme
os protocolos dos fabricantes. Apés a purificagdo, os produtos de PCR foram
quantificados no fluordbmetro Qubit® com o uso do kit Quant-it® ds DNA HS
(Invitrogen, Carlsbad, E.U.A.).

Sequenciamento genémico das amostras

O material foi enviado para o Laboratério Central de Tecnologias de Alto
Desempenho em Ciéncias da Vida (LacTAD), onde foram montadas as
bibliotecas e realizado o sequenciamento genémico de alto desempenho em
uma plataforma Illumina NextSeq 2000 (lllumina, San Diego, EUA) com 2 x

150 pb de extremidades pareadas e cobertura de 10 milhdes de “reads”.

Andlises pré-montagem:Testes de qualidade e Trimagem das leituras

O desenvolvimento do trabalho de bioinformatica foi realizado,



27

majoritariamente, por meio de linha de comando, utilizando-se programas
open source no ambiente computacional GridUnesp.

a.Testes de integridade e qualidade das leituras: Os arquivos de leitura
(“reads”) provenientes do sequenciador lllumina (illumina paired-end) foram
primeiramente testados com o programa FastQC (v0.12.1; Andrews 2016),
que realiza uma série de analises de qualidade das leituras brutas (qualidade
das bases, padrées de AT e CG, quantidade de reads, presenca de
adaptadores etc), com o intuito de verificar se os dados possuem viabilidade
para a continuidade das préximas etapas de montagem dos genomas.

b. Trimagem das leituras: Apds a realizacdo dos testes de qualidade, as
leituras passaram por um processo de retirada dos adaptadores lllumina e,
além disso, conforme a necessidade (verificada na etapa anterior), foram
removidos partes das bases das leituras, em que a qualidade nao estava
adequada para a realizagao das montagens dos genomas. Essa etapa foi
realizada com o programa Trimmomatic v0.39 (Bolger et al. 2014), para
remover adaptadores e leituras de baixa qualidade, com os seguintes
parametros: ILLUMINACLIP: adapters.fa: 2:30:10; SLIDINGWINDOW: 4:20;
MINLEN: 36. Apos o aparamento, as leituras limpas foram usadas para a

montagem do genoma de novo.

Montagem dos genomas e sintenia

As leituras trimadas foram, entdo, utilizadas para a etapa de montagem de
novo dos genomas, utilizando diferentes algoritmos, tanto para atender as
especificidades dos genomas dos diferentes organismos, quanto para
comparacgao e validacdo das montagens. Primeiramente, a montagem foi
realizada com o programa SPAdes versao 3.15.5 (Nurk et al. 2017; Prjibelski
et al. 2020) e os scaffolds originados foram blastados contra o banco de dados
NCBI de genomas plastidiais/mitocondriais de algas do mesmo género ou,
quando nao existente, de géneros proximos, para a separacao dos scaffolds
correspondentes aos plastidios/mitocondrias. Além do programa mencionado,
outros dois programas foram utilizados: NOVOPlasty versdo 4.3.1
(Dierckxsens et al. 2017) e GetOrganelle versao 1.5.1c (Jin et al. 2020). Esses
dois ultimos programas, diferentemente do SPAdes (Dierckxsens et al. 2017),
utilizam seeds de plastomas de organismos taxonomicamente proximos para
iniciar o processo de montagem. Ainda, para cada um dos programas, foram

testados diferentes parametros (p.ex. k-mer, quantidade de iteragao etc), a
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fim de se obter a montagem com a melhor qualidade possivel. As montagens
devidadas do SPAdes e GetOrganelle foram manualmente inspecionadas
utilizando-se o programa Bandage versao 0.8.1 (Wick et al. 2015). A anotacao
dos genomas foram realizadas por MFannot (Beck e Lang 2010), os tRNAs
foram identificados com o anotador tRNAscan-SE versao 2.0.7 no GeSeq com
parametros padrao (Chan & Lowe 2019) e os mapas foram gerados com
OGDRAW versao 1.3.1 (Greiner et al. 2019). Todas as anotagbées foram
cuidadosamente revisadas e corrigidas manualmente no Geneious Prime
2023.2 (http://www.geneious.com).

A sintenia entre genomas foi investigada por meio do alinhamento de todo o
genoma com o algoritmo ProgressiveMauve versao 2.4.0 (Darling et al. 2010)
usando pesos de sementes calculados automaticamente e calculo

automatizado de pontuacdes de bloco colinear local (LCB).

Andlises filogendmicas

Nas analises filogendmicas para os mitogenomas, um total de 31 taxons de
Batrachospermales e um taxon de grupo externo (Thorea hispida KY083066)
foram utilizados nas analises filogenéticas. Para nove taxons, os dados foram
recuperados do GenBank e 22 deles compuseram 0s genomas recém-
sequenciados. Dezessete genes codificantes presentes em todos os 32
taxons (atp4, atp8, atp9, cob, cox1, cox2, cox3, nad1, nad2, nad3, nad4,
nad4L, nad5, nad6, sdh2, sdh4 e rpl16) foram utilizados nas analises, que
foram concatenadas manualmente no Geneious e alinhadas no nivel de
nucleotideos usando o MUSCLE (Edgar, 2004). O alinhamento final foi de
14.084 posicoes nt de comprimento. A arvore filogenética de maxima
verossimilhanga (ML) inferida a partir dos nucleotideos foi obtida com o
RAXML versdo 8 (Stamatakis, 2014), utilizando os seguintes parametros:
1.000 bootstraps. Todas as analises foram realizadas utilizando os recursos
computacionais do Centro de Computagao Cientifica (NCC/GridUNESP) da
Universidade Estadual Paulista (UNESP).

Em relagéo aos plastomas, um total de 39 taxons de Batrachospermales e um
taxon de grupo externo (Thorea hispida KY083065) foram utilizados nas
analises filogenéticas. Para 10 taxons, os dados foram recuperados do
GenBank e 28 deles compunham os genomas recém-sequenciados. 132
genes codificantes presentes em todos os 39 taxons foram utilizados nas

analises, os quais foram concatenados usando AMAS (Alignment


http://www.geneious.com/
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Manipulation and Summary; Borowiec, 2016). O alinhamento final teve 75.761
posi¢cdes nt de comprimento. O modelo de melhor ajuste foi determinado para
o alinhamento concatenado usando o ModelFinder no IQ-Tree versao 2.3.5
(Kalyaanamoorthy et al., 2017). Uma arvore de maxima verossimilhanga com
1.000 bootstraps (Hoang et al.,, 2018) foi gerada para o alinhamento
concatenado particionado por gene e cédon na IQTree usando os respectivos
modelos (Minh et al., 2020).

A correlagcdo entre as caracteristicas gendmicas foi calculada pelo

coeficiente de Pearson (Zar 2010).
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4. RESULTADOS

4.1. ESTRUTURA DO GENOMA

Os 16 genomas organelares gerados neste estudo foram totalmente
montados, anotados e todos mapeados como moléculas circulares (Figura 3
e 4). Nos mitogenomas dos taxons de Batrachospermales em geral (Tabela
3), o tamanho variou de 22.863 pb em Montagnia australis a 29.785 pb em
Paralemanea sp. (26.103 + 1885, média geral + desvio padrao para os taxons
de Batrachospermales) destacando que o0s maiores genomas foram
observados nas trés espécies de Paralemanea, que também apresentaram
regides intergénicas maiores. O conteudo de GC variou de 26,8% em
Montagnia australis a 32,4% em Paralemanea sp. (29,7% % 1,5). O numero
de genes variou de 39 em M. australis a 49 em Paralemanea blumii (45,2 +
2,8), enquanto o numero de genes codificantes de proteinas variou de 22 em
3 espécies (L. borealis, M. australis e Psilosiphon scoparius) a 27 em
Batrachospermum qujingense (23,9 + 1,3). O conteudo de tRNA e rRNA foi
semelhante na maioria das espécies (10) com 20 tRNA e 2 rRNA. Os
comprimentos génicos entre os mitogenomas variaram de 21.027 pb em M.
australis a 27.078 pb em P. blumii (23.425 £ 1,5). O comprimento da regiao
intergénica foi altamente variavel dentre os critérios comparativos, variando
de 1,252 pb em Sirodotia delicatuliformis NC039407 a 5,168 pb em Nocturama
novamundensis (2,646 + 9,5). Em todas as espécies, a maioria dos genes
codificantes tinha entre 500 e 1.000 pb de comprimento, com os genes nad4,
nad5 e cox1 (genes que codificam complexos da cadeia respiratoria) atingindo
aproximadamente 2.000 pb (Tabela 3).

Dentre os trés géneros foco deste estudo, os mitogenomas das
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espécies de Kumanoa variou no tamanho dos genomas de 24.997 pb
Kumanoa capensis a 25.862 em Kumanoa ambigua MG787095 (25.221 *
366,5). O conteudo de GC variou de 284% em Kumanoa mahlacensis
NC039406 a 29,2% em Kumanoa capensis (28,4 + 0,8). O numero de genes
variou somente em Kumanoa ambigua MG787095 com 41 enquanto as outras
espécies com 45 (44,2 + 1,7), enquanto o numero de genes codificantes de
proteinas variou somente em Kumanoa ambigua MG787095 com 22 enquanto
as outras espécies com 23 (22,8 = 0,4). O conteudo de tRNA variou somente
em Kumanoa ambigua MG787095 com 16, as outras espécies com 19, e sobre
o rRNA, nao houve variacao, todas com 3 rRNA. Os comprimentos génicos
tiveram maior variagao de 21.433 pb em Kumanoa capensis a 23.034 pb em
Kumanoa mahlacensis NC039406 (21.939 + 644). A variagao do comprimento
da regiao intergénica foi de 2.012 pb em Kumanoa mahlacensis NC039406 a
3.855 pb em Kumanoa ambigua MG787095 (3.253 £ 715) (Tabela 4).

No género Paludicola, o tamanho dos genomas teve maior variacao de
24.828 pb em P. diamantinensis a 26.017 pb em P. communis (25.220 £ 690).
O conteudo de GC variou de 25,3% em P. diamantinensis a 26,8% em
Paludicola aquanigra (26 + 1). Das trés espécies, P. diamantinensis teve 1
gene a menos que as outras duas espéies com 45 genes, enquanto que no
numero de genes codificantes de proteinas ndo houve variagdo, todas as
espécies com 23. O conteudo de tRNA variou de 18 em P. communis a 19 nas
outras duas espécies; e sobre o rRNA, ndo houve variagao, todas com 3 rRNA.
Os comprimentos génicos variaram de 22.370 pb em P. diamantinensis a
22483 pb em Paludicola aquanigra (22.426 % 56,5). A variagdo do
comprimento da regido intergénica foi de 2.307 pb em Paludicola aquanigra a
3.567 pb em P. communis (2.769 + 693) (Tabela 4).

Em Sheathia, o tamanho dos genomas variou de 25.036 pb em
Sheathia dispersa MG787098 a 25.122 em S. involuta (25.079 + 35), O
conteudo de GC variou de 28,4% em Sheathia dispersa MG787098 a 29,7%
em Sheathia pedicellata NC_035349 (28,7 £ 0,9). O numero total de genes
variou de 46 em Sheathia pedicellata NC_035349 a 48 em S. dispersa (47 +
0,8), enquanto no numero de genes codificantes somente duas espécies
tinham 25, enquanto as outras duas 24. O conteudo de tRNA e rRNA variou
somente em Sheathia pedicellata NC_035349 com 19 tRNA e 2 rRNA, as

outras espécies com 20 tRNA e 3 rRNA. Os comprimentos génicos variaram
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de 22.396 pb em S. involuta a 23.736 pb em Sheathia pedicellata NC_035349
(23.216 £ 618). A variacdo do comprimento da regiao intergénica foi de 1.349
pb em Sheathia pedicellata NC_035349 a 2.714 pb em S. involuta (1.847 +
644) (Tabela 4).

O teste de correlacdo de Pearson aplicado a todas as caracteristicas
dos genomas plastidiais (valores de cada parametro do genoma para todos
os taxons, conforme descrito nas Tabelas 3-4), ndo revelou correlagdes

significativas entre elas.
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Figura 3. Mapa dos genomas plastidiais sequenciados de Batrachospermales neste estudo.
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Acerca dos plastomas de Batrachospermales, (Tabela 5), o tamanho
dos genomas foi de 171.682 pb em Virescentia viride-brasiliensis MG252484
a 2189.825 pb em Lympha mucosa MN509464 (185.210 + 3,9). O conteudo
de GC variou de 28,1% em M. macrospora MG252483 a 31% em
Paralemanea sp. (29,3 £ 1,0). O numero de genes variou de 209 em
Virescentia viride-brasiliensis MG252484 a 239 em Nothocladus theaquus
(226,3 = 5,5), enquanto o numero de genes codificantes de proteinas variou
de 188 em Notohesperus serendipidus a 201 em 6 espécies
(Batrachospermum gelatinosum, B. naiadis, B. qujingense MN905507,
Paralemanea blumii, Paralemanea grandis e S. suecica (197,2 £+ 44). O
conteudo de tRNA e rRNA foi semelhante em algumas espécies (10 — 12) com
32 tRNA e 6 rRNA. Os comprimentos génicos entre os plastomas tiveram a
maior variagdo, de 135.740 pb em Virescentia viride-brasiliensis MG252484 a
161.912 pb em Paralemanea blumii (153.204 + 7,8). O comprimento da regiao
intergénica variou de 25.591 pb em Paralemanea blumii a 47.591 pb em
Sirodotia delicatuliformis MG252489 (31.800 + 5.000).

Nos plastomas dos trés géneros foco deste estudo, em Kumanoa, o
tamanho do genoma variou de 181.368 pb em K. mahlacensis MG252486 a
184.368 em K. procarpa (183.551 + 1.0), O conteudo de GC variou de 28,2%
em Kumanoa ambigua MG787095 a 29,8% em K. mahlacensis MG252486
(29,1 £ 0,6). O numero total de genes variou de 226 em K. mahlacensis
MG252486 a 235 em Kumanoa capensis (231  3,6), enquanto que o numero
de genes codificantes variou de 199 em K. mahlacensis MG252486 a 201 em
duas espécies (Kumanoa ambigua MG252485 e Kumanoa americana
KX284725K) (200 = 0,69). O conteudo de tRNA variou de 30 em K.
mahlacensis MK641509 a 32 em Kumanoa capensis, e sobre o rRNA,
somente K. mahlacensis MG252486 com 2 rRNA, as outras espécies (6),
todas com 3 rRNA. Os comprimentos génicos variaram de 148.432 pb em
Kumanoa ambigua MG252485 a 158.144 pb em Kumanoa capensis (155.221
+ 3870). O comprimento da regido intergénica variou de 25.712 pb em K.
equisetoidea a 34.265 pb em Kumanoa ambigua MG252485 (28.020 + 3120)
(Tabela 6).

No género Paludicola, os plastomas variaram no tamanho de 179.217

pb Paludicola aquanigra a 183.091 em P. communis (181.320 + 1.9), O
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conteudo de GC variou de 28,5% em Paludicola aquanigra a 28,7% em P.
diamantinensis (28,6 £ 0,5). O numero de genes variou de 224 em Paludicola
aquanigra a 230 em P. communis (226 + 3,1), enquanto o numero de genes
codificantes variou de 190 em Paludicola aquanigra a 197 em P. communis
(192,6 % 3,7). O conteudo de tRNA variou somente em uma espécie com 30
em P. communis enquanto que as outras duas espécies com 31; e todas
espécies tiveram 3 rRNA. Os comprimentos génicos variaram de 147,959 pb
em Paludicola aquanigra a 149.603 pb em P. communis (148.621 + 867). O
comprimento da regido intergénica variou de 30.969 pb em Paludicola
aquanigra a 33.200 pb em P. communis (32.406 = 1.247) (Tabela 6).

Em Sheathia, a variagdo do tamanho dos genomas foi de 182.806 pb
Sheathia dispersa MG252488 a 188.048 pb em S. involuta (185.47 £2,6) e o
numero de genes variou de 223 em S. longipedicellata KY033529 a 238 em
S. involuta (233 + 6,8). O conteudo de GC variou de 29,1% em Sheathia
dispersa MG252488 a 29,9% em duas espécies (S. involuta e S.
longipedicellata KY033529) (29,5 + 0,5). O numero de genes variou de 223
em S. longipedicellata a 238 em S. involuta (233 + 6,89), enquanto o numero
de genes codificantes variou de 200 em duas espécies (S. involuta e S.
longipedicellata KY033529) a 206 em Sheathia dispersa MG252488 (202 +
2,8). O conteudo de tRNA variou de 30 em Sheathia dispersa MG252488 e S.
dispersa a 32 em S. involuta; e sobre o rRNA, duas espécies com 3 (Sheathia
dispersa MG252488 e S. dispersa) e as outras duas espécies (S. involuta e S.
longipedicellata KY033529) com 6. Os comprimentos génicos variaram de
152,497 pb Sheathia dispersa MG252488 a 161,269 pb em S. longipedicellata
KY033529 (156,727 + 3973). A variagcdo do comprimento da regido intergénica
foi de 25.812 pb em S. longipedicellata KY033529 a 30.027 pb em Sheathia
dispersa MG252488 (28.466 + 1.834) (Tabela 6).

O teste de correlacdo de Pearson aplicado a todas as caracteristicas
dos genomas plastidiais (valores de cada parametro do genoma para todos
os taxons conforme descrito nas Tabelas 5-6), ndo revelou correlacdes

significativas entre elas.
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Figura 4. Mapa dos genomas plastidiais sequenciados de Batrachospermales neste estudo.
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Tabela 3. Caracteristicas dos mitogenomas de membros dos Batrachospermales

publicados anteriormente
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Espécies Tamanho | % GC N° N° de | RNA | Comprimento % do Comprimento da Namero de
do total | genes tRNA | total do gene genoma regido intergénica | acesso Genbank
genoma de codifica / (pb) (Genes) (pb)
(pb) genes | ntes | rRNA
Batrachospermum 25.340 29,7 45 24 19/2 23.272 91,84 2.067 PV153506
gelatinosum
B. qujingense MN882544 27.268 29,3 48 27 19/2 23.572 86,2 3.672 MN882544
B. naiadis 25.291 30,4 46 24 20/2 23.218 91,81 2.072 PV153507
Lemanea borealis 25.946 31,2 45 22 20/2 22.568 86,98 3.377 P\/153508
L. occidentalis 26.726 31,1 48 24 20/2 23.291 87,15 3.434 P\/153509
Lympha mucosa MF488959 | 25.191 27,5 46 24 20/2 23.351 92,70 1.839 MF488959
Montagnia australis 22.863 26,8 39 22 14/3 21.027 93,22 1.528 PV/166915
Nocturama novamundensis 26.682 28,1 44 24 16/3 21.491 80,61 5.168 PV/156532
Paralemanea sp. MG787097 | 29.785 324 47 25 20/3 26.624 89,46 3.136 MG787097
Paralemanea blumii 29.673 30,0 49 26 20/3 27.078 91,33 2.569 PV153510
Paralemanea grandis 29.321 30,8 47 24 20/3 25.714 87,77 3.582 PV/153511
Psilosiphon scoparius 24.751 30,7 40 22 15/3 22.018 89,04 2.710 P\/158397
Sirodotia delicatuliformis 25.150 30,7 46 25 18/3 23.874 95,01 1.252 NC039407
NC039407
S. suecica 25.140 31,6 45 23 19/2 23.009 91,53 2.130 PV153512
Tuomeya americana 25.207 27,7 46 24 20/2 23.042 - 2.139 PV/153513
Virescentia viride-americana | 25.044 29,0 40 23 14/2 22.137 88,49 2.880 PV/156531
Volatus carrionii 25.136 29,2 47 24 20/3 23.339 92,93 1.774 PV153514
Volatus personatus 25.342 29,0 46 24 20/2 23.040 90,91 2.301 PV153515
Média geral 26.103 29,7 | 45,2 23,9 18/5 23.425 89,7 2.646 -
Desvio padéo 1.885 1,5 2,8 1,3 2,2 1,5 3,3 9,5 -
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Tabela 4. Caracteristicas dos mitogenomas dos trés géneros de Batrachospermales
(destacados em negrito) e publicados

em estudo gerados neste estudo

anteriormente.
Espécies Tamanhodo | % GC | N°total N° de RNA Comprimento % do Comprimento Ndmero de
genoma (pb) de genes tRNA/ | total do gene genoma  |da regido acesso
genes codific rRNA | (pb) (Genes)  |intergénica (pb) Genbank
antes
Kumanoa 24.997 29,2 45 23 19/3 21.433 85,82 3.541 PV112101
capensis
K. equisetoidea 25.111 28,6 45 23 19/3 21.650 86,29 3.438 PV156527
K. procarpa 25.017 29,1 45 23 19/3 21.594 86,32 3.422 PV156524
Kumanoa 25.862 26,9 41 22 16/3 21.984 85,08 3.855 NC039405
ambigua
NC039405
Kumanoa 25.069 284 45 23 19/3 23.034 91,97 2.012 NC039406
mahlacensis
NC039406
Média geral 25.211 28,4 44,2 22,8 18/4 21.939 87 3.253 -
Desvio padréo 366,5 0,8 1,8 0,44 1,3 644,13 2,82 715,5 —
Paludicola 24.815 26,8 45 23 19/3 22.483 90,69 2.307 PV156528
aquanigra
P.communis 26.017 26,0 45 23 18/3 22.425 86,28 3.567 PV156529
P. 24.828 253 44 23 19/3 22.370 90,19 2433 PV156525
diamantinensis
Média geral 25.220 26 44,6 23 18,6/3 22.426 89 2.769 -
Desvio padrao 690,2 1 0,5 0 0,5 56,5 2,6 693 —
S. dispersa 25.071 28,5 48 25 20/3 23.085 92,16 1.963 PV156526
S.involuta 25.122 29,1 47 24 20/3 22.396 89,19 2714 PV156530
Sheathia 25.036 28,4 47 24 20/3 23.648 94,54 1.365 MG787098
dispersa
MG787098
Sheathia 25.086 29,7 46 25 19/2 23.736 94,62 1.349 NC 035349
longipedicellata B
NC_035349
Média geral 25.078 28,7 47 245 19,7/2,5 23.216 92,25 1.847 -
Desvio padréo 35,64 0,9 08 0,5 0,5 618 23 644 —




Tabela 5. Caracteristicas dos plastomas de membros dos Batrachospermales
publicados anteriormente.
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Espécies Tamanho % N° N° de RNA Comprimento % do Comprimento Ndmero de
do GC total genes total do gene genoma da regido acesso
genoma de codifica tR'/\lA (pb) (Genes) intergénica Genbank
b enes ntes b
(pb) g /RNA (pb)

Acarposporophycos 183.353 30,6 225 190 3113 140.654 76,84 42.402 PX373572
brasiliensis

Batrachospermum 188.711 295 227 201 32/6 159.868 84,84 28.572 PX060844
gelatinosum

B. naiadis 188.586 299 227 201 32/6 159.232 84,58 29.020 PX060845
B. qujingense | 184.902 29,0 227 201 30/4 155.244 84,08 29.384 MN905507
MN905507

Lemanea borealis 188.030 30,8 225 200 32/6 159.489 84,87 28.424 PX060846
L. occidentalis 188.242 308 225 200 32/6 156.451 83,24 31510 PX060847
Lympha mucosa | >189.825 284 222 198 32/6 160.396 84,63 29.133 MN509464
MN509464

Montangnia 179.420 284 222 189 30/3 143.709 80,23 35413 PX147381
australis

M. macrospora 179.687 281 226 190 3313 143.548 80,03 35.810 MG252483
MG252483

Nocturama 185.426 28,2 232 198 313 153.765 83,05 31.391 PX171394
novamundensis

Nothocladus kraftii | 184.530 28,8 231 198 3073 154.440 83,82 29.809 PX672968
Nothocladus 183.398 29,3 233 195 3073 152.639 83,36 30.471 PX672969
ranulifer

Nothocladus 187.490 29,1 239 199 32/6 157.707 84,23 29.516 PX672970
theaquus

Notohesperus 183.582 28,3 221 188 30/3 150.063 81,87 33.242 PX672971
serendipidus

Paralemanea  sp. | 187.837 31,0 225 199 28/5 154.961 82,62 32.604 MG252487
MG252487

Paralemanea 187.783 30,8 227 201 28/6 161.912 86,35 25.591 PX060848
blumii

Paralemanea >183.183 | 303 227 201 30 |- PX060849
grandis

Psilosiphon 182.178 309 227 193 31/3 145.965 80,25 35.922 PX516257
scoparius

Sirodotia 185.489 29,2 225 200 32/3 137.670 74,31 47591 MG252489
delicatuliformis

MG252489

S. suecica 186.915 29,6 226 201 32/6 160.917 86,22 25.726 PX060850
Tolularia 186.712 29,1 238 200 32/6 154.746 83,00 31.690 PX421652
puiggariana
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Tuomeya americana | 189.523 29,3 225 200 32/6 160.441 84,78 28.807 PX060851
Virescentia viride- 184.608 28,6 228 195 30/3 149.171 80,93 35.150 PX421653
americana

Virescentia viride- 171.682 285 209 189 3413 135.740 79,18 35.696 MG252484
brasiliensis

MG252484

Volatus carrionii 188.856 29,1 225 200 32/6 160.119 84,91 28.465 PX060852
Volatus personatus >183.580 | 28,6 225 200 K - PX060853
Média geral 39 29,3 226,3 197,3 31/4,5 153.204 82,6 31.886

Desvio padrao 185.217 10 55 44 13 78 29 50
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Tabela 6. Caracteristicas dos plastomas dos trés géneros de
Batrachospermales em estudo gerados neste estudo (destacados em negrito)
e publicados anteriormente.

Espécies Tamanhodo |% GC | N°total de N° de RNA | Comprimento % Comprimento Ndmero de
total do gene dogenom da regiao acesso
genoma (pb) genes genes tRNA/ (pb) a intergénica Genbank
codifica rRNA (Genes) (pb)
ntes
Kumanoa 182.932 28,2 228 201 31/3 148.432 81,25 34.265 MG252485
ambigua
MG252485
Kumanoa 184.025 29,3 228 201 31/3 156.368 85,11 27.359 KX284725
americana
KX284725
Kumanoa 184.267 29,2 235 200 32/3 158.144 85,96 25.822 PV564056
capensis
K. equisetoidea 184.008 29,3 234 200 31/3 157.889 86,00 25.712 PX516260
K. mahlacensis 181.368 29,8 226 199 3172 151.124 83,47 29.933 MG252486
MG252486
K. mahlacensis 183.893 29,6 233 200 30/3 156.455 85,22 27.127 MK641509
MK641509
K. procarpa 184.368 29,4 234 200 31/3 158.141 85,91 25.927 PX109641
Média geral 183.551
201 | 2311 2001 | 31728 AHUAY
155.221 84,7

Desvio padrédo
1,0 0,6 3,6 0,6 0,5

3870 1,6 3120
Paludicola 179.217 28,5 224 190 31/3 147.959 82,69 30.969 PX373573
aquanigra
P.communis | 183.091 28,6 230 197 30/3 149.603 81,84 33.200 PX375374
P. 181.653 28,7 225 191 31/3 148.301 81,78 33.050 PX421651
diamantinensis
Média geral 181.320 32.406 -
28,6 226,3 192,6 30,6/3
148.621 82,3
Desvio padréo 1,95 1247 -
0,5 3,2 3,7 0,5
867,4 0,5
Sheathia 182.806 29,1 236 206 30/3 152.497 83,55 30.027 MG252488
dispersa
MG252488
S.dispersa | 183.683 29,2 236 202 30/3 154.476 84,23 28.923 PX516258
S.involuta 188.048 29,9 238 200 32/6 158.669 84,50 29.104 PX516259
St 187.354 29,9 223 200 31/6 161.269 86,20 25.812 KY033529
longipedicellata
KY033529
Média geral
185.472 29,5 233,2 202 30,7/5 156.727 84.2 28.466
Desvio padrao
2,6 0,5 6,8 2,8 0,9

3973,2 1,2 1834
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4.2. ARRANJO DO GENOMA

A sintenia entre os membros de Batrachospermales nos mitogenomas
mostrou- se altamente conservada. Os alinhamentos revelaram poucos rearranjos,
sendo que o algoritmo ProgressiveMAUVE mostrou trés grandes blocos colineares
(LCB) para alinhamentos dos genomas completos (Figura 5). As espécies de
Kumanoa apresentaram uma excegao, que consistiu de uma regidao pequena e
divergente (Figura 6). Em termos de perdas génicas, apenas trés genes que ocorrem
em outras ordens de Nemaliophycidae estavam ausentes nas Batrachospermales:
trnS-AGC tRNA (presente em Palmariales e Thoreales); trnU tRNA and secY
(presente em Palmariales); e em relacdo aos trés géneros foco deste estudo,
somente com uma perda génica do gene rpl20 CDS, presente em todas as espécies
do no género Sheathia e ausente em Kumanoa e Paludicola (Figura 7). Nos
plastomas, houve poucos rearranjos entre o0s genomas, o algoritmo
ProgressiveMAUVE mostrou trés grandes blocos colineares (LCB) (Figura 8). Em
termos de perdas génicas, 12 genes que ocorrem em outras ordens de
Nemaliophycidae estavam ausentes nas Batrachospermales: apcF (presente em
Palmariales e Thoreales); grx/orf26, orf169, orf307, orf399, orf768, ycf34, ycf35 e
ycf46 (presentes em Palmariales); orf176, orf334 e orf418 (presentes em Thoreales);
e em relacao aos trés géneros foco deste estudo, 34 genes presentes em Kumanoa
e Sheathia estiveram ausentes em Paludicola; pbsA ausente em Kumanoa mas
presente em Paludicola e Sheathia; orf753, orf768 e orf773 ocorreu somente em

Paludicola; e orf466 somente em Kumanoa (Tabela 8).
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Figura 5: Alinhamentos de ProgressiveMAUVE dos mitogenomas completos
mostrando a estrutura e a colinearidade entre os genomas mitocondriais de
Batrachospermales sequenciados neste estudo e disponiveis no GenBank indicando trés

blocos colineares (verde, amarelo e roxo)
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Figura 6: Dados parciais de ProgressiveMauve com as espécies do género
Kumanoa mostrando pequena regiao divergente (setas).

e wo  ado oo e wito Ko aooo  odoo w000 nidco oo oo 1eboo  idoo  wideo oo weden oo oo Siddo bt wadas - welcn oo
— PSRN dactfond” . T ) \ - o T it S S, VSV LR b MRS m

X o s T X T o T W v

7600

R I IO I e e
~

s “adoo. o fon  mdos edn 7doo  adio wdoo 4oso aiBoo 1abp isbio 1abon 1sboo jodop 7don vsboo dolop 200 3idoo zaboo 23000 a0 | |

~
R X 1 ¥ i . s
s [

HUMAnOos Mmalahorn s MNG IR0
2000

: \
e i 38 ek el Jd05 et ¥k 7ab oo Tabin ol Aada ibin —1eioh 30e ViiEs wlho e —Eiaes St b s Y
— - b . P s sta - it o~ DT S ~ s > —rs o -~ . AT . »

IN@EITUS WV

Fonte: Elaborado pelo autor (2025)




52

Figura 7: Mapa da ocorréncia de genes codificantes dos mitogenomas em espécies
de Batrachospermales e das ordens mais proximas (Palmariales e Thoreales).
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Figura 8: Alinhamentos de ProgressiveMAUVE dos plastomas completos mostrando
a estrutura e colinearidade entre os genomas plastidiais de Batrachospermales
sequenciados neste estudo e disponiveis no GenBank indicando trés grandes blocos
colineares (azul, vermelho e verde).
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Tabela 7: Mapa da ocorréncia de genes codificantes dos plastomas em espécies de Batrachospermales e das ordens mais proximas (Palmariales e
Thoreales).

Kamb

Kcap

Kmah
(MK641509)

Kmah

This
(NC03117:

Asec
(NC_04217

Binv
(NC_04217

Ppal
(NC_03114

Nsp
(LT62287.

Grug
(LT62286!

Sund
(LT622873

Lhar
(LT622869

accA

accB

accD

acpP

acsF

apcA

apcB

apcD

apcE

apcF

argB

atpA

atpB

atpD

atpE

atpF

atpG

atpH

atpl

bas1

carA

cbbX/cfxQ

cbiQ/ycf92

ccsl

CCSA

cemA

chiB

chll

chiL

chiN

clpC

CpCcA

cpcB/rpcB

cpcG

cpcS/orf156

CcpeA

cpeB

Frlyciz6

dnaB

dnak

dsbD/ccdA

fabH

ftrB

ftsH

it

groEL

grx/orf26

hisS/syh

ilvB

ilVH

infB

infC

mlaE/ycf63

moeB

nblA

ntcA

ompR/ycf27

orf52

orf55

orf59

orf61

orf63

orf88

orf109

orf136

orf149

orf166
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orf167

orf169

orf170

orf172

orf176

orf177

0rf266

orf273

orf287

orf307

orf334

0orf350

orf361

0rf366

orf371

orf391

orf392

0rf398

orf399

orf407

orf418

0rf466

orf664

orf735

orf748

orf753

orf761

0orf768

orf772

orf773

pafllycf3

paflllycf4

pbsA

pdhA/odpA

pdhB/odpB

petA

petB

petD

petN

petP/orf9

PgmA

preA

psaA

psaB

psaC

psaD

psakE

psaF

psal

psal

psak

psal

psaM

psh30

psbA

psbB

psbC

pSbD

psbE

psbF

psbH

psbl

psbJ

psbK

psbL

psbN/pbfl

psbT

psbV

psbw

psbX

psbY

psbZ

rbcL.

TbcR

rbcS

e




mz/ycf56

pll

pl2

pi3

rpl4

IS

pl6

pI9

rpl1l

rpl12

pl13

pli4

rpl16

rpl18

pl19

pl20

rpl21

pl22

pi23

rpl24

pl27

pl28

rpl29

rpl31

rpl32

pI33

pI34

pl35

rpI36

rpoZ/ycf6l

rpsl

rps2

rps3

rps4

rps5

rps6

rps/

rps8

rps9

rps10

rpsil

rpsl2

rps13

rps14

rps16

rps17

rps18

rps19

rps20

secA

secG

secY

sufBlycf24

sufClycf16

syfB
tatClycfa3

thiG

thiS

IS

trpA

WG

trxA

tsf

tufA

upp

ycf19

ycf20

ycf21/orf90/orf113

ycf22

ycf23

ycf29

ycf36
ycf37/orf108/orf145
38

ycF.
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4.3. FILOGENIA

A arvore filogenética de maxima verossimilhanga para o conjunto de dados
dos mitogenomas (Figura 10) demonstrou a existéncia de dois grupos com alto
suporte (99-100%) sendo os géneros Kumanoa e Paludicola pertencentes ao grupo
1, enquanto que o género Sheathia no grupo 2. A relagao entre os géneros dentro do
clado revelaram que Kumanoa e Paludicola sdo géneros relacionados, pertencentes
ao mesmo grande grupo dentro de Batrachospermales (Grupo 1), mas posicionam-
se em ramos distintos com separagdo por outros géneros intermediarios como
Virescentia (grupo-irmao de Kumanoa) e Psilosiphon (grupo-irmao de Paludicola). Ja
0 género Sheathia compde um clado com alto suporte (100%) e esta posicionado
como grupo mais basal no Grupo 2. A arvore filogenética de maxima verossimilhanca
para o conjunto de dados dos plastomas (Figura 11) também demonstrou a
existéncia de dois grupos com alto suporte (100%) sendo os géneros Kumanoa e
Paludicola pertencentes ao grupo 1, enquanto que o género Sheathia no grupo 2. A
relacdo entre os géneros dentro do clado revelaram também que Kumanoa e
Paludicola sdo géneros relacionados, pertencentes ao mesmo grande grupo dentro
de Batrachospermales (Grupo 1), mas posicionam-se em ramos distintos com
separacao por outros géneros intermediarios como Virescentia (grupo- irmao de
Kumanoa) e Acarposporophycos e Psilosiphon (grupos-irmaos de Paludicola). Ja o
género Sheathia compde um grupo monofilético com alto suporte (100%) e esta

posicionado como grupo mais basal no grupo 2.
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Figura 10: Arvore de maxima verossimilhanga para os mitogenomas dos taxons de
Batrachospermales com thoreales como grupo externo, inferida a partir do alinhamento
concatenado de 17 genes mitocondriais. Os valores de suporte sdao % bootstrap e os ramos
sem valores tiveram < 70% de suporte.
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Figura 11: Arvore de maxima verossimilhanca para os plastomas dos taxons de
batrachospermales com thoreales como grupo externo, inferida a partir do alinhamento
concatenado de 132 genes plastidiais. Os taxons recém-sequenciados estdao em negrito. Os
valores de suporte sdo % bootstrap e os ramos sem valores tiveram < 70% de suporte.
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5. DISCUSSAO

No presente trabalho, estdo descritas as caracteristicas de oito genomas
mitocondriais e oito genomas plastidiais dos trés géneros de Batrachospermales
(Kumanoa, Paludicola e Sheathia). Nos mitogenomas, considerando todas as
sequéncias disponiveis no Genbank, bem como os publicados em Lemes da
Silva et al. (2025), que incluem as oito sequencias desse projeto, a analise das
estruturas dos genomas revelou que nao ha perdas génicas relevantes, séo
altamente conservados, com poucos rearranjos, corroborando os dados
publicados anteriormente para a ordem (Paiano et al. 2018; Lemes da Silva et al.
2025) e, mais abrangentemente, para as Florideophyceae (Van Beveren et al.
2022). Uma caracteristica particularmente interessante — com excegdo somente
da porcentagem do genoma constituida por genes que foi alta em todas as
espécies — foi que a espécie Montagnia australis obteve os menores valores
relatados e, em contrapartida, os maiores valores foram relatados para as
espécies do género Paralemanea, cuja ocorréncia de um intron do grupo Il
contribuiu para formar os maiores mitogenomas dentre as espécies de
Batrachospermales sequenciadas até o momento (Paiano et al. 2018; Lemes da
Silva et al. 2025).

Considerando os trés géneros de interesse deste estudo, o conjunto de
dados dos mitogenomas mostrou que para todos os parametros da estrutura
genbémica houve maior variagdo entre os géneros do que dentro de cada um
deles, corroborando nossa hipétese de que as maiores diferencas seriam
observadas entre os genomas dos trés géneros do que dentro de cada um
(Tabela 8). Houve maior proximidade nas médias da estrutura gendmica dos
géneros Kumanoa e Paludicola do que em Sheathia. Além disso, somente no
género Sheathia houve a presenca do gene rpl20 CDS, ausente nos outros dois
géneros. Para os parametros da estrutura genémica, houve menor amplitude no
tamanho do genoma e no comprimento das regides intergénicas; contudo, para
os demais parametros, observou-se maior amplitude em comparacao aos
géneros Kumanoa e Paludicola (Paiano et al. 2018; Lemes da Silva et al. 2025).
Destaca-se a ocorréncia de uma pequena regido divergente nas espécies de
Kumanoa, que configura uma excec¢ao relevante em relagcdo aos demais
representantes da ordem que pode representar um marcador genémico de valor
taxondmico. Entretanto, a origem e evolugdo permanece desconhecida,
evidenciando a necessidade de mais dados gendmicos para fornecer um quadro
mais preciso da histéria e dinamica da estrutura dos genomas (Kim et al. 2022;
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Lemes da Silva et al. 2025).

Tabela 8. Caracteristicas dos mitogenomas de Batrachospermales (média e desvio
padrao) em geral e dos trés géneros deste estudo.

Géneros Tamanhodo | % GC | N°total N° de RNA Comprimento % do Comprimento da
genoma (pb) de genes tRNA/ | total do gene (pb) genoma regido intergénica
genes codifica rRNA (Genes) (pb)
ntes
Kumanoa 25.211 28,4 442 22,8 18,4 21.939 87 3.253
Média geral
Kumanoa 366,5 0,8 1,8 0,44 1,3 644,13 2,82 715,5
Desvio padréao
Paludicola 25.220 26 44,6 23 18,6 22.426 89 2.769
Média geral
Paludicola 690,2 1 0,5 0 05 56,5 2,6 693
Desvio padréao
Sheathia 25.078 28,7 47 245 19,75 23.216 92,25 1.847
Média geral
Sheathia 35,64 0,9 0,8 0,5 0,5 618 2,3 644
Desvio padrao
Batrachospermales 26.103 29,7 45,2 23,9 18,5 23.425 89,7 2.646
geral
Média geral
Batrachospermales 1.885 1,5 2,8 1,3 2,2 1,5 3,3 9,5
geral
Desvio padrao

A analise de sintenia dos plastomas de todas as Batrachospermales,
assim como dos mitogenomas, mostrou a presenca de poucos rearranjos,
apontando que esses genomas possuem estruturas similares, seguindo a
tendéncia de Florideophyceae (Costa et al. 2016; DiazTapia et al. 2017). No
entanto, algumas novas caracteristicas relevantes foram reveladas em nosso
estudo. Os tamanhos dos genomas em membros de Batrachospermales
(171.682 — >189.825 pb) estdo proximos das menores faixas relatadas para
Florideophyceae (171.392-194.153 nt; Costa et al. 2016; Lee et al. 2016; Paiano
et al. 2017). Além disso, as diferencas no tamanho dos genomas plastidiais
dentro da ordem foram altas (T18.143 pb) em comparagdo com outras ordens
onde mais de um membro foi sequenciado: Ceramiales, Gelidiales, Gracilariales,
Hildenbrandiales e Nemaliales (4.000-8.000 pb; Costa et al. 2016, Lee et al. 2016,
Diaz-Tapia et al. 2017). Em termos de genes codificantes de proteinas, os
membros das Batrachospermales apresentam o menor conteudo genético
(variando de 188 a 201) entre as Florideophyceae (184-235; Costa et al. 2016,
Lee et al. 2016; Paiano et al. 2017). Entre os trés géneros de interesse deste
estudo, ndo foram encontradas correlagdes significativas nos parametros
descritivos da estrutura gend6mica. Uma excecdo foi S. longipedicellata

KY033529 que apresentou menor amplitude no numero total de genes em
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relacdo as demais espécies do género com maior desvio padrdo nesse
parametro da estrutura do plastoma. Além disso, em Paludicola, somente o
comprimento da regido intergénica (pb) tiveram maior amplitude na estrutura do
genoma plastidial, mas para os demais parametros evidenciaram menor
amplitude em comparacao aos géneros Kumanoa e Sheathia.

Em termos de perda génica, € importante notar a auséncia de apcF em
todos os taxons sequenciados de Batrachospermales. Esse gene codifica a
subunidade beta da aloficocianina, um componente da ficobilina das proteinas
coletoras de luz, caracteristicas das algas vermelhas (Apt e Grossman 1993).
Sua auséncia em Batrachospermales foi evidenciada por Paiano et al. (2018) e
este estudo confirmou essa auséncia em numero muito maior de taxons,
podendo ser interpretada como uma perda em todos representantes da ordem

ou alternativamente ha possibilidade do gene ter sido transferido para o nucleo.

Chang et al. (2015) relataram que a funcao de apcF foi possivelmente substituida
por outra aloficocianina (apcB), uma hipétese alternativa, mas ha necessidade
de mais dados genémicos para avaliar a perda génica de todos membros da

ordem.

Tabela 9. Caracteristicas dos plastomas de Batrachospermales (média e desvio
padrao) em geral e dos trés géneros deste estudo.

Espécies (14) Tamanho do |% GC | N° total N° de RNA | Comprimento % dogenoma | Comprimento da
genoma (pb) de genes {RNA/ total do gene (pb) (Genes) regido |(np;tg;’gen|ca

genes codifica rRNA

ntes

Kumanoa 183.551 29,1 | 2311 200,1 31 155.221 84,7 28.020
Média geral
Kumanoa 1,0 0,6 3,6 0,6 05 3870 1,6 3120

Desvio padrao

Paludicola 181.320 28,6 | 2263 192.6 30,6 148.621 82,3 32.406
Média geral
Paludicola 19 0,5 32 37 0,5 867,4 05 1247

Desvio padrao

Sheathia

- 29,5 | 2332
BRIl 185.472 202 30,7
156.727 84,2 28.466
Sheathia 05
Desvio padrao ’ 3973
2,6 6,8 2,8 0,9 12 1834
Batrachospermales 185.217 293 | 2263 197.2 31,0 153.204 82,6 31.886
geral
Média geral
Batrachospermales 39 10 55 44 13 7.8 2,9 5,0
geral

Desvio padrao

As arvores filogenéticas, tanto de mitogenomas quanto de plastomas,
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revelaram a existéncia de dois grandes grupos dentro das Batrachospermales,
0s quais ja tinham sido encontrados em outras analises filogenéticas anteriores
com base em genes individuais (Entwisle et al. 2009), multigénicas (Lam et al.
2016) e filogendmicas (Paiano et al. 2017, 2018; Lemes da Silva et al. 2025). Na
relagdo entre os trés géneros, o conjunto dos dados para mitogenomas e
plastomas foram essencialmente congruentes, evidenciando que cada um dos
géneros Kumanoa, Paludicola e Sheathia representam ramos com alto suporte.
Para Kumanoa e Paludicola, em ambas as arvores, observou-se maior
proximidade, pois ambos fizeram parte do mesmo grupo, mas posicionaram-se
em ramos distintos com separagao por outros géneros intermediarios. Ja,
Sheathia foi observado como pertencendo ao grupo 2 e posicionado como grupo
mais basal. O alto suporte geral para as arvores sugerem que as filogenias dos

genomas organelares sao ferramentas capazes de elucidar as relagdes

anteriormente ainda nao compreendidas entre ordens, familias e géneros de
Florideophyceae, muitas das quais ndo podem ser descritas facilmente e
somente por dados morfolégicos, genes unicos ou mesmo pequenas filogenias
multigénicas (Verbruggen et al. 2010; Paiano et al. 2017, 2018; Lemes da Silva
et al. 2025). Assim, com base no conjunto de dados de mitogenomas e de
plastomas gerados a partir das analises filogenéticas de membros da ordem
Batrachospermales, corroboram a hipdtese do posicionamento filogenético

distante dos trés géneros.
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