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Resumo

A secao Setacea foi reconhecida como grupo monofilético na revisao recente
da ordem Batrachospermales. Porém, seu status taxondmico ndo pode ser
determinado, porque posicionou-se dentro do grupo denominado Australasica,
composto por taxons da Austrdlia e Nova Zelandia. Estudos anteriores
combinando dados moleculares e morfologicos enfocaram apenas as relacdes
filogenéticas entre os grupos maiores (géneros ou secdes) e abordagens
visando avaliar o numero de espécies sO foram iniciadas muito recentemente e
sdo ainda escassas e baseadas em poucas amostras. Dessa maneira, as
seguintes hipoteses foram testadas neste estudo: 1) a secdo Setacea do
género Batrachospermum constitui grupo monofilético dentro da ordem
Batrachospermales; o reconhecimento desse grupo associado ao fato de
Batrachospermum ser parafilético podera resultar na elevacdo desta secao
para um nivel superior (possivelmente um género); 2) as espécies atualmente
reconhecidas na se¢do com base em caracteres morfolégicos serdo
confirmadas pelos dados moleculares; além dessas espécies, outras
(particularmente espécies cripticas) deverdo ser encontradas e reconhecidas
dentro da secdo. Este estudo teve como objetivos: 1) inferir as relacdes
filogenéticas da secdo Setacea com 0s outros grupos (géneros e secdes) da
ordem Batrachospermales, bem como os limites de variagcdo inter e intra-
especifica das espécies dentro da secao, com base na analise das sequéncias
do gene rbcL e da regidao de “barcode” do gene coxl; 2) elaborar estudo de
revisdo para a secdo Setacea por meio da reavaliacdo dos caracteres
taxondmicos diagndsticos para espécies deste grupo, a luz dos novos dados
moleculares. Foram analisadas 15 amostras, sendo 13 provenientes das
regides sul e sudeste do Brasil, uma do Japdo e outra da Espanha. Os
espécimes foram coletados em aguas com temperaturas baixas a moderadas,
ligeiramente 4cidas a neutras, agitadas, e média a elevada oxigenacdo
(condicdes oligotroficas e oligossaprobicas) sugerindo serem bons
bioindicadores de rios/riachos de boa qualidade. Os dados morfologicos
observados para as amostras analisadas situaram-se em sua maioria dentro
dos limites reportados na literatura relevante. No entanto, algumas

caracteristicas morfolégicas (internd, fasciculos primarios e carposporofitos)



situaram-se proximas ou acima dos limites méaximos anteriormente reportados
na literatura. Neste trabalho foi gerado um total de 27 novas sequéncias para
os dois marcadores moleculares utilizados. Os seguintes dados moleculares
foram gerados: rbcL — 14 sequéncias novas; coxl — 13 sequéncias novas,
incluindo uma de “minibarcode”. Analises baseadas nas sequéncias de rbcL e
cox1 foram essencialmente congruentes e revelaram a se¢do Setacea como
monofilética com alto suporte. As andlises das sequéncias de rbcL
evidenciaram, ainda, distinta separacdo entre as espécies B. puiggarianum
(Brasil) e B. atrum (Europa e Asia) com divergéncia interespecifica de 45-76 pb
(3,5-5,9%). Os niveis de divergéncia intraespecifica foram de: 1-34 pb (0,1-
2,6%) para B. puiggarianum e 6-22 pb (0,5-1,7%) para B.atrum. As sequéncias
das amostras brasileiras identificadas como B. atrum apresentou variagcéo
intraespecifica de 4pb (0,3%) e divergéncia interespecifica com relacdo as
demais da espécie: 35-47 pb (2,7-3,7%). Para as analises de coxl as
sequéncias de B. puiggarianum apresentaram variacao intraespecifica de 0-17
pb (0-2,5%), enquanto que as de Batrachospermum sp. do Brasil de 4pb
(0,6%). A analise de “barcode gap” por ABGD (Automatic Barcode Gap
Discovery) revelou que B. puiggarianum representa uma mesma entidade
taxondmica e Batrachospermum sp. pode ser reconhecida como uma nova
espécie (criptica). Analises baseadas nas sequéncias de rbcL e cox1 revelaram
niveis de divergéncia suficientes para distinguir espécies dentro da secado e
demonstraram que ambos representam bons marcadores para realizar
comparacdes intra e interespecificas e inferir filogenia neste grupo de
Batrachospermales. As analises morfolégicas revelaram uma sobreposicéo
relativamente alta para as caracteristicas morfométricas entre as duas
espécies. Por outro lado, foi possivel distingui-las com base em caracteres
vegetativos. A principal caracteristica diagndstica descrita em trabalhos
anteriores foi confirmada neste estudo. Os fasciculos primarios sdo aderidos
uns aos outros e as células dos filamentos rizoidais, resultando em verticilos
compactos em B. puiggarianum. Em contraste, os fasciculos primarios nao séao
aderidos uns aos outros ou as células dos filamentos rizoidais, resultante em
verticilos ndo compactos em B. atrum. Dessa forma, péde—se concluir com
base nos dados moleculares e morfolégicos que: 1) a secdo Setacea

corresponde a um grupo monofilético dentro do género Batrachospermum; 2)



as duas espécies mostraram-se nitidamente separadas por caracteres
morfologicos e evidéncias moleculares; 3) as amostras de B. puiggarianum do
Brasil apresentaram niveis de divergéncia altos, mas uma variacdo continua e
sem grupos internos bem delimitados, o que permite trata-las como uma Unica
espécie; 4) os niveis de divergéncia das amostras do Brasil identificadas como
B. atrum para ambos marcadores, assim como sua posicdo nas arvores,
permitem concluir que representam uma espécie geneticamente distinta,
provavelmente endémica do Brasil; entretanto, ndo foi detectado qualquer
carater morfolégico diagndstico para separar B. atrum de Batrachospermum sp.
e a distincdo entre as duas foi baseada na distribuicdo geografica disjunta
(Europa-Asia x América do Sul - Brasil) e na existéncia de “barcode gap” entre
as sequéncias de coxl, que foi confirmada pelas analises das sequéncias de
rbcL. Em sintese, ambas as hipéteses foram corroboradas.

Palavras-chave: “barcode”, Batrachospermales, Batrachospermum, cox1,

filogenia, rbcL, Rhodophyta, Setacea.



ABSTRACT

Section Setacea of the genus Batrachospermum was recoghized as a
monophyletic group in a recent revision of the order Batrachospermales.
However, its taxonomic status was not clearly determined because it was
positioned within a group named Australasica composed by taxa from Australia
and New Zealand. Previous studies combining molecular and morphological
data focused only on the phylogenetic relationships among the major groups
(genera or sections), whereas approches aiming to evaluate the number of
species were initiated just recently and are still scarce and poorly sampled.
Based on this background, the following hypotheses were tested in this study:
1) the section Setacea represents a monophyletic group within the order
Batrachospermales; the recognition of the group associated to the fact that the
genus Batrachospermum is paraphyletic could result in the raising of the section
to a higher taxonomic level (possibly genus); 2) the species presently
recognized in the section based on morphological characters will be confirmed
by molecular evidence; in addition, other species (particularly cryptic species)
are expected to be found and recognized within the section.This study aimed to:
1) infer the phylogenetic relationships of section Setacea with other groups
(genera and sections) of the Batrachospermales, as well as the inter and intra-
specific limits of variation for the species within the section based on sequence
analysis for the rbcL and cox1 barcode region: 2) elaborate a revisionary study
by reevaluating the diagnostic taxonomic characters for the species of the
sectionin the light of the new molecular data. Fifteen samples were analyzed,
thirteen from southern and southeastern Brazil and two from other continents
(Asia — Japan; Europe — Spain). The specimens were collected in waters with
low to moderate temperatures, slightly acidic, turbulent and mean to moderate
oxygen concentrations  (oligotrophic and oligosaprobic  conditions).
Morphological data for the samples analysed were mostly within the ranges
reported in relevant studies. However, some morphometric characters
(internode, primary fascicles and carposporophytes) were near or above the
upper previously reported limits. Twenty-seven new sequences were generated
for the two molecular markers: 14 for rbcL and 13 for coxl (including one of

minibarcode). Analyses based on both markers were essentially congruent and



revealed the section Setacea as a highly supported monophyletic group.
Analyses for rbcL have also evidenced a distinct separation among two species
B. puiggarianum (from Brazil) and B. atrum (Asia and Europe) with a inter-
specific divergence of 45-76 bp (3.5-5.9%). The intra-specific divergences
within each species were of: 1-34 bp (0.1-2.6%) for B. puiggarianum and 6-22
pb (0.5-1.7%) for B.atrum. The sequences of two Brazilian samples identified as
B. atrum had inter- and intra-specific divergences of 35-47 bp (2.7-3.7%) and 4
bp (0.3%), respectively. Analyses for cox1l revealed B. puiggarianum with a
intra-specific divergence of 0-17 pb (0-2.5%), whereas the samples of
Batrachospermum sp. differed by 4 bp (0.6%). Barcode gap analysis by ABGD
(Automatic Barcode Gap Discovery) revealed that B. puiggarianum represents
only one taxonomic entity, whereas Batrachospermum sp. can be recognized
as a distinct (cryptic) species. Analyses based on rbcL e coxl sequences
revealed divergence levels to distinguish species within the section and showed
that both are good markers for, respectively, infer phylogeny and analyze intra
and inter-specific variation. Morphological analyses revealed a relatively high
overlap for morphometric characters among the two species. On the other
hand, vegetative characters allowed to distinguish them. The main diagnostic
character described in previous studies was confirmed in this investigation:
primary fascicles are attached to one another and to the cells of the rhizoidal
filaments, resulting in compact whorls in B. puiggarianum. In contrast, primary
fascicles are not attached to one another, resulting in non-compact whorls in B.
atrum. Thus, the following conclusions were reached from molecular and
morphological data: 1) the section Setacea is a monophyletic group within the
genus Batrachospermum; 2) the two species were clearly separated from based
on morphological and molecular evidences; 3) the sequences of B.
puiggarianum from Brazil had high divergence levels, but with a continuous
variation and no clear internal groups, allowing to treat all samples as a single
species; 4) the divergence levels of the sequences for two samples from Brazil
identified as B. atrum for both markers, as well as their positioning in the trees,
allowed to conclude that they represent a genetically distinct species, probably
endemic from Brazil (named Batrachospermum sp.); however, no morphological
characters were detected to distinguish it from B. atrum and the distinction was

based on the disjunct geographic distribution (Europe-Asia x South America —



Brazil) and the existence of a barcode gap among the coxl sequences, which
was confirmed by rbcL sequence analyses. In summary, both hypotheses were

corroborated.

Key words: barcode, Batrachospermales, Batrachospermum, cox1, phylogeny,
rbcL, Rhodophyta, Setacea.
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1. Introducéo

As algas vermelhas, filo Rhodophyta, representam um grupo antigo de
algas e podem ser encontradas na maioria das regibes do planeta. E
considerado um grupo irméo das algas verdes (Chlorophyta) e também das
glaucofitas (LOPEZ-BAUTISTA, 2010). As rodofitas sdo, em sua maioria,
macroscopicas, fotossintetizantes e habitantes de ambientes marinhos (98%),
mas muitos tdxons séo de habitats de agua doce e nascentes de agua quente
e acida e também foram relatadas em florestas tropicais como membros de
comunidades subaéreas (YOON et al., 2004; GURGEL & LOPEZ-BAUTISTA,
2007). Em regibes tropicais e subtropicais dos ecossistemas marinhos
costeiros, Rhodophyta representa mais de 60% das macroalgas (NORTON et
al., 1996). No Brasil, 642 espécies de macroalgas marinhas sdo conhecidas ao
longo da costa do pais, sendo que as roddéfitas somam 388 espécies,
correspondendo a cerca de 60% da diversidade de macroalgas (HORTA et al.,
2001). As rodofitas continentais ocorrem geralmente em &aguas correntes e
estdo amplamente distribuidas em bacias de drenagem de regides articas a
tropicais (NECCHI et al.,1999). No Brasil foram registradas aproximadamente
50 espécies de roddfitas continentais (NECCHI, 1989; 1990b; NECCHI et al.
1999; 2010; dados néo publicados).

Além de sua importancia evolutiva e ecolégica, as Rhodophyta
apresentam grande importancia econdmica, movimentando mais de dois
bilhdes de ddélares por ano, principalmente como alimento humano ou para a
extracdo de substancias quimicas de natureza diversa, como os ficocoloides
(ARMISEN, 1995). Estes organismos sdo fontes exclusivas de certos
hidrocoloides como o agar-agar e as carragenanas, que sao imprescindiveis a
vida no mundo moderno (CRICHLEY & OHNO, 1998). Estes compostos sao
utilizados em industrias farmacéuticas e alimenticias, além do grande uso em
laboratorios biologicos (SMIT, 2004; GRAHAM et al., 2009).

Rodédfitas ou algas vermelhas representam um distinto grupo de
organismos eucaridticos que possuem apenas clorofila a, contém
ficobiliproteinas (aloficocianina, ficocianina e ficoeritrina) responsaveis pela

coloracdo geralmente avermelhada destas algas, que ocorrem na forma de



ficobilissomos em tilacoides ndo empilhados. Os membros desse grupo nao
apresentam flagelos e centriolos em nenhum estagio de vida (GRAHAM et al.,
2009). O cloroplasto é envolto por duas membranas e produz amido das
florideas (material de reserva), que € armazenado no citoplasma. Atualmente é
amplamente aceito que o cloroplasto das algas vermelhas originou-se através
da endossimbiose priméria de uma cianobactéria, sendo que essa organela
compartilha um ancestral comum com algas verdes e glaucdfitas
(BHATTACHARYA & MEDLIN, 1995; CAVALIER-SMITH, 1998; MCFADDEN,
1999; BHATTACHARYA et al., 2004; RODRIGUEZ-EZPELETA et al., 2005).

As algas vermelhas formam uma das principais linhagens monofiléticas
dentro dos eucariotos sendo tradicionalmente classificadas no filo Rhodophyta,
na qual é dividido em duas classes ou subclasses, Florideophyceae
(Florideophycideae) e Bangiophyceae (Bangiophycideae), baseadas nas
caracteristicas morfologicas e histérico de vida (GABRIELSON et al., 1985).
Entretanto, estudos concluiram que a classe Florideophyceae forma um grupo
monofilético com a ordem Bangiales, que pertence a classe Bangiophyceae
(OLIVEIRA & BHATTACHARYA, 2000; MULLER et al., 2001; YOON et al.,
2002; SAUNDERS & HOMMERSAND, 2004). No passado, Bangiophyceae foi
dividida em seis ordens (Bangiales, Cyanidiales, Compsopogonales,
Erythropeltidales, Porphyridiales, e Rhodochaetales), que atualmente &
formada por uma série de radiacdes que definem as linhagens ancestrais das
algas vermelhas (FRESHWATER et al.,, 1994; RAGAN et al., 1994). A
subclasse Florideophycidae é monofilética, apresenta uma maior complexidade
morfologica e de histérico de vida e inclui 99% dos géneros de algas vermelhas
(RAGAN et al., 1994; FRESHWATER et al., 1994). Bangiophyceae é composta
pelo grupo ancestral que deu origem as Florideophyceae e ao cloroplasto das
algas cromofitas atraves de endossimbiose secundaria (BHATTACHARYA &
MEDLIN, 1995; OLIVEIRA & BHATTACHARYA, 2000) e constitui um grupo
parafilético (FRESHWATER et al., 1994; RAGAN et al.,1994; MULLER et al.,
2001).

Muller et al. (2001) compararam sequéncias do gene nuclear que
codifica a subunidade ribossémica pequena (SSU rDNA) para vinte membros
de Bangiophycidae e de dois membros de Florideophycidae para obter

informacdes sobre a evolugcdo do grupo. Com base em suas analises eles



mostraram que o filo Rhodophyta é formado por duas classes, Florideophyceae
e Bangiophyceae, sendo este ultimo composto por oito ordens: Bangiales,
Porphyridiales (1, 2 e 3), Compsopogonales, Erythropeltidales, Rhodochaetales
e Cyanidiales (Figura 1). Saunders & Hommersand (2004) utilizaram
informacgdes sobre filogenia molecular (marcadores SSU e gene plastidial que
codifica a subunidade grande da RuBisCO - rbcL), diversidade e registro fossil
das algas vermelhas para revisar a taxonomia do grupo, propondo a criacao do
sub-reino Rhodoplantae com dois filos, Cyanidiophyta e Rhodophyta, sendo o
ultimo subdividido nos subfilos Rhodellophytina (classe Rhodellophyceae),
Metarhodophytina (classe Compsopogonophyceae) e Eurhodophytina (classes
Bangiophyceae e Florideophyceae) (Figura 1). No entanto, Yoon et al. (2006)
propuseram, com base em evidéncias de resultados de multiplos marcadores
moleculares, sete linhagens de Rhodophyta reconhecidas como classes. Foi
proposta a criacdo dos subfilos Cyanidiophytina (classe Cyanidiophyceae), que
foi o primeiro grupo a divergir na evolucéo das rodofitas, e Rhodophytina. Este
altimo agrupa todas as demais classes de algas vermelhas e esta subdividido
em: Florideophyceae, Bangiophyceae, Rhodellophyceae, Porphyridiophyceae,
Stylonematophyceae e Compsopogonophyceae; as classes Bangiophyceae e
Florideophyceae formam um grupo monofilético (YOON et al., 2006) (Figural).

Saunders and

Yoon et al. (2006) Hommersand (2004) Miiller et al. (2001)

Rhodophytina Eurhodophytina
Florideophyceae

Florideophyceae Florideophyceae

Bangiophyceae

Bangiophyceae Bangiophyceae Bangiales

Rhodellophytina
Rhodellophyceae

Porphyridiophyceae

Stylonematophyceae

Compsopogono-
phyceae

Porphyridiales 1

Porphyridiales 3

Stylonematales

Cyanidiophytina

Cyanidiophyceae

Metarhodophytina
Compsopogono-
phyceae

Cyanidiophyta

Porphyridiales 1

Porphyridiales 3

Porphyridiales 2
Compsopogonales
Erythropeltidales

Rhodochaetales
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Figura 1: Filogenia das algas vermelhas segundo autores recentes (YOON et al,
2006). Trés esquemas da classificacdo das algas vermelhas para subfilos (caixas) e
classes/ordens (sombra) séo representados.

A classe Florideophyceae apresenta a maioria das espécies conhecidas
de algas vermelhas, que totalizam aproximadamente 6.000 espécies
(GRAHAM et al., 2009). O namero de ordens reconhecidas varia de 16 (YOON
et al., 2006) a 23 (LE GALL & SAUNDERS, 2007) e tende a crescer com a
realizacdo de estudos de grupos especificos baseados em dados moleculares.
Tradicionalmente, as ordens e familias de Florideophyceae foram classificadas,
em grande parte, com base no tipo de histérico de vida e o modo de
reproducdo sexuada (FRESHWATER et al.,, 1994, GRAHAM et al., 2009).
Membros desta classe tém crescimento apical, ou seja, crescem por meio de
células apicais. Consistem inteiramente de filamentos ramificados nos quais as
células estdo ligadas através de “pit-connections” (conexdes intercelulares
entre células adjacentes), que em nivel estrutural formam os “pit-plugs”
(GRAHAM et al., 2009). Caracteristicas ultraestruturais dos “pit-plugs”, como
ndamero e arranjo das camadas, sdo importantes para a delimitacdo das ordens
(FRESHWATER et al., 1994). Varios tipos de “pit-plugs” foram identificados por
diferirem no numero de caplayers (zero, um ou dois) e pela presenca ou
auséncia de uma capmembrane. Nove ordens (Hildenbrandiales, Corallinales,
Acrochaetiales, Palmariales, Batrachospermales, Ahnfeltiales,
Bonnemaisoniales, Gracilariales e Rhodogorgonales) foram estabelecidas
principalmente  pelas caracteristicas ultraestruturais dos  “pit-plugs”
(FRESHWATER et al., 1994).

Dentro de Florideophyceae, a ordem Batrachospermales é distinta das
demais por apresentar um historico de vida heteromorfico (presenca da fase
alternante denominada estagio “Chantransia”), auséncia de tetrasporangio e
ocorréncia de meiose somatica, “pit-plug” com duas camadas e por ser
estritamente de agua continental (SHEATH, 1984). Batrachospermales é
composta por trés familias: Batrachospermaceae, Lemaneaceae e
Psilosiphonaceae (SAUNDERS & HOMMERSAND, 2004). Entwisle et al.
(2009) adotaram apenas uma familia (Batrachospermaceae) com circunscricao
expandida (incluindo Lemaneaceae e Psilosiphonaceae).

Necchi & Entwisle (1990) propuseram uma revisdo na classificacao

dessa ordem ao questionarem se a classificacdo de varios taxons era



informativa, consistente e filogeneticamente coerente. Assim, quando Vis et al.
(1998) publicaram a primeira é&rvore filogenética baseada em dados
moleculares, ficou claro que uma nova reestruturacdo, com base nos dados
morfologicos e citolégicos, deveria ser proposta a luz dos novos dados
moleculares. A proposta de Entwisle et al. (2009) representa o0 esquema
taxonémico mais recente e atualizado para a ordem. A principal novidade, além
do reconhecimento de uma Unica familia (Batrachospermaceae com nove
géneros), foi o reconhecimento do género Kumanoa, resultado da elevagao das
antigas secdes Contorta e Hybrida do género Batrachospermum. A elevacéo
de grupos monofiléticos menores (geralmente reconhecidos como secdes de
Batrachospermum) para o nivel género sera a tendéncia na taxonomia do
grupo nos proximos anos e o exemplo mais recente foi a proposicdo do género
Sheathia (antiga secdo Helminthoidea, SALOMAKI et al., 2014).

1.1 Género Batrachospermum

Dentre as roddfitas continentais da ordem Batrachospermales, o género
Batrachospermum Roth (familia Batrachospermaceae) € o mais especioso,
com 112 espécies reconhecidas mundialmente (KUMANO, 2002), bem como
bastante diverso morfologicamente. Batrachospermum difere dos outros
géneros da ordem com base nas seguintes caracteristicas: talo geralmente
flacido, mais ou menos mucilaginoso, e composto por distintos filamentos axiais
com verticilos regulares e de ramos laterais de crescimento definido;
carposporofitos (ausentes em B. brasiliense Necchi) esféricos ou
semiesféricos, resultantes do carpogénio fecundado; ramo carpogonial mais ou
menos reto e radialmente simétrico (ndo torcido espiralmente ou fortemente
curvado) (KUMANO, 2002; ENTWISLE et al., 2009). No historico de vida de
Batrachospermum, o gametdéfito é dominante e suas caracteristicas séo
utilizadas na discriminacdo taxondémica em nivel especifico. Além disso, este
género apresenta reproducdo oogamica, na qual o espermacio que nao possui
flagelo fecunda o carpogoOnio. Batrachospermum e outros géneros relacionados

nao apresentam tetrasporangio, mas possuem dois estagios esporofiticos,



carposporéfito e estagio “Chantransia”, e um gametéfito (KUMANO, 2002;
SHEATH, 2003).

Do ponto de vista sistematico, este género tem sido demonstrado como
parafilético em todos os estudos filogenéticos moleculares ja realizados (VIS et
al., 1998; VIS & ENTWISLE, 2000; VIS et al., 2005). ENTWISLE et al. (2009)
realizaram uma revisdo da ordem Batrachospermales, combinando dados
morfolégicos e moleculares (dois marcadores: rbcL e SSU), que resultou em
novas informacdes importantes sobre o0 género Batrachospermum:
reconhecimento provisério do género, visto que tem sido demonstrado como
parafilético; elevacdo das sec¢des Contorta e Hybrida ao nivel genérico
(Kumanoa); e reconhecimento de oito se¢des no género — Acarposporophytum
(rebaixado do nivel sub-género para secdo), Aristata, Batrachospermum,
Helminthoidea, Macrospora (separada de Aristata), Setacea, Turfosa e
Virescentia. A maioria das sec¢des, especialmente aquelas com pequeno
namero de espécies (Acarposporophytum, Aristata, Macrospora e Setacea),
carecem de analises moleculares mais representativas incluindo maior nimero

de espécies e de populacdes de cada espécie.

1.2 Secao Setacea

Dentre as secdes do género Batrachospermum, a secdo Setacea (DE
TONI, 1897) corresponde a espécies que apresentam: verticilos reduzidos e
pequenos; ramos carpogoniais curtos (com poucas células), bem diferenciados
dos fasciculos primarios e originados das células pericentrais; carpogbnios com
tricoginios claviformes ou elipticos; e carpospordéfitos assemelhando-se a
protuberancias sobre o eixo central (KUMANO, 2002).

Mori (1975) descreveu B. atrum para o Japdo com base na andlise
morfologica de 33 espécimes coletados em diferentes localidades do Japao.
Necchi (1990b) delineou as caracteristicas morfolégicas de B. atrum e B.
puiggarianum, através da analise morfologica de amostras coletadas no Brasil.
Entwisle (1992) realizou uma reavaliacdo dos dados morfologicos de B. atrum e
B. puiggarianum incluindo a descricdo de uma nova espécie, B. diatyches da
Tasmania, Australia. A partir da analise de seis populacdes norte-americanas

da secdo Setacea e oito espécies tipo, Sheath et al. (1993) reconheceram



guatro espécies para esta secao: B. androinvolucrum, B. diatyches, B. atrum e
B. puiggarianum. Entwisle & Ford (1998) estabeleceram uma nova espécie, B.
latericium, da Tasmania (Austrdlia). Atualmente sdo reconhecidas cinco
espécies para a secdo Setacea (KUMANO, 2002), das quais duas espécies
sdo de ocorréncia mais ampla: B. atrum (Hudson) Harvey (Europa, América do
Sul, Africa, Asia e Australia) (KUMANO, 1982; ENTWISLE, 1992; SHEATH et
al., 1993; KUMANO, 2002; ENTWISLE & FOARD, 2007) e B. puiggarianum
Grunow (América do Sul e Africa) (NECCHI, 1990a). As demais espécies sdo
de ocorréncia restrita: B. androinvolucrum (SHEATH et al., 1993), Columbia
Britanica, Canada, estados de Washington e Alabama, E.U.A.), B. diatyches
(ENTWISLE, 1992) e B. latericium (ENTWISLE & FOARD, 1998), ambas
endémicas da Tasmania (Australia).

Batrachospermum androinvolucrum apresenta como caracteres
diagnésticos espermatangios formados nos filamentos involucrais do ramo
carpogonial (SHEATH et al.,1993). Batrachospermum latericium apresenta
espermatangios terminais somente nos fasciculos primarios ou secundarios,
gue sao constituidos de 2-4 células (ENTWISLE & FOARD, 1998).
Batrachospermum diatyches apresenta as mesmas caracteristicas que B.
latericium, no entanto os fasciculos primarios sdo constituidos por 4-6 células
(ENTWISLE, 1992). Estas duas Ultimas espécies apresentam filamentos
rizoidais compostos por células muito grandes, bem maiores do que as das
outras espécies da sec¢do. A distingdo entre B. atrum e B. puiggarianum refere-
se principalmente as caracteristicas dos verticilos: em B. atrum os verticilos ndo
sdo compactos, com fasciculos primarios separados, enquanto B.
puiggarianum apresenta verticilos muito compactos, em que os fasciculos séo
aderidos aos filamentos rizoidais e ndo podem ser distinguidos individualmente
(NECCHI, 1990a; ENTWISLE, 1992).

Esta sec¢do foi originalmente separa da secao Virescentia por apresentar
verticilos reduzidos encontrados em duas espécies constituintes da secao
(Sirodot, 1884). No entanto, para Necchi & Entwisle (1990) a inclusédo de todas
as espeécies que apresentavam verticilos reduzidos (<400 pum de diametro) na
secao Setacea era inconsistente com as outras sec¢fes, na qual se distinguiam
basicamente pela sua morfologia reprodutiva. Dessa forma, a secdo Setacea

foi incluida na sec¢éo Virescentia por Necchi & Entwisle (1990) por apresentar



caracteristicas (morfolégicas reprodutivas) semelhantes com outras espécies
da secdo. Entretanto, Vis et al. (1998), utilizando dados moleculares,
destacaram que o grupo apresentou suporte na arvore filogenética justificando
seu reconhecimento como secdo separada. Esta secdo foi aceita
provisoriamente por Entwisle et al. (2009), porém seu “status” taxonémico nao
pode ser determinado, porque nas andlises posicionou-se dentro ou vizinho do
grupo denominado Australasica, composto de tadxons da Australia e Nova
Zelandia.

A secdo Setacea foi reconhecida provisoriamente como grupo
monofilético na revisdo recente da ordem Batrachospermales (ENTWISLE et
al., 2009). Estudos ja publicados combinando dados moleculares e
morfolégicos enfocaram apenas as relacdes filogenéticas entre 0s grupos
maiores (géneros ou secbes) e abordagens visando avaliar o numero de
espécies s6 foram iniciadas muito recentemente e sao ainda escassas. Nesse
aspecto, s6 foi publicado, até o presente, o tratamento monografico do género
Kumanoa (NECCHI & VIS 2012; VIS et al., 2012).

Os resultados encontrados para Kumanoa, bem como dados preliminares
para outros grupos em fase inicial de estudo (géneros Sirodotia, LAM et al.,
2012; e secgbOes Acarposporophytum, Aristata, Macrospora, Turfosa e
Virescentia de Batrachospermum, NECCHI, VIS e colaboradores, em
andamento e SALOMAKI et. al., 2014) tem evidenciado tendéncias muito
interessantes e surpreendentes. A diversidade genética no nivel especifico tem
sido muito maior do que a inicialmente prevista, isto €, nuamero
consideravelmente maior de espécies tem sido encontrado em relacdo aos
estudos anteriores, bem como tém sido verificada a ocorréncia de espécies
cripticas. Essas ultimas tém sido detectadas com alto nivel de divergéncia
genética, porém sem a correspondente distincdo morfolégica, mas em alguns
casos, apenas geografica (p.ex. ocorréncia de linhagens distintas
geneticamente, mas ndo morfologicamente, entre continentes). Exemplo disso
€ 0 género Sirodotia que foi tratado em estudo bem recente (LAM et al., 2012)
com inclusdo de nimero expressivo de sequéncias de regides do globo ainda
ndo exploradas (especialmente Europa e Africa) em que foi encontrada
provavel espécie nova para amostra da Africa do Sul. Essa tendéncia

certamente levara a proposicao futura de espécies com base exclusivamente



em dados genéticos e/ou geograficos. Outra tendéncia que parece inevitavel é
a separacdo do género Batrachospermum em varios géneros distintos. A
posicdo taxondmica da secdo Setacea dentro do género Batrachospermum
carece ainda de avaliacdo mais criteriosa e representativa e este trabalho
propde fornecer subsidios para revisdo do grupo, tanto das espécies
reconhecidas dentro da secdo, como das relacdes filogenéticas com outras

secbes do género.

1.3. Sistema de identificagao microgenémica: DNA “barcoding”

As algas vermelhas, por serem um grupo extremamente variado de
organismos, sdo dificeis de serem identificados usando apenas a morfologia.
Apresentam caracteristicas morfoldgicas e anatomia relativamente simples e as
vezes convergente, grande plasticidade fenotipica e alternancia de geracdes
heteromérficas no ciclo de vida (SAUNDERS, 2005; ROBBA et al., 2006).
Dessa forma, a limitacdo no sistema de identificacdo baseada na morfologia
sinaliza a necessidade de uma nova abordagem para a identificacdo de taxons.
E assim, muitos pesquisadores tém utilizado cada vez mais ferramentas
moleculares para auxilio na taxonomia e biogeografia de algas (SAUNDERS,
2005).

Esse sistema de identificacdo de espécies, DNA “barcoding”, consiste na
analise de pequenos segmentos de DNA (HEBERT et al., 2003). Em termos
reais, essas sequéncias de DNA utilizadas para identificar organismos podem
ser vistas como um “codigo de barras” que esta contido em todas as células.
Esta técnica de identificacdo de espécies é baseada na amplificacdo de um
segmento de DNA relativamente curto (~400-700 pares de bases) por meio da
PCR (“Polymerase Chain Reaction”) e que podem ser inteiramente
sequenciados com a utilizacdo de dois oligonucleotideos iniciadores (“primers”)
(MADIGAN et al., 2010). O sistema de “barcoding” é pratico e uniforme para a
identificacdo de espécies, além do que os dados gerados possuem ampla
aplicacdo, com grande utilidade em levantamentos de biodiversidade e em
conservacao (COSTION et al., 2011; PAZ & CRAWFORD, 2012). O método de
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“barcoding” pode ser aplicado mesmo quando as técnicas tradicionais ndo séo
vidveis, como por exemplo, em organismos que apresentam estado juvenil ou
gue foram obtidos em contetdo estomacal (NEIGEL et al., 2007; GONZALEZ
et al., 2009; EATON et al., 2010). No caso das algas vermelhas, a presenca de
estruturas reprodutivas € muitas vezes necessaria para a identificacdo
morfoldgica, e na auséncia dessas, a determinacdo da espécie e até mesmo do
género fica impossibilitada (SAUNDERS, 2005). O DNA “barcoding” permite
ainda a deteccao de espécies cripticas (linhagens geneticamente distintas com
alta similaridade morfologica) e fornece dados que ajudam a entender a
diversidade e os mecanismos envolvidos nos processos de especiagao (SMITH
et al., 2006; SMITH et al., 2007, SHERWOOD et al., 2008).

A ideia de se utilizar um gene mitocondrial (Que codifica a subunidade 1
da citocromo c oxidase — coxl) baseou-se nas caracteristicas apresentadas
pelo genoma mitocondrial tais como: ser amplamente distribuido entre os
animais, € de heranca haploide, tem a capacidade de projetar “primers”
universais em porc¢des restrita do gene, apresenta poucas insercoes e delecdes
e costuma apresentar uma variabilidade suficiente para distinguir espécies
(apresenta uma taxa relativamente elevada de divergéncia) (HEBERT et al.,
2003; SAUNDERS, 2005).

De acordo com os estudos feitos por Saunders (2005) e Robba et al.
(2006), a regiao de “barcode” do gene cox1 funciona para delimitar espécies de
algas vermelhas, mas também pode identificar espécies cripticas ou eventos
de especiacéo. Dessa forma, essa regido do gene cox1 tem sido muito utilizada
como um marcador classico para estudos desse tipo, com a utilizagdo de
oligonucleotideos iniciadores (‘primers’) e termociclos especificos para
diferentes grupos (SAUNDERS, 2005; SAUNDERS & MCDEVITT, 2012). Este
marcador tem demonstrado niveis de variacdo suficientes e apropriados para
avaliacdo de variabilidade genética especifica em representantes de
Batrachospermales (SHERWOOD et al., 2008). Assim, a regido de “barcode”
do gene coxl tem sido muito empregada em diversos estudos para o

reconhecimento de espécies.
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1.4. HipoOteses

Com base nas informacfes atualmente disponiveis (morfolégicas e
moleculares) em ambito mundial sobre representantes da ordem
Batrachospermales e da secdo Setacea, em particular, as seguintes hipoteses
foram testadas: 1) A secdo Setacea do género Batrachospermum constituira
grupo monofilético dentro da ordem Batrachospermales; o reconhecimento
desse grupo associado ao fato de Batrachospermum ser parafilético resultara
na elevacdo desta secdo para o nivel género; 2) As espécies atualmente
reconhecidas na se¢do com base em caracteres morfolégicos serao
corroboradas pelos dados moleculares; além dessas espécies, outras
(particularmente espécies cripticas) deverdo ser encontradas e reconhecidas
como espécies distintas dentro da secao.

1.5. Objetivos

O presente trabalho teve como objetivos: 1) Inferir as relagbes
filogenéticas da secdo Setacea com 0s outros grupos (géneros e sec¢bes) da
ordem Batrachospermales, bem como os limites de variagdo inter e intra-
especifica das espécies dentro da sec¢do, com base na analise das sequéncias
do gene rbcL e da regido de “barcode” do gene coxl; 2) Elaborar estudo de
revisGo para a secdo Setacea por meio da reavaliagdo dos caracteres
taxondmicos diagnosticos para espécies deste grupo, a luz dos novos dados

moleculares.
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2. Materiais e métodos

Foram analisadas 15 amostras envolvendo duas espécies da secéo
Setacea de Batrachospermum: B. atrum e B. puiggarianum (Tabela 1). Dentre
estas amostras, uma foi proveniente da Espanha e outra do Japdo, enquanto
que as demais foram coletadas nas regides sul e sudeste do Brasil (Figura 2).
Com relacdo as outras espécies da secdo, estudos moleculares recentes em
andamento por Vis e colaboradores (dados ndo publicados) revelaram que a
espécie australiana B. diatyches situou-se fora da secéo Setacea, proxima de
B. theaquum (grupo Australasica) nas arvores filogenéticas. E espera-se
situacdo semelhante para B. latericium, apesar de nao disporem ainda de
dados moleculares para essa espécie. Batrachospermum androinvolucrum
pode presumivelmente situar-se também fora desta secdo. Com base nesses
dados recentes decidimos incluir apenas espécies com dados moleculares que
evidenciem inequivocamente sua posicdo taxonémica dentro da secao Setacea
e as espécies acima referidas nao foram, portanto, consideradas neste
trabalho.

As amostras destinadas as analises morfologicas foram incorporadas ao
Herbario do Departamento de Zoologia e Botanica (SJRP, THIERS, 2014) e as
utilizadas para analises moleculares armazenadas na colecdo do Laboratoério

de Biologia, Ecologia e Taxonomia de Algas, UNESP, Sdo José do Rio Preto.
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Tabela 1: Relagdo das amostras de Batrachospermum, se¢éo Setacea utilizadas neste estudo.

Espécies Cédigo Local, coletor, data de coleta e n°. herbario

1-Batrachospermum PEVV PR: Parque Estadual de Vila Velha; 25°14’42"S,

atrum 50°00°55” W, altitude 803m; D. C. Agostinho, 19.xi.2013
(SJRP 31460).

2—Batrachospermum CJ1 SP: Pindamonhangaba, 9 km da entrada Parque Estadual

atrum de Campos do Jorddo; estrada para “Mirante”;
22°43'21”S, 45°27°13"’W, altitude 1865 m; O. Necchi Jr.,
22.v.2008 (SJRP 31461).

3 —Batrachospermum ESP Espanha: Malaga, Cafietela Real, La Atalaya, Manantial

atrum de Los Chopos; 36°59°169"N, 4°32°38"W, altitude 584m;
I. S. Chapuis& G. Mufioz (6433), 18.iv.2012 (SJRP
31462).

4—-Batrachospermum JAP Japado: Toquio, Shimo-dokanbori, the Imperial Palace;

atrum 35°41°05" N, 139°45’05” E; T. Kitayama, 30.v.2011 (SJRP
31463).

5-Batrachospermum RPD PR: Guarapuava, Rio das Pedras, 25°23'55"S,

puiggarianum 51°24°28"W; O. Necchi Jr. & C.C.Z. Branco, 22.vii.2006
(SJRP 31465).

6-Batrachospermum RSB PR: Guaraquecgaba, Res. Ecoldgica Rio Sebui, foz do Rio

puiggarianum Sebui; 25°17'26"S, 42°13'45"W; E.C. Oliveira Fo.,
21.ix.2008 (SJRP 31466 ).

7-Batrachospermum PAS 2 RS: Cambara do Sul, Parque Nacional de Aparados da

puiggarianum Serra, rio Camisas; 29°10'44”S, 50°08’13"W, altitude 939
m; O. Necchi Jr., 10.vi.2009 (SJRP 31467 ).

8—Batrachospermum PAS 3 RS: Cambara do Sul, Parque Nacional de Aparados da

puiggarianum Serra, rio Prea; 29°09'48”S, 50°05'49"W, altitude 927 m;
C.C.Z. Branco, 31.v.2008 (SJRP31468).

9-Batrachospermum PAS 5 RS: Cambara do Sul, Parque Nacional de Aparados da

puiggarianum Serra, rio Camarinhas, em frente ao hotel; 29°06'24”S,
50°07°31"W, altitude 953 m; O. Necchi Jr., 10.vi.2009
(SJRP31469).

10-Batrachospermum CAMB RS: Cambara do Sul, Arroio Baio Branco, cruzamento

puiggarianum com a Rod. RS-020; 29°12°'36”S, 50°14’22"W, altitude
923 m; O. Necchi Jr., 11.vi.2009 (SJRP 31470).

11-Batrachospermum BRT SP: Brotas, Parque dos Saltos. 22°17°30” S, 48°07°51” W,

puiggarianum N. L. Rossignolo et.al. 09.x.2012 (SJRP 31471).

12—-Batrachospermum CJ4 SP: Campos do Jorddo, Cachoeira Cassununga,;

puiggarianum 22°47°'10”S, 45°42°44"W, altitude 965 m; O. Necchi Jr.,
22.v.2008 (SJRP 31472).

13-Batrachospermum SP187337 SP: Itapecerica da Serra, Rod. Itapecerica da Serra, km

puiggarianum 52; A. B. Joly 169, 28.1V.1954 (SP187337) (SJRP 31473).

14—-Batrachospermum BPJ3 SP: Jumirim, afluente do Rio Sorocaba; 23°05'13”S,

puiggarianum 47°48'56"W, altitude 479 m; O. Necchi Jr., 13.vi.2008
(SIJRP 31474).

15-Batrachospermum BOR SP: Salesoépolis, Estagdo Bioldgica de Boracéia, afluente

puiggarianum

do Rio Claro; 23°38°1"S, 45°49'57"W. O. Necchi Jr.,
31.x.2005 (SJRP 31475).
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2.1. Caracteristicas ambientais

InformagBes sobre os limites de ocorréncia em relacdo a variaveis
ambientais dos pontos de coleta podem fornecer subsidios para auxiliar no
reconhecimento de padrdes de distribuicdo das espécies (SHEATH et al.,
1994a; 1994b; 1994c; NECCHI et al.,, 1999; ELORANTA & KWANDRANS,
2007). Nesse contexto, durante as coletas de espécimes da se¢cdo Setacea, as
seguintes variaveis ambientais foram analisadas em cada segmento de
rio/riacho amostrado: temperatura, condutividade elétrica, pH, oxigénio
dissolvido e velocidade da correnteza. Foram utilizados o0s seguintes
equipamentos: medidor digital de qualidade da agua “Yellow Springs
Instruments, YSIS56HPS” para medicdo de temperatura, condutividade, pH e
oxigénio dissolvido; e fluxdmetro mecanico “General Oceanics 2030R”
(velocidade da correnteza). As medicbes em campo seguiram 0S
procedimentos descritos em NECCHI et al. (1999). Para detectar eventuais
diferencas entre os valores dos parametros ambientais entre as espécies foi
aplicada a Andlise de Variancia (ANOVA, uma via) ao nivel de confianca de
95% juntamente com o teste de comparacao multipla “a posteriori” de Tukey.
Ambos os testes foram realizados com uso do pacote estatistico Minitab,
versdo 16 (Minitab Inc., E.U.A.) (RYAN et al., 1985).

2.2. Preservacgéao

As amostras destinadas as analises moleculares foram inicialmente
secas com papel toalha para reducdo da umidade, em seguida cobertas com
silica-gel, com troca por silica seca ap6s 24 horas. Em casos de pouco
materiais, as amostras foram preservadas em etanol 100%. Apds o
acondicionamento em frascos devidamente identificados, as amostras foram
armazenadas em freezer a temperatura de -20°C. Amostras para estudos

morfologicos foram fixadas em solucéo de formaldeido a 4% (NECCHI, 1990b).
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2.3. Anélises morfolégicas

As observacgles, medicbes e fotomicrografias foram realizadas com o
uso de microscopio estereoscopico binocular “Olympus SZH10” (Olympus
America, Center Valley, PA, EUA) e microscépio 6ptico binocular Leica DM
1000 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha) equipado com sistema de
captura e analise de imagem Leica composto de: cdmera de video digital “Leica
DFC 320" e software analisador de imagem Leica LAS (“Leica Application
Suite”) (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha). Adotou-se o critério proposto
por Necchi (1990a) para analise dos caracteres quantitativos, sendo feitas, em
regra, 20 medi¢cdes ou contagens para cada estrutura morfolégica em cada
uma das amostras.

Foram analisados todos os caracteres considerados como diagndsticos
para o género Batrachospermum e a se¢cédo Setacea de acordo com a literatura
relevante  (NECCHI, 1990b; ENTWISLE, 1992; SHEATH et al.,, 1993,
ENTWISLE & FOARD 1998; KUMANO, 2002). Os seguintes caracteres foram
analisados em cada populacéo (Figura 3): forma dos verticilos; abundancia de
fasciculos secundéarios; arranjo, disposi¢cdo e niumero de células dos fasciculos
primarios; origem, dimensbes e numero de células do ramo carpogonial;
dimensdes do carpogonio e forma do tricoginio; dimensdes dos carposporofitos
e carposporangios; numero de células dos filamentos gonimoblasticos. Para
melhor caracterizacdo e comparacao das espécies da secdo outros caracteres
foram analisados: comprimento dos interndés, forma do apice dos ramos,
dimensbes dos verticilos e espermatangios, dimensfes das ceélulas dos
filamentos rizoidais (Figura 3).

Foi feita a analise morfologica de apenas um espécime-tipo da secéo
Setacea, B. puiggarianum (is6tipo), através da analise de l|aminas
semipermanentes preparadas com solucéo de glicose de milho (diluida a 75%)
e glutaraldeido, a fim de se determinar a afinidade do espécime brasileiro com
as espécies descritas para a se¢do. As laminas foram montadas a partir de
exsicata proveniente do Herbario SP (Instituto de Botanica, Sdo Paulo, Brasil).
As laminas semipermanentes foram etiquetadas e acondicionadas na exsicata

junto ao seu respectivo espécime-tipo ap6s analise morfoldgica.
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Figura 3: Representacdo esquematica dos caracteres morfolégicos numéricos de
Batrachospermum. Adaptada de NECCHI (1990a). A) Fasciculo primario e Espermatangio: CF
— célula fascicular; CP — célula pericentral; FP — fasciculo primério; R — ramificagdo; CEs —
comprimento do espermatangio; CF — célula fascicular; DEs — diametro do espermatangio. B)
Verticilo e Filamentos rizoidais (FR): ACa — altura do carpospordfito; DCa — diametro do
carpospordfito; DVt — didmetro do verticilo;CIn — comprimento do intern6; CcFr — comprimento
da célula do filamento rizoidal; LcFr — largura da célula do filamento rizoidal. C) Carpogénio:
CCp — comprimento do carpogénio; CP — célula pericentral; DCp — didmetro do carpog6nio; RC
— ramo carpogonial. D) Carposporéngio: CCs — comprimento do carposporangio; CFG — célula
do filamento gonimoblastico; DCs — diametro do carposporangio; FG - filamento
gonimoblastico.
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2.4. Anédlises Moleculares

2.4.1. Extracdo de DNA

O DNA total (genémico) de cada amostra foi macerado com o uso de
homogeneizador de tecidos marca Bertin (Bertin Technologies, Bordeaux,
Franca), mod. Precellys®24 com duas microesferas de aco por tubo. As
homogeneiza¢cdes foram conduzidas em dois ciclos a 5.000 rpm durante 20s
cada e intervalo entre os ciclos de 20s. O material obtido foi submetido a
extragdo com uso dos kits de extracdo de DNA “DNeasy plant mini kit®”
(Qiagen GmbH, Hilden, Alemanha), “Nucleo Spin plant Il mini kit” (Macherey-
Nagel, Diuren, Alemanha), “Extract-N-AMP® Plant”, “Relia Prep®g DNA Tissue”
(Promega, Madison, EUA) e “MO BIO” (Carlsbad, California), conforme os
protocolos descritos pelos fabricantes. Ap6s uso para as aplicacfes previstas,
as amostras de DNA foram armazenadas em ultra-freezer “Sanyo” (Sanyo
North American Corporation, San Diego, E.U.A.), VIP® SERIES (-86°C),
modelo MDF-U33V.

2.4.2. Amplificacdo de DNA

As amplificacdes de segmentos especificos de DNA foram realizadas
atraveés da técnica de PCR (reacdo em cadeia da polimerase). As reacfes de
PCR para os marcadores moleculares rbcL e cox1 foram conduzidas utilizando
kits de PCR, todos para volume total de 25 pl e concentracdo de 40 ng/uL:
‘puReTaq Ready-to-go PCR beads” (GE HealthCare Life Sciences,
Buckinghamshire, Reino Unido), “TopTaq'™ Master Mix” (Qiagen,
Hilden,Alemanha), “GoTag® Colorless Master Mix” (Promega, Madison, EUA),
Platinum™ DNA Polimerase (Invitrogen, Carlsbad, EUA) e “ThermoScientific”
(Thermo Fisher Scientific, California, EUA). As misturas fornecidas nos kits
contém: dNTP (desoxinucleosideos trifosfato), tampdo de PCR e Taq
polimerase. A essas misturas foram adicionados: agua ultra-pura (bi-destilada e
deionizada), oligonucleotideos iniciadores (“primers”) 5' e 3' e DNA molde. Em
cada reacdao de PCR foram feitos controles positivo e negativo. Foram
utilizados os produtos de PCR do kit que apresentou os melhores resultados,

verificados pela intensidade e clareza das bandas. As reacfes foram feitas em
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termocicladores “Techne Prime”, “Techgene TC-312” e “TC-512” (Techne,
Burlington, Reino Unido).

Todos os kits de extracdo e de amplificacdo de DNA citados
anteriormente foram testados para trés amostras secas de herbério: B. atrum
(amostra SP28857: Sao Paulo, Santo Amaro, 23'39” S, 46'42” W, A. Lofgren,
29. VII. 1894) e B. puiggarianum (amostras SP187337 e SP28853: Piracicaba,
Rio Piracicamirim, 22’43, 47°38” W, A. Lofgren, 27. VI. 1894). Para as amostras
de herbario foram utilizados também “primers” especificos para amplificar a
regido de “minibarcode” do gene cox1. Porém, foram obtidos produtos de PCR
satisfatorios apenas para a amostra SP187337.

Os oligonucleotideos (iniciadores sintéticos) utilizados sédo descritos a
seqguir:

- cox1l (SAUNDERS, 2005; SAUNDERS & MCDEVIT, 2012): GazF1 (5'-
TCA ACA AAT CAT AAA GAT ATT GG - 3’) e GazR1 (5-ACT TCT GGA TGT
CCA AAA AAY CA - 3); M13LF2 (5 — TGT AAA ACG ACG GCC AGT CAA
AYC AYA ARG ATA THG GNA C - 3), M13LF3 (5 — TGT AAA ACG ACG
GCC AGT ACH AAY CAY AAR GAT ATH GG - 3’), M13F (5'- TGT AAA ACG
ACG GCC AGT - 3), M13Ri (3’ — CAG GAA ACA GCT ATG ACG GRT GIC
CRA ARA AYC ARA A -5’), M13Rx (3’ — CAG GAA ACA GCT ATG ACACTT
CTG GRT GIC CRA ARA AYC A-5)e M13R (3 — CAG GAA ACA GCT ATG
AC - 5), todos para amplificar fragmentos de 664 pb;

- cox1 “minibarcode” (SAUNDERS & MCDEVIT, 2012): COIm174 (5'-
GAG CTA ACA CAA CCA GGT AAC - 3) e RhoR (5’ - AGG AAA AGC CAT
ATC WGG AC - 3’) para amplificar fragmentos de 174pb; COIm264 (5’ - CAA
AYC AYA ARG ATA TYG GTA C - 3’') e RhoR, para amplificar fragmentos de
264pb.

- rbcL (conforme VIS et al., 1998): F160 (5'-CCT CAA CCA GGA GTA
GAT CC-3’) e R897 (5-CGA GAA TAA GTT GAG TTA CCT GC-3”); F650 (5'-
ATT AAC TCT CAA CCA TTT ATG CG-3"e rbcL R (5-ACA TTT GCT GTT
GGA GTC TC-3’) para amplificar fragmentos de 1.282 pb.

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

- cox1 (conforme SAUNDERS, 2005) — 94°C por 1 min (desnaturacéo
inicial); 5 ciclos: 94°C por 1 min (desnaturacdo); 50°C por 1 min e 30 s
(anelamento dos “primers”); 72°C por 1 min e 30 s (extensao); 35 ciclos: 94°C

por 1 min (desnaturacéo); 50°C por 1 min e 30 s (anelamento dos “primers”);
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72°C por 1 min (extensdo); 72°C por 5 min (extensdo final) e 4°C
(armazenamento); M13LF2/M13LF3 (SAUNDERS & MCDEVIT, 2012) — 94°C
por 2 min (desnaturacao inicial); 5 ciclos: 94°C por 30s (deshaturacao); 45°C
por 30s (anelamento dos “primers”); 72°C por 1 min (extensdo); 35 ciclos a
94°C por 30s (desnaturacdo); 72°C por 1 min (extensdo); 72°C por 7 min
(extensdo final) e 4°C (armazenamento);

- cox1l “minibarcode” (conforme SAUNDERS & MCDEVIT, 2012) —
94°C por4 min (desnaturacao inicial); 38 ciclos: 94°C por 1 min (desnaturacéo);
45°C por 30 s (anelamento dos “primers”); 72°C por 1 min (extens&o); 72°C por
7 min (extenséo final) e 4°C (armazenamento).

- rbcL (conforme VIS et al.,1998) — 95°C por 1min (desnaturacao inicial);
35 ciclos: 93°C por 30 s (desnaturacdo); 50°C por 30 s(anelamento dos
‘primers”); 72°C por 1min (extensado); 72°C por 10min (extenséo final); 4°C

(armazenamento).

2.4.3. Eletroforese em gel de agarose

Para a quantificagdo visual por eletroforese, os géis (0,7%) foram
preparados com a diluicdo de 70 mg de agarose em 100 mL da solugéo-
tampéo TBE (tris-borato-EDTA): tris-HCI 50 mM; borato 50 mM; EDTA 2 mM
(SAMBROOK & RUSSELL, 2001). Os géis foram carregados com o produto
amplificado e tampéo de carregamento (azul de bromofenol 0,25%, EDTA 50
M, glicerol 30% e agua destilada) na proporcéo de 4:1.

As eletroforeses foram conduzidas sob 60V, com tempo de 60 minutos
para rbcL e 45 minutos para cox1l e cox1l “minibarcode”. Utilizou-se marcador
de tamanho “1 Kb DNA ladder” (Invitrogen, Gaithesburg, E.U.A.) e “2 Kb DNA
ladder” (Promega, Madison, EUA). Os géis foram corados com “GelRed™”
(Biotium, Hayward, E.U.A.) e observados sob transiluminador e

™ (Micro Photonics,

fotodocumentador “Mini Bis Pro” e software “Gel Capture
Allentown, E.U.A). A qualidade e quantidade do DNA amplificado por PCR foi
feita por estimativas visuais com base na intensidade e homogeneidade das

bandas e por comparacdo com o marcador.
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2.4.4. Purificacdo e quantificacdo dos produtos de PCR

Os produtos de PCR foram purificados com uso dos kits de purificacao:
“QlAquick™ PCR” (QiagenGmbH, Hilden, Alemanha) e “NucleoSpin™ Geland
PCR Clean-up” (Macherey-Nagel, Duren, Alemanha), conforme os protocolos
dos fabricantes. Apés a purificacdo, os produtos de PCR foram quantificados
no fluordbmetro“Qubit®” com o uso do kit “Quant-it® ds DNA BR” (Invitrogen,
Carlsbad, E.U.A.) e/lou em espectrofotbmetro “Libra Biochrom S60 Double
Beam” (Biochrom, Cambridge, Reino Unido), com acessério de medidas

microvolumétricas “BioDrop™500” (Biochrom, Reino Unido).

2.4.5. Sequenciamento e alinhamento

As reacBes de sequenciamento foram feitas usando-se o kit “Cycle
Sequencing, Big-DyeTerminator” (Applied Biosystems, Foster City, E.U.A.) e 0s
mesmos “primers” de PCR. As reacfes de sequenciamento foram feitas no
Laboratério de Biologia, Ecologia e Taxonomia de Algas e as amostras
precipitadas foram enviadas para sequenciamento na empresa “Genomic
Engenharia Molecular’. O sequenciamento dos marcadores moleculares, a
partir de produto de PCR purificado e quantificado, foi realizado em
sequenciador automatico “ABI PRISM 3130xI” (Applied Biosystems, Foster City,
California, EUA), utilizando o kit “Big Dye Terminator”’, versdo 3.0 (Applied
Biosystems). Os marcadores moleculares utilizados neste estudo (rbcL, cox1 e
“‘minibarcode”) foram sequenciados em ambas as diregcbes 3’ e 5'.

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

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

Além disso, utilizou-se uma nova técnica de delimitacdo de espécies
para as sequéncias da regido de “barcode” de cox1, o “Automatic Barcode Gap
Discovery” (ABGD- http://wwwabi.snv.jussieu.fr/public/abgd/abgdweb.html), que
trabalha com dados baseados em um unico marcador (LELIAERT et al., 2014).
O objetivo desta técnica é encontrar descontinuidades (“barcode gaps”) na
variagdo das sequéncias de marcadores de “barcode”, assumindo que a
divergéncia interespecifica excede a variacdo intraespecifica (PUILLANDRE et
al, 2012). E um método que encontra automaticamente a distancia (utilizando o
modelo de distancia Jukes-Cantor) onde o “barcode gap” esta localizado na

faixa de variacao entre as sequéncias.
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2.5. Andlises Filogenéticas

As éarvores filogenéticas foram construidas pelos métodos de maxima
verossimilhanca (MV) e andlise bayesiana (AB) (SCHNEIDER, 2003) para as
sequéncias de rbcL, e de distancia (“neighbor-joining”, NJ) para as de coxl
(completas e de “minibarcode”). Os limites de confianca dos grupos (clados)
das arvores filogenéticas foram calculados como valores de suporte de
“bootstrap” com 10.000 réplicas de buscas heuristicas, gerando arvores de
consenso com o critério de >70% de semelhanca nos ramos das arvores. A
construcéo das arvores filogenéticas foi feita utilizando o programa jModeltest 2
(DARRIBA et al.,, 2012) para definicio do modelo de evolugdo do DNA
(substituicdo nucleotidica). As analises de distancia (NJ) foram conduzidas
utilizando o software “PAUP 4.0b8” (“Phylogenetic Analysis Using Parsimony”)
(SWOFFORD, 2003) dentro do programa “Geneious Pro”. Foram aplicados
valores de suporte de “bootstrap” com base em 1.000 réplicas de buscas
heuristicas.

Como grupo externo foram utilizadas sequéncias de espécies do género
Batrachospermum de varias se¢fes e outros géneros de Batrachospermales
disponiveis no “GenBank” (Tabela 2). Para a andlise das sequéncias de cox1l
(completas e de “‘minibarcode”) também foram geradas matrizes de
alinhamento com as sequéncias produzidas neste estudo. No entanto, néo
existem sequéncias para este marcador no “GenBank”. Assim, foram
construidas arvores de distancia (NJ) com uso do algoritmo Kimura-2
parametros (SCHNEIDER, 2003) utilizando B. gelatinosum como grupo
externo.

Para analise de MV, as matrizes de dados foram exportadas para o
formato PHYLIP e analisadas no software RAxXML GUI (“graphical user
interface”), versdo 1.31 (STAMATAKIS, 2006; SILVESTRO & MICHALAK,
2012). A AB foi conduzida com uso do software MrBayes v3.1b4 (RONQUIST&
HUELSENBECK, 2003), dentro do programa “Geneious Pro”. Para estas
andlises foram definidos quatro cadeias de Markov e 10.000.000 de geragoes,
amostradas a cada 100 geracdes, com probabilidades posteriores (PP)

calculadas utilizando as 1.000 arvores finais. As primeiras 500 arvores foram
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descartadas, conforme valor minimo (“burn-in”) estimado com o programa
Tracer v. 1.4 (RAMBAUT & DRUMMOND, 2007).

Com base nos dados de rbcL, as andlises de Maxima Verossimilhanca
(MV) e Bayesiana (AB) foram rodadas com o uso do modelo de distancia GTR
(“General Time Reversible”) com os seguintes parametros: distribuicdo gama =
1.2550; proporcao de sitios invariaveis () = 0.5380; frequéncia de bases A =
0.3249, C =0.1270, G =0.2091, T = 0.3391; e matriz da taxa de substituicdo A-
C =3.7729, A-G = 5.6754, A-T = 2.7122, C-G = 2.5854, C-T = 21.7909, G-T =
1.0000.
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3. Resultados

3.1. Variaveis ambientais

As varidveis ambientais foram obtidas para 9 dos 15 pontos de
coleta (Tabela 3). As espécies da secao foram coletadas em rios/riachos com
as seguintes condicdes:

B. atrum ESP — agua alcalina (pH= 7,9), temperatura relativamente baixa
(13°C) e alta concentracdo ionica(750uS.cm™). Nao foram obtidos dados das
outras variaveis (oxigénio dissolvido e velocidade correnteza).

Batrachospermum sp. (PEVV e CJ1) — aguas ligeiramente acidas (pH=
6,7 £ 0,3, média + desvio padrdo), temperaturas relativamente baixas (14,8 +
5,7°C), baixa concentracao iénica (6,5 = 4,9 uS.cm1), moderadas oxigenacéo
(oxigénio dissolvido 6,8 mg.L™, saturacdo de 61%) e correnteza (40,5 + 2,1
cm.s?). Esta espécie foi encontrada em Floresta Ombroéfila Mista (50%) e
Campos (50%) (Tabela 3).

B. puiggarianum — aguas ligeiramente acida a neutras (pH= 6,6 + 0,68),
temperaturas relativamente baixas (15,0 £ 4,8°C), baixa concentracdo idnica
(15,6 + 5,9 uS.cm™) para a maioria das amostras e alta para a populagéo BPJ3
(685uS.cm™), moderada a elevada oxigenacéo (6,9 + 1,9mg.L™, saturacéo 67,4
+ 19,4 %), e correnteza lenta a rapida (velocidade 57,5 + 29,1 cm.s™). Os
espécimes foram coletados na mesma frequéncia em trés biomas distintos no
Brasil: floresta ombroéfila mista (33,3%), cerrado (33,3%) e campos (33,3%)
(Tabela 3).

Os resultados de ANOVA (F=0,07-3,22, p<0.11) e teste de comparacéo
multipla de Tukey néo revelaram diferencas significativas para nenhuma das

variaveis ambientais analisadas.
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3.2. Andlises moleculares

Neste trabalho foi gerado um total de 27 novas sequéncias para os trés
marcadores moleculares utilizados. Para o gene rbcL, foram obtidas
sequéncias parciais (1.282 pb) para 14 de todas as amostras estudadas,
exceto a amostra “B. puiggarianum SP187337”, a qual ndo foi incluida nas
analises. A regiao de “barcode” do gene coxl (664pb) foi completamente
sequenciada para 12 das 15 amostras analisadas, enquanto que para o
“‘minibarcode” de coxl (242 pb) foi obtida uma sequéncia nova (amostra
SP187337). Nao foi possivel obter produtos de PCR do gene coxl para uma
amostra de B. puiggarianum (PAS5) e de B. atrum (JAP).

3.2.1. Andlise das sequéncias de rbcL

Nas andlises das sequéncias de rbcL foi gerada uma arvore apresentada
de duas maneiras (Figuras 4 e 5). As arvores sao idénticas, apenas que numa
delas (Figura 5) foi mostrada exclusivamente a se¢céo Setacea, permitindo uma
melhor visualizacdo da topologia da arvore dentro do grupo. A &rvore
filogenética de consenso (MV) mostrou que a se¢do Setacea representa um
grupo monofilético com alto suporte de bootstrap (BS > 95%) e de
probabilidade posterior (PP > 0,95) (Figura 4). O clado da secdo Setacea
posicionou-se como grupo irmao de um clado maior denominado de grupo
Australasica, formado por espécies da Australia e Nova Zelandia e cujo “status”
taxondmico ainda ndo esta definido. No entanto, uma espécie do grupo
Australasica (B. antipodites) ficou fora do grupo, indicando que se trata de um
grupo parafilético (Figura 4). O grupo irméo da secdo Setacea € representado

por parte de Australasica.



30

A andlise mostrou trés clados com alto suporte dentro da sec¢do Setacea
(Figura 5), evidenciando distinta separagcdo entre as espécies B. puiggarianum
e B. atrum (Australia, Espanha e Japdo) com variacao interespecifica de 45-76
pb (3,5-5,9%). Além disso, duas amostras do Brasil (PEVV, CJ1), identificadas
como B. atrum, foram nitidamente diferentes das demais espécies, com
divergéncia interespecifica de 50-72pb (3,7-5,6%) (Tabela 5).

As sequéncias dos espécimes identificados como B. puiggarianum
apresentaram uma ampla variacdo intraespecifica (0-34pb; 0-2,6%) e
posicionaram-se dispersos no clado, sem formarem grupos distintos pela
auséncia de suporte, exceto um grupo com duas sequéncias (CAMB e PASS).
(Tabela 5; Figura 4). Dessa maneira, dentro do clado de B. puiggarianum né&o
houve divergéncia e suportes (PP e BS) suficientes que permitissem a
separacao entre as sequéncias das amostras e reconhecimento como grupos
distintos. Notou-se apenas uma tendéncia de amostras coletadas em areas
muito préximas posicionarem-se juntas na arvore, como as sequéncias de
PAS3, PAS5 e CAMB.

Dentre as sequéncias de B. atrum para este marcador (quatro geradas
neste estudo e duas do “GenBank”) houve uma variagao intraespecifica de 4-
47pb (0,3-3,7%), a qual & muito ampla e sugere a existéncia de mais de uma
espécie. As sequéncias das amostras de B. atrum (PEVV e CJ1) do Brasil
apresentaram uma grande divergéncia em relacdo as demais sequéncias desta
espécie: 35-47pb (2,7-3,7%). As sequéncias destas duas amostras do Brasil
apresentaram uma variacdo de 4pb (0,3%) entre si e as amostras do
“GenBank”, da Espanha e do Japao divergiram em 6-22pb (0,5-1,7%). A
variacdo entre as amostras da Espanha e do Japao foi de apenas 6 pares de
bases (0,5%) (Tabela 5).

A arvore de consenso (MV) indicou que as amostras do Brasil
identificadas como B. atrum formaram um clado divergente inicial com alto
suporte dentro de Setacea. Estes resultados sugerem que ha duas espécies
molecularmente distintas dentro de B. atrum. As populacdes brasileiras seréo

doravante denominadas Batrachospermum sp.
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3.2.2. Andlise das sequéncias de cox1 e de “minibarcode”.

A arvore de distancia (NJ) evidenciou um grupo com alto suporte (BS >
95%) formado pelas sequéncias da secdo Setacea (Figura 6). Os nés que
representam as espécies (Batrachospermum sp.; B. puiggarianum) também
apresentaram alto (B. puiggarianum) suporte, enquanto que o grupo que inclui
B. atrum (Brasil e Espanha) apresentou meédio suporte. Dentre as 12
sequéncias geradas para coxl, as amostras de B. puiggarianum apresentaram
grande divergéncia variaram de 0-17 pb (0-2,5%) (Tabela 6). No grupo com as
sequéncias de B. puiggarianum a sequéncia da amostra PAS2 ocupou uma
posicdo divergente inicial em relacdo a todas as demais, a qual refletiu a
divergéncia relativamente alta (6-13 pb, 0,9-2,0%, Tabela 6). As demais
sequéncias posicionaram-se relativamente proximas num amplo grupo, no qual
distinguiu-se um anico clado com alto suporte, formado pelas sequéncias das
amostras BOR, BPJ3, CJ4, PAS3 e RPD. As sequéncias de BPJ3, PAS3 e
RPD foram idénticas entre si (Figura 6; Tabela 6). Nao observou-se, portanto,
qualguer disjuncdo nitida entre os valores de divergéncia entre todas as
sequéncias (0-17pb, 0-2,5%), que permitisse separacdo entre as amostras e
reconhecimento de taxons infra-especificos distintos.

A analise do ramo com as sequéncias de B. atrum mostrou dois grupos:
um com medio suporte (BS=87%) representado pela amostra da Espanha e o
outro com alto valor (BS>95%), constituido por duas amostras do Brasil (PEVV
e CJ1). As amostras de B. atrum da Espanha e do Brasil apresentaram
divergéncia de 37-41pb (5,6-6,2%), niveis altos o bastante para justificar sua
separacdo como espécies distintas. Além disso, as amostras do Brasil
identificadas como B. atrum apresentaram suporte >95% e divergéncia
intraespecifica de apenas 4pb (0,6%), permitindo concluir tratar-se de uma
mesma entidade taxondmica (Batrachospermum sp.).

Pode-se observar entre as sequéncias de B. puiggarianum e B. atrum
uma divergéncia interespecifica de 61-64 pb (9,2-9,6%), e entre B.
puiggarianum com relacdo a Batrachospermum sp. ( PEVV e CJ1) de 46-52 pb
(6,8-7,9%) (Tabela 6). Portanto, observou-se nitida disjuncdo dos limites de
divergéncia inter e intraespecifica (B. puiggarianum— 0-17pb; 0-2,5% e

Batrachospermum sp.— 4pb;0,6%) entre as sequéncias, que permitiu a



35

separacdo dos trés grupos de espécies de Batrachospermum da secao

Setacea. Esses dados sao congruentes com os de rbcL.
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B. gelatinosum HQ412539

B. atrum ESP
87

_{Batrachospermum sp. PEVV

Batrachospermum sp. CJ1

9
B. puiggarianum PAS2
B. puiggarianum CAMB
i)
B. puiggarianum BRT
B. puiggarianum RSB
781
® > 95% B. puiggarianum BOR
——  0.05 substituigdes/sitio 79,2

B. puiggarianum CJ4

B. puiggarianum BPJ3

B. puiggarianum PAS3

B. puiggarianum RPD
Figura 6: Arvore de distancia (“neighborjoining”) gerada com base nas sequéncias da

regido de “barcode” do gene cox1. Os nimeros associados aos nds indicam os valores
de “bootstrap”, nés sem valores de “bootstrap” indicam suporte < 70%.
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A distincdo entre as espécies de Batrachospermum da se¢do Setacea
ficou ainda mais clara com a deteccdo do “barcode gap” pela aplicacédo da
técnica ABGD para as sequéncias de coxl. Utilizando a analise para as 12
sequéncias de cox1, indicou que as amostras de B. puiggarianum, B. atrum e
Batrachospermum sp. (B. atrum do Brasil) correspondem a trés espécies
distintas dentro da secdo Setacea (Tabela 7, Figura 7). Além disso, 0s
resultados mostraram que as amostras de B. puiggarianum correspondem a

uma Unica entidade taxonémica (Tabela 7, Figura 8).

Tabela 7: Divergéncias intra e interespecifica (%, linha inferior) para sequéncias de
cox1 e valores de distancia (linha superior — resultados de ABGD) mostrando “barcode
gaps” para as espécies de Batrachospermum da se¢éo Setacea.

B. puiggarianum Batrachospermum sp. B.atrum
Bji”a;?;i%?;m“m 0,000 - 0,023 0,071 - 0,083 0,098 - 0,103
?nzg)g (0-2,5%) (6,8-7,9%) (9,2-9,6%)
Batrachospermum sp. 0,071 -0,083 0,000 - 0,006 0,058 - 0,065
(n=2) (6,8-7,9%) (0,6%) (5,6-6,2%)
B. atrum 0,098 - 0,103 0,058 - 0,065 0.000
(n=1) (9,2-9,6%) (5,6-6,2%) !

n= numero de sequéncias.
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A arvore de distancia (NJ) para as sequéncias de “minibarcode” de cox1
mostrou a secdo Setacea como um grupo monofilético com alto suporte (BS
>95%), com a formacdo de dois grupos com médios suportes: 1) B.
puiggarianum (BS=74,9%) e 2) e B. atrum (BS=78%) (Figura 9). O grupo
formado pelas amostras de B. puiggarianum incluiu a amostra de herbario
SP187337, a qual posicionou-se num ramo longo (variacao de 10-14 pb e 4,1-
5,8%) e relativamente divergente em relacdo a maioria das sequéncias da
espécie (Tabela 8, Figura 9).

Observou-se entre as sequéncias de B. puiggarianum e B. atrum uma
divergéncia interespecifica de 21-28 pb (8,7-11,6%), e entre B. puiggarianum
com relacdo a Batrachospermum sp. (PEVV e CJ1) de 12-21 pb (5,0-8,7%)
(Tabela 8). Portanto, observou-se nitida disjuncédo dos limites de divergéncia
inter e intraespecifica (B. puiggarianum— 0-14 pb (0-5,0%) e Batrachospermum
sp. do Brasil — 2 pb (0,8%) entre as sequéncias, que permitiu a separacao dos
trés grupos de espécies de Batrachospermum da secao Setacea. Esses dados
sao congruentes com os de rbcL e da regidao de “barcode” completa de cox1.
Esses dados validam a aplicacao de sequéncias de “minibarcode” de cox1 para

identificacdo de espécies da secao Setacea.
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B. puiggarianum PAS3
B. puiggarianum RPD
84,5 B. puiggarianum BPJ3
B. puiggarianum CJ4
B. puiggarianum BOR

® >95% 1
B. puiggarianum CAMB

B. puiggarianum RSB

B. puiggarianum BRT
74,9

B. puiggarianum SP187337

— B. puiggarianum PAS2

B. atrum ESP
75

78 Batrachospermum sp. PEVV

Batrachospermum sp. CJ1

B. gelatinosum HQ412539

0,05 subistituigcbes/sitio

Figura 9: Arvore de distancia (“neighborjoining”) gerada com base nas sequéncias da
regido de “minibarcode” do gene coxl. Os numeros associados aos nos indicam o0s
valores de “bootstrap”, nés sem valores de “bootstrap” indicam suporte < 70%.
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3.3. Anélises Morfolégicas

Foram analisadas morfologicamente 15 amostras da sec¢éo investigada,
consistindo de quatro B. atrum (duas do Brasil, uma da Espanha e outra do
Japéao) e 11 amostras de B. puiggarianum. Com relacdo aos espécimes-tipo da
secdo, foi analisado o espécime de B. puiggarianum, enquanto que para B.
atrum utilizamos as informacdes descritas no trabalho de Sheath et al. (1993).
Para algumas amostras ndo foi possivel fazer 20 medi¢cdes e contagens para
algumas estruturas (Tabelas 9 e 10): dimens6es e numero de células dos
fasciculos primarios, dimensGes do carpogbnio, dimensbes dos
carposporangios, numero de células dos filamentos gonimoblasticos,
dimensbes dos espermatangios e dimensBes das células dos filamentos
rizoidais. Além disso, algumas amostras estavam estéreis (RSB, BRT e
SP187337) ou ainda mal preservadas e s6 foi possivel fazer observacdes de
alguns caracteres vegetativos (Tabela 9).

Com base nas caracteristicas diagnosticas aplicadas para diferenciacéo
das espécies da secdo Setacea foi possivel distinguir claramente duas
espécies dentro da secdo estudada, com base em duas caracteristicas
vegetativas (Tabelas 9-10, Figuras 10-24): verticilos densos, ndo compactos;
fasciculos primarios separados, ndo aderidos uns aos outros ou as células dos
filamentos rizoidais (B. atrum); verticilos compactos; fasciculos primarios

aderidos uns aos outros e as células dos filamentos rizoidais (B. puiggarianum).

Secéao Setacea De Toni, Typis Seminarii. 1897.
Espécie-tipo: B.atrum (Hudson) Harvey, Man.Brit. Alg. 120.1841.

Diagnose da secdo (MORI, 1975; NECCHI, 1990b; EMTWISLE, 1992;
KUMANO, 2002; este estudo): verticilos reduzidos, compactos ou néao;
fasciculos primarios separados ou aderidos uns aos outros, curtos, 2—7 células
cilindricas, doliformes ou elipticas; fasciculos secundarios numerosos,
proximos dos verticilos, cobrindo 2/3 ou todo internd; filamentos rizoidais bem
desenvolvidos, formados por células cilindricas alongadas; espermatangios
esféricos ou obovoides; carpogdnios simétricos, com tricoginios claviformes ou

elipticos; ramos carpogoniais curtos, retos ou ligeiramente curvos, 1-5 células,
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bem diferenciados dos fasciculos primarios e originados das células
pericentrais; carposporofitos esféricos ou semi-esféricos, assemelhando-se a
protuberancias sobre os verticilos; carposporangios obovoides ou elipticos;

com 2-7 células nos filamentos gonimoblasticos.

Chave de identificacdo para as espécies da se¢do Setacea reconhecidas neste
trabalho

1. Verticilos compactos e aderidos ao eixo principal; fasciculos primarios

aderidos uns aos

[0 10 110 1 PP B. puiggarianum.

1. Verticilos ndo compactos, ndo aderidos ao eixo principal; fasciculos

primarios separados, nao aderidos uns aos

(011 1101 T PP TPPPT 2.

2. Distribuicdo geogréafica ampla (Europa e Asia); nivel de divergéncia de

sequéncias de CoX1 < 37Ppb € 5,6%0.........ceuvuiiiiiiiieeeieiieeeeeeeiiiiiinns B. atrum

2. Distribuicdo geogréfica restrita ao Brasil; nivel de divergéncia de

sequéncias de cox1 > 37pb e

5,000 e Batrachospermum sp.

B.atrum (Hudson) Harvey, Man.Brit. Alg. 120.1841.(Figuras 11, 14, 17, 20 e 23)

Basidnimo: Conferva atra Hudson, Fl. angl. 597. 1798.
Sindénimo: B. gallaei Sirodot, Batrachospermes 256, pl. 22 figs. 1-7. 1884;
Batrachospermum tenuissimum Bory, Batrachospermes. 227. 1823; B. dillenii
Sirodot, Batrachospermes.254. 1884; B. angolense W. West & G.S. West, J.
Bot. 35: 2.1987; Sirodotia angolensis (W.West & G.S.West) Skuja, Bol. Soc.
Brot. 34: 53. 1960.
Tipo: Little well, Gors Bach, entre Llanfaethly e Trefadog, Wales. Coll. S.
Brewer s. n. antes de 1741. BM Sloane Herbarium HS.229, 59, RH 118
(Lectotipo).

Plantas monoicas e dioicas, com verticilos reduzidos e inconspicuos,
nao aderidos ao eixo e ndo compactos, densos, obcdnicos ou doliformes e

separados, 71-290 um de diametro; interné 200-1600 pum de comprimento;
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filamentos rizoidais bem desenvolvidos, formados por células cilindricas
alongadas, com 4-7 uym de largura e 20-50 um de comprimento; fasciculos
primarios (Figura 17) separados uns dos outros, com 3-8 células; células
proximais cilindricas, com 8,0-20,0 um de comprimento e 5,0-13,0 um de
didmetro; células distais cilindricas, doliformes ou elipticas 7,0-20,0 um de
comprimento e 4,0-13,0 ym de didmetro; fasciculos secundarios numerosos,
proximos do verticilo ou até 2/3 do internd; filamentos rizoidais bem
desenvolvidos, formados por células cilindricas alongadas, com 4-7 um de
largura e 20-50 pm de comprimento (Tabelas 9 e 10); espermatangios
esféricos a obovoides, terminais nos fasciculos primarios e secundarios, com
4,0-9,5 ym de diametro; carpogdnio com 8-30 um de comprimento e 4,0-7,0
Mm de didmetro; tricoginios claviformes ou elipticos; ramos carpogoniais com 3-
5 células, ligeiramente curvo, filamentos involucrais com 1-2 células (Figura
23); carposporofitos semi-esféricos de 1 a 2 por verticilo, 70-242 pm de
diametro e 39-175 uym de altura (Figura 14); carposporangios obovoides ou
elipticos, 7,0-14,0 ym de comprimento e 5,5-11,0 um de didmetro e filamentos

gonimoblasticos com 3—7 células (Figura 20) (Tabelas 9 e 10).

ObservacOes: a variagdo dos caracteres morfométricos dos espécimes
examinados situou-se dentro dos valores reportados por outros autores, mas

geralmente proximos ou acima dos limites maximos (Tabelas 9 e 10).

Batrachospermum puiggarianum Grunow in Wittrock & Nordstedt, Algae
Exsic.11: 1. 1889 (Figuras 10, 13, 16, 19 e 22).

Sindénimo: B. schwacheanum Mobius, Ber. dt. Bot. Ges. 10: 20. 1892; B.
nigrescens W. West & G.S.West. J. Bot. 35: 2. 1897; Sirodotia nigrescens (W.
West & G.S. West) Skuja, Bol. Soc. brot.34: 54. 1960; B. atrum (Hudson)
Harvey var. puiggarianum (Grunow) Necchi. Bolm. Bot. Univ. 11: 25. 1989.
Tipo: Brasil, Sdo Paulo, Apiai, 24°31’S, 48°50’ W. Coll. Y. |. Puiggari, B225281
(Is6tipo).



47

Plantas dioicas ou monoicas, com verticilos reduzidos e conspicuos,
compactos, aderidos ao eixo, densos, obconicos ou doliformes e separados,
91-344pum de diametro (Figura 13); interné 200-1087 um de comprimento;
fasciculos primarios aderidos uns aos outros, com 2-6 células; células
proximais cilindricas, 7,0-19,0 um de comprimento e 6,0-14,0 ym de didmetro;
células distais cilindricas, elipticas ou doliformes com 4,0-18,0 um de
comprimento e 4,0-12,0 ym de diametro (Figura 16); fasciculos secundarios
numerosos sobre todo ou 2/3 do internd; filamentos rizoidais bem
desenvolvidos, formados por células cilindricas alongadas, com 3-13 ym de
largura e 16—49 pym de comprimento; espermatangios esféricos a obovoides,
terminais nos fasciculos primarios e secundarios com 4-7um de diametro
(Figura 16); carpogdnios com 8-32 ym de comprimento e 5-9 ym de diadmetro;
tricoginios claviformes ou elipticos; ramos carpogoniais retos ou ligeiramente
curvos, com 1-4 células; filamentos involucrais com 1-3 células (Figura 22);
carpospordfitos esféricos ou semi-esféricos 1-2(-3) com 61-304 um de
didametro e 44-278 um de altura; carposporangios obovoides ou elipticos, 7,0—
13,0 uym de comprimento e 5,0-11,0 pm de didametro, filamentos

gonimoblasticos com 3-5 células (Figura 19) (Tabelas 9 e 10).

Observagbes: O espécime-tipo de B. puiggarianum (is6tipo) analisado
apresentou verticilos reduzidos e conspicuos, compactos, densos, obcbnicos
ou cobnicos e separados, com 47-327 um de didametro; interno 90-327 um de
comprimento (Tabela 9). Os outros caracteres ndo foram visualizados e
medidos pelo mal estado de conservacdo da amostra, mas foi possivel
distinguir o espécime por meio dos caracteres vegetativos diagndsticos para a
espécie.

As caracteristicas descritas para as populacdes brasileiras examinadas
concordaram com as obtidas do espécime tipo (Tabelas 9 e 10) e também com
aquelas reportadas por outros autores (ENTWISLE, 1992; NECCHI, 1990b;
KUMANO, 2002). No entanto, algumas caracteristicas morfométricas (internd,
fasciculos primarios e carposporofitos) excederam o0s limites maximos

anteriormente reportados na literatura.
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Batrachospermum sp. (Figuras 12, 15, 18, 21 e 24)

Plantas monoicas e dioicas, com verticilos reduzidos e inconspicuos,
ndo compactos, ndo aderidos ao eixo, densos, obcbnicos ou doliformes e
separados, 172-423 pm de diametro; intern6439-1377 um de comprimento
(Figura 15); fasciculos primarios (Figura 18) ndo aderidos uns aos outros, com
4-8 células; células proximais cilindricas, 11,0—-16,0 um de comprimento e 6,0—
12,0 ym de diametro; células distais doliformes a elipticas 7,0-12,0 ym de
comprimento e 5,0-9,0 um de didmetro; fasciculos secundarios numerosos,
sobretodo o internd; filamentos rizoidais bem desenvolvidos, formados por
células cilindricas alongadas, com 6-12 um de largura e 25-55 pm de
comprimento; espermatangios (Figura 18) esféricos, terminais nos fasciculos
primarios e secundarios com 6,5-9,0 um de diametro; carpogbnio com 20-30
pm de comprimento e 6,5-8,0 um de didmetro, tricoginio claviforme; ramos
carpogoniais com 3-5 células, ligeiramente curvo; filamentos involucrais com 1-
2 células (Figura 24); carposporofitos semi-esféricos, 1 a 2 por verticilo, 95-236
pMm de didmetro e 53-184 um de altura (Figura 15); carposporangios obovoides
ou elipticos, 7,0-13,0 ym de comprimento e 7,0-10,0 um de diametro;

filamentos gonimoblasticos com 3—6 células (Figura 21) (Tabelas 9 e 10).

Observagbes: A amostra CJ1 apresentou espermatangios abundantes e
dispostos predominantemente sobre fasciculos secundarios. Estes caracteres
diferem da outra populagao analisada (PEVV), bem como de B. atrum, mas n&o
foi considerado por si s6 como suficiente para distinguir um taxon distinto, o
gue foi reforcado pela pequena diferenca genética entre as populagdes

brasileiras.
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Figuras 10-12: Apices dos ramos das trés espécies reconhecidas da secdo Setacea. Figura 10: B.
puiggarianum (PAS2); Figura 11: B. atrum (JAP); Figura 12: Batrachospermum sp (CJ1).

Figuras 13-15: Verticilos (setas vermelhas) e carpospordfitos (setas pretas) das trés espécies
reconhecidas da se¢do Setacea. Figura 13: B. puiggarianum (PASS5); Figura 14: B. atrum (ESP); Figura
15: Batrachospermum sp. (CJ1).

Figuras 16-18: Fasciculos primarios e espermatangios (seta) das trés espécies reconhecidas da secéo
Setacea. Figura 16: B. puiggarianum (PAS2); Figural?: B. atrum (ESP); Figura 18: Batrachospermum
sp. (PEVV).

Figuras 19-21: Carposporangios (setas pretas) e filamentos gonimoblasticos (setas vermelhas) das trés
espécies reconhecidas da se¢do Setacea. Figura 19: B. puiggarianum (PAS2); Figura 20: B. atrum
(ESP); Figura 21: Batrachospermum sp. (CJ1).

Figuras 22-24: Carpogbnios (setas pretas) com tricoginios maduros, ramos carpogoniais (setas
vermelhas) e espermacio (seta azul) das trés espécies reconhecidas da se¢do Setacea. Figura 22: B.
puiggarianum (PAS3); Figura 23: B. atrum (ESP); Figura 24: Batrachospermum sp. (PEVV).
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4. Discussao

As espécies da secdo Setacea apresentam ampla distribuicdo
geografica, pois seus representantes (B. atrum e B. puiggarianum) tém sido
reportados na America do Sul (Brasil, Argentina e Uruguai) (NECCHI, 1990b;
ENTWISLE, 1992; KUMANO, 2002), America do Norte (E.U.A.) (SHEATH et al,
1993), Europa (Inglaterra, Franca, Bélgica, Alemanha e Portugal) (HARVEY,
1841; REIS, 1960; KUMANO, 2002), Africa, Asia (China e Jap&o) (MORI, 1975;
KUMANO, 1982;NECCHI, 1990b; ENTWISLE, 1992) e Oceania (Australia)
(ENTWISLE, 1992; ENTWISLE & FORD, 1998; 2007). Ocorrem desde regides
tropicais (NECCHI, 1990b), subtropicais (ENTWISLE & FORD 1998; 2007) até
temperadas. Portanto, as espécies do grupo sédo de ocorréncia ampla, sendo
distribuidas em diversas regides do globo.

Existem relativamente poucos dados ambientais publicados em ambito
mundial, sobre a ocorréncia de espécies da secdo Setacea. Os valores das
variaveis ambientais encontrados para as populacdes de B. puiggarianum, B.
atrum e Batrachospermum sp. neste trabalho foram, de maneira geral,
semelhantes aos descritos para rodofitas continentais em geral (SHEATH,
1984; SHEATH & HAMBROOK, 1990), assim como para populacbes de
Batrachospermum da secdo Setacea nos E.U.A (SHEATH et. al.,1993). O
conjunto de dados ambientais para esta se¢do indica a ocorréncia em aguas
com temperaturas baixas a moderadas (10,8-22,4 °C; 14,7 = 4,3 °C) que reflete
a distribuicdo em regides de elevadas latitude ou elevacdo (SHEATH &
HAMBROOK, 1990; SHEATH, 2003). A média de ocorréncia em pH levemente
acido a neutro (6,0-7,0) tipica para as Rhodophyta de aguas continentais
(SHEATH & HAMBROOK, 1990) foi semelhante, porém mais ampla para as
amostras estudadas (pH 6,8 £ 0,7). Os valores de condutividade situaram-se
dentro da faixa reportada para rodéfitas continentais (4,5-15,0 uS.cm™)
(SHEATH & HAMBROOK, 1990), o que reflete a baixa concentracdo ionica,
com excecdo de duas amostras coletadas em &aguas duras com valores
elevados de condutividade (685-750 uS.cm™). Os valores de concentracdo de
oxigénio dissolvido (3,3-8,5 mg.L™) foram médios a elevados e situaram-se
dentro da ampla faixa reportada para as Rhodophyta de aguas continentais
(0,2-21,0 mg.L™). A velocidade de correnteza de moderada a rapida (31-112
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cm.s™?) indicou ocorréncia destas espécies em aguas mais agitadas do que o
reportado para as espécies da secao Setacea que ocorreram em aguas de
correnteza baixa ou moderada (21-22 cm.s™) (SHEATH et al. 1993) e para as
rodéfitas em geral (média 29-57cm.s™). Por outro lado, os dados concordam
com os de outros autores (NECCHI, 1990b; ENTWISLE, 1992; KUMANO,
2002), segundo os quais as espécies da secao Setacea, B. puiggarianum e B.
atrum sdo encontradas em corpos d’agua com velocidade de correnteza
moderada a rapida.

O conjunto das condicBes encontradas para as amostras da secéo
Setacea, tanto neste trabalho quanto em estudos anteriores, indicam
ocorréncia predominante em aguas oligotréficas e oligossaprébicas (SHEATH,
1984; SHEATH& HAMBROOK, 1990; ELORANTA & KWANDRANS, 2004) e
sugerem seu potencial de utilizacdo como bioindicadores de rios/riachos de
boa qualidade.

As caracteristicas morfologicas descritas para as amostras examinadas
situaram-se em sua maioria dentro dos limites reportados nas descricdes em
trabalhos relevantes de espécies da secdo Setacea (MORI, 1975; KUMANO,
1982; NECCHI, 1990b, ENTWISLE, 1992; SHEATH et al. 1993; ENTWISLE &
FOARD,1998, 2007; KUMANO, 2002; ELORANTA et al., 2011). As amostras
de B. atrum do Brasil (Batrachospermum sp.) ndo apresentaram caracteristicas
morfolégicas e morfométricas suficientemente distintas daquelas reportadas
para a espécie B. atrum. Observou-se uma sobreposicdo relativamente alta
com relacdo as caracteristicas morfométricas entre as trés espécies
reconhecidas na secdo. Por outro lado, foi possivel distinguir dois grupos de
espécies (B. atrum e B puiggarianum) com base em caracteres vegetativos. A
principal caracteristica diagnostica indicada em estudos anteriores da secéo
(verticilos reduzidos, NECCHI, 1990b) foi confirmada. Os fasciculos primarios
sé@o aderidos uns aos outros e as células dos filamentos rizoidais, resultando
em verticilos compactos em B. puiggarianum. Em contraste, os fasciculos
primarios sdo separados e ndo aderidos uns aos outros ou as células dos
filamentos rizoidais, resultando em verticilos ndo compactos em B. atrum e
Batrachospermum sp. Este € um dos raros casos dentro do género
Batrachospermum em que caracteres vegetativos permitem separar espécies.

Entretanto, ndo foi detectado qualquer carater morfolégico diagnostico para
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separar B. atrum de Batrachospermum sp. e a distincdo entre as duas foi
baseada na distribuicdo geogréafica disjunta (Europa-Asia x Brasil) e na
existéncia de “barcode gap” entre as sequéncias de cox1l (PUILLANDRE et al.,
2012; LELIAERT et al.,, 2014). A nitida separacdo das duas espécies foi
corroborada pelas analises de sequéncias de rbcL.

A secdo Setacea tem sido reconhecida (MORI, 1975; NECHI, 1990;
ENTWISLE, 1992; KUMANO, 2002; este trabalho) com base em caracteristicas
morfologicas principalmente pela presenca de verticilos reduzidos. Necchi
(1990) e Necchi & Entwisle (1990) propuseram que a secdo Setacea deveria
ser incluida na secdo Virescentia, baseado no fato de que a principal
caracteristica da secao (verticilos reduzidos) também ocorre em representantes
de outras sec¢Bes (Contorta — atual género Kumanoa e Turfosa). Sheath et al.
(1994b) rejeitaram a unificacdo das duas secOes apenas com base nos dados
morfologicos. Deve-se notar que verticilos reduzidos podem ocorrer ainda em
outros grupos de Batrachospermales (como o grupo Australasica) (VIS &
ENTWISLE, 2000; NECCHI & VIS 2012; VIS et al.,, 2012). Isso nos leva a
guestionar se esta caracteristica é apropriada para definicdo desta secdo. Além
disso, membros de outras secOes distinguem-se basicamente pelas
caracteristicas da morfologia reprodutiva. Com base nos resultados das
analises moleculares, particularmente das sequéncias de rbcL, podemos
afirmar que a sec¢ao constitui um grupo bem definido dentro da ordem, o qual
pode ser definido pela presenca de verticilos reduzidos, associada a caracteres
reprodutivos (carpogonio e carposporofito), conforme descrito nos resultados
morfologicos. Os dados deste estudo nos permitem, portanto, inferir que a
formacdo de verticilos reduzidos deve ter ocorrido varias vezes na evolucao
das Batrachospermales e pode ser interpretada como convergéncia
morfologica.

As analises filogenéticas em estudo realizado por Entwisle et al. (2009),
baseado em dados moleculares indicaram a se¢do Setacea como um grupo
monofilético com alto suporte. Porém, a se¢do posionou-se dentro do grupo
denominado Australasica, formado por B. pseudogelatinosum, B. kraftii, B.
theagum, Nothocladus lindauri e B. antipodites. Esses dados provavelmente
refletiram a pequena representatividade de populacdes e regides geograficas.
Neste estudo ampliamos a amostragem de populagdes, com a inclusao de 13
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amostras do Brasil, assim como da cobertura geogréafica, com amostras da
Espanha e do Japdo. A andlise dos dados moleculares para os dois
marcadores testados (regiao de “barcode” de coxl, e rbcL), permitiu corroborar
a hipétese de que a secdo Setacea constitui um grupo monofilético dentro do
género Batrachospermum. O grupo irméo da secdo Setacea € representado
por uma parte do grupo Australasica, que foi demonstrado ser parafilético neste
estudo. Portanto, a secdo Setacea ndo deve ser considerada dentro do grupo
Australasica (ENTWISLE et al., 2009), podendo ser reconhecido como um
taxon distinto, provavelmente um género dentro de Batrachospermaceae.
Entretanto, preferimos ndo propor formalmente a elevacdo da secdo para o
nivel género até que mais dados sejam obtidos para algumas outras se¢des de
Batrachospermum, particularmente o grupo Australasica. Estudos sobre este
grupo estéo atualmente em curso por Vis e colaboradores.

Os niveis de divergéncia das sequéncias para o gene rbcL observados
entre as amostras de B. puiggarianum (0 a 34pb; 0-2,6%), de B. atrum (6-22pb;
0,5-1,7%) e Batrachospermum sp. (4pb; 0,3%) situaram-se dentro dos valores
de variacdo intraespecifica observada em outras rodofitas continentais da
ordem Batrachospermales (0-4,5%, Tabela 11). Os valores amplos reportados
para espécies de Batrachospermales nos trabalhos de Vis et al. (2008, 2010 e
2012) referem-se a sequéncias de espécimes coletados em amplas regides
geograficas, e muito provavelmente representam complexo de
espécies, dentro dos quais poderdo ser reconhecidas duas ou mais espécies,
algumas delas (p.ex. B. macrosporum) cripticas (VIS et al.,2008).

Para a regido de “barcode” do gene coxl os limites de variacao
intraespecifica para as amostras de Batrachospermum sp. (4pb; 0,6%) e B.
puiggarianum (0 a 17 pb, 0-2,5%) encontraram-se, respectivamente, dentro e
bem superiores aos limites reportados para rodofitas marinhas. A variacéo
intraespecifica para a regiao de “barcode” do gene cox1 descrita por Saunders
(2005) foi de 0 a 2 pb (0-0,2%) em 16 espécies das ordens Ceramiales,
Gigartinales e Rhodymeniales. Da mesma forma, Robba et al. (2006)
encontraram variacdo intraespecifica baixa (0 a 4pb, 0-0,7%) para
representantes de seis ordens de algas vermelhas. Por outro lado, os valores
amplos reportados nos trabalhos de House et al.(2008) e Sherwood et al.

(2010) (Tabela 11) referem-se, a exemplo dos dados para rbcL, a espécimes
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coletados em amplas regibes geograficas e muito provavelmente também
devem representar complexos envolvendo mais de uma espécie, algumas
provavelmente cripticas. Por outro lado, a ampla variacao aqui reportada para
B. puiggarianum para os marcadores coxl1 e rbcL (0-17 pb e 0-2,5%; 0-34pb e
0-2,6%), respectivamente, foi continua com a auséncia de “barcode gap”. Com
base na analise de ABGD (PUILLANDRE et al., 2012; LELIAERT et al., 2014)
ficou evidente que B. puiggarianum representa uma mesma entidade
taxondmica.

Informacdes sobre espécies cripticas foram relatadas por Robba et al.
(2006) em trés espécies de algas vermelhas apresentando divergéncias de 52-
53 pb. Dessa forma, a variagao de B. atrum (4-41 pb e 5,6-6,2%; 4-47pb e 0,5-
3,7%) para os marcadores coxl e rcbL respectivamente, assim como a sua
posicdo nas arvores filogenéticas, permite concluir que as amostras do Brasil
(CJ1 e PEVV) representam uma espécie geneticamente distinta,
Batrachospermum sp., sendo caracterizada como espécie criptica,

provavelmente endémica do Brasil.
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Tabela 11: Trabalhos anteriores da variagdo intraespecifica em espécies de

Batrachospermales para os dois marcadores utilizados neste estudo.

Espécies

Marcadores
moleculares

Fonte e variacdo

Referéncias

B. gelatinosum

s8]

. pseudogelatinosum

B. atrum

B. helminthosum

B. helminthosum

B. macrosporum

B. arcuatum

K. brevearticulata

K. abilli

B. helminthosum

B. puiggarianum

B. atrum

Batrachospermum sp

B. gelatinosum

B. helminthosum

B. macrosporum

B. helminthosum
B. puiggarianum

Batrachospermum sp

rbcL

rbcL

rbcL

rbcL

rbcL

rbcL

rbcL

rbcL

rbcL

rbcL

rbcL

rbcL

rbcL

cox1l

cox1l

coxl

cox1l
cox1l

coxl

E.U.A. e Canada, 15
localidades, 0-1.9%

Australia, 0-3,9%

Australia e Reino Unido,
0,9%

E.U.A.,12 localidades, 0-1,4%

Japan,27 localidades,
0,2-3,6%

Américas do Sul e Norte,
0-6%

América do Norte, Asia e
Europa, 107 espécimes,
0-6,4%

Vérias localidades, 17
espécimes de 12 taxons,
2,7%

Vérias localidades, 17
espécimes de 12 taxons,
4,5%

Brasil, 13 amostras, 0-0,9%

Brasil,11 amostras, 0-2,6%

Espanha, Japéo e Austrdlia, 4
amostras, 0,5-1,7%

Brasil, 2 amostras, 0,3%

E.U.A. e Canad4a,16
localidades, 0-0,6%

E.U.A.,15 localidades,0-6.6%

Brasil,Guiana Francesa e
E.U.A., 23 amostras, 0-10,1%

Brasil,13 amostras, 0-2.3%
Brasil, 9 amostras, 0-2,5%

Brasil, 2 amostras, 0,6%

Vis & Sheath (1997)

Vis & Entwisle (2000)

Vis & Entwisle (2000)

Vis et al.(2001)

Hanyuda et al. (2004)

Vis et al. (2008)

Vis et al. (2010)

Vis et al. (2012)

Vis et al. (2012)

Agostinho et al. (2014)

Este estudo

Este estudo

Este estudo

House et al. (2010)

House et al. (2008)

Sherwood et al (2010)

Agostinho et al. (2014)
Este estudo

Este estudo
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O numero de amostras para os dois marcadores (rbcL e cox1) ndo sdo o
mesmo e ndo existem dados disponiveis no “GenBank” para cox1 para taxons
deste grupo. Ainda assim, foi possivel observar e concluir que os dois
marcadores em conjunto (rbcL e coxl) foram basicamente congruentes
resultando em arvores com topologias semelhantes. O conjunto dos dados
evidenciaram: 1) a secdo Setacea como grupo monofilético; 2) a divisdo da
secdo em trés clados bem definidos (B. puiggarianum, B. atrum e
Batrachospermum sp.), com alto suporte e variacdo interespecifica das
sequéncias de coxl de: B. puiggarianum e B. atrum (61-64 pb; 6,8-9,6%) e
Batrachospermum sp. e B. puiggarianum (46-52pb; 6,8-7,9%); 3) as
sequéncias de rbcL das amostras CJ1 e PEVV posicionaram-se externas a B.
atrum, formando um clado distinto e divergente inicial da secéo, tratando-se
portanto de uma espécie criptica do grupo no Brasil. Além disso, esses
resultados comprovaram que o marcador cox1 € uma ferramenta aplicavel para
a identificacdo de espécies de algas vermelhas (DNA “barcoding”),
especialmente quando analisados com uso de técnicas para avaliacdo de
“barcode gap” (como ABGD, PUILLANDRE et al, 2012).

Esses dados demonstraram que sequéncias de coxl e rbcL
representaram bons marcadores para, respectivamente, realizar comparacoes
intra e interespecificas e inferir filogenia nesse grupo de Batrachospermales.
Dessa forma, os resultados apresentados para os dois marcadores utilizados
permitem concluir que as amostras de Batrachospermum puiggarianum
reportadas para o Brasil apresentaram niveis de divergéncia altos, mas com
uma variacao continua e sem grupos internos bem delimitados, o que permite
trata-las como uma unica espécie. Os dados gerados mostraram que B. atrum
também constitui uma espécie distinta dentro da secdo e € amplamente
distribuida mundialmente (Europa e Asia). Além de B. atrum e B. puiggarianum,
uma espécie criptica (Batrachospermum sp. CJ1 e PEVV), identificadas
morfologicamente como B. atrum, foram evidenciadas como espécie distinta
pelos dados moleculares, conforme informacdes apresentadas acima. Assim, o
namero de espécies da secao, confirmado por dados moleculares, passa a ser
de trés. Os resultados confirmaram, portanto, a hipotese de que as espécies
reconhecidas previamente na se¢cdo com base em caracteres morfolégicos

seriam corroboradas pelos dados moleculares. A hipétese propunha, ainda,
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gue outras espécies (particularmente espécies cripticas) seriam encontradas e
reconhecidas como espécies distintas dentro do grupo e foi também

confirmada.

5. Conclusoes

Com base nos resultados obtidos através das andlises morfologicas e
moleculares das sequencias de coxl e rbcL de representantes da secao
Setacea do género Batrachospermum em ambito mundial, podemos concluir

que:

1) A secdo Setacea corresponde a um grupo monofilético dentro do género
Batrachospermum.

2) As duas espécies previamente reconhecidas B. atrum e B. puiggarianum
mostraram-se nitidamente separadas por caracteres morfolégicos e
evidéncias moleculares;

3) As sequéncias de B. puiggarianum apresentaram divergéncia molecular
relativamente alta para ambos marcadores, porém com variacdo
continuaentre as populacbes e sem qualquer grupo interno bem
definido; portanto, ndo foi possivel distinguir taxons infra-especificos.

4) A nitida separacdo e divergéncia de Batraschospermum sp. do Brasil
das demais espécies de B. atrum permitem concluir que € uma espécie
geneticamente distinta, sendo, portanto uma espécie criptica e
provavelmente endémica do Brasil; entretanto, ndo foi detectado
qualquer carater morfologico diagnostico para separar B. atrum de
Batrachospermum sp. e a distingdo entre as duas foi baseada na
existéncia de “barcode gap” entre as sequéncias de coxl que foi
corroborada pelas analises das sequéncias de rbcL e refletida na

distribuicdo geogréfica disjunta (Europa-Asia x América do Sul - Brasil).
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