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Resumo Geral 

A ordem Charales da classe Charophyceae inclui seis gêneros (Chara Linnaeus, 
Lamprothamnium J. Grove, Lychnothamnus (Ruprecht) Leonhardi, Nitella C. Agardh, 
Nitellopsis Hy e Tolypella A. Braun) classificados numa única família (Characeae). O 
sistema de classificação mais amplamente utilizado foi proposto por Wood & 
Imahori, é baseado em exclusivamente em caracteres morfológicos e considera que 
as Characeae formam um contínuo de espécies. As 400 espécies do grupo foram 
reduzidas a 81 com muitas variedades e formas. Muitos autores apontaram 
inconsistências no sistema de Wood & Imahori e sugeriram estudos com novas 
ferramentas (especialmente ultraestruturais e moleculares). No Brasil, foram 
reportados os gêneros Chara e Nitella, com abordagens essencialmente florísticas. 
Este trabalho teve por objetivo aplicar marcadores moleculares (sequências dos 
genes plastidiais que codificam a subunidade grande da enzima ribulose 1-5 
bifosfato carboxilase/oxigenase, rbcL – o gene que codifica a enzima maturase K, 
matK; e os espaçadores nucleares 1 e 2 dos transcritos internos do DNA 
ribossômico, ITS1 e ITS2), bem como morfologia estrutural (todos caracteres 
morfológicos considerados diagnósticos) e ultraestrutural (microscopia eletrônica de 
varredura da ornamentação da parede dos oósporos), para: 1) caracterizar as 
espécies de Chara e Nitella com ênfase nas regiões Centro-Oeste e Sudeste do 
Brasil; 2) inferir relações filogenéticas entre as espécies brasileiras de Chara e 
Nitella com as de outras regiões do globo; e 3) associar dados morfológicos, 
ultraestruturais da parede dos oósporos e moleculares, visando detectar os 
caracteres que permitem definir diferentes espécies reconhecidas, bem como propor 
eventuais caracteres novos. Foram geradas doze novas sequências para os 
marcadores rbcL e matK, e oito para ITS2 para seis espécies de Chara: Chara 
braunii, Chara foliolosa, Chara guairensis, Chara haitensis, Chara hydropitys e 
Chara rusbyana. Os dados reforçaram a visão de que alguns táxons infra-genéricos 
(como subgênero Charopsis e subsecção Willdenowia) não são naturais, enquanto 
algumas espécies (C. foliolosa, C. haitensis, C. hidropitys e C. rusbyana), 
anteriormente consideradas como variedades e formas de C. zeylanica, mostraram-
se distintas nas análises dos três marcadores moleculares. Para Nitella geramos 
quarenta e duas novas sequências de rbcL, doze de ITS1 e vinte e três de ITS2 para 
cinco espécies: Nitella acuminata, Nitella axillaris, Nitella elegans, N. flagellifera e 
Nitella microcarpa. Dados sobre a parede oósporo confirmaram estudos prévios e os 
dados moleculares sugeriram a sinonimização de: Nitella subglomerata e Nitella 
gollmeriana com Nitella acuminata; e Nitella axilliformis com Nitella axillaris. A 
identidade entre as seqüências foi alta para os três marcadores, mesmo entre 
populações de Nitella geograficamente muito distantes, assim como a variação 
dentro de cada caráter morfológico analisado. Nossa primeira hipótese de que o 
número de espécies de Chara e Nitella descritas até o momento para as regiões 
Sudeste e Centro-Oeste encontra-se equivocado foi parcialmente comprovada, com 
redução devido à sinonimização de algumas espécies; porém, nenhuma espécie 
nova foi reconhecida. A segunda hipótese, que previa que algumas espécies de 
Chara e Nitella ocorrentes no Brasil apresentariam alta divergência de sequências, 
devido ao isolamento geográfico em período relativamente remoto, daquelas de 
outras regiões do mundo foi refutada.  

Palavras chave: espaçadores transcritos internos do DNA ribossômico, matK, 
morfologia, ornamentação da parede do oósporo, rbcL. 



Abstract 

The order Charales of the class Charophyceae includes six genera (Chara Linnaeus, 
Lamprothamnium J. Grove, Lychnothamnus (Ruprecht) Leonhardi, Nitella C. Agardh, 
Nitellopsis Hy and Tolypella A. Braun) classified in a single family (Characeae). The 
most widely used classification system, proposed by Wood and Imahori, is based 
exclusively on morphological characters and considers that within Characeae there is 
a continuum of species. The 400 species of the group were reduced to 81 with many 
varieties and forms. Many authors pointed out inconsistencies in this system and 
suggested studies applying new tools (especially ultrastructural and molecular). In 
Brazil, only the genera Chara and Nitella were reported, mostly in floristic studies. 
The aim of this investigation was to apply molecular markers (sequences of the 
plastid genes coding for the large subunit of the ribulose 1-5 biphosphate 
carboxylase/oxygenase enzyme, rbcL - and the maturase K enzyme coding gene, 
matK; internal transcriber spacer of nuclar ribosomal DNA, ITS1 and ITS2), as well 
as morphological (all diagnostic characters currently used) and ultrastructural 
(scanning electron microscopy of oospore wall ornamentation), to: 1) characterize the 
Chara and Nitella species with emphasis in the Midwest and Southeast regions of 
Brazil; 2) to infer phylogenetic relationships between the Brazilian species of Chara 
and Nitella with those from other regions of the globe; and 3) to associate 
morphological, ultrastructural oospore wall and molecular data, in order to determine 
characters that can be applied to define species, as well as to propose possible new 
characters. Twelve new sequences were generated for the rbcL and matK markers, 
and eight for ITS2 for six species of Chara: Chara braunii, Chara foliolosa, Chara 
guairensis, Chara haitensis, Chara hydropitys and Chara rusbyana. The data 
reinforced the view that some infra-generic taxa (such as Charopsis subgenus and 
Willdenowia subsection) are not natural, whereas some species (C. foliolosa, C. 
haitensis, C. hidropitys and C. rusbyana), previously considered as forms of C. 
zeylanica, were found to be distinct in the analyzes of the three molecular markers. 
For Nitella we generated forty-two new rbcL sequences, twelve of ITS1 and twenty-
three of ITS2 for five species: Nitella acuminata, Nitella axillaris, Nitella 
elegans,Nitella flagellifera and Nitella microcarpa. Data on the oospore wall 
confirmed previous studies and the molecular evidences suggested the following 
synonyms: Nitella subglomerata and Nitella gollmeriana with Nitella acuminata; and 
Nitella axilliformis with Nitella axillaris. Identity values among the sequences were 
high for the three markers, even among populations of Nitella geographically very 
distant, with wide variation for morphological characters. Our first hypothesis that the 
number of Chara and Nitella species described so far for the Southeast and Midwest 
regions is equivocal was partially confirmed, with a reduction due to the proposal of 
synonyms for some species; however, no new species was recognized, contradicting 
the second part of this hypothesis. The second hypothesis, which predicted that 
some species of Chara and Nitella occurring in Brazil would present high sequence 
divergence due to ancient geographic isolation, from those of other regions of the 
world was refuted. 

Key words: internal transcribed spacers, matK, morphology, oospore wall 
ornamentation, rbcL.  
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INTRODUÇÃO GERAL 

A ordem Charales da classe Charophyceae inclui seis gêneros: Chara 

Linnaeus, Lamprothamnium J. Grove, Lychnothamnus (Ruprecht) Leonhardi, Nitella 

C. Agardh, Nitellopsis Hy e Tolypella (A. Braun) A. Braun; todos são classificados

dentro da família Characeae (Wood & Imahori 1965). É um grupo de algas 

cosmopolita, que habitam principalmente ecossistemas de água doce e, 

secundariamente, água salobra (Wood & Imahori 1965). Segundo Wood & Imahori 

(1965) e Sakayama (2008), membros da família Characeae são caracterizados por 

possuírem talo macroscópico e diferenciado em nós e entrenós que se alternam ao 

longo de um eixo principal. Estes nós suportam ramos verticilados com crescimento 

limitado. Os órgãos reprodutivos masculino e feminino (glóbulo e núcula, 

respectivamente) são formados nos nós dos ramos. As estruturas femininas 

apresentam um envelope protetor formado por cinco células tubulares espiraladas 

que se posicionam ao redor da célula ovo. No topo das células tubulares, divisões 

transversais dão origem a uma ou duas células coronais (coroa). Após a 

fecundação, a célula ovo produz um zigoto resistente e de parede grossa, 

denominado oósporo. 

Segundo Karol (2004), numerosos sistemas de classificação baseados em 

dados morfológicos têm sido propostos para as Charales (Halsted 1879; Robinson 

1906; Groves & Bullock-Webster 1920; Groves & Bullock-Webster 1924; Wood 1951; 

Allen 1954). O trabalho de Wood & Imahori (1965) é bastante completo e vem sendo 

amplamente utilizado como referência para estudos taxonômicos. Na concepção de 

Wood & Imahori (1965), as Characeae formam um contínuo de espécies, variedades 

e formas taxonômicas definidas por limites, em geral, pouco e/ou mal definidos, 

porque supostamente, constituem um grupo de evolução contínua, desde os 

primórdios do pré-Pleistoceno até hoje. Muitas dessas espécies, variedades e 

formas taxonômicas foram estabelecidas sem circunscrições bem definidas, com 

muitas sobreposições entre elas. Ainda segundo Wood & Imahori (1965), melhor 

seria interpretar esta intergradação de limites como reflexos da miscigenação e 

infertilidade, de modo que, na prática, mais apropriado seria unir essas ‗espécies‘ 

em outras, com circunscrição mais ampla, porém, melhor definidas e separadas. 

Wood & Imahori (1965) denominaram as espécies sem circunscrição muito bem 

definida de microespécies e as de circunscrição mais ampla de macroespécies. 
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Desta forma, o sistema proposto por Wood & Imahori (1965) sugeriu que as cerca de 

400 espécies de Characeae descritas até então fossem reduzidas à níveis 

taxonômicos infra-específicos (ou seja, variedades ou formas) ou admitidos como 

sinônimos, resultando em um sistema com apenas 81 espécies.  

Chara e Nitella são os dois maiores gêneros dentro das Charales (Wood & 

Imahori 1965), ambos cosmopolitas, sendo representados em todas as regiões 

temperadas e tropicais, exceto em algumas ilhas isoladas. Nitella ocorre 

preferencialmente em águas neutras ou moderadamente ácidas, sendo mais raras 

em condições alcalinas (Pal 1932, Zaneveld 1940, Olsen 1944, Imahori 1954, 

Corillion 1957, Wood & Imahori 1965), enquanto Chara ocorre tanto em águas 

ácidas quanto em alcalinas, mas a grande maioria dos relatos de ocorrência é em 

hábitats alcalinos (Wood & Imahori 1965). Karol (2004) afirmou em sua monografia, 

que Wood & Imahori (1965) delimitaram os táxons baseados na ―morfologia macro e 

microscópica‖ mais do que nas características filogenéticas chave (sinapomorfias). 

Com isso, reduziram as aproximadamente 180 espécies de Nitella conhecidas até o 

ano de 1959 em níveis infraespecíficos (variedades e formas) ou as agrupou como 

sinônimos, reduzindo-as a apenas 49 espécies com circunscrição ampla; enquanto 

que as 116 espécies de Chara foram reduzidas a apenas 19 (Wood & Imahori 1965). 

Trabalhos taxonômicos clássicos sobre a família Characeae feitos 

previamente à monografia de Wood & Imahori (1965), foram realizados em diversas 

partes do mundo, dos quais destacamos: para a Europa as publicações de Migula 

(1890-1897), Hy (1913, 1914), Groves & Bullock-Webster (1920, 1924), Olsen 

(1944), Corillion (1957); para a Australásia os trabalhos de Nordstedt (1891), Groves 

& Allen (1927), Pal (1932), Zaneveld (1940), Imahori (1954); e para a América do 

Norte, os trabalhos de Allen (1888, 1954), Robinson (1906) e Wood (1948). Entre os 

estudos executados após 1965, destacam-se para a América do Norte os trabalhos 

de Wood (1967), Mann (1989), Langangen et al. (1996), Mann et al. (1999); para a 

Ásia e Australásia Wood (1972), Blazencic & Temniskova-Topalova (1991), Garcia 

(1999); e para a Europa os trabalhos de Langangen (1974), Moore (1986), Blazencic 

et al. (1990), Simons & Nat (1996) e Krause (1997).  

Com o advento da Sistemática Molecular e o aperfeiçoamento das técnicas 

de análise filogenética, outros trabalhos têm sido desenvolvidos englobando 
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espécies de Characeae em estudos mais abrangentes geografica e 

taxonomicamente. Neste aspecto, merecem destaque os trabalhos de McCourt et al. 

(1996a, 1996b, 1999), Karol (2004) e os estudos de Sakayama e colaboradores 

(Sakayama 2008, Sakayama et al. 2002, 2004a, 2004b, 2005, 2006); Boegle et al. 

(2010), Schneider et al. (2015, 2016). Autores como Mandal et al. (2002), Casanova 

(2005), Sakayama et al. (2002, 2004a, 2004b, 2005, 2006, 2009), Kato et al. (2008, 

2010) têm utilizado ainda técnicas de microscopia eletrônica de varredura para 

descrever a ultraestrutura, tanto de aspectos externos quanto internos, da parede do 

oósporo. Em alguns casos, correlacionaram esses dados com evidências 

moleculares para gerarem árvores filogenéticas mais consistentes. Os resultados 

desses trabalhos demonstraram que o sistema proposto por Wood & Imahori (1965) 

apresenta sérios problemas, principalmente no que se refere ao agrupamento de 

diferentes espécies nos níveis infraespecíficos.  

Problemas no sistema de Wood & Imahori (1965) já foram apontados em 

trabalhos mais antigos e baseados exclusivamente na morfologia. Enquanto Wood & 

Imahori (1965) alegavam que seu sistema era reflexo das relações evolutivas, 

Proctor (1980) apontou que tal sistema era baseado na conveniência, e não em 

inferências filogenéticas. Resultados de numerosos experimentos com espécies do 

gênero Chara (Proctor 1970, 1971, 1972, 1975, 1980; Proctor et al. 1971; Proctor & 

Wiman 1971; McCracken et al. 1966) também sugerem que existe uma diversidade 

de espécies maior do que a proposta por Wood & Imahori (1965).  

No Brasil, o início efetivo das pesquisas com Characeae foi marcado pelos 

trabalhos de Bicudo (1968a, 1968b, 1969, 1972, 1974, 1976 1977, 1979) e Bicudo & 

Yamaoka (1978). Estudos de grande valor taxonômico tiveram continuidade com os 

trabalhos de Astorino (1983), Picelli-Vicentim (1990), Picelli-Vicentim & Bicudo 

(1993), Bueno et al. (1996, 2009, 2011a, 2011b e 2016), Bueno & Bicudo, (1997), 

Vieira et al. (2002, 2003), Picelli-Vicentim et al. (2004) e Meurer & Bueno (2012). 

Apesar de relativamente numerosos, todos estes trabalhos utilizaram apenas dados 

morfológicos clássicos para a identificação das espécies e na maioria deles o 

sistema de Wood & Imahori (1965) foi utilizado para a determinação das espécies e 

táxons infra-específicos. Nenhum destes trabalhos adotou dados moleculares ou 

caracterização da parede do oósporo em microscopia eletrônica de varredura. 
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O trabalho de Picelli-Vicentim et al. (2004), corresponde a uma síntese de 

vários outros trabalhos de vários pesquisadores e pode ser considerado uma das 

obras de maior relevância para o estudo dos gêneros Chara e Nitella no Brasil. Os 

autores relataram a ocorrência de vários espécimes cujas características divergiam 

das descritas nos trabalhos de Wood & Imahori (1965). Da mesma forma, vários 

autores (McCracken et al. 1966; Proctor 1970, 1971, 1972, 1975, 1980; Proctor et al. 

1971; Proctor & Wiman 1971; MacCourt et al. 1996a, 1999; Karol 2004; Sakayama 

et al. 2004a, 2004b, 2005, 2006; Sakayama 2008;) sugerem fortemente a existência 

de um número maior de espécies do que o proposto por Wood & Imahori (1965).  

Tomando-se como base os aspectos críticos apontados em investigações 

anteriores em âmbito mundial, bem como a aúsência de dados moleculares e de 

ultraestrutura da parede do oósporo para espécies de Chara e Nitella brasileiras, 

este estudo contempla os seguintes objetivos: 

1) Caracterizar as espécies de Chara e Nitella analisadas com relação às 

características morfológicas tradicionais e ultraestruturais da parede dos oósporos 

com ênfase nas amostras das regiões Sudeste e Centro-Oeste do Brasil; 

2) Inferir as relações filogenéticas entre as espécies de Chara e Nitella do Brasil e de 

outras regiões do globo com base nas sequências de DNA de diferentes 

marcadores.  

3) Associar os dados morfológicos tradicionais, ultraestruturais da parede dos 

oósporos e moleculares, de forma a detectar os caracteres que permitem definir as 

espécies reconhecidas, bem como propor eventuais caracteres novos.  

Foram testadas as seguintes hipóteses: 

1) O número de espécies de Chara e Nitella descritas para as regiões Sudeste e 

Centro-Oeste encontra-se equivocado. Por um lado novas características 

morfológicas e moleculares servirão de subsídio para reconhecimento de um 

número maior de espécies do que o proposto por Wood & Imahori (1965), o que 

elevaria o número de espécies. Por outro lado, caracteres que têm sido usados 

tradicionalmente para delinear espécies (como comprimento dos dactilos e diâmetro 

do talo, entre outras) serão evidenciados como variáveis dentro e entre populações, 

o que nos levaria a propor que espécies descritas para o Brasil sejam sinônimos.  
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2) Algumas espécies de Chara e Nitella ocorrentes no Brasil apresentarão, devido 

ao isolamento geográfico em período relativamente remoto, sequências de DNA 

bastante divergentes daquelas de outras regiões do mundo (especialmente da 

América do Norte, Europa Ásia e Austrália). Esta hipótese possibilitaria inclusive a 

proposição de novas espécies, algumas crípticas e outras com variações em 

caracteres morfológicos não empregados tradicionalmente na identificação em nível 

específico. 
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CONCLUSÃO GERAL 

A presente tese apresentou duas hipóteses gerais. A primeira previa que 

o número de espécies de Chara e Nitella descritas para as regiões Sudeste e 

Centro-Oeste encontra-se equivocado. Por um lado, esse número estaria 

super-estimado devido à grande quantidade de espécies definidas com base 

em critérios mal definidos; e por outro sub-estimado pela provável ocorrência 

de espécies distintas geneticamente, tanto crípticas como diferenciadas por 

novos critérios diagnósticos. As evidências moleculares associadas aos dados 

morfológicos tradicionais e ultra-estruturais comprovaram que, ao menos na 

primeira parte, esta hipótese foi confirmada. Wood & Imahori (1965) 

propuseram o rebaixamento de várias espécies a níveis taxonômicos infra-

específicos, ampliando os limites dos caracteres que delimitavam as espécies, 

ou seja, utilizando-se do conceito que denominaram de macro-espécie. Além 

das comprovações moleculares, segundo McCourt et al. (2016), o sistema de 

Wood e Imahori não vem sendo amplamente utilizado porque trabalhos 

experimentais (McCracken et al. 1966, Grant & Proctor 1972, Proctor 1975) 

mostraram que ele não reflete as diferenças em nível específico em termos de 

isolamento reprodutivo. Após consulta ao Algae Base (Guiry & Guiry 2017), nos 

deparamos com vários táxons propostos como níveis infra-específicos por 

Wood e Imahori e que vêm sendo re-elevados a nível de espécie. Entretanto, a 

simples elevação ou rebaixamento dos níveis taxonômicos não contribui de 

forma efetiva para o avanço da taxonomia de Characeae, pois acreditamos que 

os dados moleculares podem definir melhor as circunscrições das espécies, e 

complementarmente caracteres morfológicos podem ser selecionados para a 

diagnose das mesmas. Assim evitaríamos a adoção de um número enorme de 

espécies e níveis infra-específicos que em muitos casos não são mais do que 

variações morfológicas (usualmente refletindo respostas ambientais ou 

variações populacionais) de um mesmo grupo genético. Na presente tese 

pudemos apontar prós e contras no sistema proposto por Wood e Imahori 

(1965), comprovando a necessidade de novos estudos, sobretudo através de 

dados moleculares, antes de adotar ou descartar totalmente o conceito de 

macroespécie:  
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1- Como ponto falho no sistema de Wood e Imahori destacamos a 

proposta de incluir C. foliolosa, C. haitensis, C. hydropitys e C. rusbyana como 

variedades e formas da espécie Chara zeylanica. Os três marcadores (rbcL, 

ITS2 e matK) forneceram subsídios para tratarmos cada um destes táxons 

como uma espécie distinta. Situação semelhante ocorreu para Nitella 

flagellifera, que foi tratada como uma forma de Nitella furcata, mas nossos 

dados evidenciaram tratar-se de uma espécie distinta e até filogeneticamente 

distante de N. furcata, apesar das semelhanças nas características 

morfológicas. 

2- Como ponto positivo, pudemos confirmar o agrupamento de N. 

acuminata, N. gollmeriana e N. subglomerata como categorias infra-específicas 

de Nitella acuminata. Os marcadores rbcL, ITS1 e ITS2 foram eficientes em 

mostrar que, apesar das diferenças morfológicas, estes três táxons 

apresentaram-se geneticamente muito semelhantes. Discordamos, entretanto, 

em adotar categorias infra-específicas e propusemos a inclusão de N. 

gollmeriana e N. subglomerata dentro de N. acuminata.  

 Não encontramos nenhuma nova espécie discernível com base em 

dados genéticos, bem como não conseguimos definir nenhum novo caráter 

com grande potencial para diagnose das espécies. Nessa linha, o único caso 

que merece destaque, foram nossos dados moleculares e morfológicos para C. 

guairensis, que mostraram tratar-se de espécie endêmica do Brasil e 

totalmente distinta das demais espécies comparáveis, tanto para o Brasil 

quanto para o resto do mundo 

A segunda hipótese enunciava que algumas espécies de Chara e Nitella 

ocorrentes no Brasil apresentariam, devido ao isolamento geográfico em 

período relativamente remoto, sequências de DNA bastante divergentes 

daquelas de outras regiões do mundo (especialmente da América do Norte, 

Europa, Ásia e Austrália). Esta hipótese foi refutada ao compararmos as 

sequências de nossas amostras com aquelas provenientes de outras regiões, 

inclusive coletadas em países bastante distantes, como por exemplo Malásia e 

Japão, entre outros. As sequências de rbcL apresentaram valores de 

identidade de 98,4% a 100%, as de ITS1 de 90% a 100% e as de ITS2 de 
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94,4% a 100%, tanto de Chara quanto de Nitella. As sequências geradas para 

o marcador matK foram as primeiras a serem incluídas no Genbank para as 

espécies amostradas neste trabalho, de forma que não há base para 

comparação com aquelas de outros países. Vale aqui destacar que estes 

valores foram para clados que, algumas vezes, incluíram mais de uma espécie, 

como no caso de Nitella furcata, que englobou 5 diferentes espécies para o 

marcador rbcL. 

 Acreditamos que os dados moleculares minimizam a subjetividade na 

interpretação dos dados, o que é comum em sistemas taxonômicos baseados 

apenas na morfologia clássica, em que o autor dá maior peso a um caráter em 

relação a outros. Esta é uma das grandes críticas ao sistema de Wood & 

Imahori (1965). Com o avanço nos estudos envolvendo maior número de 

sequências de diversas espécies, provavelmente teremos maior subsídio para 

determinarmos quais características morfológicas associadas às unidades 

genéticas melhor se aplicam para separar as espécies.  

 Quanto à ornamentação da parede do oósporo, a sua aplicabilidade tem 

grande potencial, uma vez que tem se mostrado como um caráter morfológico 

bastante conservado em níveis taxonômicos supra-específicos (sub-gêneros e 

secções), não sendo, porém, tão efetivo para separação de espécies. Isso foi 

demonstrado por Sakayama et al. (2002, 2004a, 2004b, 2008) e corroborado 

em nosso trabalho. 

 Por fim, esperamos que esta tese estimule outros pesquisadores 

brasileiros a realizarem novos trabalhos empregando ferramentas moleculares 

e ultra-estruturais. O campo a ser explorado no país ainda é vasto, visto que, 

são reportadas 23 espécies de Chara e 27 de Nitella para o Brasil (Bueno et al. 

2015). Esperamos que o uso destas ferramentas, associadas à análise crítica 

da taxonomia clássica, possam contribuir de forma efetiva para aprimorar o 

sistema de classificação de Characeae em nível global. 
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