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RESUMO

Os membros da subfamilia Phormidioideae séo encontrados em ambientes terrestres e aquéticos
ocorrendo em uma grande variedade substratos (solos, rochas, troncos e objetos artificiais).
Segundo o sistema de classificacdo vigente, a subfamilia € composta por dez géneros, sendo
Phormidium, Trichodesmium, Arthrospira, Porphyrosiphon e Planktothrix os mais abundantes
em numero de espécies e frequentes em ocorréncia, com amplo destaque para 0 primeiro.
Devido a morfologia relativamente simples, os integrantes de Phormidioideae formam um
grupo taxonomicamente complexo e sua plasticidade morfoldgica esta relacionada a fatores
ambientais, tornando confusa a distingdo de géneros e espécies. O presente estudo visou
contribuir com o conhecimento taxonémico do grupo, por meio de levantamento floristico em
diferentes localidades do Brasil. O material coletado foi utilizado para detalhamento
taxondmico do grupo, com o uso de ferramentas moleculares (RNAr 16Se I TS 165-23S), além
das ferramentas morfol 6gicas classicas. Os estudos de identificacdo revelaram 27 espécies, das
quais 22 pertencem ao género Phormidium, trés ao Porphyros phon, umaao Planktothrix e umaao
Planktothricoides. Entre as 27 espécies, Phormidiumanimale € primeiro registro de ocorrénciapara
0 Brasil e 11 sdo possiveis novos taxons. Estudos morfol 6gicos e moleculares reforcam que a
circunscricdo de géneros e espécies de Phormidioideae ainda é bastante confusa. Enquanto os
marcadores morfol 6gicos utilizados ndo refletiram a histéria evol utivado grupo, os moleculares
revelaram-se taxonomicamente validos, devendo ser considerados a base para a construcdo da
classificacdo de Phormidioideae. As andlises revelaram que a subfamilia é polifilética
Por phyrosi phon revel ou-se um género geneticamente suportado, porém, P. notarisii trata-se deum
complexo de espécies. A flora brasileira mostrou-se diversa, com sete novos géneros morfol 6gica

e geneticamente definidos.



ABSTRACT

The Phormidioideae members are found in terrestrial and aquatic environments, growing on a
wide variety of substracts (soil, rocks, barks of trees and artificial objects). According to the
usual classification, the subfamily comprises ten genera, of which Phormidium,
Trichodesmium, Arthrospira, Porphyrosiphon e Planktothrix are the most abundant in number
of species. Due to its relatively simple morphology, the members of Phormidioideae form a
taxonomically complex group and its morphological plasticity is related to environmental
factors, making confusing the distinction of genera and species. This study aimed to contribute
to the taxonomic knowledge of the group through floristic survey in different regions of Brazil.
The collected material was used for detailed taxonomic group, using molecular tools (16S
rRNA gene and the 16S-23S ITS), besides the classic morphological tools. The identification
studies revealed 27 species, 22 belong to Phormidium, three to Porphyrosiphon, one to
Planktothrix and one to Planktothricoides. Among them, Phormidium animale is the first
occurrence in Brazil and 11 are new species to science. Morphological and molecular studies
reinforce that the division of genera and species of Phormidioideae is still quite confusing.
While the morphological markers used did not reflect the evolutionary history of the group, the
molecular proved taxonomically valid and should be considered the basis for the construction
of classification of Phormidioideae. Analyses revealed that the subfamily is polyphyletic.
Porphyrosiphon is genetically supported genus, but P. notarisii isacollective species. Theflora

proved to be diverse, with seven new genera morphologically and genetically defined.
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INTRODUCAO

As cianobactérias sd80 0s mais antigos organismos fotossintetizantes, tendo
desempenhado papel critico na introdugdo de O na atmosfera e no desenvolvimento dos
mecanismo de producdo primaria de matéria organica no planeta (WHITTON & POTTS, 2000).
As cianobactérias auals sBo responsavels por uma parte essencia da producéo primaria dos
ecoss stemas onde estéo inseridos, taiscomo oceanos (HONDA et al., 1999; SCANLAN et a., 2009),
&guas continentais (LYRA et d., 2001; 2005), &ess dagades (REIMANKOVA et d., 2004),
dcdinas (SANTOS « d., 2011) e ambientes extremos, incluindo aguas termais (MILLER et dl.,
2007), desertos quentes e gdados, regides polares, hipersalinos (WHITTON & POTTS, 2000;
STRUNECKY ¢ d., 2010). O conhecimento da diversdade e importancia ecolégica desses
organismos € urgente tanto em ambientes aguiéti cos como em terrestres.

Os primeiros relatos de representantes do grupo s80 mais antigos que os relatos de outros
procariontes (p.e. Linnaeus 1753, segundo OREN 2011). Durante o século X1X, muitos géneros de
Cyanobacteriaforam descritos por boténicos como Roth, Bory, Kitzing, Lyngbye, Agardh, Gomont,
etc. Muitos outros boténi cos descreveram um grande nlimero de espéci es com base em caracteristicas
morfolOgicas e, a0 longo do tempo, outros aspectos comegaram a ser considerados até atua mente,
onde o sequenciamento do gene RNAr 16S e, mais recentemente, 0 espagador intergénico 16S-23S
(ITS 16S-23S) tornaram-se a base dos estudos taxondmicos. O grande nimero de espécies descritas
por varios taxonomistas conduziu aumarevisao do grupo de formaque atendénciaatuad nos estudos

taxondmicos com Cyanobacteria unem esforgos nareavaiacdo de géneros e espécies.
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Ao longo da histéria dos estudos taxondmicos, espécies e géneros de Phormidioideae foram
revisados enquanto outros foram raramente rel atados, de forma que grande parte o grupo permanece
taxonomicamente indefinido. Considerando a caréncia de estudos com 0s organismos da
subfamilia Phormidioideae no Brasil e suaimportancia ecol 6gica nos ambientes onde ocorrem,
a ampliacdo e o aprimoramento de estudos moleculares, um melhor detalhamento da
caracterizacdo morfologica e ecologica dos integrantes da subfamilia € de fundamental
importancia. Os estudos tradicionais sobre diversidade, taxonomia e ecologia ainda so a base
de informacbes para o grupo, especialmente em regides tropicais e subtropicais, incluindo o

Brasil.

Objetivos
Geral

A caracterizacdo polifasica (abordagem morfoldgica, ecol6gica e molecular) de popul agbes
de Phormidioidese provenientes de diferentes ambientes. O estudo dos organismos encontrados

podera contribuir com dados importantes para umamel hor ddimitagdo de géneros e espécies.

Especificos

1. Ampliar o conhecimento da diversidade e distribuicdo da subfamilia Phormidioideae.
Hipdtese: espera-se encontrar diferentes espécies dos principais géneros de Phormidioideae,
sendo provavel o registro de novas ocorréncias para o territrio nacional. Phormidium deve ser
0 género com maior nimero de espécies registradas. A existéncia de novos taxons (género e
espécies) para a ciéncia € uma possibilidade, considerando-se 0 desconhecimento da flora em

regiOes tropicais e subtropicais.
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2. Avdiar as caracteristicas morfologicas, ecolégicas e moleculares das populagdes de
diferentes localidades, visando contribuir com o estudo das relacfes filogenéticas entre os
representantes da subfamilia.

Hipotese: 0 uso combinado dos marcadores morfol dgicos, ecol 6gicos e moleculares mostrar-
se-a bom para o delineamento de géneros e espécies.

3. Estudar e avaliar critérios taxondmicos utilizados na classificacao.

Hipotese: 0 RNAr 16S e 0 ITS 16S-23S mostrar-se-80 bons marcadores para construcéo de
filogenias, bem como a delimitacdo de géneros e espécies. Espera-se ainda observar
incongruéncias entre marcadores moleculares e morfologicos e, estes, juntamente com

caracteristicas ecol 6gicas serdo informativos em nivel especifico.

A presente tese esta dividida em dois capitul os independentes referentes aos estudos de
levantamento floristico e aos estudos moleculares e de filogenia dos representantes de
Phormidioideae, finalizando com uma concluséo geral.

Os capitulos tém como titulo:

Capitulo 1- Phormidioideae (Oscillatoriales, Cyanobacteria) de diferentes regides do Brasil:
taxonomia segundo os critérios classicos
Capitulo 2- Estudos moleculares e filogenia de Phormidioideae (Oscillatoriaes,

Cyanobacteria) do Brasil
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CAPITULO I:

Phor midioideae (Oscillatoriales, Cyanobacteria) de

diferentesregides do Brasil: taxonomia segundo oscritérios classicos
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1. RESUMO

Os integrantes da subfamilia Phormidioideae exibem plagticidade e ssmplicidade morfol dgicas
gque, associadas a fatores ambientais, tornam confusa a disincdo de espécies e géneros,
caracterizando o grupo como taxonomicamente complexo. Esses organismos sdo encontrados em
uma grande variedade de habitats de maneira frequente, abundante e diversificada. Considerando-
Se aimportancia e a representatividade dos géneros de Phormidioideae nos diferentes ambientes, o
intuito desse estudo foi de contribuir com o conhecimento sobre a ocorréncia das espécies em
territério nacional e gpresentar as caracteristicas morfol 0gi cas das espéci es/popul agdes encontradas
em ambientes aquaticos e aerofiticos. O levantamento foi realizado em diferentes estados
brasileiros, sendo estes do Ceara, Mato Grosso, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro, Roraima e,
princi pal mente, de S&o Paul o, abrangendo regi6es de florestas ombrdfilas densae mista, fragmentos
de floresta estacional decidud e semidecidua e regides de savana, savana estépica, estepe e
formagdes pioneiras. Neste estudo foram observados 27 espécies, das quais 22 pertencem ao género
Phormidium, trés ao Porphyrosiphon, uma ao Planktothrix e uma ao Planktothricoides. O maior
nimero de espécies foi registrado em areas de floresta estaciona semidecidual (21 espécies),
seguidadas éreas de floresta ombrofila densa e de formagBes pioneiras (sete espécies cada), das
areas de floresta ombroéfila mista e de savana (trés espécies cada) e das &reas de estepe, savana
estépica e de floresta estacional decidual (uma espécie cada). Esse levantamento revelou uma
nova ocorréncia para o Brasil (Phormidium animale) e 11 possiveis novos taxons especificos.
Esses resultados corroboram a ideia de que regides tropicais apresentam uma diversidade

elevada e pouco conhecida.
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2. INTRODUCAO

Phormidioideae, uma subfamilia de Phormidiaceae, é caracterizada por desenvolver
tricomas isopolares solit&rios ou agregados, com ou sem bainha mucilaginosa, células
geralmente isodiamétricas e reproducdo a partir da fragmentagdo dos tricomas em
hormogéni os, com formagcdo de necridios, compostapor 10 géneros. Arthrospira, Phormidium,
Planktothricoides, Planktothrix, Porphyrosiphon, Proterendothrix, Pseudophormidium,
Symploca, Trichodesmium e Tychonema (KOMAREK & ANAGNOSTIDIS, 2005).

Phormidioideae trata-se de uma das subfamilias mais frequentes e abundantes, presentes
em varios tipos de ambientes. Ocorrem em ambientes aquéticos de agua doce, |énticos ou
|6ticos, e marinhos, podendo contribuir significativamente para a producéo primaria desses
ecossistemas (WHITTON & POTTS, 2000; WETZEL, 1983; PADISAK, 2003). Alguns
representantes dessa subfamilia séo encontrados também em ambientes aerofiticos, tais como
solos, principalmente em regides de vegetacdo escassa, desempenhando papel importante de
colonizadores primarios (METTING, 1981). Ainda podem ocorrer em rochas e em troncos de
arvores (FREMY, 1930; DESIKACHARY, 1959).

Algumas espécies sdo conhecidas por formarem floragdes e produzirem toxinas em
reservatérios em todo o mundo, gerando problemas de salide publicae ambientais. Por exemplo,
Planktothrix € um género de Phormidioideae conhecido por formar floragcbes em aguas
brasileiras (AQUINO et a., 2010; RIBEIRO et a., 2012). Trichodesmium é outro género de
Phormidioideae conhecido por formar floragcbes em &guas marinhas (WESTBERRY &
SIEGEL, 2006).

Um dos primeiros estudos taxondmicos que compreendeu 0s organismos de
Phormidioideae foi desenvolvido por Gomont (1892). Além deste, outros trabalhos de grande

importancia, baseados em dados morfoldgicos e seguindo os moldes boténicos, foram
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desenvolvidos como por Frémy (1929-1933, 1930), Geitler (1932, 1942), Elenkin (1935, 1938-
1949), Desikachary (1959), Starmach (1966) e Bourrelly (1970).

A circunscricéo de alguns géneros de Phormidioideae ainda € confusa e esses problemas
de delimitacéo e proximidade entre os membros da subfamilialevam a diferentesinterpretactes
sobre a validade de muitos taxons desta, pois as variagbes morfoldgicas, que comumente
ocorrem, ndo permitem uma correta distin¢édo taxondmica entre 0S organismos.

Phormidium Kitzing ex Gomont, género mais representativo da subfamilia, com mais
de 200 morfoespécies descritas e com ampla distribuicio no globo, € considerado,
taxonomicamente, um dos géneros mais complexos entre as cianobactérias (KOMAREK &
ANAGNOSTIDIS, 2005). Originamente, o género englobava os organi smos que desenvolvem
talos mucilaginosos, formados por aglomerados de filamentos com bainha mucilaginosa firme,
fina, incolor; tricomas cilindricos, constritos ou ndo, atenuados ou ndo, retos ou flexuosos,
capitados ou ndo; célula apical com ou sem caliptra(GOMONT, 1892).

Posteriormente, Anagnostidis & Komarek (1988) classificaram as espécies que
compunham o género baseado nas seguintes caracteristicas: tricomas cilindricos, retos ou
flexuosos, ou podendo variar de levemente a intensamente espiralados e de n&o constritos a
constritos; habilidade de formar bainha mucilaginosa, quando sob determinadas condicoes
ambientais; bainha mucilaginosa firme, ndo lamelada; tricomas moveis dentro da bainha, sem
ramificacOes falsas; células normalmente isodiamétricas ou variando de mais curtas ou longas
gue largas, sem aerétopos, reproducdo através da fragmentacdo do tricomas, formando
hormogonios com auxilio de necridios.

Komérek & Anagnostidis (2005) definem como Phormidium, as cianobactérias que
desenvolvem talos gelatinosos ou membranaceos, aderidos a um substrato ou flutuantes na
agua; filamentos variavelmente curvos, sem ramificagfes, bainha mucilaginosa facultativa,

firme ou delicada, usualmente incolor, ndo lamelada; tricomas cilindricos, retos, flexuosos ou
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leve afortemente ondulados, ndo constritos a constritos; células isodiamétricas ou mais longas
ou curtas que largas, sem aerotopos; célula apical conica, atenuada ou arredondada, com ou
sem caliptra; reproducdo através da desintegracdo do tricoma em hormogonios longos ou
curtos, usualmente com formacdo de necridios. As morfoespécies que compdem o género,
segundo estes mesmos autores, dividem-se em oito grupos de acordo com a morfologia da
regido apical do tricoma.

Planktothrix Anagnostidis et Komarek, género de importancia pela formacdo de
floracbes potencialmente téxicas, foi originalmente classificado no género Oscillatoria
Vaucher ex Gomont, por desenvolver tricomas solitarios, sem bainha mucilaginosa, acinetos e
heterécitos (GOMONT, 1892). Posteriormente, Anagnostidis & Komarek (1988), separaram
Planktothrix de Oscillatoria, baseados na capacidade de formar aerdtopos e no habito
planctonico desses organi smos. Atual mente, sabe-se que Planktothrix consiste num género bem
delimitado morfol dgica e geneticamente (SUDA et a., 2002) e caracteriza-se por desenvolver
tricomas retos com células cilindricas que variam de mais curtas que largas a isodiamétricas e
estas apresentam aer6topos distribuidos por todo o citoplasma.

Planktothricoides Suda et Watanabe é morfol ogicamente semel hante a Planktothrix, no
entanto, trata-se de um género geneticamente bem delimitado (SUDA et al., 2002) e estes
podem ser diferenciados pela distribuicdo dos aertopos na célula, onde, em Planktothricoides,
0s aerGtopos estdo dispostos na periferiadas células e, em Planktothrix os aerétopos encontram-
se distribuidos em todo o citoplasma celular.

Porphyrosiphon Kiitzing ex Gomont trata-se de um género constituido principalmente
por espécies aerofiticas, ocorrendo em rochas Umidas, geralmente de ambientes montanhosos,
em cascas de arvores e no solo. Poucas espécies sdo marinhas e algumas sdo conhecidas
ocorrendo no perifiton (KOMAREK & HAUER, 2014). Os representantes do género

apresentam morfologiamuito semel hante as espécies de Phormidiumeaprincipal caracteristica
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gue distingue Porphyrosiphon dos demais géneros de Phormidiaceae € a bainha mucilaginosa,
gue € lamelada e geramente colorida. Segundo Komarék & Anagnostidis (2005), a
proximidade de Phor phyrosiphon e Phormidium é grande e 0 género sO é aceito por questbes
préticas.

Segundo Komérek & Hauer (2014), Phormidium € composto por mais de 140 espécies,
Planktothricoides por 2, Planktothrix por 13 e Por phyrosiphon por 15 espécies, distribuidas em
todas as regides do globo.

As principais caracteristicas usadas para a separacao das especies desses géneros sao
habito do talo, arranjo dos filamentos, forma e tamanho celulares, morfologia do 4pice dos
tricomas e presenca de espessamento ou caliptra. O grande nimero de espécies descritas,
somado a simplicidade morfol 6gica do grupo torna aidentificacdo especifica problemética.

Estudos sobre a diversidade desses organi smos tém sido realizados desde que os géneros
foram descritos, principalmente em ambientes aquaticos continentais e, os trabalhos com
organismos aerofiticos aumentaram nos ultimos anos. O maior nimero de trabalhos
corresponde & regi&o europeia. Outros trabalhos foram realizados na Africa, América do Norte
(Estados Unidos da América), Asia (india, China e Jap&o) e, mais recentemente, o nimero de
trabalhos desenvolvidos nas Américas Central e do Sul vém aumentando. Muitos desses
trabalhos mostram sobreposi¢ao das espécies encontradas, trazendo a tona discussdes sobre o
cosmopolitismo de espécies e distribui¢do geogréfica como fator determinante na delimitacéo
de algumas espécies. Embora sgja documentada a ocorréncia desses organismos em todas as
regides do globo, as regides tropicais detém maior riqueza que as regides temperadas
(KOMAREK, 2011).

O Brasil possui grande variedade de ecossistemas, incluindo aquéticos e aerofiticos,
onde pouco se conhece sobre a diversidade e distribui¢cdo de Phormidioideae. Grande parte dos

estudos realizados concentra-se naregido sudeste, principa mente no estado de S&o Paulo, e sul
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(BICUDO & BICUDO, 1969; SENNA, 1979, 1982; BAETA-NEVES, 1983, 1992,
SANT’ANNA et a., 1983, 1985, 1989, 1991, 1995; SANT’ANNA, 1984; SENNA &
PEREIRA, 1986; WERNER, 1988, 2002; HUSZAR et a., 1989; AZEVEDO, 1991; WERNER
& ROSA, 1992; SANT’ANNA & AZEVEDO, 1995; AZEVEDO et a., 1996; BRANCO et dl.,
1997, 2009; LEMES-DA-SILVA et d., 2012; MARTINS et a., 2012).

Dentro deste contexto, este estudo tem o objetivo de contribuir para o conhecimento da
diversidade das espécies de Phormidioideae em territorio nacional e apresentar caracteristicas

morfol 6gicas das espéci es/popul agdes encontradas.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Origem das amostras

As éreas de estudo incluiram oito formacdes vegetacionais (IBGE, 2004): 1-Floresta
Ombrdfila Densa; 2-Floresta Ombrofila Mista; 3-Floresta Estacional Semidecidual; 4-Floresta
Estacional Decidual; 5-Savana; 6-Savana Estépica; 7-Estepe; 8-Formactes Pioneiras. (Figura
1, Tabela 1). Dentre as amostras estudadas, duas sdo oriundas da colecdo de culturas do
Laboratério de BiologiaCelular e Molecular do CENA/USP (Tabela l).

Nessas regifes foram obtidas amostras de ambientes aquéticos e/ou aerofiticos.

o o = il

® Floresta Ombrdfila Densa
® Floresta Ombrofila Mista
® Floresta Estacional Sernldl:l:ldudln
® Florasta Estacional Decidual e
& Formaches Pionairas
® Savana
Savana Estépica L W ) I

[ ] FE'IEpE A, ;'— — b

s . &

Figura 1. Localizacéo das oito regi oOes fitoecol 6gicas onde foram feitas as col etas (adaptado de
IBGE - http://www.ibge.gov.br/mapas_ibge/)
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Os trabalhos de campo foram realizados entre fevereiro de 2010 e julho de 2013,
concentrados, principamente no periodo chuvoso, para coleta de organismos aerofiticos e,
periodo de seca para 0s organiSmos aquéticos.

Foram coletadas amostras em ambientes aerofiticos e aquaticos nas quais as
cianobactérias planctonicas foram coletadas através da filtragem da dgua e concentracdo com
rede de plancton de 25um de abertura de malha, passada, no minimo 30 vezes, a
aproximadamente 20 cm da superficie da agua. Para obtencdo de material bentdnico ou
aerofitico, o material com biomassa macroscépica foi recolhido com o auxilio de espétulas e
canivetes e foram armazenados em sacos de papel, enquanto o material aguatico foi
acondicionado em frascos de plastico transparentes. Parte do material coletado foi mantidaem
geladeira para maior conservacdo das caracteristicas morfolégicas para os estudos de
identificacdo. Outra parte representativa desse material foi colocado em formaldeido 4% e sera

depositado no Herbério SIRP (THIERS, 2014).

3.2 Estudos mor fol 6gicos e de identificacdo

Os organismos que formavam massas macroscopi cas foram, primeiramente, observados em
mi croscopi 0 estereoscopico (Zeiss47 50 52) paraandise eregistro das caracteristicas geraisdamassa.
Pogteriormente os organismos foram estudados detal hadamente em microscopio foténico Olympus
BH2 e fotografados com cameradigitd Sony DSC-W150, gustada diretamente a ocular.

Os estudos morfol 6gicos foram realizados a partir de espécimes vivos provenientes das
amostras col etadas. Os caracteres analisados para a avaliagdo morfol 6gica e estudo taxonémico
foram: 1) presenca ou auséncia, forma, dimensdes e coloracdo da bainha mucilaginosa; 2)
estrutura do tricoma; 3) forma e apice do tricoma; 4) forma e dimensdes celulares; 5) presenca
ou auséncia e disposi¢cdo de granul os; 6) presenca ou auséncia e disposi¢éo de aerétopos. Foram

feitas observacdes de 30 organismos (com medidas de diametro do filamento e/ou do tricoma)
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e de cada um destes foram feitas 20 medidas de comprimento celular para obtencéo da
diversidade morfol 6gica das popul agdes encontradas.

O sistema de classificacdo utilizado foi o de Hoffmann et al. (2005) modificado por
Komarek (2006) e a identificacdo especifica foi baseada na literatura especializada para a
taxonomia do grupo.

As espéciesforam descritas utilizando-se as seguintes abreviages. diam. (didmetro) e compr.

(comprimento).
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

Foram estudadas 60 populacdes, pertencentes aos géneros Phormidium,
Planktothricoides, Planktothrix e Porphyrosiphon. As 52 populagbes de Phormidium
correspondem a 22 espécies, sendo nove delas identificadas apenas em nivel genérico, por ndo
apresentarem caracteristicas morfologicas e/ou ecoldgicas correspondentes as espécies ja
descritas. Foram estudadas sei s popul agdes de Por phyr osi phon, quatro del asidentificadas como
P. notarisii. Apenas uma linhagem foi identificada como pertencente ao género
Planktothricoides (P. raciborskii) e umaao género Planktothrix (P. isothrix) (Tabela 2, Figuras

2-50). Abaixo, sdo apresentadas chaves dicotdmicas para as espécies encontradas.

Chave artificial paraidentificacéo das espécies encontradas nesse |evantamento:

1. TriCOMAs COM BEIOLOPOS. ... .ccueeveeeeireesieeiesseesseeaesseesseeeesseeseaseesseesseaseesseensesseesseesessesssesnsens 2
1. TriCOMAS SEM GENOLOPOS ... .ecueerieeeeteesteeeesteesteeeesreesteeee s e esesseesseeseaseesseenseaseesseensesseesseensenns 3
2. Tricomas retos, N0 atenuadoS NO PICE ........cvevererereerereennenns Planktothrix isothrix
2. Tricomas curvos no apice, levemente atenuados........... Planktothricoides racibor skii
3. Bainhamucilaginosa obrigatdria, espessa, lamelada ... 4
3. Bainha mucilaginosa facultativa, fina, NOMOGENEAL..........c.ccoieriiriiiieeeee e 6
4. Filamentos até 19 Um di@m........cccooeverrienineeeseee e Porphyrosiphon sp.2
4. Filamentos mariores que 19 M Qi@IM. ......ccocvoieiiieiieneeseeeee s 5
5. Bainhamucilaginosaincolor, conteddo celular homogéneo................. Porphyrosiphon sp.1
5. Bainha mucilaginosa avermelhada, contetido celular granul0s0...........ccccceecenneee P. notarisii
6. Tricomas retos, N30 ateNUAAOS NO APICE .....c.eerverrereererieereseeeeeeseeseeseeseesaesresresseeseenens 7
6. Tricomas Curvos, atenuados NO QPICE ........cveruerererese s ee e see e sre s 19
7. Tricomas maiores que 13 UM i@, ......ooeviiiiinineeeee e Phormidium sp.5

7. Tricomas @@ 13 M AIEM. ..ottt 8
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8. CAUIAS APICAIS CONICES .....c.ueeuveereeiesiesteeste e e e e e e s e ste e e e e e steeeesseesseeaesneesseeeenneens 9

8. Células apicais cilindrico-arredondadas alevemente cOnicas............ccccveceeveenenee. 11

9. Célula apical com espessamento na parede EXLEINA..........ccvecvveereeieeseeseeieeseeens P. crouanii
9. Célula apical sem espessamento Na Parede EXLEINAL.........cccvevereerereereeree e 10
10. Tricomas com células mais curtas que largas..........cccceveeveeieeseennns P. papyraceum

10. Tricomas com células isodiamétricas a mais longas que largas......... P. inundatum
11. OrganiSMOS @EIOFITICOS......cceeireeieiieieeiteseesteee e e e e e st e e s esteereesreereeseesseennesneenreenes 12
11. OrganiSMOS QQUEBLICOS........ecueeereereeeesreesseeeesseesseeeesseessesssesseesessessseessessessseessesssessesssssseenns 17
12. Células sempre MaisS CUras QUE largasS .......uecueerieeeeieeeie e eseesee s eee e sae e e 13
12. Células com comprimento variavel, em geral isodiamétricas..........cccccevvevvernenen. 14

13. Tricomas até 8 UM Qi@M. ......coveeeeiieecee e P. cf. ambiguum
13. Tricomas maiores que 8 UM I8, ......ccceeeeveieereee e Phormidium sp.8
14. Célula apical levemente conico-arredondada............ccecvveeeeveevieiceeseeie e 15
14. Célulaapical cilindrico-arredondadaL.............ccoeerireirieienreee s 16
15. Célula apical SEmM ESPESSAMENTO......ccueerierieirerie s Phormidium sp.1
15. Célulaapical COmM ESPESSAMENTO ........ooueueriereeerie s Phormidium sp.4
16. TricOMas N&O CONSEITOS .......ccververieriiriirieieeeee e Phormidium sp.2
16. Tricomas distintamente CONSITOS..........cccveeereereerererere e Phormidium sp.3
17. CAulaapiCal trUNCAA .........ceuereeeeierieie ettt P. retzi
17. Célulaapical cilincrico-arredondada a CONICA..........ccrererererirerieneese e 18
18. Célulasisodiamétricas a mais longas que largas, septos ndo granul0sos................
................................................................................................................... P. aerugineo-caeruleum
18. Células mais curtas que largas a isodiamétricas, septos granul0sos...............c......

................................................................................................................. P. tergestinum
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19. Célulaapical com caliptra ou ESPESSAMENTO .......ccceveereeeierrierie e seerre s e sae e ee e 24
20. Tricomas atenuados apeNaS NO APICE........c.ccverrerieeieereeeieeseesteseesseenreseesseeaesneenes 21
20. Tricomas gradualmente atenUAdOS ...........cccceereeiiereeiee e 23
21. OrganiSMOS AQUALICOS........ceiveeeeieesieeieeseesteeseesseessessesseesseseesseessessesssesssessesssens P. formosum
21. Organi SMOS @ENOFITICOS........ccveeeeieeieeie sttt e s et e e s re e s e s e e nreenes 22
22. Célulaapical conico-arredondada ...........cccceeeveevieieeseeie e P. cf. formosum
22. Célulaapical cilindrico-arredondada............ccccoeevvvieeveeieseeneenns Phormidium sp.9
23. Célulasisodiamétricas amais Curtas que largas........cecuvveerereeseeseseeseesie s P. animale
23. Célulasisodiamétricas amaislongas que largas..........cccecvveeveeceseesieceee P. terebriforme
24, OrganiSMOS AQUALTCOS. .......cueerreerieieesieeieseesteeeesreesseseesseeseesseessesseesseensesseessessssnes 25
24, OrganiSMOS @ENOFITICOS ........eeiviesieieeseere ettt esre e ens 26
25. Tricomas at€ 6 UM AI8M. .......eeiiiieiieie e P. cf. uncinatum
25. Tricomas maiores quUE 8 UM @M. ......ccceevieieeiiese e Phormidium sp.7
26. Céulaapical capitada...........coceerereririnieiere s Phormidium sp.6

26. Céulaapical conico-arredondada...........ccceereiererieneneneieeseeeee, P. cf. vulgare
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Phormidium aerugineo-caeruleum (Gomont) Anagnostidis et Komarek, Algolog. Stud., v. 50-
53, p. 407. 1998.
(Figura2)
M assas macroscopicas, filamentos emaranhados, flexuosos, 7,0-9,0 um diam.; tricomas
ndo atenuados, ndo constritos, 6,0-7,5 um diam.; células 0,7-1,5 vez mais longas que largas,
5,0-10,0 pum compr.; conteldo celular verde-azulado, homogéneo a granuloso; septos

inconspicuos e ndo granulosos; célula apical cilindrico-arredondada.
Amostras; 1CP, 2CP.

Comentarios. Os espécimes observados apresentaram caracteristicas morfol gicas e métricas
gue estdo de acordo com a descri¢do origina da espécie (GOMONT, 1892), exceto pelas
medidas de diametro do tricoma, que ampliaram o intervalo referido pelo autor (4,0-6,0 pm).
Valores maiores para o didmetro do tricoma também foram observados em popul acBes
brasileiras estudadas por Sant’Anna & Azevedo (1995), Branco et al. (1999) e Martins et al.
(2012).

Phormidium aerugineo-caeruleum é considerada cosmopolita, tendo sido relatada em
vérios locais do globo e com ampla variagdo morfoldgica (KOMAREK & ANAGNOSTIDIS,
2005). E comumente encontrada no perifiton de corpos d’agua 1énticos e 16ticos (McGREGOR,
2007).

No Brasil, esta espécie ja foi relatada nos trabalhos de Werner & Rosa (1992),
Sant’Anna & Azevedo (1995), Branco et al. (1999), Branco e Pereira (2002), Branco et al.

(2008) e Martins et al. (2012).
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Phormidium cf. ambiguum Gomont ex Gomont, Ann. Sci. nat. Sér. 7, v. 16, p. 178. 1892.
(Figura 3)

Massas macroscopicas; filamentos emaranhados, flexuosos, 7,2-8,8 um diam.; bainha
mucilaginosa facultativa, fina, firme, homogénea, incolor; tricomas ndo atenuados, ndo
constritos alevemente constritos, 6,4-8,0 um diam.; células 0,2-0,4 vez maislongas que largas,
1,2-3,2 um compr.; contetdo celular verde-azulado, homogéneo a finamente granul 0so; septos
ndo granulosos; célula apical cilindrico-arredondada, as vezes com espessamento.

Amostras: 3CP, 4CP, 5CP.

Comentérios. Embora a populacdo apresente caracteristicas morfologicos semelhantes as
descritas para Phor midium ambiguum, sua identificacéo como P. cf. ambiguum deve-se ao fato
dos tricomas serem maiores que as referidas para a espécie (4,0-6,0 um diam.) por Gomont

(1892).

Phormidium animale (Agardh ex Gomont) Anagnostidis et Komarek, Algolog. Stud., v. 50-53,
p. 404. 1988.
(Figuras 4-5)

Tricomas emaranhados, retos ou flexuosos, atenuados e curvos no apice, ndo constritos
a levemente constritos, 4,0-6,0 um diam.; células 0,5-1,0 vez mais longas que largas, 2,5-6,0
pum compr.; conteldo celular verde-azulado, homogéneo a finamente granuloso; septos
granulosos; célula apical conico-arredondada, 2,5-5,0 um diam., 3,5-6,5 um compr.
Amostra: 6CP
Comentérios. A populacéo estudada mostrou-se diversa em relagdo a morfologia do apice do
tricoma, que variou de quase retos, com células apicais cilindrico-arredondadas ou levemente
conicas a curvos com células apicais conico-arredondadas. Phormidium terebriforme (Agardh
ex Gomont) Anagnostidis et Komarek e P. animale, ambas pertencentes ao grupo |1 designado

por Komérek & Anagnostidis (2005), possuem muitas caracteristicas morfol 6gicas em comum
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e suas dimensdes celulares se sobrepdem. A populacéo estudada apresentou caracteristicas que
estdo de acordo com as duas espécies. No entanto, P. animale, assim como a populacdo
estudada, ocorrem em solos Umidos, diferentemente de P. terebriforme que é conhecida por
ocorrer em ambientes aquaticos.

Phormidium formosum (Bory ex Gomont) Anagnostidis et Koméarek também apresenta
caracteristicas métrica e morfologicamente semelhante a P. animale. Entretanto, estas espécies
podem ser diferenciadas pela forma de atenuac&o do tricoma: P. formosum apresenta tricoma
atenuado apenas na por¢do mais apical, enquanto P. animale apresenta atenuacdo gradua ao

longo do tricoma, caracteristica observada na populacéo estudada.

Oregistro destaespécie, no presente estudo, trata-se do primeiro rel ato de suaocorréncia

parao Brasil.

Phormidium crouanii Gomont, Ann. Sci. Nat. Bot.; Sér 7, v.16, p. 175. 1992.
(Figuras 6-7)

Massas macroscopicas; filamentos emaranhados, flexuosos, 7,2-8,8 um diam.; bainha
mucilaginosa facultativa, fina, firme, homogénea, incolor; tricomas ndo atenuados, ndo
constritos alevemente constritos, 6,4-7,6 um diéam.; células 0,6-1,2 vez maislongas que largas,
4,0-9,6 um compr.; conteldo celular verde-azulado ou verde-acastanhado, homogéneo a
finamente granuloso; septos ndo granulosos, célula apical conico-arredondada, com
espessamento.

Amostra: 7CP
Comentarios. Phormidium crouanii foi originalmente descrita ocorrendo em solo argiloso
(GOMOMT, 1892), e, segundo Komarek & Anagnostidis (2005), esta espécie possui ampla

distribuicdo, tendo sido registrada em regides tropicais e temperadas.
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As caracteristicas morfologicas dos espécimes estudados estdo de acordo com as
referidas paraaespécie por Gomont (1892). Apesar das medidas cel ulares ampliarem um pouco
o intervalo descrito originamente (7,5-10,5 um diam.), estdo de acordo com o citado por
Komaérek & Anagnostidis (2005).

Os espécimes estudados foram encontrados formando manchas verde-escuras em solo
arenoso Umido. Essa espécie foi observada, no Brasil, ocorrendo em solos Umidos por
Sant’Anna & Azevedo (1995), Azevedo et al. (1996), e em riachos por Branco & Necchi (1998)

e Branco & Pereira (2002).

Phormidium formosum (Bory ex Gomont) Anagnostidis et Komarek, Algolog. Sud., v. 50-53,
p. 405. 1988.
(Figura 8)

Tricomas entre outras cianobactérias formando massas macroscopicas; tricomas
emaranhados, flexuosos, atenuados e curvos no apice, ndo constritos a levemente constritos,
5,5-7,0 um didm.; células 0,5-1,0 vez mais longas que largas, 2,0-6,0 um compr.; contetido
celular verde-azulado, homogéneo; septos ndo granulosos ou finamente granulosos; célula
apical conico-arredondada.

Amostras: 8CP, 9CP.

Comentérios. Phormidium formosum € uma espécie que exibe ampla distribuicdo, sendo
considerada cosmopolita. E conhecida por ser, principalmente, benténica, sendo relatada em
ambientes lénticos e Idticos. Trata-se de uma espécie potenciamente produtora de
homoanatoxina-a (LILLEHEIL et a., 1997; BAKER et a., 2001).

Segundo Komarek & Anagnostidis (2005), esta espécie pode ser confundida com
Phormidium breve (Kitzing ex Gomont) Anagnostidis et Komarek, pois ambas apresentam

tricomas com &pice atenuado e curvo e didmetros com valores que se sobrepdem. Ambas
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apresentam ampla distribuicéo, no entanto, P. breve apresenta células mais curtas (1,5-3,0 um)
gue as observadas no presente estudo.

Desta forma, os espécimes analisados estdo de acordo com as caracteristicas referidas
para P. formosum por Gomont (1892).

No Brasil, a ocorréncia da espécie foi documentada por Sant’ Anna & Azevedo (1995),

para o estado de S&o Paulo, e por Martins et al. (2012), parao Rio Grande do Sul.

Phormidium cf. formosum (Bory ex Gomont) Anagnostidis et Komérek, Algolog. Stud., v. 50-
53, p. 405. 1988.
(Figuras 9-10)

M assas macroscopi cas; tricomas emaranhados, flexuosos, atenuados e curvos no dpice,
ndo constritos a levemente constritos, 4,0-6,4 um diam.; células 0,4-1,0 vez mais longas que
largas, 2,4-5,2 um compr.; conteido celular verde-azulado, homogéneo; septos granul 0sos ou
ndo granulosos; célula apical conico, 2,8-4,8 um diam., 3,2-5,6 um compr.

Amostras; 10CP, 11CP, 12CP, 13CP.

Comentérios. Os espécimes analisados no presente estudo foram identificados como
Phormidium cf. formosum, pois foram encontrados em solo Umido ou em troncos de arvores,
ambientes diferentes dos relatados para a espécie (bentos de éguas continentais). A
identificacéo destas populacdes foi feita com base apenas nas caracteristicas morfolégicas e

meétricas, que estéo de acordo com as referidas para a espécie por Gomont (1982).

Phormidium inundatum K tzing ex Gomont, Ann. Sci. nat. Sér. 7, v. 16, p. 172. 1892.
(Figuras 11-13)
Massas macroscopicas; filamentos emaranhados, flexuosos, 4,0-6,0 um diam.; bainha

mucilaginosa facultativa, fina, firme, homogénea, incolor; tricomas ndo atenuados, constritos,
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3,2-6,0 um diam.; células 0,5-1,8 vez mais longas que largas, 2,8-8,0 um compr.; contetido
celular verde-azulado, homogéneo; septos ndo granulosos; célula apical conico-arredondada a
fortemente conica, 3,2-5,2 pm diam., 4,0-6,8 um compr.

Amostras; 14CP, 15CP, 16CP, 17CP, 18CP, 19CP, 20CP, 21CP, 22CP, 23CP, 24CP, 25CP,
26CP, 27CP, 28CP, 29CP, 30CP.

Comentérios. Phormidium inundatum € conhecida por ser, principamente, aquética de aguas
doces |énticas ou |édticas, oligotréficas a mesotréficas, mas também pode ser encontrada em
ambientes aerof iticos como rochas, solos e paredes imidas (KOMAREK & ANAGNOSTIDIS,
2005).

Phormidium inundatum é morfologicamente semelhante a P. lusitanicum (Sampaio)
Anagnostidis e P. papyraceum Gomont ex Gomont. Estas trés espécies apresentam tricomas
com aproximadamente o mesmo diametro (3,8-5,0 pm, 3,0-50 pum e 3,0-50 pm,
respectivamente), mesmo comprimento celular (2,5-8,0 um, 3,3-8,0 um e 2,0-4,0 um,
respectivamente) e células apicais conicas. Essas espécies podem ser diferenciadas pelo tipo de
habitat que ocupam e pela distribuico geogréfica. As populacdes estudadas e identificadas
como P. inundatum foram encontradas em pequenos corregos oligotroficos, troncos de arvores
e solos Umidos. Embora tenham sido observadas em ambientes variados, as caracteristicas
morfolégicas e métricas das populacbes apresentaram-se similares e consistentes com as

descritas para a espéecie por Komérek & Anagnostidis (2005).

Phormidium papyraceum Gomont ex Gomont, Ann. Sci. Nat. Bot., Sér 7, v. 16, p. 173. 1892.
(Figuras 14-15)
Massas macroscopicas; tricomas emaranhados, flexuosos, ndo atenuados, néo
constritos, 5,0-6,5 um diéam.; células 0,5-0,8 vez mais longas que largas, 3,5-5,0 um compr.;

contelido celular verde-azulado, homogéneo; septos ndo granulosos ou raramente finamente
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granulosos; célula apical conico-arredondada a fortemente conica, 5,0-6,0 um diam., 3,5-6,0
KM compr.

Amostra: 31CP.

Comentérios. Os espécimes estudados mostraram-se similares as populagdes identificadas
como Phormidium inundatum, quanto ao didmetro celular e morfologia do apice do tricoma,

no entanto, foram diferenciados deste por apresentarem células mais curtas que largas.

Da mesma forma que Phormidium inundatum, a populacdo identificada como
Phormidium papyraceum € morfol ogicamente semelhante a P. lusitanicum. Dentre estas trés
espécies, apenas P. papyraceum desenvolve células mais curtas e com dimensdes similares as

observadas neste estudo (2,0-4,0 um compr.).

Phormidiumretzii (Agardh) Gomont ex Gomont, Ann. Sci. Nat. Bot., Sér 7, v. 16, p. 175. 1892.
(Figuras 16-18)

M assas macroscopicas; filamentos emaranhados, flexuosos, 6,8-13,6 um diam.; bainha
mucilaginosa facultativa, fina, firme, homogénea, incolor; tricomas ndo atenuados, nao
constritos a levemente constritos, 6,4-12,8 um diam.; células 0,5-1,6 vez mais longas que
largas, 4,0-14,4 um compr.; contetdo celular verde-azulado, homogéneo a granuloso; septos
ndo granulosos; célula apical cilindrico-arredondada ou truncada.

Amostras: 32CP, 33CP, 34CP, 35CP, 36CP.

Comentarios. Além das amostras coletadas em diferentes locais do estado de S&o Paulo,
estudos morfol 6gicos foram feitos em umaamostra cedida pelo Laboratério de Biologia Celular
e Molecular do CENA/USP. Os espécimes observados estdo de acordo com a descricdo
morfolégica original da espécie (GOMONT, 1892). No entanto, o didmetro dos tricomas
mostrou-se superior ao descrito para a espécie por Koméarek & Anagnostidis (2005). Apesar

desta distincdo quanto ao didmetro do tricoma, as populagdes estudadas foram identificadas
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como Phormidium retzii por apresentarem tricomas com células apicais truncadas,
caracteristica da espécie. Em grande parte dos tricomas observados, o conteldo celular
mostrou-se homogéneo, no entanto, alguns organismos provenientes da amostra cedida pelo
CENA/USP apresentaram células com “vacuolos” que variaram em numero, forma e tamanho.
Isso, provavelmente, deve-se ao fato dos organismos terem sido mantidos em cultivo por um
periodo prolongado.

Phormidium retzii € considerada uma espécie cosmopolita e com uma ampla variacdo
morfol 6gica. Segundo Komarek & Anagnostidis (2005), € considerada uma espécie comum em
vérios locais do globo, no entanto, muitos relatos de sua ocorréncia devem-se a identificacoes
erréness. E considerada uma espécie benténica, podendo ocorrer em corpos d’agua lénticos ou
|6ti cos.

Segundo McGregor (2007), esta espécie € a mais comum em ambientes |6ticos no
nordeste da Austrdlia. Na América do Norte, sua ocorréncia jafoi registrada em mais de 100
ambientes I6ticos (SHEATH & COLE, 1992). No Brasil, 0 estado de S&o Paulo € o que abriga
grande maioria dos registros da espécie. Segundo Branco et a. (1999), Phormidium retzii é a
espécie mais amplamente distribuida em Séo Paulo.

Geitler (1932) comenta que a amplavariagdo morfol gica atribuida a espécieindicaque
estase tratade uma espécie coletivae, segundo CASAMATTA et d., (2003) agamade habitats
naqual aespéciejafoi relatada e o grau de variabilidade do gene RNAr 16S de popul agles da
América do Norte refletem a coletividade da espécie. Gomont (1892) salienta que a grande
variagdo no didmetro e comprimento celulares € caracteristico de espécies com ampla
distribuicdo geogréfica.

A ocorréncia de Phormidium retzii no Brasil foi registrada por Sant’Anna & Azevedo

(1995), Necchi et al. (1997), Branco & Necchi (1998) e Branco et a. (1999, 2008).
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Phormidium terebriforme (Agardh ex Gomont) Anagnostidis et Komarek, Algolog. Stud., v.
50-53, p. 406. 1988.
(Figuras 19-20)

Tricomas solitérios, retos ou flexuosos, atenuados e curvos no apice, constritos, 4,0-6,4
pum diam.; células 0,7-1,8 vez mais longas que largas, 3,2-8,0 um compr.; contetido celular
verde-azulado, homogéneo; septos granulosos; célula apical conico-arredondada, 3,2-4,4 um
diam., 4,8-6,4 um compr.

Amostra: 37CP.

Comentérios. A populacéo estudada apresentou variagcdo morfol6gica em relacdo ao apice do
tricoma, que variaram de quase retos, com células apicais cilidrico-arredondadas a curvos com
células apicais conico-arredondadas. Os espécimes analisados sdo morfologicamente
semel hantes a Phormidium animale e P. okenii (Agardh ex Gomont) Anagnostidis et Komérek.
Essas espécies podem ser diferenciadas pelo ambiente onde ocorrem, sendo P. animale
terrestre, enquanto P. okenii e P. terebriforme séo aquéticos, e pelas dimensdes dos tricomas,

levemente menores em P. okenii.

Phormidium tergestinum (K (itzing) Anagnostidis et Komérek, Algolog. Sud., v. 50-53, p. 406.
1988.
(Figuras 21-22)

Massas macroscopicas; tricomas emaranhados, flexuosos, ndo atenuados, levemente
constritos 6,4-8,0 um diam.; células 0,4-1,0 vez mais longas que largas, 3,2-6,4 um compr.;
contelido celular verde-azulado, homogéneo; septos granulosos, célula apical cilindrico-
arredondada.

Amostra: 38CP.
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Comentérios. Phormidium tergestinum é considerada uma espécie perifitica e de ampla
distribuicdo, exibindo grande variacdo morfol 6gica. Segundo Komarek & Anagnostidis (2005),
0 grande nimero de morfotipos indica que se trata de uma espécie coletiva e que precisa ser
revisada.

Os espécimes observados apresentaram caracteristicas morfométricas de acordo com as
descritas para a espécie por Komarek & Anagnostidis (2005).

Phormidium aerugineo-caeruleum e P. tergestinum possuem caracteristicas
morfol 6gicas e métricas que se sobrepdem, dificultando a separacdo das duas espécies. Ambas
sd0 consideradas cosmopolitas e ocorrem em ambientes semelhantes: bentdnicas em corpos
d’agua lénticos e 16ticos, as vezes em aguas com diferentes graus de eutrofizacéo.

Os espécimes estudados foram identificados como Phor midium ter gestinum baseado no
comprimento celular, naauséncia de bainha mucilaginosa e na presenca de granul os nos septos,
enquanto os espécimes identificados como P. aerugineo-caeruleum apresentaram ampla
variagdo no comprimento celular, bainha mucilaginosa e septos ndo granul 0sos, caracteristicas
também observadas em outros estudos (SANT’ANNA & AZEVEDO, 1995; BRANCO et. al.
1999; McGREGOR, 2007; MARTINS et a., 2012).

No Brasil, esta espécie foi observada por Branco et a. (1999), Ferragut et a. (2005),

Santos & Sant’Anna (2010) e Martins et al. (2012).

Phormidium cf. uncinatum (Agardh) Gomont ex Gomont, Ann. Sci. Nat. Bot., Sér 7, v. 16, p.
184. 1892.
(Figura 23)
M assas macroscopicas; tricomas emaranhados, flexuosos, atenuados e curvos no apice,
nado constritos, 5,0-6,0 um diam.; células 0,3-0,7 vez maislongas que largas, 1,5-4,0 um compr.;

contetido celular verde-azulado, homogéneo a finamente granul 0so; septos ndo granulosos ou
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finamente granulosos; célula apical conico-arredondada, levemente captada, com caliptra
arredondada.

Amostra: 39CP.

Comentérios. Segundo Komarek & Anagnostidis (2005), Phor midium uncinatum pertence ao
grupo VIII de Phormidium, que consiste nas espécies que desenvolvem tricomas cilindricos
com &pices atenuados, células distintamente mais curtas que largas e células apicais com
caliptra ou espessamento.

A populacdo estudada apresentou caracteristicas métricas semelhantes as apresentadas
por P. ambiguum, no entanto, esta espécie ndo desenvolve caliptra, estrutura observada na
populacdo analisada. Da mesmaforma, os espécimes estudados, que foram col etados em corpo
d’agua lotico, apresentaram caracteristicas morfoldgicas similares as referidas para P.
uncinatum por Gomont (1982), apresentando tricomas ndo constritos, atenuados e curvos no
apice e célula apical com caliptra. No entanto, as dimensdes celulares observadas mostraram-
se inferiores as descritas para P. uncinatum (6,0-9,0 um didm. e 2,0-6,0 um compr.), motivo

pelo qual a populagdo foi identificada como P.cf. uncinatum.

Phormidium cf. vulgare (K itzing ex Gomont) Anagnostidis, Preslia, v. 73, p. 81. 2001.
(Figuras 24-25)

M assas macroscopicas; tricomas emaranhados, flexuosos, atenuados e curvos no apice,
nado constritos, 6,0-7,0 um diam.; células 0,6-1,0 vez maislongas que largas, 4,0-6,5 pm compr.;
contetido celular castanho, homogéneo; septos granulosos, célulaapical 3,5-4,5 um diam., 4,5-
7,0 um compr., conico-arredondada, com caliptra conica.

Amostra: 40CP.
Comentérios. A populacdo identificada como P. cf. vulgare apresentou tricomas atenuados e

curvos no apice e célula apical com caliptra, caracteristica de P. vulgare. No entanto, a
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populacdo apresentou tricomas com diametros superiores aos referidos para a espécie por

Komaérek & Anagnostidis (2005).

Phormidium sp.1
(Figura 26)

Massas macroscopicas; filamentos emaranhados, flexuosos, 7,0-8,0 um diam.; bainha
mucilaginosa firme, homogénea, incolor; tricomas ndo atenuados, ndo constritos a levemente
constritos, 6,5-7,5 um diam.; células 0,6-1,0 vez mais longas que largas, 4,0-7,5 um compr.;
conteido celular verde-azulado, homogéneo; septos ndo granulosos; célula apical cilindrico-

arredondada a levemente coni co-arredondada.

Amostra: 41CP.

Comentérios. A populacdo estudada € semelhante a Phormidium puteale quanto a morfologia
do 4pice do tricoma (ndo atenuados e células cilindrico-arredondadas a levemente conicas), no
entanto, diferiram quanto ao diédmetro e a constricdo do mesmo, menor e inconspicuo na

populacdo analisada.

Phormidium sp.2
(Figuras 27-28)

Massas microscopicas; filamentos emaranhados, flexuosos, 7,2-9,6 um diam.; bainha
mucilaginosa fina, firme, homogénea, incolor; tricomas ndo atenuados, ndo constritos a
levemente constritos, 6,4-8,0 um diam.; células 0,5-1,2 vez mais longas que largas, 3,2-10,4
pum compr.; contetido celular castanho-avermel hado, homogéneo a finamente granul 0so; septos
ndo granulosos; célula apical cilindrico-arredondada, com espessamento.

Amostra: 42CP.
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Comentérios. Os espécimes observados apresentam caracteristicas morfol 6gicas semel hantes
as de Phormidium gracile (Meneghini ex Gomont) Anagnostidis. Ambos tém coloracdo
avermelhada, tricomas levemente constritos, células apicais com espessamento e dimensdes
celulares que se sobrepdem, no entanto, P. gracile € uma espécie que ocorre em ambiente

marinhos enquanto a popul acéo estudada foi encontrada em tronco de arvore.

Phormidium sp.3
(Figuras 29-30)

Massas microscopicas; filamentos emaranhados, flexuosos, 6,0-8,8 um diam.; bainha
mucilaginosa fina, firme, homogénea, incolor; tricomas ndo atenuados, distintamente
constritos, 6,0-8,0 um diam.; células 0,5-1,3 vez mais longas que largas, 3,2-9,6 pum compr.;
contelido celular castanho-avermelhado, granuloso ou raramente homogéneo; septos néo
granulosos; célula apical cilindrico-arredondada, com espessamento.

Amostra: 43CP.

Comentarios. A populacdo estudada e nomeada como Phormidium sp.3 é semelhante a
populacdo identificada como Phormidium sp.2. Ambas apresentam dimensbes celulares
similares, bem como a coloragéo do contetido celular, espessamento de parede na célula apical
e foram encontradas no mesmo tipo de ambientes (troncos de arvores). No entanto, estas duas
populagdes foram consideradas diferentes, pois Phormidium sp.3 apresentou tricomas com
constri¢des bem evidentes, com céulas, as vezes em forma de barril e contetido celular com
granulos grandes, enquanto Phormidium sp.2 apresentou tricomas n&o constritos a levemente

constritos e contedido celular sem granul os conspicuos.
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Phormidium sp.4
(Figuras 31-32)

Massas macroscopicas; filamentos emaranhados, flexuosos, 5,5-8,0 um diam.; bainha
mucilaginosa firme, homogénea, incolor; tricomas ndo atenuados, levemente constritos, 4,8-7,2
pum diam.; células 0,5-1,2 vez mais longas que largas, 3,2-7,2 um compr.; contetido celular
verde-azulado, homogéneo; septos ndo granulosos ou raramente finamente granulosos; célula

apical levemente conico-arredondada, com espessamento.

Amostras. 44CP, 45CP, 46CP.

Comentarios. A caracteristica morfolégica marcante nas populacbes estudadas € o
desenvolvimento de uma célula apical cilindrico-arredondada com espessamento na parede
externa, conferindo um formato levemente cénico a célula e coloragdo levemente amarelada,

distintas das demais cé ulas do tricoma.

Dentre as espécies de Phormidium que desenvolvem células levemente conicas e com
espessamento estdo P. incrustatum Gomont ex Gomont e P. crouanii. No entanto, os espécimes
analisados diferiram destes no ambiente de ocorréncia e/ou nas dimensdes celulares. Além
dessas espécies, P. corium Gomont também pode vir a desenvolver células apicais levemente
conicas devido ao desenvolvimento de espessamento na parede externa. Esta espécie foi
originamente descrita ocorrendo em ambientes bastante distintos. agquéticos e subaéreos por
Gomont (1892). Segundo Komérek & Anagnostidis (2005), P. corium possui ampla
distribuicéo, podendo ser cosmopolita, ja tendo sido observada em vérias regides do globo e
em grande variedade de ambientes: perifitico, sobre rochas, epifiticos, em corpos d’agua
|énticos e Idticos, solos Umidos, paredes e plantas deciduas. As populacfes estudadas

apresentaram tricomas menores que os referidas para P. corium por Gomont (1892).
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Phormidium sp.5
(Figuras 33-34)

M assas macroscopicas, filamentos emaranhados, flexuosos, 13,2-16,8 um diam.; bainha
mucilaginosa facultativa, fina, firme, homogénea, incolor; tricomas ndo atenuados, ndo
constritos, 9,6-16,8 um diam.; células 0,4-1 vez mais longas que largas, 4,0-12,8 pum compr.;
contetido celular verde-azulado, homogéneo; septos ndo granul 0sos ou levemente granul 0sos;
célulaapical cilindrico-arredondada.

Amostra: 47CP.
Comentérios. A populacdo estudada, coletada em um riacho da regido noroeste do estado de
S80o Paulo, ndo apresenta caracteristicas semel hantes as das espécies descritas de Phormidium.

Uma das poucas espécies que apresentam caracteristica morfoldgicas proximas de
Phormidium sp.5 é P. puteale, por apresentar tricomas com diametros maiores que 11 pum.
Embora esta espécie sgja conhecida por ocorrer em ambiente semelhante ao das popul acbes
estudadas (bentos de riachos), ela apresenta tricomas constritos e levemente menores que 0s
observados neste estudo.

Além de P. puteale, P. durum Gardner desenvolve tricomas com didmetros similares
aos observados (12,0-14,0 um), entretanto esta espécie foi descrita por Gardner (1927) com

base em uma populagdo aerofitica.

Phormidium sp.6
(Figuras 35-36)
Massas macroscopicas; tricomas emaranhados ou formando feixes, flexuosos,
brevemente atenuados no &pice, ndo constritos, 5,6-8,5 um diam.; células 0,5-1,1 vez mais

longas que largas, 3,2-7,2 um compr.; conteldo celular verde-oliva, castanho ou purpura,
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homogéneo a finamente granul 0so; septos granulosos, célulaapical capitada, 3,6-7,2 um diam.,

3,2-6,4 um compr., com espessamento.
Amostra: 48CP.

Comentarios. O desenvolvimento de tricomas brevemente atenuados no apice e células apicais
capitadasindicaaque apopul agéo pertence ao Grupo V1 de Phormidium, descrito por Komarek
& Anagnostidis (2005). Segundo estes autores, este grupo € composto por poucas espécies,
todas aquéticas, diferentemente da popul agcdo estudada, que foi coletada em ambiente aerofitico

(tronco de arvore).

Os espécimes observados ndo apresentaram caracteristicas similares as espécies

descritas para Phormidium.

Phormidium sp.7
(Figura 37)

M assas microscopi cas; tricomas emaranhados, flexuosos, levemente atenuados e curvos
no apice, ndo constritos, 8,0-10,0 um diam.; células 0,4-0,7 vez maislongas que largas, 3,5-5,5
pum compr.; conteddo celular verde-oliva a castanho, homogéneo a finamente granul 0so; septos
ndo granulosos ou finamente granulosos; célula apical conico-arredondada a levemente
captada, com caliptra arredondada.

Amostras: 49CP, 50CP.

Comentérios. Os espécimes analisados apresentaram caracteristicas morfol 6gicas similares as
espécies do Grupo VIl do género Phormidium, descrito por Komarek & Anagnostidis (2005),
com tricomas atenuados e células distintamente mais curtas que largas. As caracteristicas

morfol 6gicas os aproximam de P. uncinatum e P. irriguum (K titzing ex Gomont) Anagnostidis
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et Komarek, que desenvolvem tricomas atenuados e curvos no apice e dimensdes que se
sobrepdem (5,5-9,0 um didm. e 6,0-11,2 um diam., respectivamente).
No entanto, os espécimes analisados diferiram de Phor midium uncinatum pela auséncia

de bainha mucilaginosa e movimento reduzido e de P. irriguum por apresentar caliptra.

Phormidium sp.8
(Figura 38)

Massas macroscopicas; tricomas ndo atenuados, levemente constritos, 8,0-9,0 um
diam.; células 0,4-0,7 vez mais longas que largas, 2,0-5,6 um compr.; contetido celular verde-
azulado, homogéneo a finamente granuloso; septos granulosos; célula apica cilindrico-
arredondada.

Amostra: 51CP.

Comentérios. Os espécimes observados apresentaram caracteristicas morfologicas que os
aproximam das espécies do Grupo VIl de Komérek & Anagnostidis (2005), por apresentarem
células distintamente mais curtas que largas.

Os espécies estudados séo compativeis com Phor midium ambiguum, principal mente em
relacdo a morfologia do dpice do tricoma, que ndo € atenuado e as células apicais cilindrico-
arredondadas, sem espessamento ou caliptra No entanto, P. ambiguum, segundo Gomont
(1892), desenvolve tricomas com células menores (4,5-7,5 um de didm. e 1,5-3,4 um compr.).

A populagdo também se assemelha a Phormidium tergestinum, no entanto, P.
tergestinum € uma espécie aguatica enquanto os espécimes analisados foram encontrados em

tronco de arvore.
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Phormidium sp.9
(Figura 39)
Massas macroscopicas; tricomas levemente atenuados, ndo constritos, 6,4-8,0 um
didm.; células 0,3-0,7 vez mais longas que largas, 2,4-5,0 um compr.; contetido celular verde-
azulado, homogéneo a granul0so; septos ndo granul osos a granulosos; célula apical cilindrico-

arredondada.

Amostra: 52CP.

Comentarios. Os espécimes estudados ndo apresentaram semelhancas morfol égicas com as
espécies descritas de Phormidium. A principal caracteristica que os distingue das demais
espécies é o desenvolvimento de tricomas levemente atenuados e curvos no pice e células

apicais cilindrico-arredondadas.

Planktothricoides raciborskii (Woloszynska) Suda et Watanabe, Int. J. Syst. Evol. Micr., v. 52,
p. 1593. 2002.
(Figuras 40-41)

Tricomas solitarios ou emaranhados entre outras cianobactérias filamentosas, retos ou
flexuosos, ndo atenuados a levemente atenuados e curvos no apice, ndo constritos, 7,0-11,0 um
didam.; células 0,7-1,0 vez maislongas que largas, 5,0-12,0 pm compr.; contelido celular verde-
azulado homogéneo a esparsamente granuloso; aerétopos diminutos na periferia das células;
célulaapical cilindrico-arredondada.

Amostra: 53CP.

Comentarios. Segundo Komérek & Anagnostidis (2005), Planktothricoides, género
amplamente distribuido em regides tropicais e subtropicais do globo, é composto por duas
espécies (P. raciborskii e P. attenuata Komérek et Komérkova-Legnorevd) que podem ser

diferenciadas pelo didmetro do tricomae forma da atenuagdo do mesmo. Segundo estes autores,
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P. attenuata apresenta tricomas com diametros menores (6,0-6,8 um) e atenuacéo gradual em
direcéo ao dpice e P. raciborskii apresenta tricomas maiores (8,0-12,2 um) e atenuados apenas
na porcao final. Os espécimes observados apresentaram caracteristicas morfol 6gicas e métricas

gue estéo de acordo com as descritas paraa P. raciborskii por Sudaet al. (2002).

Planktothrix isothrix (Skuja) Komérek et Komérkova, Czech Phycal., v. 4, p. 14. 2004.
(Figuras 42)

Tricomas solitérios, retos ou flexuosos, ndo atenuados, ndo constritos, 4,5-10,4 um
didm.; células 0,4-1,0 vez mais longas que largas, 2,4-6,0 um compr.; conteido celular verde-
acastanhado,as vezes, com granulos nos septos; numerosos aerétopos; célula apical cilindrico-
arredondada.

Amostra: 54CP.
Comentérios. Os caracteres morfol 6gicos e métricos dos espécimes estudados estéo de acordo
com os descritos por Komarek & Komérkova (2004).

Segundo Komérek & Anagnostidis (2005), P. isothrix € uma espécie primeiramente
bentbnica, podendo também fazer parte do plancton. Ocorre em lagos eutréficos a
hipereutroficos, formando floragdes tanto em regides tropicais como temperadas (DAVISet d.,
2003; STEFANIAK et a., 2005; HALSTVEDT et al., 2007; PEREZ et al., 2009, SILVA,
2009).

A ocorréncia de Planktothrix isothrix no Brasil foi registrada por Tucci et a. (2006),
Sant’Anna et al. (2007), Silva (2009), Santos & Sant’Anna (2010), Martins et al. (2012) e

Ribeiro et al. (2012).
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Porphyrosiphon notarisii Kitzing ex Gomont, Ann. Sci. Nat. Bot. Sér. 7, v. 15, p. 331. 1892.
(Figuras 43-45)

M assas macroscopicas; filamentos emaranhados, flexuosos, 19,0-31,2 (36,0) pm diam.;
bainha mucilaginosa espessa, firme, lamelada, avermelhada; tricomas ndo atenuados,
constritos, 11,2-18,0 um diam.; células 0,3-0,9 vez mais longas que largas, 4,0-13,6 (16,2) um
compr.; conteido celular verde-azulado, homogéneo a granul 0so; septos ndo granul osos; célula
apical cilindrico-arredondada.

Amostras: 55CP, 56CP, 57CP, 58CP.

Comentérios. Os espécimes observados estdo de acordo com a descri¢cdo de Gomont (1892),
inclusive quanto ao tipo de habitat. No entanto, Koméarek & Anagnostidis (2005) comentam
gue esta espécie é tipicamente aerofitica, ocorrendo em rochas Umidas de regiées montanhosas
e gque estd em habitats semelhantes em vérias regides do globo. Diferentemente, a populacéo
analisada no presente estudo foi encontrada ocorrendo em solo secos, assim como Couté et al.
(1999).

As popul agdes observadas por Senna& Ferreira(1986), Sant’ Anna et al. (1995), Branco
et a. (2009), e Lemes-da-Silvaet a. (2012), apresentaram tricomas menores gque os observados

nas popul agdes estudadas, porém dentro do intervalo métrico referido paraa espécie.

Porphyrosiphon sp.1
(Figuras 46-48)

M assas macroscopi cas, filamentos emaranhados, flexuosos, 19,0-27,0 um diédm.; bainha
mucilaginosa espessa, firme, lamelada, incolor; tricomas n&o atenuados, constritos, 12,0-19,0
um didam.; células 0,3-0,7 vez mais longas que largas, 4,0-13,0 um compr.; contetdo celular
verde-azulado, homogéneo a finamente granuloso; septos ndo granulosos, célula apical

cilindrico-arredondada a levemente conico-arredondada, levemente alongada (12,0-19,0 pm).
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Amostra: 59CP.

Comentérios. Os espécimes observados assemelham-se metricamente as populactes
identificadas como Porphyrosiphon notarisii e estdo de acordo com as caracteristicas
enumeradas por Gomont (1982) e Komarek & Anagnostidis (2005) para a espécie. No entanto,
foram identificadas como Porphyrosiphon sp.1 por apresentarem bainhas mucilaginosas

incolores e menos espessas que as observadas nas popul agdes de Por phyrosiphon notarisii.

Porphyrosiphon sp.2
(Figuras 49-50)

M assas macroscopi cas, filamentos emaranhados, flexuosos, 11,0-19,0 um diém.; bainha
mucilaginosa firme, lamelada, avermelhada; tricomas ndo atenuados, constritos, 8,0-12,5 pm
diam.; células 0,5-1,0 vez maislongas que largas, 5,5-12,0 pm compr.; contelido celular verde-
azulado, granul 0so; septos ndo granulosos ou granulosos; célula apical cilindrico-arredondada.
Amostra: 60CP.

Comentarios. A populacdo observada apresentou caracteristicas morfoldgicas e métricas
semel hantes as citadas por Gomont (1982) para Porphyrosiphon notarisii, que pode apresentar
amplavariagcdo métrica, abrangendo tanto espécies com filamentos espessos quanto filamentos
mais delgados. Embora a populacéo estudada apresente morfologia correspondente a P.
notarisii, ela difere das populagdes de P. notarisii analisadas neste estudo por desenvolverem
tricomas |evemente menores e bainhamucilaginosamaisfina. Damesmaforma, esta popul agéo
mostrou-se diferente morfol ogicamente da populac&o identificada por Porphyrosiphon sp., que
apresentou bainha mucilaginosa incolor e células com relagdo entre comprimento e largura

inferiores.
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5. CONSIDERACOESFINAIS

Como organismos fotossintetizantes, as cianobactérias sdo contribuintes importantes
para a producdo primdria em ecossistemas aguaticos e, em ambientes terrestres, podem
desempenhar papel relevante em estégios iniciais do processo de sucessdo primaria no solo,
principalmente em regides de vegetacdo escassa. Uma vez que Phormidioideae encontra-se
entre as cianobactérias mais frequentes em todos os tipos de ambientes, era esperado que se
achasse uma riqueza maior desses organismos nos locais amostrados. Além disso, expedicoes
de coletas foram feitas nos Parques Nacional da Serra da Canastra e de Itatiaia, situados em
biomas brasileiros considerados “hotspots’ para diversidade (Cerrado e Mata Atlantica,
respectivamente), ndo revelaram representantes da subfamilia.

A baixa representatividade da subfamilia, verificada neste estudo pela auséncia de
representantes de seis dos 10 géneros (Komarek & Anagnostidis, 2005), provavelmente segja
consequéncia da distribuicdo restrita destes nos ambientes amostrados, ja que ndo sdo
frequentes os registros de ocorréncia dos géneros Arthrospira, Trichodesmium, Tychonema,
Symploca e no Brasil, e os géneros Proterendothrix e Pseudophormidium n&o foram
encontrados até o momento no pais.

Ao mesmo tempo, 0 nimero muito superior de espécies de Phormidium registrados (22)
em relacdo aos géneros Porphyrosiphon (trés), Planktothricoides (uma) e Planktothrix (uma),
jeraesperado, uma vez que é conhecida a representatividade do género e a grande amplitude
de ambientes nos quais € relatado na literatura (GOMONT, 1892; KOMAREK &
ANAGNOSTIDIS, 2005; McGREGOR, 2007).

O estudo revelou nove possivels novos tdxons para a ciéncia. As espécies Phormidium
inundatum e P. retzii merecem destaque por terem sido observadas em vérias localidades
amostradas (10 e sete, respectivamente). Phormidium inundatum mostrou distribuicgo ampla,

tendo sido registrada em trés estados brasileiros estudados (Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro
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e Sdo Paulo), enquanto P. retzii foi registrada apenas em S&o Paulo (noroeste paulista e Mata
Atlantica). Phormidium inundatum foi a Unica espécie registrada em ambientes diferentes,
tendo sido encontrada em corrego da regido noroeste paulista, troncos de arvores em regido de
floresta ombrafila mista (regido de Campos do Jorddo, SP) e em solo de éreas urbanizadas dos
estados do Rio Grande do Sul e do Rio de Janeiro.

Phormidium é um género com muitos problemas taxondmicos, causados pela
dificuldade de identificacdo dos organismos. Este fato deve-se ao grande nimero de espécies
descritas e & smplicidade morfoldgica (KOMAREK & ANAGNOSTIDIS, 2005). Um grande
ponto conflitante nos estudos taxondmicos deste género € a consideracdo de alguns aspectos,
tais como distribuicdo geografica e habito, para a delimitacdo de algumas especies e a total
desconsideracdo dos mesmos para outras. Por exemplo, segundo Koméarek & Anagnostidis
(2005), P. breve e P. corium sdo espécies registradas em grande variedade de habitats, enquanto
P. tergestinum e P. aerugineo-caer uleum, entre outras, sdo consi deradas aquéti cas e osregistros
destas em ambientes terrestres sdo citados como provéveis erros de identificagéo.

O mesmo ocorre com o habitat. Partindo do pressuposto de que grande parte das
espécies de cianobactérias apresenta capacidade de adaptacdo aos mais variados tipos de
ambientes, no presente estudo, trés populagdes provenientes de ambientes terrestres (solo e
troncos de arvores) foram identificadas como P. cf. formosum por apresentarem caracteristicas
morfol 6gicas similares as referidas para a espécie.

O grande numero de espécies ndo identificadas neste estudo reforca a ideia de que a
flora de cianobactérias em regides tropicais e subtropicais é diversa das regifes europeia e
norte-americana e ainda desconhecida. A impossibilidade de identificacdo especifica de nove
espécies de Phormidium e de duas de Porphyrosiphon deveu-se, principamente, a
incompatibilidade entre ambientes de ocorréncia, quando estes apresentaram caracteristicas

morfologicas similares. Ainda assim, algumas espécies, tais como Phormidium sp.1,
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Phormidium sp.2, Phormidium sp.3, Phormidium sp.6 e Porphyrosiphon sp.1, néo
apresentaram semelhancas morfoldgicas com as espécies ja descritas, tratando-se,
provavelmente, de novas espécies.

De acordo com Koméarek & Anagnostidis (2005), a diversidade de Phormidium é
provavelmente grande e seu polifiletismo jafoi constatado em diversos estudos (TENEVA et
al., 2005; TATON et al., 2006; PALINSKA & MARQUARDT, 2008; TURICCHIA et 4.,
2009; STRUNECKY et a., 2010; SCIUTO et d., 2011). Assim, sdo esperadas modificacOes
nas circunscricdes das espécies com o0 uso de ferramentas molecul ares,

O numero de espécies ndo identificadas neste estudo indica a necessidade de maiores
estudos floristicos nessas regides parareduzir alacuna no conhecimento da distribuicdo desses

organismos em territorio nacional.



Figuras 2-11. 2. Phormidium aerugineo-caeruleum; 3. P. cf. ambiguum; 4-5. P. animale; 6-7. P.
crouanii — espessamento de parede (seta); 8. P. formosum; 9-10. P. cf. formosum; 11. P. inundatum.
(Escalas: 10 um)
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Figuras 12-21. 12-13. Phormidium inundatum; 14-15. P. papyraceum; 16-18. P. retzii; 19-20. P.
terebriforme; 21. P. tergestinum — detalhe dos granul os nos septos transversai s (seta).
(Escdlas: 10 pm)
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Figuras 22-31. 22. Phormidium tergestinum — detalhe dos grénulos nos septos transversais (seta);
23. P. cf. uncinatum — célula apical com caliptra arredondada (seta); 24-25. P. cf. vulgare — célula
apical com caliptra conica (seta preta); detal he dos granul os nos septos transversais (seta vermel ha);
26. Phormidium sp.1; 27-28. Phormidium sp.2 — espessamento de parede (seta); 29-30. Phormidium
p.3 — espessamento de parede (seta); 31. Phormidium sp.4 - espessamento de parede (seta).
(Escalas: 10 pm)



Figuras 32-41. 32. Phormidium sp.4 — espessamento de parede (seta); 33-34. Phormidium sp.5; 35-
36. Phormidium sp.6 — célulaapica capitada (seta); 37 Phormidiumsp.7 — célulaapical com caliptra
arredondada; 38. Phor midium sp.8; 39. Phormidium sp.9 — leve atenuagéo no apice do tricoma (seta);
40-41. Planktothricoides raciborskii — grénul os esparsos no citoplasma (seta).

(Escalas: 10 um)
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Figuras 42-50. 42. Planktothrix isothrix — aerétopos (seta); 43-45. Porphyrosiphon notarisii — 44.
detal he das lamel as da bainha mucilaginosa (seta); 45. grénulos dispersos no citoplasma (seta); 46-
48. Porphyrosiphon sp.1 — 47. deta he das lamelas da bainha mucilaginosa incolor (seta); 48. célula
apical conico-arredondada (seta); 49-50. Porphyrosi phon sp.2 — 50. grénul os di spersos no citoplasma
(seta).

(Escalas. 42, 44-50 = 10 um; 43 = 20 um)
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1. RESUMO

Embora as cianobactérias pertencentes a subfamilia Phormidioideae estejam entre os grupos
mai s frequentes e abundantes, presentes em varios tipos de ambientes, alguns aspectos de sua
biologia e sua histéria evolutiva ainda permanecem pobremente caracterizados. O presente
estudo tem como objetivo caracterizar a diversidade genética de populagdes encontradas em
territério nacional. Para este fim, foram isoladas 60 popoulacdes de Phormidioideae (52
Phormidium, seis Porphyrosiphon, uma Planktothricoides e uma Planktothrix) coletados em
ambientes aerofiticos (rochas, solos, troncos) e aguati cos (lagos e riachos) nos estados do Ceard,
Mato Grosso, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro, Roraima e S&o Paulo. Foram identificadas 27
espécies com base em caracteristicas morfol 6gicas, das quais 11 foram identificadas apenas em
nivel genérico. Foram obtidas as sequéncias do gene RNAr 16S de todas as 60 populagdes
isoladas, e sequéncias do espacador intergénico 16S-23S (ITS 16S-23S) para 50 delas.
Phormidium mostrou-se polifilético e as linhagens pertencentes a este género distribuiram-se
em 10 grupos. Phorphyrosiphon mostrou-se geneticamente diferente das demais linhagens,
validando o género, porém as andlises sugerem que P. notarisii € uma espécie coletiva. Das
sequéncias do ITS 16S-23S obtidas, quatro populagbes ndo apresentaram RNAt, 12
apresentaram os RNAt e RNAt*2e o restante, 34 popul agdes, apresentaram apenas o RNAL"®,
O RNAr 16Se o0 ITS 16S-23S evidenciaram a existéncia de sete novos géneros e 11 possiveis
novas espécies para a ciéncia. Os resultados indicam incongruéncias entre as caracteristicas
morfoldgicas e genéticas, ressaltando a necessidade de mais estudos taxondmicos para maior

entendimentos das relagdes evol utivas do grupo.
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2. INTRODUCAO

As cianobactérias formam um grupo geneticamente bem delimitado dentro do dominio
Bacteria. Segundo Hoffmann et a. (2005), os representantes de Cyanobacteria estdo
distribuidos em seis ordens, sendo Chroococcales e Oscillatoriales pertencentes a subclasse
Oscillatoriophycideae.

A ordem Oscillatoridles compreende um conjunto de organismos morfo e
ecologicamente diversificados, podendo ser encontrado em uma grande variedade de
ambientes. A atual classificacdo dos grupos que compdem a ordem € baseada, principal mente,
em dados morfol 6gicos e ultraestruturais, ndo apresentando suporte molecular paraas familias,
subfamilias e, em alguns casos para os géneros (HOFFMANN et a., 2005). Dentre as
Oscillatoriales, a subfamilia Phormidioideae destaca-se pelo elevado nimero de espécies
descritas e pela taxonomia complexa (KOMAREK & ANAGNOSTIDIS, 2005).

Os representantes de Phormidioideae constituem um dos grupos mais frequentes e
abundantes, estando presente em Vv&rios tipos de ambientes, como os marinhos, dulcicolas
|énticos ou I6ticos, rochas, solos, troncos de arvores (GOMONT, 1892; GARDNER, 1927;
GEITLER, 1932, DESIKACHARY, 1959; SANT’ANNA & AZEVEDO, 1995; KOMAREK
& ANAGNOSTIDIS, 2005; BRANCO et a., 2009). Esses organismos sao caracterizados por
desenvolverem tricomas homocitadosisopolares, cilindricos, com ou sem bainhamucilaginosa,
ramificagdes fasas raras, células geralmente isodiamétricas e reproducdo por meio de
fragmentacdo dos tricomas (KOMAREK & ANAGNOSTIDIS, 2005). Os membros dessa
subfamilia exibem grande plasticidade morfolégica relacionada com respostas a fatores
ambientais. Tais variagOes, aliadas a pouca quantidade de caracteres morfol gicos diacriticos,
tornam esse grupo taxonomicamente complexo.

Com relagdo afilogenia, esse grupo ainda permanece pobremente caracterizado. Alguns

géneros sao geneticamente bem delimitados, como € o caso de Planktothrix, Planktothricoides
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(SUDA et a., 2002) e Arthrospira (NELISSEM et al., 1994; MANEN & FALQUET, 2002),
porém outros ainda possuem circunscricao confusa, como o caso de Phormidium (KOMAREK,
2006), ou nenhum estudo molecular, como € o caso de Porphyrosiphon.

Estudos moleculares indicam que alguns critérios morfoldgicos tradicionalmente
utilizados para separar géneros e espécies ndo estéo corretamente rel acionados com os padrées
filogenéticos (ISHIDA et al., 2001; GUGGER & HOFFMANN, 2004, KOMAREK, 2006). No
entanto, a atual classificacdo do grupo é inteiramente baseada em caracteres morfol6gicos e
ultraestruturais e a classificacdo de alguns géneros e espécies ainda € fundamentada nas
primeiras monografias feitas para 0 grupo, principalmente a de Gomont (1982) e de Komérek
& Anagnostidis (2005). Segundo Komérek (2010), as caracteristicas morfol dgicas e ecol dgicas
do grupo precisam ser reavaliadas.

Desde que as ferramentas moleculares comegaram a ser aplicadas na sistematica de
cianobactérias, um dos genes mais informativos é o RNAr 16S (WOESE, 1987; OLSEN &
WOESE, 1993; LUDWIG & SCHLEIFER, 1994; LUDWIG & KLENK, 2001), um gene
conservado, mas que contém regides variaveis e hipervaridveis. Asinvestigagoes filogenéticas
com base neste gene tém mostrado que as cianobactérias filamentosas homocitadas, inclusive
os representantes de Phormidioideae, formam um grupo polifilético (GIOVANNONI et a.,
1988; WILMOTTE, 1994; CASTENHOLZ et al., 2001; RIPPKA et a., 2001; WILMOTTE &
HERDMAN, 2001). Devido ao alto grau de conservacdo do RNAr 16S, este marcador n&o
oferece resolucdo filogenética a niveis intragenéricos (FOX et a., 1992). Como complemento,
aregido espacadoraentre os genes RNAr 16S e RNAr 23S (ITS 16S-23S), que apresenta maior
variagdo, vem sendo estudada, principalmente quanto a estrutura secundéaria de regides
especificas, com o intuito de resolver as relagdes evolutivas em nivel infragenérico dentro de
Phormidioideae (BOYER et al., 2001; BAURAIN et a., 2002; MANEN & FALQUET, 2002;

TATON et a., 2006; MARQUAARDT & PALINSKA, 2007; PALINSKA & MARQUARDT,



71

2008; SCIUTO et d., 2011). Porém, a quantidade de sequéncias disponiveis para avaliacéo e
comparacOes ainda € limitada.

Considerando a falta de estudos moleculares abordando Phormidioideae e a limitada
resolucdo filogenética de membros da subfamilia, o presente estudo teve como objeto a
caracterizacdo molecular de populacfes de Phormidioideae, visando contribuir com o estudo
das relacOes fil ogenéticas de seus membros por meio da andlise das sequéncias do RNAr 16Se

do ITS 165-23S.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Linhagens selecionadas e condic¢des de crescimento

As linhagens estudadas foram coletadas em diferentes localidades e em diferentes
habitats (Tabela 1). As amostras provenientes de ambientes aerofiticos foram acondicionados
em sacos de papel e as oriundas de ambientes aquaticos foram acondicionadas em frascos de
plastico, ambos mantidas sobre refrigeracdo (4°C) até o momento dainoculacdo. Uma pequena
parte dos organismos coletados foi separada em microscopio estereoscopico (Zeiss 47 50 52),
com auxilio de pincas e agulha histol 6gica e, posteriormente, inoculada em diferentes meios de
cultura: BG11 (RIPPKA et al. 1979) e Bold (NICHOLS, 1973). As amostras foram inoculadas
sob condicdes assépticas em tubos de ensaio contendo 5 mL de meio de cultura liquido e em
placas de Petri (5 cm de diametro) contendo 5 mL meio de cultura solido (1,2% Agar). Os
indculos foram acondicionados em estufas incubadoras sob condigdes controladas de
temperatura (20°C +1), irradiancia (50 pmol fétons.m?2.s?) e fotoperiodo (14h luz e 10h
escuro). Apés a observagcdo do crescimento das cianobactérias nos meios de cultura, os
procedimentos para isolamento das linhagens foram realizadas com 0 método de “pescaria”
com pipeta tipo Pasteur, sob microscopio foténico invertido Leica DMIL LED. Em adi¢éo as
linhagens i sol adas neste estudo, duas linhagens, oriundas da colecéo de culturas do Laboratério
de Biologia Celular e Molecular do CENA/USP (Tabela 1) também foram analisadas. A

identificagdo das linhagens foi feita a partir das amostras provenientes da natureza.
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3.2 Estudos de identificacao

Os estudos de identificagdo foram feitos com base nas amostras da natureza. Os
espécimes foram analisados em microscopio estereoscopico (Zeiss 47 50 52) e microscopio
foténico (Olympus BH2), e os critérios morfol 6gicos observados foram os tradicionalmente
analisados para a identificacdo de Phormidioideae, tais como presenca/auséncia e aspecto da
bainha mucilaginosa, estrutura dos tricomas, estrutura do apice do tricoma e da célula apical,
forma e dimensdes celulares, presenca/auséncia e disposicdo de granulos, presenca/auséncia e
disposicdo de aerdtopos. Além da avaliacdo morfoldgica, aspectos ecoldgicos como habitat,

foram considerados para a identificacdo das popul acdes.

3.3 Extracdo de DNA gendmico de culturas puras de cianobactérias

As células foram concentradas por meio de centrifugacdo a 10.000 rpm por 10 minutos,
0 sobrenadante foi descartado e o pélete lavado visando a retirada dos nutrientes do meio de
cultura e dos possivels contaminantes. A lavagem consistiu na adi¢do de 500 L de Solugéo |
(Tris-HCI 1M pH 8,0, EDTA 0,5M e NaCl 5M) e 50 pL de SDS 2% (sodium dodecyl sulfate)
gue foi posteriormente agitado em vortex e novamente centrifugado a 13.000 rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi descartado e ao pélete foi adicionado 1mL de Solucéo |, agitado
em vortex novamente centrifugado a 7.000 rpm. O pélete foi usado para extrair o DNA
gendmico, utilizando o kit MoBio PowerSoil DNA Isolation (Laboratories Inc, Carlshad, CA,
EUA) de acordo com instrugdes do fabricante.

Para as extragbes com o kit MoBio PowerSoil DNA Isolation (Laboratories Inc,
Carlsbad, CA, EUA) uma amostra foi adicionada a um tubo PowerBead (2mL) contendo 750
pL de Bead Solution. 60 pL de solugdo C1 foram adicionados ao tubo com aamostra, e este foi
agitado em vortex por 5 segundos. Entéo o tubo foi agitado no homogeneizador de tecidos

Precellys™ 24 (Bertin Tecnologies, Bordeaux, Franca) em dois ciclos de 45 segundos a 4000
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rpm e interval o entre os ciclos de 20 segundos. Logo apds, o tubo foi centrifugado e cerca de
450 pL do sobrenadante foi transferido para um microtubo (2 mL) novo, onde foram
adicionados 250 L dasolucdo C2 e agitado. A misturafoi incubada por 5 minutos a4°C, sendo
novamente centrifugada a 10.000 rpm por 1 minuto. O sobrenadante (cerca de 600 pL) foi
transferido para um novo microtubo, onde foram adicionados 200 pL da solugcdo C3, agitados
e incubados novamente a 4°C por 5 minutos. Decorrido este periodo centrifugou-se a amostra
a 10.000 rpm por 1 minuto, e transferiram-se 750 uL do sobrenadante a um microtubo novo,
sendo adicionados 1000 pL da solucdo C4 e agitado. Foram transferidos 675 pL da mistura
para uma coluna acoplada em um microtubo de 2 mL e ent&o centrifugado a 10.000 rpm por 1
minuto, afracéo eluidafoi descartada e o procedimento repetido até que todo o volume tivesse
passado pela coluna. A colunafoi entdo lavada com 500 pL da solucdo C5 e centrifugou-se a
10.000 rpm por 1 minuto. Para garantir que a colunativesse sido completamente seca o volume
gue passou pela colunafoi descartado e novamente centrifugado por 1 minuto a 10.000 rpm. A
colunafoi entdo transferida paraum microtubo limpo e o DNA foi eluido em 100 pL de solugdo
C6 e centrifugado a 10.000 rpm por 1 minuto.

Aliquotas (1 pL) dos DNAs extraidos foram acrescidos de tamp&o de carregamento
(azul de bromofenol 0,5%, glicerol 0,3%, EDTA 0,5M) e GelRed™ 0,6X (Biotium, Hayward,
E.U.A.)) e a integridade dos mesmos foi verificada em gel de agarose 1%, apOs corrida
eletroforética em tampdo TBE 0,5X (Tris-borato 45 mM, EDTA 1 mM, ph 8,0). A
documentacdo do gel foi feita utilizando-se fotografia digital do gel em fotodocumentador
“Mini Bis Pro” e software “Gel Capture™” (Micro Photonics, Allentown, E.U.A.). Como
padréo de tamanho de DNA foi utilizado o marcador de peso molecular DNA Ladder de 1 Kb (Life

Technologies). O materid foi armazenado atemperaturade-20° C até o momento daproximaandise.



78

3.4 Técnicade Single cell PCR

Para a obtencdo de células individuais ou em peguenos tricomas, poucos filamentos
foram isolados sob microscdpio estereoscdpico e colocados em |aminas microscopicas estéreis
juntamente com uma gota de agua ultra pura (MiliQ) também previamente esterilizada. Esse
material foi levemente macerado para obtencéo de células isoladas ou de pequenos tricomas
(maximo cinco células) e levado ao microscdpio invertido paracoleta e lavagem das células ou
tricomas. Para o0 isolamento do material de interesse, foram utilizados capilares estéreis, feitos
pela manipulagéo de pipetas Pasteur sobre bico de Bunsen e com auxilio de pinca. O capilar
foi posicionado na direcéo da célula ou do tricoma de interesse de forma que o material fosse
transferido para o capilar. O material coletado foi transferido para outra gota de agua ultrapura
(MiliQ) paralavagem e, apds trés a cinco repeticdes do procedimento, a célula ou tricomafoi
armazenado em microtubo (0,2 mL). O nimero de células por microtubo variou de umaacinco.
A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi preparada diretamente no microtubo contendo

as células isoladas.

3.5 Amplificagéo por PCR do gene RNAr 16S e do espagador intergénico 165-23S (ITS 165
239)

A amplificagdo do RNAr 16S edo ITS 16S-23Sfoi realizada primeiramente utilizando
os iniciadores 27F (5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3’) (NEILAN et al., 1997) e 23S30R
(5’CTTCGCCTCTGTGTGCCTAGGT3’) (TATON et al., 2003) em termocicladores Techgene
TC-312 e TC-512 (Techne, Burlington, Inglaterra). Cada reagcdo consistiu em: 5 pL de tampé&o
de PCR 10X, 2 pL deMgCl> 50 mM, 1 pL de dNTPs 10 mM, 5 pmol de cada iniciador, 1,5 U
de Platinum® Tag DNA Polimerase (Life Technologies, Carlsbad, E.U.A.),10 ng de DNA,
agua ultrapura (Milli-Q, Millipore, EUA) esterilizada, paraum volume final de 25 uL. O ciclo

utilizado para amplificacdo foi de: 5 minutos de desnaturagdo inicia a 94°C, 10 ciclos de 94°C
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por 45 segundos, 57°C por 45 segundos, 72°C por 2 minutos, 25 cliclos de 92°C por 45 segundos,
54°C por 45 segundos, extensdo find de 72°C por 7 minutos. A verificacdo dos produtos da PCR foi

feita conforme descrito no item 3.3.

3.6 Clonagem etransformacao

A clonagem das sequéncias do RNAr 16S e do ITS 16S-23S produzidas na PCR foram
realizadas utilizando-se o kit pGEM-T Easy Vector System | (Promega), de acordo com as
instrucdes do fabricante.

A introducéo do vetor contendo o inserto nas células competentes de E. coli DH5a foi
feita através de choque térmico (SAMBROOK et al., 1989). Aliquotas de 10 pL do produto de
ligacdo e 50 uL de suspensdo de células competentes de E. coli DH5a foram misturadas em um
microtubo esterilizado, o qual foi incubado no gelo durante 30 minutos. O microtubo foi
transferido imediatamente para banho-maria a 42°C por 30 segundos. Em seguida, foi
novamente resfriado em gelo por 2 minutos. Posteriormente, adicionou-seaele 250 uL demeio
LB liquido a temperatura ambiente e, em seguida, este foi incubado por 2 horas a 37°C, sob
agitacdo de 180 rpm. As células competentes transformadas foram plaqueadasem meio LB solido
contendo ampicilina e X-Gal, ambos em concentragdes finais de 100 pg.mL™ de meio. As placas

foram incubadas por 13-16 horas, atemperaturade 37°C.

3.7 Selecdo de colbnias

ApGs o plaqueamento em meio de cultivo LB contendo ampicilina e X-Gal, cinco
colbnias de cor branca foram selecionadas e utilizadas para novas reactes de PCR, visando
confirmar a presenca dos insertos de interesse. Uma pequena quantidade de células de cada
clone transformado foi adicionada a 25 pL de reacéo de PCR (conforme descrito no item 3.4)

contendo os iniciadores CYA359F (5°GGGGAATTTTCCGCAATGGG3’), 78la
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(5’GACTACTGGGGTATCCTAATCCCATT3’) e CYA781b (5’GACTACAGGGGT
ATCTAATCCCTTT3’) (NUBEL et a., 1997). O ciclo utilizado para amplificacéo foi de: 5
minutos de desnaturacdo inicial a 94°C, 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 63°C por 1 minuto,
72°C por 1 minuto, extensdo final de 72°C por 7 minutos. A verificacdo da presenca dos

produtos da PCR foi feita conforme descrito no item 3.3.

3.8 Extracdo do DNA plasmidial

A extracdo de plasmideo das células de E. coli DH5a que continha os insertos de
interesse foi feita com o kit “GeneJET™ Plasmid Miniprep (Fermentas Life Sciences). As
colbnias brancas selecionadas foram transferidas para 3 mL de meio LB liquido e cultivadas
por 15 horas a 37°C, sob agitacdo de 180 rpm. Ap0s este periodo de incubacdo, 3 mL de cultura
de células produzidas foi colocada em microtubos de 1,5 mL e centrifugadas a 13.000 rpm por
3 minutos, o sobrenadante foi descartado e 0 processo foi repetido mais uma vez. O pélete
formado foi ressuspendido em 250 pL de Solucdo de Ressuspensdo. A seguir, foram
adicionados 250 pL de Solucéo de Lise e misturados por inversdo, entdo foram adicionados
350 pL de Solucdo de Neutralizagdo e misturados por inversdo de quatro a seis vezes.
Posteriormente, foram centrifugados a 13.000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente e o
sobrenadante (cerca de 850 L) foi transferido para uma coluna acoplada a um microtubo (1,5
mL). Este foi centrifugado por 1 minuto a 13.000 rpm. O liquido que passou pela coluna foi
descartado e estafoi novamente col ocadano mesmo microtubo. 500 puL de Solucgéo de Lavagem
foram adicionados a coluna e posteriormente centrifugados a 13.000 rpm por 1 minuto. O
liquido que passou pelacolunafoi novamente descartado e mais 500 L de Solucéo de Lavagem
foram adicionados a coluna e nova centrifugacéo foi realizada por 1 minuto a 13.000 rpm. O
liquido que passou pela coluna foi descartado e o microtubo com a coluna foi novamente

centrifugada para eliminar os residuos da Solucéo de Lavagem. A coluna foi transferida para
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novo microtubo e 50 pL de Tampé&o de Eluicéo foram adicionados a coluna. Apds as amostras
terem sido incubadas a temperatura ambiente por dois minutos, foram centrifugadas por 2
minutos a 13.000 rpm. Os plasmideos extraidos foram armazenados a temperatura de -20° C

até o momento da préxima analise.

3.9 Sequenciamento e processamento das sequéncias

A PCR para o sequenciamento dos fragmentos dos marcadores estudados foi feita
usando-se o kit “Big Dye Terminator” versdo 3.0 (Life Technologies). Utilizou-se 200 ng de
plasmideo contendo 0] inserto, 5pmol dos iniciadores M13F
(5’ GCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA3’), 357F (5°CCTACGGGAGGCAGCAG3’), 704R
(5’TCTACGSTATTCACCSCTAC3’), 1114F (5°GCAACGAGCGCAACCC3’), 1494R
(5TACGGCTACCTTGTTACGAC3’) e Sp6R (S’ATTTAGGTGACACTATAGAA3’)
(NEILAN et al., 1997), 1,5 uL de “Big Dye”, 3,5 uL de tampao 2,5X “Terminator” ¢ agua
ultrapura para volume final de 10 pL.

As condic¢des de amplificagcdo foram as seguintes: 25 ciclos de 95°C por 20 segundos,
50°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Apds a amplificacéo dos fragmentos realizou-se a
precipitagdo de acordo com as instrugdes do kit “Big Dye Terminator” versdo 3.0” e submetidas
ao sequenciamento no sequenciador capilar 3100 Genetic Analyzer” (Applied Biosystems), na
empresa “Genomic Engenharia Molecular” (http://www.genomic.com.br). Os dados gerados
pelo sequenciador foram coletados e processados pelo programa “ABI PRISM ® DNA
Sequencing-Analysis Software” versdo 3.7 (Life Technologies).

As sequéncias geradas foram processadas para remocao das bases produzidas com baixa
qualidade (indice de qualidade < 20) com auxilio do pacote de programas Phred/Phrap/Consed
(EWING & GREEN, 1998; EWING et a., 1998; GORDON et a., 1998) em sistema

operacional Linux.
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3.10 Andlisesfilogenéticas

As sequéncias obtidas foram comparadas com outras sequéncias previamente
depositadas no GenBank do National Center for Biotechnology Information (NCBI),
utilizando-se a ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (ALTSCHUL et a.,
1990).

Para a construcéo das arvores filogenéticas, as sequéncias génicas de RNAr 16S obtidas
neste estudo e as selecionadas no GenBank, foram alinhadas por meio do programa Clustal W
1.8 (THOMPSON et a., 1994) implementado no progranaMEGA 5.2 (TAMURA et al., 2011)
e o alinhamento foi verificado manua mente.

Arvores filogenéticas foram construidas com os critérios de Neighbor-Joining (NJ),
Maxima Verossimilhanca (ML) e Inferéncia Bayesiana (IB), sendo os dois primeiros,
implementados no programa MEGA 5.2. A robustez das arvores construidas foi estimada
através da andlise de reamostragem (bootstrap) para 1.000 replicacbes. O nimero de sitios
informativos foram calculados. O melhor modelo evolutivo para o conjunto de dados obtidos
(para as andlises de ML e NJ) foi selecionado por meio do Model Test 3.06 (POSADA &
CRANDALL, 1998). As andises de Maxima Verossimilhanca (ML) foram rodadas com o
modelo de distancia TrN (Tamura Nei) com os seguintes parametros. distribuicdo gama =
0,5747; proporcéo de sitiosinvaridveis = 0,5079; frequéncia de bases A = 0,278, C = 0,198, G
= 0,295, T = 0,229, e a matriz da taxa de substituicdo A-C = 1,0000, A-G = 2,2915, A-T =
1,0000, C-T = 3,4604, G-T = 1,0000.

Para a érvore filogenética construida pela inferéncia Bayesiana (IB), utilizou-se o
programa MrBayes 3.1.2 (HUELSENBECK & RONQUIST, 2001), com parémetros fixados

em duas corridas de 30.000.000 de geragdes em quatro cadeias e a amostragem foi realizada a
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cada 1000 arvores. O valor minimo (“burn-in”) foi checado com o programa Tracer v. 1.4
(RAMBAUT & DRUMMOND, 2007).
A linhagen Gloeobacter violaceus PCC 7421 (numero de acesso GenBank NC005125)

figurou como grupo externo.

3.11 Estrutura secundariado I TS 16S-23S

Para analisar a variabilidade intragenérica entre as linhagens, foram identificados os
dominios conservados do ITS 16S-23S, sendo elesD1-D1°, D2, D3, RNAt"®, V2, RNAtA3 V4,
Box-B, Box-A, D4, V3 e D5. As estruturas secundarias das regides D1-D1°, Box-B e V3 foram

geradas utilizando-se o programa Mfold 3.2 (ZUKER, 2003).
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO
4.1 Estudos de identificacéo

Foram estudadas 60 popul agdes pertencentes aos géneros Phormidium (52 popul acdes),
Planktothricoides (uma), Planktothrix (uma) e Porphyrosiphon (seis). As populaces de
Phormidium correspondem a 22 espécies, sendo nove delas identificadas apenas em nivel
genérico, por ndo apresentarem caracteristicas morfologicas e/ou ecoldgicas correspondentes
as espécies ja descritas. Quatro populacdes de Porphyrosiphon foram identificadas como P.
notarisii e duas permanecem sem identificacdo especifica. Apenas uma linhagem foi
identificada como pertencente ao género Planktothricoides (P. raciborskii) e uma ao género

Planktothrix (P. isothrix). As avaliagdes morfomeétricas estdo no capitulo 1.

4.2 Andlise das sequéncias de RNAr 16S

As andlises comparativas (BLAST) das sequéncias do RNAr 16S geradas neste estudo
com outras sequéncias depositadas no GenBank mostraram identidade variando de 91 a 99%
(Tabela 2). De acordo com aliteratura, similaridade igual ou superior a 95% parao RNAr 16S
€ considerada indicativa de identidade de mesmo género (LUDWIG et al. 1998) e similaridade
acimade 97,5% indicaidentidade em nivel especifico (STACKEBRANDT & GOEBEL, 1994,
VANDAMME et al., 1996). Esses val ores foram determinados com base no estudo que mostrou
gue dentro do dominio Bacteria, dois organismos podem ser considerados da mesma espécie se
eles apresentaram reassociacdo de DNA-DNA de aproximadamente 70% ou maior (WAINE et
al., 1987) e que linhagens com sequéncias do RNAr 16S que apresentam valores de identidade
inferiores a 97,5% sdo improvaveis de possuirem reassociacd DNA-DNA maior que 60-70%,

pertencendo assim, a espécies diferentes (STACKEBRANDT & GOEBEL, 1994).
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Dentre as 60 sequéncias obtidas para o RNAr 16S neste estudo, observou-se variacéo
de 0 a196 nucleotideos (0-13,5%). As linhagens identificadas como Phormidium cf. formosum
(10CP e 11CP) apresentaram 100% de identidade entre as sequéncias, bem como as linhagens
14CP e 15CP de P. inundatum, as linhagens 17CP e 19CP de P. inundatum e as linhagens P.
cf. vulgare 40CP e Phormidium sp.7 49CP.

Trés populacbes estudadas (40CP, 49CP e 50CP) apresentaram uma insercdo de 11
nucleotideos, que corresponde a mesma inser¢éo observada por Garcia-Pichel et al. (2001),
Boyer et a. (2002) e Hasler et a. (2012) em populacbes de Microcoleus vaginatus Gomont ex

Gomont.

4.3 Andlise das sequénciasdo I TS 165-23S

Foram obtidas sequéncias do ITS 16S-23S de 50 populagdes cujos tamanhos variaram
de 280 a 652 pares de bases. Trés padrdes de organizacdo do ITS 16S-23S ficaram evidentes:
12 sequéncias apresentaram 0 RNAt'® e o RNAtA? 34 sequéncias apresentaram apenas o
RNALt'"® e quatro sequéncias n&o apresentaram o RNAt""® nem o RNAtA2 (Tabela 3).

A tendéncia a presenca de ambos os RNAs transportadores, comentada por Boyer et al.
(2001) n&o foi observada neste estudo, no qual grande parte das sequéncias obtidas
apresentaram apenas o RNAt'"®. No entanto, a variagdo na presenca/auséncia dos RNASs
transportadores observada neste estudo também foi citada por Nelissen et al. (1994), Wilmotte
etal. (1994), Iteman et a. (2000), Boyer et al. (2001), Boyer et al. (2002), Johansen et al. (2011).

As sequéncias do ITS 16S-23S apresentaram grande variagdo quanto ao tamanho e
composicao (Tabela 3) e suas regides mais conservadas localizaram-se entre as posi¢oes 109-

217 e 199-419 e correspondem, respectivamente, ao RNAL"® e ao RNAtA'2,
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4.4 Andlisesfilogenéticas

As arvores filogenéticas obtidas pelos critérios de NJ, ML e IB nas anadlises do RNAr
16S ndo foram completamente idénticas, porém apresentaram topologias semelhantes, razéo
pela qual as arvores de NJ e IB ndo foram graficamente apresentadas, sendo que somente 0s
valores de confianca dos nos (bootstrap e probabilidade posterior) foram representados na
arvorede ML.

A filogenia produzida (Figura 1) corrobora a ideia de que o RNAr 16S é um marcador
com bom sinal filogenético para o nivel de género e mostra que grande parte daquel esincluidos
na andise € geneticamente bem delimitada, formando clados com alto suporte. A
impossibilidade de identificar as relacbes de parentesco entre cianobactérias em uma larga
escala evolutiva ja foi relatada por Giovanonni et a. (1988). Segundo Honda et al. (1999) e
Wilmotte & Herdman (2001), essa impossibilidade deriva da répida diversificacdo das
cianobactérias imediatamente apos 0 desenvolvimento da fotossintese oxigénica. Sugere-se que
isto implica na impossibilidade de reconstrucéo das reagBes filogenéticas basais das principas
linhagens de cianobactérias apartir do RNAr 16S,

As 60 sequéncias obtidas neste estudo integram 13 clados (Grupos I, 11, 111, 1V, V, VI, VII,
VI, IX, X, Grupo Porphyrosiphon, Grupo Planktothricoides, Grupo Planktothrix) com ato suporte,
exceto a popul agéo identificadacomo P. cf. uncinatum (39CP), que se pos ¢ionou como grupo-irmao
do Grupo |, porém essard acéo ndo mostrou suporte estatistico robusto (Figura 1).

As andlises filogenéticas confirmam o polifiletismo do género Phormidium, observados em
outros estudos (TATON et d., 2006; PALINSKA & MARQUARDT, 2008; STRUNECKY et d.,

2010, 2011, entre outros).
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Figura 1. Arvore consenso construida pelo método de
MaximaVerossimilhanga (ML) do gene RNAr 16S de 60
linhagens sequenciadas neste estudo e 90 linhagens
disponiveis no GenBank. Os valores de bootstrap acima
de 80% para os métodos de ML, NJ e de 0,8 de
probabilidade posterior estéo representados junto aos

ramos com *. A. Arvore com os clados colapsados. B.
Arvore com todas as linhagens utilizadas na andlise,
evidenciando os grupos formados por, pelo menos, uma
sequéncia gerada neste estudo (em azul).
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4.4.1 Grupos Planktothrix e Planktothricoides

Tanto a populacdo identificada como Planktohricoides raciborskii, como aidentificada
como Planktothrix isothrix posicionaram-se nos clados constituidos por espécies dos mesmos
géneros, confirmando a identificagdo das populacBes estudadas. Planktothricoides e
Planktothrix so géneros com caracteristicas morfol dgicas e genéticas bem definidas (SUDA
et a., 2002) e, neste estudo, as linhagens pertencentes a estes géneros formaram grupos
monofiléticos com 100% de bootstrap.

O clado formado pelas linhagens de Planktothrix aproximou-se daquele formado por
seis populacbes de Phormidium sequenciadas neste estudo (Grupo 1V; Figura 2) e a
similaridade entre estes clados variou de 88,2 a 89,7%.

Aslinhagens pertencentes ao grupo Planktothrix apresentaram sequénciasdo RNAr 16S
com similaridade variando de 95,2 a 99,9%, correspondendo a uma divergéncia de 1 a 64
nucleotideos (Tabela4). As oito linhagens organizaram-se em dois clados cuja similaridade das
sequéncias do RNAr 16S entre os clados variou de 95,2 a 96%, correspondendo a uma
divergéncia de 54 a 64 nucleotideos (Tabela 4). O posicionamento proximo entre P. isothrix e
as linhagens de P. mougeotti confirma a identificacgo da populagéo estudada ja que se tratam

de espécies sinbnimas e a similaridade entre suas sequéncias foi ata (98,4-99,7%).

100/100/1
Grupo IV

100/100/1 Planktothrix isothrix (S4CP)
100/100/1 {Hankmrhnx mougeotii HAB 3346 (FJ434248)
Planitothrix mougeotii TR15 (AB0O45971)
99/99/0 9 §l Planklothrix mougeotii TKAS (AB045989)
100/100/1 Planktothrix pseudagardhii HAB 1347 (FJ184442)
‘[Ffanmamnx agardhii HAB 208 (FJ184408)

89/98/0,93
1007100/

Planidothrix agardhii NIVA CYABE (GO351563)
FPlanktothrix sp. PCC 7811 (GQ351564)

Figura 2. Detahe do grupo de Planktothrix da arvore filogenética de Maxima Verossimilhanca baseado no
gene RNAr 16S. A sequéncia geradaneste estudo estdem azul. A penas os va ores de bootstrap acima de 80%
paraos méodos de ML, NJ e de 0,8 de probabilidade posterior estdo representados junto aos ramos.
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Tabela 4. Porcentagem de similaridade (na por¢éo superior) e nimero de nucleotideos divergentes (na
porcdo inferior) entre as sequéncias de RNAr 16S das linhagens pertencentes ao grupo Planktothrix.
1 2 3 4 5 6 7 8

1 — Planktothrix isothrix - 54CP ID 997 984 984 953 954 955 955
2 — Planktothrix mougeotii HAB 3346 3 ID 985 985 954 955 956 955
3 — Planktothrix mougeotii TR 15 21 20 ID 99,7 952 958 959 958
4 — Planktothrix mougeatii TK 45 21 20 3 ID 953 9,58 96 95,9
5 — Planktothrix pseudagardhii HAB 1347 63 62 64 63 ID 974 973 974
6 — Planktothrix agardhii HAB 209 62 61 57 56 35 ID 998 999
7 — Planktothrix agardhii NIVA CY A68 60 59 55 H4 6/ 2 ID 999
8 — Planktothrix sp. PCC 7811 61 60 56 55 B 1 1 ID

O ITS 16S-23S dalinhagem deste grupo sequenciado neste estudo apresentou 311 pares
de bases. Das oito linhagens do clado Planktothrix, além da sequenciada neste estudo, apenas
duas possuem sequéncias disponivels do ITS 16S-23S, sendo elas Planktothrix agardhii NIVA
CYAB8 e Planktothrix sp. PCC 7811. Em nenhum dos casos foi observada a presenca dos RNAs
transportadores, o0 RNAt"® e/lou 0 RNAtA2 As regides D1-D1’ e V3 da espécie estudada foi
distinta das demais (Planktothrix agardhii NIVA CYA68 e Planktothrix sp. PCC 7811), sendo que
entre as duas estas regides foram idénticas (Figura 3A e C). Diferentemente, aregido Box-B apresentou

variacdo nas trés linhagens, embora, entre Planktothrix agardhii NIVA CY A68 e Planktothrix sp. PCC

7811, essa variacdo seja muito pegquena (Figura 3B).
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Figura 3. Estruturas secundarias do ITS 165-23S das linhagens de Planktothrix. A. Regido D1-D1’;
B. Regido Box-B; C. Regido V3.
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O grupo Planktothrix, as estruturas secundarias das regides D1-D1°, Box-B e V3
corroboraram a organizagdo do clado. Infelizmente as linhagens que se agruparam com a
linhagem deste estudo ndo apresentam I TS 16S-23S disponiveis para comparacdes. No entanto,
entre as linhagens analisadas, as diferencas das estruturas das regides indicam que as linhagens
correspondem a duas espécies distintas, uma € P. isothrix e aoutra P. agardhii NIVA CYA 68
e Planktothrix sp. PCC7811.

O clado condtituido pelas linhagens de Planktothricoides mostrou-se como grupo irméo do
Grupo X, embora essa relacéo ndo tenha suporte (Figura4). A smilaridade das sequéncias do RNAr
16S entre os grupos X e Planktothricoides variou de 91,9 a 93% e entre as linhagens de
Planktothricoides, variou de 98,6 a 99,4%, correspondendo aumadivergénciade 7 a 19 nucleotideos.

Grupo X

— Pianktothricoides raciborskii (S3CP)

Planktothricoides raciborskii NSLAZ (ABD45862) GI’UPD
Planktothricoides raciborskii NIES 207 (NR040858) Planktothricoides
83/85/0,8L Flanktothricoides raciborskii OR1-1 (ABD45964)

100/100/0,98

Figura 4. Detdhe do clado de Planktothricoides da arvore filogenética de Méxima V erossimilhanca baseado
no gene RNAr 16S. A sequéncia gerada neste estudo esta em azul. Apenas os valores de bootstrap acima de
80% para os méodos de ML, NJ e de 0,8 de probabilidade posterior est@o representados junto aos ramos.

Esta é a primeira sequéncia de Planktothricoides raciborskii do Brasil e sua
proximidade com linhagens da Austdlia (P. raciborskii NSLA3), do Japao (P. raciborskii NIES
207) edaTailandia (P. raciborskii OR1-1), indicando a amplitude geogréfica onde se encontra

aespécie.

4.4.2 Grupo Porphyrosiphon
Provavelmente devido a grande dificuldade de cultivo, até o presente momento néo
existem sequéncias publicadas de RNAr 16S para o género Por phyrosiphon, sendo este trabalho

o primeiro arelatar a filogenia baseada em dados moleculares para este género. As linhagens
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do género Porphyrosiphon agruparam-se com duas linhagens de bactérias ndo cultivadas da
Austrdlia (Figura5).

Aslinhagens que constituem este grupo so proveni entes de ambientes aerofiticos (sol 0)
de diferentes regides do Brasil (Rio Grande do Sul, Roraima e S8 Paulo) e do norte da
Austrdlia. A similaridade entre as sequéncias do RNAr 16S das linhagens integrantes do grupo

€ superior a93,5% (Tabela 5) e asimilaridade com alinhagem mais proxima é inferior a 92%.

99/99/0,95 Porphyrosiphon sp.1 (59CP) A
L_ Porphyrosiphonsp.2(60CP)_ _ _ . ___
Porphyrosiphon notarisii (58CP) B

100/100/1 r Uncultured bacterium clone Quartz C11 (FJ230800)
Uncultured bacterium clone Quartz C15 (FJ230801)

99/99/0,94
Porphyrosiphon notarisii (56CP)
71/69/0 _@'_Forph yrosiphon notarisii (55CP)

100/100/1L Porphyrosiphon notarisii (57CP)

Figura 5. Detahe do grupo Porphyrosiphon da arvore filogenética de Méxima V erossimilhanga baseado no
gene RNAr 16S. As sequéncias geradas neste estudo estdo em azul. Apenas os valores de bootstrap acima de
80% para os méodos de ML, NJ e 0,8 de probabilidade posterior estéo representados junto aos ramos.

Tabela 5. Porcentagem de similaridade (na porc¢ao superior) e nimero de nucleotideos divergentes (na
porc¢do inferior) entre as sequéncias de RNAr 16S das linhagens pertencentes ao grupo Porphyrosi phon.
1 2 3 4 5 6 7 8

1- Porphyrosiphon sp.1 59CP ID 98 942 942 94,7 94,7 956 94,7
2- Porphyrosiphon sp.2 60CP 29 ID 935 948 952 947 955 948
3- P. notarisii 58CP 83 94 ID 95 957 949 961 96

4- Uncultured bacterium clone Quartz C11 84 75 72 ID 989 96,7 97 97,1
5- Uncultured bacterium clone Quartz C15 77 69 62 16 ID 974 978 979
6- P. notarisii 56CP 771 76 74 47 37 ID 981 981
7- P. notarisii 55CP 64 65 56 43 32 27 ID 987
8- P. notarisii 57CP 7% 75 57 41 30 27 18 ID

O grupo é composto por dois clados internos, ambos com alto suporte (Figura 5). O
subgrupo A, composto pelas linhagens Por phyrosi phon sp.1 e Por phyrosiphon sp.2, apresentou

98% de similaridade no RNAr 16S e, embora a similaridade sgja alta, sdo morfol ogicamente
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distintas, podendo ser diferenciadas pela coloracdo da bainha mucilaginosa e dimensbes
celulares (Figuras 6 e 7).

O subgrupo B € composto por seislinhagens, quatro identificadas como Porphyrosiphon
notarisii e duas de bactérias ndo cultivadas. As sequéncias do RNAr 16S apresentaram uma

variabilidade razoavel (94,9 - 98,9%), diferentemente do observado nos estudos morfol 6gicos,

onde as caracteristicas morfométricas mostraram-se pouco variaveis (Figuras 8-11).

Figuras 6-11. 6. Porphyrosiphon sp.1 59CP; 7. Porphyrosiphon sp.2 60CP; 8. P. notarisii
55CP; 9. P. notarisii 56CP; 10. P. notarisii 57CP; 11. P. notarisii 58CP. (Escala= 10 pm)

Embora as seis linhagens apresentem caracteristicas morfolégicas similares,
correspondentes as descritas para representantes de Porphyrosiphon, a ata similaridade entre
as sequéncias do RNAr 16S nas linhagens Porphyrosiphon sp.1 e Porphyrosiphon sp.2, bem
como o alto suporte do clado formado por estas, indicam que séo geneticamente distintos do
outro clado e, provavelmente, um género distinto, ja que a similaridade com as linhagens do
outro clado mostrou-se relativamente baixa (93,5-95,6% - Tabela 5).

Das oito linhagens integrantes do grupo, apenas quatro possuem sequéncias do ITS 16S

23S, todas elas obtidas no presente estudo, cujos comprimentos variaram de 459 a 652 pares de
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bases. O grupo mostrou-se variado quanto a presenca dos RNASs transportadores.
Porphyrpsiphon sp.2 ndo apresentou RNA transportador, Porphyrosiphon sp.1 e P. notarisii
55CP apresentaram apenas 0 RNALt"®, enquanto que P. notarisii 58CP apresentou os dois RNAS
transportadores (RNAt"® e RNAtA'Y).

Asestruturas secundérias daregido D1-D1° das quatro linhagens mostraram-Se bastante
variadas. Ja as regides Box-B e V3 apresentaram estruturas secundérias similares entre as
linhagens de Por phyrosiphon sp.1 e Porphyrosiphon sp.2 (Figura 12). Resultado ndo esperado
por tratarem-se de espécies distintas.

Diferentemente, as linhagens Porphyrosiphon notarisii 55CP e P. notarisii 58CP,

apresentaram regides Box-B e V3 com estruturas primarias e secundarias distintas (Figura 12).
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Figura 12. Estruturas secundérias do ITS 16S-23S das linhagens de Porphyrosiphon. A-D. Regido
D1-D1’; E-H. Regido Box-B; I-L. Regido V3.
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O grupo I, que contém quatro linhagens deste estudo juntamente com outras 19 do banco

de dados (Figura 13), compreendendo os géneros Microcoleus, Phormidium, Tychonema e

Oscillatoria, apresentou alto suporte para todas as analises filogenéticas realizadas (99%-ML,

99%-NJ e 0,97-1B). Este grupo contém linhagens provenientes dos mais diversos ambientes

aquéticos e aerofiticos de localidades europeias, africanas, asidticas, norte-americanas e sul-

americanas. Este grupo corresponde ao género Microcoleus sensu stricto, de acordo com os

estudos de Strunecky et a. (2013). Segundo Boyer et al. (2002), Siegesmund et al. (2008),

Strunecky et al. (2010, 2012) e Hadler et a. (2012), P. autumnale sensu lato e Microcoleus
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vaginatus séo filogeneticamente proximos e a diferenca morfologica entre eles é a forma de
organizacao dos filamentos. Strunecky et al. (2013) transferiu algumas espécies P. autumnale
sensu lato para o género Microcoleus. Nossos resultados indicam que, assim como
espécies, as linhagens identificadas como Phormidium cf. vulgare, Phormidium sp.7 e
Phormidium sp.9 também pertencem ao género Microcoleus.

Todas as linhagens do grupo | apresentaram, pelo menos 96,5% de similaridade (até 54

nucleotideos divergentes).

Phormidium sp.7 (49CP) %
Oscillatoria nigro-viridis PCC 7112 (NR102469) %
Pharmidium sp.7 (50CP) %
Microcoleus vaginatus PCC 9802 (AF284803) *
Microcoleus vaginatus K708 (KC633989) *
Phormidium cf. amoenum 1Sab (EU196643) *
RO Phormidium cf. amoenum BW1 (EU196636) %
Phormidium cf. autumnale JRE (JN230339) *
Microcoleus vaginatus ISBAL M33 (KC634000) %
80/80/4.89 Phormidium auturmnale E17 (JQ769135) *
FPhormidium autumnale CCALA BS0 (KCE633999) *
Phormidium autumnale JR29 (JN230326) %

b/ Hﬂ'j{ Tychonema bourrellyi CCAP 1459-11b (AB045897)

Tychonema sp. K27 (GQ324965)
Phormidium sp.6 (48CP)

— Phormidium autumnala Arct-Ph5 (DQ493873)
Phormidium autumnale SAGT8.79 (EF654084)
Phormidium autumnale SAG 3590 (EF654081)

— 89/100| Phormidium autumnale A26 (KCE33883)

Phormidium setchellianum CCALA 144 (JN230343)

Microcoleus vaginatus ISBALM 31 (KCB33983) %

99/99/0,97

Figura 13. Detahe dos grupos | e Il da &vore filogenética de Méxima Veross milhanga baseado no gene
RNAr 16S. As sequéncias geradas neste estudo estdo em azul. Apenas os vaores de bootstrap acima de 80%
para os métodos de ML, NJ e de 0,8 de probabilidade posterior estéo representados junto aosramos. * indica
aslinhagens que apresentam ainsercao de 11 nucleotideos naregido da hdlice H17 do gene RNAr 16S.
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O grupo Il é constituido por apenas uma linhagem (Phormidium cf. uncinatum) (Figura
13). A similaridade entre P. cf. uncinatum e as linhagens do grupo | variou de 92,5 a 96,8% (de
40 a 109 nucleotideos divergentes). A morfologia observada € similar as linhagens brasileiras
do grupo | (Figuras 14-17), com tricomas atenuados e curvos no apice e célula apical com
caliptra e, em alguns caso, a similaridade entre a sua sequéncia de RNAr 16S e as de algumas

linhagens do grupo | foi maior que a similaridade dos representantes do grupo | entre si.

Figuras 14-17. 14. Phormidium cf. vulgare; 15. Phormidium sp.7; 16. Phormidium sp.6; 17. P.
cf. uncinatum. (Escala = 10 pm)

A disposi¢éo das linhagens no Grupo | demonstra que a identificagdo das espécies
pertencentes a este grupo néo pode ser feita apenas por meio da diferenciacdo de caracteristicas
morfologicas ou ecologicas. O hahito terrestre de Microcoleus vaginatus e o habito aguético de
Phormidium autumnale ndo sfo congruentes com a filogenia congtruida pelo RNAr 16S, sendo a

plasti cidade fenotipi ca reportada para cianobactérias refl etida em suafilogenia
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Umaimportante caracteristica deste grupo, relatada por Garcia-Pichd et d. (2001), Boyer et
d. (2002), Hader et d. (2012) e Strunecky et d. (2013), € ainsercdo de 11 nucleotideos naregido da
hélice H17 do gene RNAr 16S. Essainsercéo foi encontrada em 15 das 23 linhagens do clado e ndo
mastrou-se congruente com afilogenia congtruida (Figura 13).

Das linhagens integrantes dos grupos | e 11, 12 possuem sequéncias do ITS 16S-23S,
sendo quatro delas sequenciadas no presente estudo (Tabela 3). Dentre as sequéncias
disponiveis no GenBank, cinco foram parciamente sequenciadas, ndo apresentando a porgao
final do espacador, que corresponde as regides Box-B, Box-A, D4, V3 e D5.

Todos as linhagens do grupo | e grupo Il apresentaram os dois RNASs transportadores
(RNAt"® e RNAtAY). A regido V2, situada entre os dois RNASs transportadores mostrou-se
pouco variavel quanto a composi¢cao e comprimento (entre 93 e 104 pares de bases), exceto nas
linhagens Phormidium sp.7 49CP (Grupo I) e Phormidium cf. uncinatum (Grupo 1), cujaregiéo
apresentou menor comprimento (61 e 24 pares de bases, respectivamente).

Emboraaregido D1-D1’ tenha apresentado variagdo quanto a composi¢do e a estrutura
secundéria, esta mostrou-se congruente com a organizacdo dos clados internos do grupo I. As
linhagens Phormidium sp.7 49CP e P. cf. vulgare 40CP apresentaram mesma estrutura
secundaria (Figura 18: A e B), bem como Microcoleus vaginatus ISBAL M33, P. autumnale
E17 e CCALA 850 (Figura18: C-E), P. autumnale A26 e P. setchellianum CCALA 144 (Figura
18: F e G), M. vaginatus ISBAL M31 e CCALA 152 (Figura 18: H e l). A linhagem P. cf.
uncinatum 39CP apresentou estrutura secundaria da regido D1-D1’° bem diferente das demais
linhagens dado grupo | (Figura18: L).

Da mesma forma, a estrutura secundaria da regido Box-B das linhagens do grupo |
também mostrou-se congruente com a organizagao interna dos clados. Phormidium sp.7 49CP
e P. cf. vulgare 40CP apresentaram mesma estrutura secundéria (Figura 19: A e B), bem como

P. autumnale A26 e P. setchellianum CCALA 144 (Figura 19: C e D). Assim como a regi&o
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D1-D1’, a regido Box-B de P. autumnale JR29 e Phormidium sp.6 (48CP) apresentaram
estrutura secundaria levemente distintas (Figura 19: E e F) e a linhagem P. cf. uncinatum
(39CP) apresentou a regido com estrutura secundaria mais diferenciada (Figura 19: G).

O mesmo padréo observado nas regides D1-D1’° ¢ Box-B foram observados na regiéo
V3, que mostrou semelhancas entre as mesmas linhagens acima citadas, inclusive com a

linhagem Phormidium cf. uncinatum (39CP) sendo a mais diferenciada (Figura 19).
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4.4.4 Grupo |11

O grupo 11, composto por seis linhagens, das quais uma foi sequenciada neste estudo
(Phormidiumanimale 6CP), apresentou suporte maximo em todas as andises (100%-ML, 100%-NJ,
1-1B, Figura 20) e mostrou-se bem separado das demaislinhagensincluidas naandise do RNAr 16S,
com similaridade inferior a 95%. Entre as linhagens do grupo |11 asmilaridade do RNAr 16S variou
entre 98 e 99,6%, vaores que correspondem aumadivergénciade 4 a 21 nucleotideos (Tabela 6).

Devido ao dto suportedo grupo |11 e abaixasmilaridade com os demais gruposincluidos na
andlise, 0 grupo pode ser designado como um género separado.

—— Grupo |

Grupo ll

Phormidium animale (6CPYy _G}Ll_pa_lll_
Phormidium cf. animale CCALA 761 (JQ712644)

Phormidium formosum POA (JQ712603)

97/97/0,95 Phormidium animale SAG 1459-6 (EF654087)

Phormidium formosum P001 (JQ712611)

Phormidium formosum P010 (JQ712613)

100/100/1

Figura 20. Detdhe do grupo |11 da &vore filogenética de Maxima Veross milhanca baseado no gene RNAr
16S. A sequéncia gerada neste estudo estd em azul. Apenas os vaores de bootstrap acima de 80% para 0s
métodos de ML, NJ e de 0,8 de probabilidade posterior estdo representados junto aos ramos.

Tabela 6 Porcentagem de similaridade (na porcéo superior) e nimero de nucleotideos divergentes (na
porcéo inferior) entre as sequéncias de RNAr 16S das linhagens pertencentes ao grupo |11.
1 2 3 4 5 6

1- Phormidium animale (6CP)
2- P. cf. animale CCALA 761
3- P. formosum POA

4- P. animale SAG 1459-6

ID 985 981 985 98 983
16 ID 992 996 991 994
20 8 ID 992 99 992

21 4 8 ID 993 996
5- P. formosum PO01 21 9 10 7 ID 99,5
6- P. formosum P0O10 18 6 8 4 5 ID

A disposicéo das linhagens no clado indica que a identificacdo das espécies ndo pode

ser feita com base no RNAr 16S.
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Todas as linhagens pertencentes a este grupo apresentam morfologia similar entre g,
gue é distinta da apresentada pelo Phormidium tipico (P. lucidum K itzing ex Gomont) ou pelo
Microcoleus tipico (M. vaginatus (Vaucher) Gomont). Os filamentos sdo solitarios,
frequentemente crescendo sem bainha mucilaginosa, os tricomas sdo cilindricos com apices
levemente atenuados e curvos, com células apicais geralmente conico-arredondadas, e as
células intercalares sdo isodiamétricas ou levemente mais longas ou mais curtas que largas.

As duas espécies que compdem o grupo |11 sdo conhecidas por ocorrer principalmente
em agua doce. As linhagens P. formosum POA, PO0O1 e PO10 foram coletadas em pesgueiros
eutroficos na Republica Checa, a linhagem P. cf. animale CCALA 761 foi coletada em um
tanque de cultivo de Elodea canadensis e a linhagem sequenciada neste estudo, P. animale
(6CP), foi coletada em solo umido nas margens do rio Ibirapuitd no Rio Grande do Sul,
indicando a ampla distribuic¢éo desse grupo.

Das seislinhagensintegrantesdo grupo I11, cinco possuem 0 ITS 16S-23S sequenciados,
incluindo a linhagem estudada, cujos comprimentos variaram de 601 a 636 pares de bases.
Todas as linhagens do grupo apresentaram os dois RNAS transportadores (RNAt'"® e RNAA'?)
earegido V2, situada entre os dois RNAt, foi pouco variavel quanto ao comprimento (entre 82
e 84 pares de bases) e a estrutura secundaria.

As estruturas secundérias das regido D1-D1° e Box-B mostraram-se conservadas em
todas aslinhagens, com umaleve diferencanalinhagem sequenciadano presente estudo (Figura
21). A regido V3 mostrou variagdo um pouco maior, com trés configuragdes distintas (Figura
21).

Estes resultados corroboram a filogenia construida com base no RNAr 16S e sugerem
gue o clado € composto por duas espécies, no qual todas as linhagens do GenBank

correspondem a uma espécie e alinhagem deste estudo correspondem a outra.
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Figura 21. Estruturas secundérias do ITS 16S-23S das linhagens de Phormidium do grupo I11. A-E.

Regido D1-D1’; F-J. Regido Box-B; K-O. Regido V3.



111

445 Grupo IV

O grupo é composto por seis linhagens, todas brasileiras e sequenciadas neste estudo
(Figura 22). E formado pelas linhagens identificadas como Phormidium formosum e P. cf.
formosum e, diferentemente do esperado, ficou separado das linhagens identificadas como P.

formosum disponiveis no GenBank.

Phormidium cf. formosum (10CP) G
rupo IV
100710071 | Pharmidium cf. formosum(11CP) p

Phormidium cf. formosum (12CP)
100/100M

FPhormidium cf. formosum (13CP)

Phormidium formosum (8CP)
— 100/100/1! Phormidium formosum (SCP)
Grupo Planktothrix

Figura 22. Detalhe do grupo 1V da arvore filogenética de Maxima Verossmilhanca baseado no gene RNAr
16S. As sequéncias geradas neste estudo estéo em azul. Apenas 0s va ores de bootstrap acima de 80% paraos
métodos de ML, NJ e de 0,8 de probabilidade posterior estéo representados junto aos ramos.

1007100/

A similaridade entre as popul agdes de P. formosum (ou P. cf. formosum) do grupo IV e
as disponiveis no GenBank é inferior a 91% (Tabela 2), sendo P. animale SAG 1459-6 (grupo
[11) aque apresenta a sequénciado RNAr 16S mais similar aos exemplares do grupo.

As andlises do RNAT 16S mostraram que o0 grupo 1V € um grupo coeso, sustentado por
alto suporte estatistico (100%-ML, 100%-NJ, 1-IB). A similaridade deste gene entre as
linhagens foi superior a 95,5% (até 65 nucleotideos divergentes) e as popul agbes identificadas
como Phormidium cf. formosum 10CP e 11CP apresentaram sequéncias idénticas (Tabela 7).

Emboraasimilaridade do gene entre as linhagens do grupo 1V e alinhagem Phormidium
animale SAG 1459-6 sejamaior (Tabela 2), osgrupos |11 e IV posicionaram-se distantes entre
s nas trés andlises filogenéticas e o grupo Planktothrix posicionou-se como grupo-irméo do

grupo IV (ramo sem suporte estatistico — Figura 22), com similaridade inferior a 89,7%.
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Tabela 7. Porcentagem de similaridade (na porgdo superior) e nimero de nucleotideos divergentes (na
porcdo inferior) entre as sequéncias de RNAr 16S das linhagens pertencentes ao grupo 1V.
1 2 3 4 5 6

1 — Phormidium formosum (8CP) D 99.7 9 96 958 956

2 — Phormidium formosum (9CP)

3 ID 959 959 957 955
3 — Phormidium cf. formosum (10CP) 58 59 ID 100 997 993
4 — Phormidium cf. formosum (11CP) 58 59 0 ID 99,7 993
5 — Phormidium cf. formosum (12CP) 61 62 3 3 ID 99,2

6 — Phormidium cf. formosum (13CP) 64 65 10 10 11 D

O grupo € composto por dois clados internos, ambos com alto suporte (Figura 22) e cuja
similaridade do RNAr 16S variou de 95,5 a 96%, correspondendo a uma divergéncia de 58 a
65 nucleotideos entre os dois clados e de 99,7 a 100% (0 a 11 nucleotideos divergentes) dentro
dos clados (Tabela 7). Essa separacdo coincide com as caracteristicas ecol 6gicas das linhagens
de cada clado, onde o grupo composto por duas populacbes de Phormidium formosum é
aquético e o grupo formado por quatro populacdes identificadas como P. cf. formosum é
aerofitico. Essa separacd@o indica que as populacOes aquéticas e aerofiticas sG0 espécies
distintas, embora apresentem caracteristicas morfol 6gicas similares.

Morfologicamente, o grupo € bastante constante e distinto do Phormidium tipico (P.
lucidum Kitzing ex Gomont). Os filamentos formam massas de tricomas emaranhados,
frequentemente crescendo sem bainha mucilaginosa, tricomas cilindricos, atenuados e curvos
no 4pice e células apicais coni co-arredondadas, as célul as sdo i sodiamétricas ou levemente mais
longas ou mais curtas que largas. (Figuras 23-28). A morfologia exibida pelos membros do
grupo Il edo grupo 1V é similar (Figuras 23-29), no entanto os grupos podem ser diferenciados
pelaforma de atenuacdo dos tricomas, que acontece gradual mente em direg&o ao apice no grupo

[11 e apenas na porcao fina do tricomano grupo V.
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Figuras 23-29. 23-28. Linhagens de Phormidum do grupo 1V; 23. Phor midium formosum 8CP;
24. P. formosum 9CP;, 25. P. cf. formosum 10CP; 26. P. cf. formosum 11CP; 27. P. cf. formosum
12CP; 28. P. cf. formosum 13CP; 29. Linhagem de Phormidium do grupo I11; P. animale 6CP.
(Escaa: 10 pm).

Todas as linhagens integrantes do grupo 1V tiveram seus espagadores intergénicos 16S-
23S sequenciados, cujos comprimentos variaram de 364 a 516 pares de bases. Trés linhagens
apresentaram os dois RNA transportadores (RNAt'"® e RNAtA'®) (Phormidium formosum 8CP,
9CP e P. cf. formosum 10CP) e trés apresentaram apenas o RNAt"® (P. cf. formosum 11CP,
12CP e 13CP).

A estrutura secundaria da regido D1-D1’ mostrou-se conservada nas linhagens de
Phormidium formosum e varidvel entre as linhagens de P. cf. formosum (Figura 30: A-F). O
mesmo foi observado nas regides Box-B (Figura 30: G-L) e V3 (Figura 30: M-R). A linhagem
P. cf. formosum (12CP) exibiu as regides D1-D1’° e Box-B mais distintas e P. cf. formosum
(11CP) apresentou estrutura secundaria da regido V3 distinta das demais linhagens do grupo.

Tais resultados sugerem que o clado formado pelas linhagens aerofiticas (P. cf. formosum
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10CP, 11CP, 12CP e 13CP) € composto por trés espécies. 1 - P. cf. formosum 10CP e 11CP; 2
- P. cf. formosum 12CP e 3 - P. cf. formosum 13CP.

O ato suporte do clado, bem como a ata similaridade entre as sequéncias do RNAr 16S
do grupo, a disténcia genética das demais linhagens disponiveis no GenBank e a morfologia

bem definida do grupo indicam que este € um género novo paraa ciéncia.
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Figura 30. Estruturas secundarias do ITS 16S-23S das linhagens de Phormidium do grupo 1V A-F.

Regiso D1-D1’; G-L . Regifio Box-B; M-R. Regi&o V3.
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4.4.6 Grupo V

As duas populagbes pertencentes ao grupo V, Phormidium sp.8 (51CP) e Phormidium
0.9 (52CP), apresentaram sequéncias de RNAr 16S idénticas. Essas duas linhagens provém de
ambientes aerofiticos, sendo uma de regido subtropical (51CP) e a outra de regido tropical
(52CP) do Brasil. Ambas agruparam-se com P. tergestinum CCALA 155 (Figura 31). Astrés
linhagens sdo morfologicamente semelhantes, apresentando tricomas cilindricos e células
distintamente mais curtas que largas (Figuras 32 e 33) e a similaridade entre as linhagens

brasileiras e Phormidium tergestinum CCALA 155 é de 97,9% (28 nucleotideos divergentes).

100/100/0,99; Phormidium sp.8 (51CP)

99/100/0,98|! Phormidium sp.9 (52CP)
99/100/0,98 L Phormidium tergestinum CCALA 155 (EF654083)
Aerosakkonema funiforme Lao 26 (AB686261)

Figura 31. Detahe do grupo V da avore filogenética de Maxima Verossimilhanca baseado no gene RNAr
16S. As sequéncias geradas neste estudo estéo em azul. Apenas 0s va ores de bootstrap acima de 80% paraos
métodos de ML, NJ e de 0,8 de probabilidade posterior estdo representados junto aos ramos.

As sequéncias do ITS 16S-23S das trés linhagens do grupo V variaram de 441 a 453
pares de bases e apenas P. tergestinum CCALA 155 possui RNAt'"®,

As estruturas secundérias das regides D1-D1°, Box-B e V3 mostraram-se conservadas
nas populacdes brasileiras, porém distintas de P. tergestinum CCALA 155 (Figura 34).

Asanadisesdo RNAr 16Sedo ITS 16S-23Sindicam que 0 grupo € composto por apenas
duas espécies, uma delas P. tergestinum CCALA 155 e a outra, representada pelas duas

linhagens brasileiras. Entretanto, este resultado ndo era esperado, jA que estas séo

morfologicamente distintas (Figuras 32 e 33).
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Figuras 32-33. 32. Phormidium sp.8 51CP; 33. Phormidium sp.9 52CP. (Escala: 10 pm)

O alto suporte do grupo, a alta similaridade morfol 6gica e das sequéncias do RNAr 16S,
bem como a grande distancia genética (94,1% de similaridade) do grupo mais proximo
(Aerosakkonema funiforme Lao 26) indicam que o grupo V € um grupo geneticamente distinto

dos demais e provavel género novo paraaciéncia.
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4.4.7 Grupo VI

O grupo VI, composto por nove linhagens dos géneros Phormidium, Lyngbya e

Oscillatoria, apresentou ato suporte (99%-ML, 99%-NJ, 0,96-I1B, Figura 35). Este grupo

corresponde ao género Phor midium sensu stricto, umavez que contém alinhagem Phormidium

cf. irriguum CCALA 759, considerada a linhagem-tipo do género (MORO et a., 2010;

Lyngbya,

éneros

dos g

7

, aS especies

SCIUTO et a., 2011). Segundo Sciuto et a. (2011)

Oscillatoria e Phormidium apresentam células discoides como caracteristica em comum e a
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diferenca morfoldgica entre elas estéd na ocorréncia de bainha mucilaginosa (facultativa em
Phormidium, obrigatéria em Lyngbya e ausente em Oscillatoria). Nossos resultados indicam
gue as linhagens dos géneros Oscillatoria e Lyngbya pertencentes ao grupo VI devem ser
transferidas para o género Phormidium e que as demais linhagens de Phormidiumincluidas nas
andlises filogenéticas deste estudo (ndo pertencentes ao grupo V1), correspondem a outros

géneros ja existentes ou ainda ndo descritos.

Phormidium ambiguum |1AMM 71 (ABOD3167)
Lyngbya martensiana H3b33 (JNB54141)
T0/68/0,6 Phormidium irmguum f. minor ETS02 (FN813342)
08/100/0 95 Oscilfatoria sp. LEGE 05292 (GU0B5101)
Phormidium sp, CENA 270 (JQ771627)
88/87/0. 84| Phormidium cf. irmiguum CCALA 759 (FNB13343)
899/99/0,96 [ Phormidium sp. DVL 1003¢ (JQ771628)

Phormidium cf. ambiguum (3CP)
— UGT‘: Phormidium cf. ambiguum (4CP)

Phormidium cf. ambiguum (SCP)

Grupo VI

Figura 35 Detahe do grupo VI da évore filogenética de Maxima Veross milhanca baseado no gene RNAr
16S. As sequéncias geradas neste estudo estéo em azul. Apenas os va ores de bootstrap acima de 80% paraos
métodos de ML, NJ e de 0,8 de probabilidade posterior estéo representados junto aos ramos.

Todas as linhagens deste grupo apresentaram de 96,6 a 99,7% de similaridade nas
sequéncias do RNAr 16S entre elas e similaridades inferiores a 94,3% com Phormidium
ambiguum IAMM71 (Tabela 8).

As trés populagdes sequenciadas neste estudo formaram um clado dentro do grupo VI

com alto suporte (100%-ML, 100%-NJ, 1-IB) e similaridade superior a 99,6% (Tabela 8),

indicando pertencerem a mesma espécie.
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Tabela 8. Porcentagem de similaridade (na por¢éo superior) e nimero de nucleotideos divergentes (na
porcdo inferior) entre as sequéncias de RNAr 16S das linhagens pertencentes ao grupo VI e Phormidium
ambiguum IAMM 71.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1-PhormidiumambiguumlAMM 71 ID 932 932 933 934 94 943 932 933 933

2-Lyngbya martensiana H3b33 8 ID 98 981 978 978 979 971 973 9772
3-P.irriguumf. minor ETS 02 87 25 ID 97,7 971 978 974 96,6 96,8 96,7
4-Oscillatoria sp. LEGE 05292 8 24 29 ID 974 971 97 973 975 974
5-Phormidium sp. CENA 270 84 27 36 33 ID 98 982 9,28 97 969
6-P. cf. irriiguum CCALA 759 7 28 27 36 25 ID 995 98 982 981
7-Phormidium sp. DVL 1003c 72 26 33 38 23 6 ID 982 983 982

8-Phormidium cf. ambiguum 3CP 86 36 43 34 40 25 23 ID 996 996
9-Phormidium cf. ambiguum 4CP 8 34 41 32 38 23 21 4 ID 99,7
10-Phormidiumcf. ambiguum5CP 86 35 42 33 39 24 22 5 3 ID

Das nove linhagens integrantes do grupo VI, apenas duas, Phormidium cf. irriiguum
CCALA 759 e P. cf. ambiguum 4CP, tiveram o ITS 16S-23S sequenciado e o comprimento
variou de 489 a 518 pares de bases. As duas linhagens apresentaram os dois RNA
transportadores (RNAt'"® e RNAtA'® e a regifio V2 mostrou-se pouco varidvel quanto ao
comprimento (entre 16 e 21 pares de bases).

As estruturas secundarias das regides D1-D1° e V3 mostraram-se distintas entre as duas
linhagens (Figura 36). A regido Box-B apresentou estrutura primaria distinta, porém estrutura

secundaria similar (Figura 36).
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Figura 36. Estruturas secundérias do I TS 16S-23S das linhagens de Phormidiumdo grupo V1. A-B.
Regido D1-D1’; C-D. Regido Box-B; E-F. Regido V3.

4.4.8 Grupo VII

O grupo VI, que apresentou alto suporte (100%-ML, 100%-NJ, 1-IB) é composto por
linhagens de ambientes aquaticos | 6ticos, nove brasileiras e duas linhagens da Espanha (Figura
37). Este clado mostrou-se geneticamente distinto das linhagens posicionadas em clados
préximos, com similaridade inferior a 94,8%, correspondendo a uma divergéncia superior a59
nucleotideos (Tabela 9).

O dto suporte do grupo VI, a ata similaridade do RNAr 16S entre as linhagens do
clado e a baixa similaridade com os demais grupos indicam o grupo VII como um género
distinto.

Este clado é formado por quatro grupos internos (Figura 37). O subgrupo A, composto
pelas linhagens Phormidium aerugineo-caeruleum 1CP e 2CP, Uncultured Phormidium
aerugieneo-caeruleum clone MNZ37 e Uncultured Phormidium aerugieneo-caeruleum clone
MED28 apresentou de 98,7 a99,9% de similaridade entre suas sequéncias do RNAr 16S. A ata
similaridade nas sequéncias do gene e na morfologia indicam que as linhagens pertencem a

mesma espécie (Tabela 9).
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gg/gg/o.agr Phormidium aerugineo-caeruleum (1CP) A

93/93/0,92 | Phormidium aerugineoc-caeruleum (2CP)

Uncultured FPhormidium aerugineo-caeruleum clone MNZ 37 (JN3B223T)

95/96/D.97 L uncultured Phormidium aerugineo-caeruleum clone MED 28 (JN382236)

80/81/0,83
8 8 Phormidium tergestinum (38CP) B

Fhormidium sp.5 (47CP)

1001001
Phormidium relzii (32CP)y" """~~~ -~~~ ~"-TTTTTTTTTTT 77" '"""*'"'"D“
Pharmidium retzi (35CP)
Phormidium retzii (33CP)
— 100/100M
Phormidium retzii (36CP)
RO i R - o e i o o
—— Grupo VI

Figura 37. Detdhe do grupo VII da&vore filogenética de Maxima V erossimilhanca baseado no gene RNAr
16S. As sequéncias geradas neste estudo estéo em azul. Apenas 0s va ores de bootstrap acima de 80% paraos
métodos de ML, NJ e de 0,8 de probabilidade posterior est8o representados junto aosramos.

O subgrupo A é proximamente relacionado as linhagens Phormidium tergestinum 38CP
e Phormidium sp.5 47CP e asimilaridade do RNAr 16S entre esses subgrupos variou de 96,3 a
99,4%. Embora a similaridade deste gene sgja grande entre 0s grupos, as linhagens podem ser
morfol ogicamente diferenciados. As caracteristicas métricas de P. aerugineo-caeruleum 1CP e
2CP e Phormidium tergestinum 38CP s&o similares, podendo ser diferenciados pela presenca
de granulos nos septos e tricomas constritos em P. tergestinum e por septos ndo granulosos e
tricomas ndo constritos nas linhagens de P. aerugineo-caeruleum (Figuras 38-39). Phormidium
sp.5 47CP é morfometricamente distinta das demais linhagens por apresentar tricomas com

didmetros maiores (9,6-16,8 um, Figura 40).
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Figuras 38-40. 38. Phormidium aerugineo-caeruleum 1CP; 39. Phormidium tergestinum; 40.
Phormidium sp.5. (Escala: 10 pm)

O subgrupo D é composto por cinco linhagens de Phormidium retzii. Esta espécie tem
sido interpretada como um conjunto de espécies, até mesmo cripticas, por alguns autores
(GEITLER, 1932; CASAMATTA et al., 2003). No entanto, isto ndo é observado nos dados
gerados neste estudo. Todas as populactes identificadas como P. retzii apresentaram ampla
variacdo no didmetro do tricoma, também observado por Gomont (1892) e, segundo este autor,
um indicativo morfol 6gico para espécies com ampladistribuicdo geografica. Emboraavariacéo
meétrica tenha se mostrado grande, a forma da célula apical truncada foi uma caracteristica
presente em todas as populagbes estudadas. Diferentemente do esperado, as populactes
brasileiras de P. retzii parecem corresponder a uma Unica espécie geneticamente bem
delimitada, cuja similaridade entre as sequéncias do RNAr 16S variou de 99,5 a 99,9%.

Embora muitos estudos relatem a ampla ocorréncia de P. retzii, o GenBank ndo possuli
sequéncias de DNA disponiveis, tornando impossivel, até o0 momento, a comparacéo com

populacbes de diferentes localidades. Segundo Casamatta et al. (2003), em estudos baseados



125

em analises do gene RNAr 16S de populagbes da América do Norte, P. retzii € uma espécie
coletiva, entretanto os autores ndo disponibilizaram as sequéncias geradas para estudos
comparativos.

A relacdo filogenética do grupo de Phormidium retzii com as linhagens dos subgrupos
A, B e C é proxima e caracteristicas morfol 6gi cas também suportam esse grupo como um clado
consistente, uma vez que todas as linhagens integrantes sdo aguéticas e pertencem claramente
ao Grupo V de Komérek & Anagnostidis (2005). Os subgrupos A, B, C e D sdo préximos,
porém geneticamente diferentes, com similaridade variando entre 96,4 e 97,3% (Tabela 9).

Das 11 linhagens do grupo, apenas sete, todas deste estudo, possuem o ITS 16S-23S
sequenciado, cujo comprimento variou de 372 a 385 pares de bases. Todas as linhagens do
grupo apresentaram apenas o RNAt'"®,

A estrutura secundaria da regido D1-D1’ apresentou pequena variagdo no grupo com
conformacdes similares. As duas linhagens de Phormidium aerugineo-caeruleum (1CP e 2CP)
apresentaram estruturas secundarias idénticas dessa regido, da mesma forma que as quatro
linhagens de P. retzii também apresentaram regies D1-D1’° conservadas. A terceira
conformagdo dessa regido é a ocorrente nalinhagem P. tergestinum 38CP (Figura 41).

A regido Box-B também mostrou estrutura secundaria com trés conformagdes distintas,
uma exibida pelas linhagens de Phormidium aerugineo-caeruleum (1CP e 2CP), outra pela
linhagem P. tergestinum (38CP) e aterceira pelas quatro linhagens de P. retzi (Figura41l).

Diferentemente, aregido V3 mostrou-se menos variavel quanto a estrutura secundaria,
com apenas duas conformagdes, uma de Phormidium aerugineo-caeruleum (1CP e 2CP) e P.
tergestinum (38CP) e a outra pelas linhagens de P. retzi. Estes resultados corroboram a
filogenia construida com base no RNAr 16S, bem como os dados morfol dgicos.

Tanto os dados morfolégicos como os genéticos (RNAr 16S e ITS 165-23S) e

ecoldgicos suportam o clado como um grupo distinto e, portanto, um novo género para a
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ciéncia. Da mesma forma os dados morfol 6gicos e moleculares mostram que o grupo VII é
composto por quatro espécies:. Phormidium aerugineo-caeruleum, P. retzi, P. tergestinum e

Phormidium sp.5.
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Figura 41. Estruturas secundérias do ITS 16S-23S das linhagens de Phormidium do grupo VII. A-

G. Regido D1-D1’; H-N. Regido Box-B; O-U. Regido V3.
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4.4,9 Grupo VIII

O grupo VI, que apresentou alto suporte (98%-ML, 98%-NJ, 0,97-1B) é formado por
8 linhagens de ambientes aerofiticos (rochas, solos e troncos de arvores) brasileiros, sendo sete
sequenciadas no presente estudo (Figura 42). As relacdes entre as linhagens desse grupo ndo
s80 claras, pois 0s ramos internos ndo apresentaram suporte estatistico, com excecéo do clado
formado pelas linhagens 44CP, 45CP, 46CP e Phormidium sp. B-Tom. A similaridade entre as
sequéncias do RNAr 16S é superior a 96,3% (Tabela 10). Este clado mostrou-se geneticamente
distinto das demais linhagens incluidas na anadlise, com similaridade inferior a 94,8%,

correspondendo a uma divergéncia superior a 59 nucleotideos.

Phormidium crouanii (TCP) - Gru 0 V"[ .
L— Phormidium sp.1 (41CP) P

Phormidium sp.2 (42CP)
Phormidium sp.3 (43CP)
Phormidium sp.4 (44CP)
Phormidium sp.4 (45CP)
100/100/1 | Phormidium sp.4 (46CP)
Phormidium sp. B-Tom (EU196618)

98/98/0,97

Figura 42. Detahedo grupo VIII daarvorefilogenéticade MaximaV eross milhanca baseado no gene RNAr
16S. As sequéncias geradas neste estudo estéo em azul. A penas os va ores de bootstrap acima de 80% paraos
métodos de ML, NJ e de 0,8 de probabilidade posterior estéo representados junto aos ramos.

Tabela 10. Porcentagem de similaridade (na porg&o superior) e nimero de nucleotideos divergentes (na
por¢do inferior) entre as sequéncias de RNAr 16S das linhagens pertencentes ao grupo VIII.
1 2 3 4 5 6 7 8

1- Phormidium crouanii (7CP) ID 982 963 97,3 96,8 97 97 97,7
2- Phormidium sp.1 (41CP) 25 ID 96,5 97,3 97 972 972 981
3- Phormidium sp.2 (42CP) 52 49 ID 97 9,3 966 96,6 974
4- Phormidium sp.3 (43CP) 38 38 42 ID 97 973 973 9872
5- Phormidium sp.4 (46CP) 45 42 51 41 ID 997 997 994
6- Phormidium sp.4 (45CP) 41 38 47 37 4 ID 100 99,7
7- Phormidium sp.4 (44CP) 41 38 47 37 4 0 ID 99,7

8- Phormidium sp.1 B-Tom 25 21 29 20 6 3 3 ID
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O grupo caracteriza-se por desenvolver tricomas retos e ndo atenuados no apice e células
apicais cilindrico-arredondadas a levemente conicas (Figuras 43-47). O formato levemente
conico observado nas células apicais de algumas populagdes pode estar relacionado com o
desenvolvimento de parede externa espessada (Figuras 43 e 47). No entanto, esta caracteristica
ndo foi citada para Phormidium sp. B-Tom (LOKMER, 2007). O clado interno, formado pelas
linhagens 44CP,45CP, 46CP e Phormidium sp. B-Tom, apresentou similaridade variando entre
99,4 e 100% (Tabela 10), indicando que todas pertencem a mesma especie.

Segundo Lokmer (2007) e Strunecky (2011), a linhagem Phormidium sp. B-Tom é
proximamente relacionada a linhagens de Wilmottia. No presente estudo, as linhagens de

Wilmottia posicionaram se como grupo-irméao do clado formado pelos grupos VIl e VIII.

Figuras 43-47. 43. Phormidium crouanii; 44. Phormidium sp.1; 45. Phormidium sp.2; 46.
Phormidium sp.3; 47. Phormidium sp.4. (Escala: 10 um)
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Das oito linhagens integrantes do grupo V11, sete possuem sequénciasdo I TS 16S-23S,
seis delas obtidas no presente estudo e os comprimentos dessas sequéncias variaram de 375 a
433 pares de bases. Todas as linhagens apresentaram apenas o0 RNALt'"®,

As regides D1-D1°, Box-B e V3 mostraram estrutura secunddria com quatro
conformacdes distintas: 1 - exibidas pela linhagem Phormidium sp.1 (41CP); 2 - Phormidium
p.2 (42CP); 3 - Phormidium sp.3 (43CP) 4 - Phormidium sp.4 (44 CP, 45CP e 46CP) e
Phormidium sp. B-Tom (Figuras 48 e 49).

A andlise filogenética com base no RNAr 16S mostra que o clado trata-se de um grupo
(género) distinto dos demais, apresentando alto suporte. Este clado € composto por cinco
diferentes grupos (espécies) e as analises morfolégicas e do ITS 16S-23S corroboram a
topologia gerada nas andlises do RNAr 16S.

Na filogenia construida, os grupos VII e VIl sdo irm&os, no entanto, relacdo néo
apresenta suporte consistente, sendo impossivel maioresinferéncias quanto arelacéo entre estes
grupos. Ambos pertencem ao grupo eV de Komarek & Anagnostidis (2005), que se caracteriza
por organismos com tricomas cilindricos, ndo atenuados e células apicais cilindrico
arredondadas a levemente conicas. Assim, a congruéncia entre o habito das populagdes e os
agrupamentos pode ser observada, sendo o grupo VIl formado pelas popul agdes aquéticas e 0
grupo V1, pelas populagdes aerofiticas.

Alguns trabalhos também relatam a correlagdo entre caracteres filogenéticos e
ecol ogicos ou ecofisiol 6gicos: Garcia-Pichel et al. (1998) mostraram o clado bem definido, com
base no RNAr 16S, formado por cianobactérias unicelulares de habitats hipersalinos de vérias
regides geograficas. O mesmo foi observado para linhagens marinhas de Phormidium
(PFEIFFER & PALINSKA, 2002) e paralinhagens psicrofilicas de Phormidium da Antartica
(NADEAU et a., 2001). No entanto, Abed et al. (2002) mostraram que Trichodesmium e

Hydrocoleum, dois géneros morfologica e filogeneticamente proximos, divergem
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ecologicamente, sendo o primeiro plancténico, enquanto o outro forma massas em oceanos

tropicais.
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Figura 48. Estruturas secundarias do ITS 16S-23S das linhagens de Phormidium do grupo VIII. A-

G. Regido D1-D1’; H-N. Regi&o Box-B.
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Figura 49. Estruturas secundarias da regido V3 do ITS 16S-23S das linhagens de Phormidium do
grupo VIII.

O alto suporte dos grupos V11 e VllI, a evidente separacéo destes das outras linhagens
analisadas e a clara distingdo morfoldgica das demais espécies de Phormidium, mostram que
os clados correspondem a dois novos géneros, que possuem morfologia semelhante (tricomas
ndo atenuados no 4pice e células isodiamétricas ou levemente mais curtas ou longas que largas)

e caracteristicas ecol 6gicas distintas.

4.4.10 Grupo IX

O clado constituido por 18 linhagens sequenciadas neste estudo e quatro linhagens de
Wilmottia murrayi apresentou alto suporte estatistico (99%-ML, 99%-NJ, 0,98-1B) (Figura50).
As linhagens gque constituem este grupo apresentam caracteristicas morfol égicas similares, no
entanto provém de diferentes tipos de ambientes e regides geogréficas. As linhagens com
sequéncias depositadas no GenBank sdo provenientes de lagos eutréficos da Nova Zelandia
(Wilmottia murrayi CYN 76), lagos na Antartica (W. murrayi Ant-Ph58 e ANTLPE 2) e

crescendo em ambiente aerofitico sobre 0ssos de baleia na Antértica (W. murrayi KGI 28).
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100/100/1; Phormidium inundatum (14CP) A
_l Phormidium inundatum (15CP)
153”'90#@[ Phormidium inundatum (16CP) TR ARNETE
99/99/0 98| Phormidium papyraceum (31CP) _ |

Phormidium inundatum (17CP) . g

1004100/1} Phormidium inundatum (18CP)
Phormidium inundatum (19CP)
Phormidium inundatum (20CP) _ |

- Phormidium inundatum (21CP) D

80/81/0.82

Wilmaoftia murrayi KGI 28 (HQB73481)
Wilmottia murrayi ANTLPEZ2 (AY493598)
— Wilmottia murrayi CYN 768 (JF925320)
U Phormidium inundatum (22CP)
Phormidium inundatum (23CP)
L Phormidium inundatum (24CP)

ffmnfﬂa murrayi Ant-Ph58 (DQ493872) _ :

L Phormidium inundatum (25CP)
Phormidium inundatum (26CP)
Phormidium inundatum (27CP)
Phormidium inundatum (28CP)

98/98/0,96)

Phormidium inundatum (29CP)
Pharmidium inundatum (30CP)

Figura 50. Detalhe do grupo I1X da &vore filogenética de Méxima Verossimilhanca baseado no gene RNAr
16S. As sequéncias geradas neste estudo estéo em azul. Apenas os va ores de bootstrap acima de 80% paraos
métodos de ML, NJ e de 0,8 de probabilidade posterior estdo representados junto aos ramos.

As linhagens sequenciadas neste estudo foram col etadas tanto em ambientes aquéticos
(24CP, 16CP, 20CP, 22CP. 25CP, 31CP) como em ambientes aerofiticos (solos — 18CP, 24CP,
27CP, 28CP e troncos de érvores — 15CP, 17CP, 19CP, 21CP, 23CP, 26CP, 29CP, 30CP) de
regides tropicais e subtropicais do Brasil. Dentro deste clado, cinco subgrupos (A, B, C, D eE)
podem ser observados. Os subgrupos A, B, C e D sdo compostos por linhagens sequenciadas
no presente estudo. O subgrupo E é constituido por linhagens da Antértica e daNova Zelandia,

e nove linhagens brasileiras, também apresentando ato suporte. A similaridade entre as



135

sequénciasdo RNAr 16S daslinhagensintegrantes do grupo | X € superior a95% einternamente
aos grupos, superior a 97,4% (Tabela 11).

Dezenove linhagens possuem os ITS 165-23S sequenciados, cujos comprimentos
variaram de 391 a 452 pares de bases. Todas as linhagens do grupo apresentaram apenas 0
RNAt'®,

As estruturas secundérias das regides D1-D1°, Box-B e V3 apresentaram grande
variacdo, onde D1-D1’ e Box-B exibiram seis conformacdes diferentes e V3, sete (Figuras 51-
54).

De acordo Strunecky et al. (2011), Wilmottia € um género proximamente relacionado
aos géneros Geitlerinema, Phormidesmis, Leptolynbya e Halomicronema, no entanto, esta
relacéo ndo foi observada neste estudo. O clado Wilmottia posicionou-se como grupo-irméo de
outras linhagens de Phormidium (grupos V11 e VI11), com similaridade do RNAr 16S inferior a
95%, e longe das linhagens de Geitlerinema e Leptolyngbya.

A estreita relagdo entre as linhagens que compdem o grupo IX indicam que estas
pertencem ao género Wilmottia. Este resultado corrobora a suposicédo feita por Strunecky et al.
(2011) de que Phormidiuminundatum e P. papyraceum devem ser transferidos para Wilmottia.
No mesmo estudo, os autores argumentam sobre a possibilidade de P. crouanii também
pertencer a Wilmottia, no entanto, a populacdo brasileirade P. crouanii pos cionou-se no grupo VIII
eadmilaridade entre essa popul agéo e as populagdes do grupo IX foi inferior a94%, ndo confirmando
ta indicago.

A topologiado grupo I X indicaque aidentificagdo das espécies que pertencem ao clado
ndo pode ser feita por meio dadiferenciacdo morfol 6gica ou ecol 6gica. Da mesmaforma que o
habito aerofitico de algumas populacdes e 0 aquético de outras ndo é congruente com a
filogenia, aestruturasecundériadasregibes D1-D1°, Box-B e V3 do ITS 16S-23S também néo,

indicando a necessidade de estudos taxondmicos mais profundos e a utilizagdo de outros
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marcadores moleculares, uma vez que o grupo apresentou heterogeneidade quanto a ecologia,

baixa diversidade morfol 6gica e alta similaridade no RNAr 16S.
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44,11 Grupo X
O grupo X, formado por duas linhagens de Phor midium, apresentou alto suporte (100%-
ML, 100%-NJ, 1-IB) e mostrou-se filogeneticamente proximo das linhagens de

Planktothricoides, embora essa relagdo néo tenha obtido suporte estatistico (Figura 55).

100/100/11— Phormidium terebriforme (37CP)
L Phormidium sp. ETS 05 (AJ548503)

100100098 Grupo Planktothricoides

Figura 55. Detdhe do grupo X da arvore filogenética de Maxima Verossimilhanga baseado no gene RNAr
16S. As sequéncias geradas neste estudo estéo em azul. Apenas os va ores de bootstrap acima de 80% paraos
métodos de ML, NJ e de 0,8 de probabilidade posterior estdo representados junto aos ramos.

A linhagem Phormidium sp. ETS05 é morfol ogicamente semelhante a P. terebriforme
(37CP) e, assim como observado no estudo de Berrini et al. (2004), também se mostrou proxima
de Planktothricoides. Phor midium ter ebrifor me apresentatricomas atenuados e curvos no apice
(Figura 56), assim como Phormidium sp. ETS05 (BERRINI et al., 2004) e como as linhagens
dos grupos Il e IV (Figuras 23-29). No entanto, apresentaram baixa similaridade quando
comparadas as sequéncias disponiveis no GenBank e as produzidas neste estudo. Enquanto a
similaridade entre as sequéncias do grupo foi alta (98,2%), a similaridade com as demais
sequéncias da andlise foi inferior a 93%.

O alto suporte do grupo, aatasimilaridade entre as sequéncias do RNAr 16S, bem como
a grande distancia genética do grupo mais préximo (grupo Planktothricoides) indicam que o
grupo X € um grupo geneticamente distinto dos demais e provavel género novo paraa ciéncia,

embora suas caracteristicas morfol 6gicas o aproximem dos grupos 11 e IV.
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56
Figura 56. Phormidiumterebriforme (grupo X). (Escala: 10 um)

OITS16S-23S de Phormidiumterebriformefoi sequenciado e apresentou 405 paresde bases,
onde os dois RNAt (RNAt"® e RNAtY?) foram identificados. Apenas as regides D1-D1° e Box-B
foram identificadas e suas estruturas secundérias foram produzidas (Figura 57). Néo foi feita
comparagies dessas estruturas com as de outras linhagens, pois Phormidium sp. ETS05 néo teve

seu ITS 16S-23S sequenciado.
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Figura 57. Estruturas secundérias das regides D1-D1° e Box-B do ITS 16S-23S de Phormidium
terebriforme (grupo X). A. Regido D1-D1’; B. Regido Box-B.
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5. CONSIDERACOESFINAIS

Durante os Udltimos 25 anos, o0 entendimento das relacdes evolutivas entre
microrgani smos aumentou grandemente devido, principalmente, ao uso de sequéncias do gene
RNAr 16S. Essa abordagem, iniciada por Woese et a. (1990), vem sendo amplamente utilizada
e tornou-se base para a definicdo de grupos taxondmicos em Cyanobacteria. Enquanto alguns
géneros tradicionais, tais como Arthrospira (NELISSEN et al., 1994, MANEN & FALQUET,
2002; ZHANG et al., 2005), Microcoleus (NEILAN et al., 1997; OTSUKA et al., 1998) e
Planktothrix (SUDA et al., 2002; KOMAREK & KOMARKOVA, 2004), apresentaram suporte
molecular, outros, como Aphanothece, Chroococcus, Lyngbya, Oscillatoria e Phormidium,
mostraram-se heterogéneos (HROUZE et al., 2005; RAJANIEMI et a., 2005a; 2005b;
WILLAME et al., 2006). Geralmente, uma similaridade de 95% do RNAr 16S é considerada o
limite entre dois géneros (STACKEBRANDT & GOEBEL, 1994), no entanto, este valor ndo €
fixo para separacdo genérica, pois outros marcadores (como os ecoldgicos e morfol 6gicos)
precisam ser considerados.

De acordo com as andlises feitas neste estudo, 0 RNAr 16S mostrou-se um bom
marcador molecular para nivel genérico. A origem polifilética de Phormidium ja foi
mencionada por Taton et al. (2006), Palinska & Marquardt (2008) e Strunecky et al. (2010). As
52 linhagens de Phormidium sequenciadas neste estudo, mais uma vez, indicaram a
heterogeneidade do género, reforcando os questionamentos sobre a fragilidade dos critérios
morfol 6gicos utilizados para a definicéo de géneros e espécies.

As 60 linhagens deste estudo agruparam-se em sete clados com alto suporte, que
correspondem a novos géneros paraaciéncia (grupos 1, IV, V, VII, VIII, X e subgrupo A de
Porphyrosiphon). Além disso, o RNAr 16S também conferiu suporte molecular para 0 género

Por phyrosiphon.
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De forma geral, foi observada congruéncia entre afilogenia construida e a morfologia
do &pice dos tricomas exibida pelos grupos. Os grupos I, 1V e X foram excegdes a esta
correspondéncia, onde linhagens com morfologia similar (tricomas atenuados e curvos no
apice), posicionaram-se distantes entre si devido a diferencas nas sequéncias moleculares. Os
demais clados compostos por linhagens de Phormidium apresentaram caracteristicas
morfologicas definidas. Os grupos | e |l, proximos entre si, formam tricomas atenuados no
apice e células apicais com caliptra, correspondendo ao grupo Microcoleus definido por
Strunecky et al. (2013). Os grupos V e VI, também proximamente relacionados, apresentaram
tricomas com células distintamente mais curtas que largas, correspondendo ao grupo VIlI
apresentado por Komarek & Anagnostidis (2005). Os grupos VII e VIII, grupos-irmaos,
desenvolvem tricomas néo atenuados e cél ul as apicais cilindrico-arredondadas, correspondendo
ao grupo V de Komarek & Anagnostidis (2005). Da mesma forma, todas as linhagens com
tricomas ndo atenuados e células apicais conico-arredondadas, correspondente ao grupo 1V
estabelecido por Komérek & Anagnostidis (2005), formaram um grupo monofilético com ato
suporte (grupo I X) e se agruparam com linhagens do género Wilmottia, indicando a necessidade
de transferéncias de Phor midium inundatum e P. papyraceum para Wilmottia, como Strunecky
et al. (2011) haviam comentado. Finalmente, as linhagens que desenvolveram tricomas com
bainhas mucilaginosas obrigatorias, espessas e lameladas formaram um clado consistente, o
grupo Porphyrosiphon.

Da mesma forma, Chatchawan et a. (2012) observaram congruéncia entre filogenia e
caracteristicas morfolégicas do tricoma, no qual o clado formado pela linhagem Oxynema
thaianum e outras duas linhagens abrangeu organismos com tricomas atenuados e curvos no
apice e células apicais acuminadas, correspondendo ao grupo | de Komarek & Anagnostidis

(2005).
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Diferentemente da morfologia dos tricomas, a capacidade de formar aerétopos néo se
mostrou congruente com a filogenia proposta, uma vez que as linhagens pertencentes aos
géneros Aerosakkonema, Desertifilum, Planktothrix e Planktohricoides posicionaram-se
distantes umas das outras. Os resultados sugerem, portanto, que aformagdo de aerétopos ndo é
um caréter filogeneticamente informativo e a capacidade de formar tais estruturas foi adquirida
mais de uma vez no processo evolutivo. Este resultado € consistente com estudos publicados
por Sudaet al. (2002) e Thu et a. (2012).

Com excecdo dosgrupos|V e VIl, compostos apenas por linhagens brasileiras, os clados
formados na arvore ndo parecem seguir padrdes geograficos ou climaticos, ja que popul agdes
de regides distantes geograficamente situam-se proximas na arvore, assim como popul acdes de
climas tropicais e temperados. Da mesma forma, ndo foi observada congruéncia entre aspectos
ecoldgicos e a filogenia apresentada, pois a maioria dos ramos internos da arvore incluem
linhagens com ecologia diversa, englobando tanto formas de ambientes aquéticos quanto
aerofiticos. Excetuam-se o grupo VI, composto apenas por linhagens aquéticas, e o grupo VI
e 0 grupo Porphyrosiphon, cujos integrantes sdo aerofiticos. Diferentemente, o grupo IV
englobou linhagens aerofiticas e aguéticas, porém estas organizaram-se em dois ramos
separados e com alto suporte cada um.

Uma vez que o RNAr 16S é conhecido por ser conservado e com valor filogenético
relativamente baixo em nivel especifico (FOX et a., 1992), o espacador intergénico 16S-23S
vem sendo utilizado com o intuito de acessar a variabilidade intragenérica.

Os primeiros estudos com o ITS 16S-23S analisavam a configuragdo do espagador,
presenca de RNAs transportadores e comprimento das sequéncias (ITEMAN et al., 2000;
BOYER et al., 2001; 2002). Segundo Boyer et a. (2001), o padréo de configuragdo do ITS 16S-
23S (presenca e auséncia dos RNAs transportadores) pode ser Util em estudos filogenéticos em

niveis taxondmicos superiores. Embora ITSs sem RNAS transportadores ou com apenas o
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RNAt"®, também sgam observados, Boyer et a. (2001) comentam que o padrdo de
configuracéo mais frequente em Cyanobacteria € a presenca de ambos os RNAs transportadores
(RNAt"® e RNAt"), também observados no trabalhos de Nelissen et al. (1994), Iteman et al.
(2000) e Flechtner et a. (2002). No presente estudo essa tendéncia ndo foi observada, pois das
50 sequéncias obtidas, apenas 12 apresentaram os dois RNASs transportadores e quatro néo
apresentaram nenhum deles (Tabela 4, pagina 95).

N&o foi possivel alinhar as sequénciasdo I TS 16S-23S obtidas neste estudo paraanalises
filogenéticas. As sequéncias estudadas foram divididas em 15 regides (Tabela 3, pagina 89),
dentre as quais apenas quatro (RNAt"®, RNAtA'2 Box-A e D4) apresentaram 0 mesmo nimero
de pares de bases. As outras 11 regiGes mostraram-se varidveis quanto ao comprimento e
parecem ter uma histéria evolutiva de multiplas insercdes e delegdes, bem como substitui coes
unicas de bases. Como o alinhamento para andlises filogenéticas assume homologias para as
bases da mesma posic¢ao, e como grande parte dessas sequéncias apresentaram regides muito
varidveis, ndo foi possivel inferir homologias.

Neste estudo, as andlises das estruturas secundarias de regides conservadas do ITS 16S-
23S esclareceram as relagOes entre as linhagens na maioria dos grupos formados (grupos
Planktothrix, Porphyrosiphon, I, II, 111, V, VII e VIII), quando analisados individual mente,
enquanto nos grupos 1V e 1X, essas relagdes permaneceram ndo resolvidas.

Da mesma forma, no grupo Porphyrosiphon, as estruturas secundarias das regides D1-
D1’°, Box-B eV 3também corroboraram afilogenia construidacom base no RNAr 16S. A regido
D1-D1’ mostrou-se mais variada. As linhagens Porphyrosiphon sp.1 e Porphyrosiphon sp.2
apresentaram regides Box-B e V3 com estruturas secundérias idénticas, embora tenham
apresentados sequéncias diferentes, indicando a proximidade evolutiva entre essas linhagens.
Assim como o0 RNAr 16S indicou a ata diversidade genética de P. notarisii, as estruturas das

trés regides das linhagens dessa espéci e apresentaram configuragdes distintas, sugerindo tratar-
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se de uma espécie coletiva. Os dois marcadores moleculares mostraram os mesmos resultadas
e ambos refutaram os marcadores morfol dgicos.

Nos grupos | e 1, as variacOes das estruturas secundarias das trés regides analisadas
correspondem aos ramos internos formados, corroborando a filogenia construida para o grupo.
Da mesma forma, as estruturas secundarias das trés regibes analisadas apresentaram
configuracdes correspondentes aos ramos internos, tanto no grupo VII como no grupo VIII.

No grupo Ill, as trés regides do ITS 16S-23S mostraram-se conservadas em todas as
linhagens obtidas no GenBank, dando suporte a0 RNAr 16S, que mostrou alta similaridade
entre essas linhagens (99-99,6%).

As linhagens integrantes do grupo I1X apresentaram ITS 16S-23S com estruturas
secundarias bem diversificadas. Diferentemente dos demais grupos, ndo foi observada
congruéncia entre os dois marcadores moleculares. Todas as linhagens do grupo IX
sequenciadas neste estudo correspondem a espécie Phormidium inundatum, exceto P.
papyraceum 31CP, e sdo morfologicamente similares as linhagens de Wilmottia murrayi.
Embora o grupo IX seja morfologicamente bem definido, apresenta uma diversidade genética
maior, evidenciada pelafilogenia construida e pela diversidade de conformagtes das estruturas
secundérias das regides D1-D1°, Box-B e V3 do ITS 16S-23S, sugerindo que tais linhagens
formam um complexo de espécies.

Anadlisando em nivel especifico, as linhagens estudadas refletem agumas
incongruéncias entre os marcadores moleculares e morfoldgicos. Tais incongruéncias sao
observada nos grupos Porphyrosiphon, I, 11, 11, 1V, V e lX.

Os grupos Porphyrosiphon e IX apresentaram uma variagdo morfol6gica menor que a
molecular (RNAr e ITS 16S-23S). As seis linhagens de Porphyrosiphon (pégina 98)
organizaram-se em um clado, como esperado, embora sem suporte robusto. As linhagens

Por phyrosiphon sp.1 e Porphyrosiphon sp.2, morfol dgica e geograficamente distintas entre si,
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formaram um clado com alto suporte e geneticamente préximos (alta similaridade do RNAr
16S). Aslinhagensidentificadas como P. notarisii (55CP, 56CP, 57CP e 58CP) exibiram maior
variacdo do RNAr 16S (94,9-98,9% de similaridade) e das estruturas secundarias do ITS 16S-
23S que 0 observado nos outros grupos da andlise, adespeito de terem se agrupado em um ramo
com alto suporte, de terem morfologia muito semelhante e de terem sido coletas em éreas
geograficamente proximas (noroeste paulista). Estes resultados sugerem que P. notarisii pode
abrigar espécies cripticas, pois exibe uma diversidade genética maior que a morfologica. O
grupo-irmao, composto por Porphyrosiphon sp.1 e sp.2, provavelmente se trata de um género
distinto, no qual as duas linhagens representam duas espécies morfoldgica e geneticamente
diferentes

Diferentemente, a diversidade morfol 6gica exibida pelas linhagens do grupo I, Il eV é
grande e ndo congruente com a organizacdo dos ramos internos destes grupos.

Linhagens de Phormidium formosum e P. cf. formosum posicionaram-se em diferentes
ramos na &rvore filogenética (grupos |11 e IV, péginas 108 e 111, respectivamente), e, embora
ndo se descarte a ideia de possiveis erros de identificaco de algumas linhagens, fica evidente
gue adiversidade genéticaé maior que amorfol 6gica. O mesmo foi observado paraaslinhagens
de P. cf. uncinatum e P. tergestinum.

Nos grupos VII e VIII, foi possivel observar relagdo entre a filogenia construida, as
estruturas secundérias do ITS 16S-23S e os caracteres morfoldgicos. No grupo VII (pagina
122), a topologia da érvore mostrou quatro ramos internos que corresponderam as
identificacBes das quatro espécies (Phormidium aerugineo-caeruleum, P. retzi, P. tergetinum
e Phormidium sp.5) com base nos caracteres morfoldgicos e estas espécies apresentaram
estruturas secundérias do ITS 16S-23S distintas (pagina 128).

Em relagdo a Phormidium aerugineo-caeruleum (pagina 123), os resultados indicam

gue populagdes europeias (Espanha) e brasileiras sdo geneticamente proximas (com alta
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similaridade do RNAr 16S) e estruturas secundarias do ITS 16S-23S conservadas, indicando
pertencerem amesma especie. Resultados assim refutam aideia de que adistribui ¢céo geogréfica
€ um fator limitante para a delimitacéo de espécies.

Phormidium retzii € considerada uma espécie cosmopolita e com uma ampla variacdo
morfolégica (KOMAREK & ANAGNOSTIDIS, 2005). Geitler (1932) comenta que a variagdo
atribuida a espécie indica gque esta se trata de uma espécie coletiva e, segundo CASAMATTA
et a., (2003), a gama de habitats na qual a espécie jafoi relatada e o grau de variabilidade do
RNAr 16S de populactes da América do Norte refletem a coletividade da espécie. Gomont
(1892), entretanto, salientaque P. retzii apresenta grande variacdo no diametro do tricomae do
comprimento relativo das células, o que é um fato comum nas espécies com ampla distribuicao
geogréfica. Diferentemente do esperado, as cinco linhagens de P. retzii estudadas constituiram
um clado robusto, RNAr 16S pouco variavel e estruturas secundérias do ITS 16S-23S
conservadas, indicando que as popul agdes brasileiras aqui analisadas tratam-se de uma Unica
espéci e genética e morfol ogicamente bem definida.

Igualmente, no grupo V11 (pagina 129), os cinco ramos formados nas andlises do RNAr
16S corresponderam as identificacOes das espécies (Phormidium crouanii, Phormidium sp.1,
Phormidium sp.2, Phormidium sp.3 e Phormidium sp.4) e estas apresentaram estruturas
secundérias distintas entre si (Figuras 48 e 49, paginas 132 e 133). Phormidium sp. B-Tom
agrupou-se com as linhagens de Phormidium sp.4, e a alta similaridade entre suas sequéncias
de RNAr 16S, aliada ao fato de apresentarem estruturas secundarias idénticas indicam que
pertencem a mesma espécie.

Muitos estudos vém mostrando que os critérios morfol dgicos tradicional mente usados
para separar géneros e espécies ndo sao rel acionados com padrdes filogenéticos (HROUZE et
al., 2005; RAJANIEMI et a., 20053, 2005b; WILLAME et a., 2006, SIEGESMUND et 4.,

2008; STRUNECKY et al., 2010, entre outros). Emboraas analises morfol 6gicas e moleculares
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apresentadas neste estudo reflitam uma pequena parte da diversidade de Phormidioideae e,
como consequéncia, de Cyanobacteria, os resultados produzidos corroboram outros estudos, ja
gue demonstram que a filogenia do grupo ainda ndo esta bem definida. Grande parte desses
problemas pode ser atribuido a morfologia relativamente simples desses organismos, além da
plasticidade  morfologica relacionada a fatores ambientais, o que torna
Phormidioideae/Cyanobacteria um grupo taxonomicamente complexo (KOMAREK &
ANAGNOSTIDIS, 2005).

Os dados apresentados evidenciam que as relacdes evolutivas entre os integrantes do
grupo abordado ainda séo pouco compreendidas e permitem avaliar que ainda s80 necessarios
estudos complementares, utilizando novos marcadores e incluindo mais linhagens, para a
obtencdo de filogenias robustas. De qualquer forma, os resultados gerados neste trabalho
revelam a grande diversidade, tanto morfol 6gica como genética, das Phormidioideae, e devem
contribuir significativamente com estudos para a reestruturacdo de géneros e espécies desta

importante subfamilia de Cyanobacteria
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CONCLUSOES GERAIS

Os objetivos deste estudo foram atingidos e a todas as hipoteses formuladas foram
confirmadas. Dos dez géneros de Phormidioideae, quatro sdo registrados neste estudo e
Phormidium foi 0 género mais bem representado, totalizando 22 espécies rel atadas.

Das 27 espécies relatadas, Phormidium animale corresponde a novo registro de
ocorréncia para o Brasil e 11 permanecem sem identificacdo, representando novas espécies;
ambos os fatos corroboram a hipétese apresentada no projeto de constatacéo de novos registros
de ocorréncia e de novas especies para a ciéncia, estas que serdo propostas em breve. Além das
novas espécies, as andlises moleculares relatam sete novos géneros para a ciéncia.

Estudos morfol6gicos e moleculares reforcam que a circunscricdo das espécies de
Phormidioideae ainda € bastante confusa, especialmente daquelas pertencentes ao género
Phormidium. Os marcadores morfol 6gicos utilizados néo refletem a historia evol utiva do grupo
e os dados molecul ares existentes ainda sdo insuficientes para uma proposi¢ado de umafilogenia
adequada aos diferentes niveis.

Grande parte das sequéncias disponiveis para o grupo diz respeito ao gene RNAr 16S e
este marcador mostrou-se pouco informativo para niveis taxonémicos infragenéricos. O banco
de dados possui um numero menor de sequéncias do espagador intergénico 16S-23S,
impossibilitando uma andlise mais profunda entre espécies filogeneticamente mais proximas.

As andlises das estruturas secundérias das regides D1-D1°, Box-B e V3 corroboraram a
filogenia construida com base no RNAr 16S, emboranéo tenhasido possivel construir filogenia
com base no ITS 16S-23S para 0 grupo como um todo.

A formagdo de dois clados (grupos 1V e VIII) compostos apenas por linhagens
brasileirasreforcaaideiade que regidestropicais abrigam umafloradiversae pouco conhecida.
Além disso, atopologiadaérvore filogenética construida, naqual foram formados vérios clados

internos com alto suporte e que contém espécies brasileiras, indica que uma alta diversidade
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genética de Phormidioideae e, consequentemente, de Cyanobacteria, foi acessada. Deve-se
destacar que grande parte desses clados corresponde a novos géneros para a ciéncia, em funcéo
das interpretacdes modernas que implicam em analises combinadas de diferentes caracteres.

Embora alguns grupos formados tenham apresentado suporte morfol 6gico e molecular,
parte dos clados ndo mostrou tal congruéncia em nivel especifico, indicando que novos dados
precisam ser gerados para uma melhor resolucdo taxondmica desse grupo.

Fica evidente o valor taxondmico dos marcadores moleculares utilizados e estes devem
ser considerados a base para a construcdo da classificagdo de Phormidioideae e,
consequentemente, de Cyanobacteria.

Em relacéo aos marcadores morfol gicos, estes sdo informativos em alguns casos e hdo
informativos em outros, sendo o caréter dpice do tricoma importante na delimitacdo de taxons
genéricos. Dimensbes celulares e caracteristicas das células apicais sdo relevantes na
delimitac&o de espécies em algumas linhagens. E importante salientar que ndo existe, até agora,
um padréo que sgja aplicavel para a subfamilia em suatotalidade, j& que, no momento em que
linhagens distintas sdo originadas a partir de um mesmo ancestral, a historia evolutiva de cada
uma serd diferente e independente em funcéo das pressdes especificas a que estara submetida
Dessa forma, um carater que € informativo em uma, ndo necessariamente sera informativo na
outra.

Aparentemente, a distribuicdo geografica ndo é fator limitante para circunscri¢éo de
taxons. Exceto nos grupos 1V e VI, que sGo compostos apenas por linhages brasileiras, ndo
foi observada tendéncia de agrupamento de linhagens de mesma origem geogréfica e alguns
clados considerados robustos (p.ex. grupo 1X) incluem linhagens de procedéncias e ambientes
muito distintos. Esse estudo pode ser considerado um ponto de partida para uma avaliagéo
geograficamente mais abrangente de Phormidioideae e fornece subsidios para estudos futuros

COm O grupo que, com certeza, sG0 extremamente Necessarios.



