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RESUMO

Géneros da ordem das algas vermelhas de aguas continentais, Batrachospermales,
foram recentemente investigados usando evidéncias moleculares e morfologicas, mas
0 género Sirodotia ainda ndo havia sido revisado. O presente estudo teve como
objetivos: inferir as relacdes filogenéticas das espécies dentro do género Sirodotia e
com outros géneros da ordem Batrachospermales; conhecer os limites de variacao
intra e interespecifica com base na analise de trés marcadores moleculares: gene
plastidial que codifica a subunidade grande da RuBisCO (rbcL), regidao de “barcode”
do gene mitocondrial que codifica a subunidade 1 da citocromo c¢ oxidase (COI-5P) e
regido de “barcode” do gene nuclear que codifica a subunidade grande do ribossomo
(rDNA LSU); e avaliar os caracteres morfolégicos de valor diagndéstico para a
delimitagcdo de espécies do género em ambito mundial & luz dos novos dados
moleculares. Foram analisadas 40 amostras de Sirodotia provenientes de varias
regies do mundo, incluindo Africa, Asia, Australasia, América do Norte, América do
Sul e Europa, além de espécimes-tipo de seis espécies. Andlises filogenéticas
concatenadas e de um unico gene (rbcL, COI-5P e LSU) mostraram o género Sirodotia
como grupo monofilético com alto suporte, evidenciando clados ou grupos bem
definidos, com nitida reparticdo biogeografica delimitando as espécies, além de alta
divergéncia interespecifica (2,1-8,1% e 4,4-10,5%) e baixa variacao intraespecifica (0-
2,4% e 0-3,8%) para rbcL e COI-5P, respectivamente. As analises das sequéncias de
LSU revelaram valores de divergéncia interespecificas menores (0,7-3,3%) do que as
sequéncias de COI-5P indicando menor poder de resolugao como “barcode”. Os
caracteres morfolégicos diagndésticos previamente utilizados para distinguir o género
(carpogbnio assimétrico com protuberancia basal e carpospordfito difuso com
filamentos prostrados produzindo ramos eretos com carposporangios) foram
confirmados neste estudo. Algumas espécies apresentaram padrdo biogeografico
bem definido: S. delicatuliformis ocorréncia no Brasil e Costa Rica, S. amazonica
(regides centro-oeste e norte do Brasil) e S. cryptica (centro-oeste do Brasil), S.
assamica (nordeste da india), S. aquiloamericana (sul da América do Norte), S.
huillensis (sul e sudeste da Africa) e S. kennedyi (centro-sul da Africa). Assim,
distribuicdo geografica pode ser usada como critério adicional para o reconhecimento
dessas espécies. Os seguintes caracteres foram considerados diagndsticos para

distinguir as espécies do género: niumero de células dos fasciculos primarios, arranjo



dos espermatéangios, parte do carpogbnio que produz os filamentos gonimoblasticos
e dimensdes do carposporangio. Com base na combinagcdo de dados moleculares,
morfologicos e biogeograficos foram reconhecidas nove espécies, cinco ja descritas
(S. assamica, S. delicatula, S. huillensis, S. kennedyi e S. suecica) e quatro novas
espécies propostas neste trabalho (S. amazonica, S. aquiloamericana, S. cryptica e
S. delicatuliformis). Das espécies previamente consideradas taxonomicamente
aceitas no género, trés (S. cirrhosa, S. gardneri e S. huangshanensis) ndo puderam
ser reavaliadas, pois 0s espécimes tipo ndo estavam disponiveis para analise e os
caracteres utilizados néo foram considerados taxonomicamente informativos; e quatro
espécies foram sinonimizadas neste trabalho (S. segawae, S. sinica e S. yutakae com

S. suecica; e S. ateleia com S. delicatula).

Palavras—chave: Batrachospermales, COI-5P, LSU, rbcL, Sirodotia, morfologia, sistematica

molecular.



ABSTRACT
Genera of the freshwater red algal order Batrachospermales were recently
investigated using molecular and morphological evidences, but the genus Sirodotia
had not yet been revised. The goals of this study were: to infer the phylogenetic
relationships of the species within the genus Sirodotia and with other genera of the
order Batrachospermales; to ascertain the limits of intra and interspecific variation,
based on the analysis of three molecular markers: the plastid gene that encodes the
RuBisCO large subunit (rbcL), the barcode region of the mitochondrial gene that
encodes cytochrome ¢ oxidase subunit 1 (COI-5P) and the barcode region of the
nuclear gene that encodes the large ribosome subunit (rDNA LSU); and to evaluate
the morphological characters of diagnostic value for delimitation of species in the
genus worldwide in the light of the new molecular data. Forty samples of Sirodotia from
different regions of the world were analyzed, including Africa, Asia, Australasia, North
America, South America and Europe, in addition to type specimens of six species.
Concatenated and single gene analyses showed the genus Sirodotia as a
monophyletic group with high support, showing well-defined clades or groups, with
clear biogeographic distribution delimiting species, in addition to high interspecific
divergence (2.1-7% and 4.4-10.5%) and low intraspecific variation (0-2.4% and O-
3.8%) for rbcL and COI-5P, respectively. The analysis of the LSU sequences revealed
lower interspecific divergence values (0.7-3.3%) than the COI-5P sequences (4.4-
10.5%) indicating lower resolution as a barcode marker. The diagnostic morphological
characters previously used to distinguish the genus (asymmetric carpogonium with
basal protuberance and diffuse carposporophyte with prostrate filaments producing
erect branches with carposporangia) were confirmed in this study. Some species
showed a well-defined biogeographic pattern: S. delicatuliformis occurring in Brazil and
Costa Rica, S. amazonica (midwestern and northern Brazil), S. cryptica (midwestern
Brazil), S. assamica (northeastern India), S. aquiloamericana (southern North
America), S. huillensis (southern and southeastern Africa) and S. kennedyi (south-
central Africa). Thus, geographic distribution can be used as an additional criterion for
the recognition of these species. The following characters were considered diagnostic
to distinguish species in the genus: number of cells of the primary fascicles,
arrangement of spermatangia, part of the carpogonium that produces the
gonimoblastic filaments and dimensions of the carposporangia. On the basis of a

combination of molecular, morphological and biogeographic data nine species were



recognized, five already described (S. assamica, S. delicatula, S. huillensis, S.
kennedyi and S. suecica) and four new species proposed in this work (S. amazonica,
S. aquiloamericana, S. cryptica and S delicatuliformis). Among the remaining species
taxonomically accepted in the genus, three (S. cirrhosa, S. gardneri and S.
huangshanensis) could not be re-evaluated, because the type specimens were not
available for analysis and the characters used were not considered taxonomically
informative; and four species were synonymyzed in this study (S. segawae, S. sinica
and S. yutakae with S. suecica; and S. ateleia with S. delicatula).

Keywords: Batrachospermales, COI-5P, LSU, molecular systematics, morphology, rbcL,

Sirodotia.
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APRESENTACAO DA TESE

O presente trabalho consiste em uma revisdo mundial do género Sirodotia
(Rhodophyta, Batrachospermales). Esta estruturado em dois capitulos, precedidos
por uma introducdo geral e seguidos por conclusdes gerais. Os dois capitulos sdo
referentes a dois artigos: o primeiro capitulo representa a primeira parte do trabalho
(artigo publicado) com a descrigdo de uma nova espécie de Sirodotia para o continente
Asiético (india); o segundo capitulo corresponde ao trabalho geral deste projeto,
referente a revisdo mundial de Sirodotia contendo as analises dos trés marcadores
utilizados, parte taxondmica com chave de identificacdo, descricdo das espécies

reconhecidas, discussao e conclusdes referentes aos resultados gerais obtidos.
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1. INTRODUCAO GERAL

O filo Rhodophyta representa umas das linhagens mais antigas de algas e é
considerado um grupo irmédo das algas verdes e das glaucdfitas, todos com
cloroplastos derivados de endosssimbiose primaria (LOPEZ-BAUTISTA, 2010; DE
CLERCK et al., 2012). As roddfitas sdo, em sua maioria, macroscopicas,
fotossintetizantes e habitantes de ambientes marinhos (98%), mas muitos tdxons
ocorrem exclusivamente em hébitats de dgua doce e nascentes de agua quente e
acida. Algumas roddfitas também foram relatadas em florestas tropicais como
membros de comunidades subaéreas (YOON et al.,, 2004; GURGEL & LOPEZ-
BAUTISTA, 2007). Em regides tropicais e subtropicais dos ecossistemas marinhos
costeiros, Rhodophyta representa mais de 60% das macroalgas (NORTON et al.,
1996). As roddfitas continentais ocorrem geralmente em aguas correntes e estao
amplamente distribuidas em bacias de drenagem de regides articas a tropicais
(NECCHI et al., 1999). No Brasil foram registradas 39 espécies de rodofitas
continentais (NECCHI, 2017; dados n&o publicados).

As algas vermelhas representam um distinto grupo de organismos que possuem
apenas clorofila a, contém ficobiliproteinas (aloficocianina, ficocianina e ficoeritrina)
responsaveis pela coloracdo geralmente avermelhada destas algas, que ocorrem na
forma de ficobilissomos em tilacoides ndo empilhados. Os membros desse grupo nao
apresentam flagelos e centriolos em nenhum estagio de vida (GABRIELSON et al.,
1990; GRAHAM & WILCOX, 2009). O cloroplasto é envolto por duas membranas e
produz amido das florideas (material de reserva), que é armazenado no citoplasma.
Atualmente é amplamente aceito que o cloroplasto das algas vermelhas se originou
através da endossimbiose priméria de uma cianobactéria, sendo que essa organela
compartiiha um ancestral comum com as algas verdes e glaucdfitas
(BHATTACHARYA et al., 2004; RODRIGUEZ-EZPELETA et al., 2005).

O sistema de classificacao do filo Rhodophyta tem passado por modificagdes
importantes com base em estudos moleculares e ultraestruturais que visam melhor
representar as relacdes filogenéticas (SAUNDERS & HOMMERSAND, 2004; YOON
et al. 2006; QIU et al., 2016). Até o fim dos anos noventa, o filo Rhodophyta era dividido
em duas classes ou subclasses, Florideophyceae (Florideophycideae) e
Bangiophyceae (Bangiophycideae), baseadas nas caracteristicas morfolégicas e
histérico de vida (SHEATH, 1984; GABRIELSON et al.,, 1985, GARBARY &
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GABRIELSON, 1990). Estudos moleculares tém se baseado amplamente em alguns
genes plastidiais e nucleares focados em uma ampla diversidade de linhagens dentro
das Florideophyceae. Uma das primeiras consequéncias dessas analises foi a
separacdo do filo Rhodophyta em dois subfilos, Cyanidiophytina com uma Unica
classe Cyanidiophyceae, e o subfilo Rhodophytina composto por seis classes:
Bangiophyceae, Compsopogonophyceae, Florideophyceae, Porphyridiophyceae,
Rhodelophyceae e Stylonematophyceae (YOON et al., 2006). As classes
Bangiophyceae e Florideophyceae formaram um grupo monofilético, mas as relacdes
entre as classes restantes permaneceram controversas (MULLER et al., 2001; YOON
etal., 2006, 2010; YANG et al., 2010; SCOTT et al., 2011). Em estudo recente, Mufioz-
Gomes et al. (2017) aplicaram analise filogenémica a um rico conjunto de dados de
genomas plastidiais e propuseram um novo subfilo Proteorhodophytina composto por
quatro classes: Porphyridiophyceae, Compsopogonophyceae, Rhodellophyceae e
Stylonematophyceae. Algas destes grupos apresentaram 0S maiores genomas

plastidiais ja sequenciados até o presente.

Figura 1. Filogenia das algas vermelhas segundo autores recentes (Mufioz-Gomes et al.,
2017) com a proposi¢do de um novo Subfilo, Proteorhodophytina.
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Fonte: Mufloz-Gomes et al., 2017.

No outro subfilo (Eurhodophytina) encontra-se a classe Florideophyceae que
forma uma linhagem monofilética contendo aproximadamente 7.000 espécies

descritas (GUIRY, 2012) que exibem uma grande variedade de estruturas
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morfolégicas e ultraestruturais e possuem estratégias reprodutivas complexas.
Acredita-se que o0 numero de espécies possa chegar a 20.000 devido as recentes
descobertas de espécies cripticas (GRAHAM & WILCOX, 2009). Elas representam
cerca de 95% dos taxons conhecidos de algas vermelhas e sdo importantes fontes de
alimentos (por exemplo, nori) e produtos industriais (por exemplo, agar e carragenana)
(QIU et al., 2015). O numero de ordens reconhecidas varia de 16 (YOON et al., 2006)
a 23 (LE GALL & SAUNDERS, 2007) e tende a crescer com a realizacao de estudos
de grupos especificos baseados em dados moleculares.

As ordens e familias de Florideophyceae foram classificadas, em grande parte,
com base no tipo de histoérico de vida e 0 modo de reproducdo sexuada. Membros
desta classe crescem por meio de células apicais e consistem de filamentos
ramificados nos quais as células estao ligadas através de “pit-connections” (conexdes
intercelulares entre células adjacentes), as quais, em nivel estrutural, formam os
chamados “pit-plugs” (GRAHAM & WILCOX, 2009). As caracteristicas ultraestruturais
dos “pit-plugs”, como numero e arranjo das camadas, sdo importantes para
delimitacado das ordens. Varios tipos de “pit-plugs” foram identificados por diferirem no
numero de “cap layers” (zero, um ou dois) e pela presenga ou auséncia de uma “cap
membrane”. Nove ordens (Hildenbrandiales, Corallinales, Acrochaetiales,
Palmariales, Batrachospermales, Ahnfeltiales, Bonnemaisoniales, Gracilariales e
Rhodogorgonales) foram estabelecidas principalmente pelas caracteristicas
ultraestruturais dos “pit-plugs” (PUESCHEL & COLE, 1992; FRESHWATER et al.,
1994; LEE, 2008; ELORANTA et al., 2011).

Dentro da classe Florideophyceae, na subclasse Nemaliophycidae, encontram-
se as roddfitas exclusivamente de aguas continentais que pertencem as ordens
Balbaniales, Batrachospermales e Thoreales (LAM et al., 2015). A maior parte da
diversidade de espécies de algas vermelhas de agua doce encontra-se na ordem
Batrachospermales com aproximadamente 200 espécies em 19 géneros (ENTWISLE
et al., 2009; GUIRY & GUIRY, 2020). Batrachospermales € distinta das demais ordens
de Nemaliophycidae com base na seguinte combinagdo de caracteres: (i) talos
heterotriqueos, uniaxiais, gelatinosos ou cartilaginosos; (i) células axiais com
filamentos assimiladores laterais de crescimento determinado; (iii) “pit-plug” com duas
camadas, com a camada externa expandida e abaulada; (iv) auséncia de
tetrasporangio e ocorréncia de meiose somatica dando origem a eixos hapléides; e (v)
multiplos cloroplastos discoides sem pirenoides; (PUESCHEL & COLE, 1982;
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GARBARY & GABRIELSON, 1990; KUMANO, 2002; ENTWISLE et al.,, 2009;
PAIANO et al., 2018).

A ordem Batrachospermales era tradicionalmente composta por trés familias:
Batrachospermaceae, Lemaneaceae e Psilosiphonaceae (SAUNDERS &
HOMMERSAND, 2004). Batrachospermales foi foco de revisdo por Entwisle et al.
(2009), o qual representa o esquema taxondmico mais recente e amplo para a ordem.
As principais novidades, além do reconhecimento de uma Unica familia
(Batrachospermaceae com nove géneros) foram: reconhecimento provisério do
género Batrachospermum, visto que tem sido demonstrado como parafilético em
todas andlises filogenéticas moleculares; proposicdo do novo género Kumanoa,
resultado da elevacdo das antigas secbes Contorta e Hybrida do género
Batrachospermum; e o reconhecimento de oito se¢des no género Batrachospermum
— Acarposporophytum (rebaixado do nivel subgénero para secado), Aristata,
Batrachospermum, Macrospora (separada de Aristata), Setacea, Turfosa e
Virescentia. Para a maioria das sec¢Bes havia grande caréncia de andlises
representativas incluindo maior nimero de espécies e de populacbes de cada
espécie. A elevacdo de grupos monofiléticos menores (geralmente conhecidos como
secbes de Batrachospermum) para o nivel género tem sido uma clara tendéncia na
taxonomia do grupo nos ultimos anos. A antiga secdo Helminthoidea foi elevada para
género (Sheathia) baseado em caracteres morfolégicos e anadlises filogenéticas de
trés marcadores moleculares (SALOMAKI et al., 2014). A secdo Setacea foi também
elevada a género por Rossignolo & Necchi (2016) com base em dados morfolégicos
e moleculares e 0 nome posteriormente alterado para Torularia (WYNNE, 2019). As
secoes relacionadas a seguir foram elevadas a géneros em estudos recentes com
base em evidéncias morfolégicas e moleculares: Virescentia (NECCHI et al., 2018),
Acarposporophytum (género Acarposporophycos, NECCHI et al.,, 2019a), Aristata
(género Visia, NECCHI et al., 2019a), Macrospora (género Montagnia, NECCHI et al.,
2019b) e Turfosa (género Paludicola, VIS et al., 2020). A tabela 1 resume 0s géneros
de Batrachospermales atualmente reconhecidos, as antigas sec¢des a que pertenciam

e a distribuicdo geografica mundial.
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Tabela 1. Géneros da ordem Batrachospermales, familia Batrachospermaceae.

Géneros Sec¢des antigas Distribuicéo Referéncias
Acarposporophycos Acarposporophytum Ameérica do Sul Necch@ (LEBT)
Necchi et al. (2019a)
o L . « . Saunders & Necchi
Balliopsis - América do Sul, Africa e Asia (2002)
Africa, América do Norte, Roth (1797), Kumano
Batrachospermum - Ameérica do Sul, Asia, (2002), Guiry &Guiry
Australasia e Europa (2020)
Africa, América do Norte, Sirodot (1873),
. 2 o Skuja (1931),
Kumanoa Contorta e Hybrida Ameérica do Sul, Asia, :
Australasia e Europa ST SHET (00))
P Necchi & Vis (2012)
Lemanea ) Ameérica do Norte, Asia, Bory (1808)
Europa
Lympha América do Norte Evans et al. (2017)

. Africa, América do Norte, Kumano (1993),
Montagnia Macrospora América do Sul e Asia Necchi et al. (2019b)
Nocturama Batrachospermum América do Sul, Australasia  Entwisle et al. (2016)

Skuja (1934),
. < o . Schneider & Wynne
Nothocladus Batrachospermum Africa, Asia e Australasia (2007), Entwisle et al.
(2016)

. América do Norte, América Sirodot (1873), Vis et
Prllleleel VUeEs do Sul, Asia e Europa al. (2020)
Paralemanea = America do Norte, AMerica . ¢ gheath (1992)

do Sul, Asia e Europa
Vis et al. (2007),
Petrohua - América do Sul Schneider & Wynne
(2007)
Psilosiphon - Australasia Entwisle (1989)
. o Africa, América do Norte, Sirodot (1973),
SR REImiline e Asia, Australasia e Europa Salomaki et al. (2014)
Africa, América do Norte, .
Sirodotia - América do Sul, Australasia, Gy (L), Lt 2
A al. (2012)
Asia e Europa
Africa, América do Norte, Rossianolo & Necchi
Torularia Setacea América do Sul, Asia, 9
. (2016), Wynne (2019)
Australasia e Europa
Harvey (1858),
. Kaczmarczyk et al.
Tuomeya - América do Norte (1992), Kumano
(2002)
Virescentia Virescentia Ameérica do Norte, América  Sirodot (1873),
do Sul, Asia e Europa Necchi et al. (2018)
Visia A América do Sul, Asia e Skuja (1933),
Australasia Necchi et al. (2019a)
Volatus - Ameérica do Norte e Europa  Chapuis et al. (2017)

Fonte: Producédo do autor
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1.1. O género Sirodotia

Dentre as roddfitas continentais da ordem Batrachospermales, Sirodotia € um
género amplamente distribuido no mundo todo (LAM et al.,, 2012). O género foi
proposto por Kylin (1912) dentro de Batrachospermaceae com base na espécie tipo
S. suecica. Apresenta morfologia similar ao género Batrachospermum e aos géneros
mais recentemente segregados como Kumanoa e Virescentia (ENTWISLE et al. 2009,
LAM et al. 2012). O género Sirodotia se diferencia dos demais géneros da familia por
apresentar carpogbnio com base assimétrica (com uma protuberancia) e
carpospordfito difuso que se estende ao longo do eixo principal, consistindo de
filamentos gonimoblasticos indeterminados e prostrados, que produzem pequenos
filamentos eretos determinados, sobre os quais se desenvolvem 0s carposporangios
(NECCHI et al., 1993; KUMANO, 2002; NECCHI et al., 2007; LAM et al., 2012). As
espécies do género tém sido reconhecidas com base em alguns caracteres
morfolégicos, como morfologia vegetativa do gametofito, presenca de espermatangios
em ramos especializados, posicdo do ramo carpogonial, origem dos filamentos
gonimoblasticos em relacdo ao carpogbnio e tamanho do carpogbnio e
carposporangio (NECCHI et al.,, 1993; KUMANO, 2002; NECCHI et al., 2007).
Atualmente existem 13 espécies taxonomicamente aceitas em Sirodotia (KUMANO,
2002; OTT, 2009; GUIRY & GUIRY, 2020): S. assamica, S. cirrhosa, S. delicatula, S.
gardneri, S. huangshanensis, S. huillensis, S. iyengarii, S. kennedyi, S. polygama, S.
segawae, S. sinica, S. suecica e S. yutakae. Porém, poucas espécies foram
analisadas com base em dados moleculares e morfoldgicos.

O género Sirodotia tem sido reconhecido como um grupo distinto e monofilético
em varios estudos, tanto com base em dados morfologicos (NECCHI et al., 1993;
KUMANO, 2002; NECCHI et al., 2007), quanto moleculares (VIS & SHEATH, 1999;
LAM et al., 2012; PAIANO & NECCHI, 2013; JOHNSTON et al., 2014). Estudos
moleculares sobre o género Sirodotia tém contribuido para melhor compreensao
sobre a taxonomia infra-genérica (VIS & SHEATH, 1999; NECCHI et al., 2007;
PAIANO & NECCHI, 2013; JOHNSTON et al., 2014). Esses estudos mostraram que
a diversidade genética é grande entre as espécies, levando a sinonimizacao de
algumas espécies (S. tenuissima sindnimo de S. suecica) e a distingdo genética e
morfolégica de outras (S. huillensis e S. delicatula). Aléem disso, esses estudos tém
apontado a ocorréncia de espécies cripticas com alto nivel de divergéncia genética,

porém sem a correspondente distingdo morfologica, em alguns casos, apenas
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geografica. Em um estudo recente sobre o género Sirodotia (LAM et al., 2012) com a
inclusdo de um numero expressivo de sequéncias de algumas regides do globo foi
encontrada provavel espécie nova de amostra da Africa do Sul (referida como S. aff.
huillensis). Paiano et al. (2013) por meio de estudos filogeogréficos com S. delicatula,
indicaram a existéncia de espécies cripticas no Brasil. Ademais, estudos moleculares
realizados por Johnston et al. (2014) revelaram que os espécimes de S. delicatula da
Malasia e do Brasil ndo sdo semelhantes geneticamente, sugerindo que o espécime
da Malasia representa S. delicatula, enquanto que a espécie brasileira deve tratar-se
de espécie distinta.

Os dados filogenéticos moleculares ja apresentados para o género Sirodotia,
assim como para outros géneros e sec¢fes da ordem Batrachospermales, tém
revelado numerosos casos de espécies cripticas (LAM et al., 2012; PAIANO &
NECCHI, 2013; AGOSTINHO et. al., 2014; ROSSIGNOLO & NECCHI, 2016; NECCHI
et al.,, 2019a, 2019b; VIS et al., 2019). Assim como nos géneros e secles de
Batrachospermum, as rela¢Bes filogenéticas, limites de variacdo e diversidade
genética entre espécies precisam de um estudo mais detalhado baseado em dados
morfolégicos e moleculares. A utilizacdo de ferramentas moleculares para auxilio na
taxonomia e biogeografia de algas tem contribuido no aprimoramento do esquema de
identificacdo de tdxons ndo somente nas descontinuidades na variacdo morfolégica
para distinguir espécies, mas com a utilizacdo de dados genéticos e/ou geograficos
(SAUNDERS, 2005). Dentre os géneros de Batrachospermales que tém numerosas
espécies, Sirodotia € um dos poucos que ainda ndo foi completamente revisado.
Considerando este conjunto de informacdes e que poucas espécies tém sido
reconhecidas mundialmente com base em dados moleculares e morfolégicos o

presente estudo foi proposto.

1.2. HIPOTESES E OBJETIVOS GERAIS DO ESTUDO

1.2.1. Hip6teses

Com base nas informacdes atualmente disponiveis (morfoldgicas e
moleculares) sobre representantes do género Sirodotia em ambito mundial, as
seguintes hipoteses gerais foram testadas:

1. O género Sirodotia sera confirmado como grupo monofilético dentro da ordem

Batrachospermales. Se a hipotese for corroborada, o género sera reconhecido como
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distinto dentro da ordem e confirmara conclusdes de outros estudos filogenéticos (VIS
et al., 1998; VIS & SHEATH, 1999; NECCHI et al., 2007; ENTWISLE et al., 2009;
PAIANO & NECCHI 2013);

2. Espécies atualmente reconhecidas com base em caracteres morfolégicos
serdo corroboradas pelos dados moleculares. E espécies novas, particularmente
espécies cripticas, deverdo ser encontradas e reconhecidas como espécies distintas
dentro do género;

3. Os caracteres morfologicos atualmente usados para distinguir as espécies do
género - presenca de espermatangios em ramos especializados, posicdo do
carpogonio que produz os filamentos gonimoblasticos e dimensdes do carpogdnio e
carposporangio (NECCHI et al., 1993; KUMANO, 2002; NECCHI et al., 2007) —
deverdo ser corroborados pelos dados moleculares;

4. A biogeografia das espécies devera ser um carater adicional importante para
a determinacdo de novas espécies, visto que os dados disponiveis indicam que

algumas espécies apresentam nitida reparticdo geografica.

1.2.2. Objetivos

Para testar estas hipoteses desenvolvemos o presente trabalho com os
seguintes objetivos:

1. Inferir as relac@es filogenéticas das espécies dentro do género Sirodotia e
com as de outras de outros géneros da ordem Batrachospermales, com base na
andlise das sequéncias do gene plastidial que codifica a subunidade grande da
RuBisCO (rbcL), da regido de “barcode” do gene mitocondrial que codifica a
subunidade 1 da citocromo c oxidase (COI-5P) e da regido de “barcode” do gene
nuclear que codifica a subunidade grande do ribossomo (LSU);

2. Fornecer subsidios para melhor definicAo dos limites de variacao
interespecifica com base na analise das sequéncias desses trés marcadores;

3. Avaliar quais caracteres morfolégicos tém valor diagndstico, inclusive a luz
dos novos dados moleculares, para a delimitacdo de espécies do género Sirodotia e

circunscrever as espécies reconhecidas no género em ambito mundial.
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4. CONCLUSOES GERAIS

Os resultados obtidos no presente trabalho confirmaram o género Sirodotia como
um grupo monofilético com alto suporte dentro da ordem Batrachospermales,
conforme reportado em estudos filogenéticos anteriores (VIS et al., 1998; VIS &
SHEATH, 1999; NECCHI et al., 2007; ENTWISLE et al., 2009; PAIANO & NECCHI,
2013). Este resultado corrobora a primeira hipotese de que Sirodotia consiste em um
grupo monofilético dentro da ordem Batrachospermales e que deve ser mantido como
género.

Com relacédo a diversidade de espécies, dos 23 nomes de espécies listadas no
género antes deste estudo (Ott, 2009; Guiry & Guiry, 2020) (Tabela 4), trés espécies
aceitas taxonomicamente ndo puderam ser reavaliadas (S. cirrhosa, S. gardneri e S.
huangshanensis), pois 0os espécimes tipo ndo estavam disponiveis para anélise e os
caracteres utilizados nao foram considerados taxonomicamente informativos. Quatro
espécies (S. iyengarii, S. polygama, S. angolensis e S. nigrescens) foram removidas
de Sirodotia anteriormente ou neste estudo por apresentarem caracteristicas de
outros géneros de Batrachospermales. Quatro espécies foram sinonimizadas neste
trabalho, trés delas (S. segawae, S. sinica e S. yutakae) com S. suecica e S. ateleia
foi sinonimizada com S. delicatula. Quatro espécies (S. acuminata, S. fennica, S.
goebelii e S. tenuissima) ja haviam sido sinonimizadas anteriormente com S. suecica.
Outros trés nomes (S. ambigua, S. loefgrenii e S. moniliformis) n&o foram
considerados, pois ndo foram efetivamente publicados (OTT, 2009). Nesta revisao,
reconhecemos quatro espécies ja descritas (S. delicatula, S. huillensis, S. suecica e
S. kenneydyi) com base nos dados moleculares, morfolégicos e distribuicdo
geografica. Cinco espécies novas de Sirodotia foram propostas neste estudo: S.
amazonica, S. aquiloamericana, S. assamica, S. cryptica e S. delicatuliformis.
Portanto, nove espécies foram reconhecidas e mostraram-se nitidamente separadas
por evidéncias moleculares com clados ou grupos bem definidos nas analises
moleculares, caracteres morfolégicos distintivos e padrdo evidente de distribuicdo

geogréfica.
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Tabela 4. Relacdo das espécies Sirodotia anteriormente consideradas taxonomicamente
aceitas e as reconhecidas neste estudo. Os nomes em negrito indicam as nove espécies
reconhecidas neste estudo.

Espécies anteriormente aceitas |Espécies reconhecidas neste estudo
S. acuminata Sinonimizada com S. suecica
S. amazonica (espécie nova)
S. aquiloamericana (espécie nova)
S. assamica S. assamica
S. ateleia Sinonimizada com S. delicatula
S. cirrhosa Duvidosa
S. cryptica (espécie nova)
S. delicatula S. delicatula
S. delicatuliformis (espécie nova)
S. fennica Sinonimizada com S. suecica
S. gardneri Duvidosa
S. goebelii Sinonimizada com S. suecica
S. huangshanensis Duvidosa
S. huillensis S. huillensis
S. kennedyi S. kennedyi
S. segawae Sinonimizada com S. suecica
S. sinica Sinonimizada com S. suecica
S. suecica S. suecica
S. tenuissima Sinonimizada com S. suecica
S. yutakae Sinonimizada com S. suecica

Fonte: Producao do préprio autor.

A descoberta de espécies novas dentro deste grupo confirma a segunda
hipétese deste trabalho, visto que foram reconhecidas a existéncia de trés espécies
cripticas do Brasil (S. amazonica, S. cryptica e S. delicatuliformis) e uma espécie nova
(S. aquiloamericana) na América do Norte, descrita anteriormente como S. huillensis,
a qual apresentou valores de divergéncia altos (2,7-2,8% para rbcL e 6,8% para COI-
5P), com relacdo ao espécime de S. huillensis da Africa, o suficiente para distingui-la
COMO uma nova especie.

Os caracteres morfologicos diagnosticos utilizados para distinguir o género (base
carpogonial assimétrica e carposporéfito difuso composto de filamentos prostrados
produzindo ramos eretos determinados com carposporangios) foram confirmados
como bons critérios. Alguns caracteres morfoldgicos anteriormente usados para
distinguir as espécies do género (posicao do carpogdnio que produz os filamentos
gonimoblasticos e dimensdes dos carposporangios), foram corroborados pelos dados

moleculares. Por outro lado, alguns caracteres morfoldgicos utilizados anteriormente
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para distinguir espécies do género (espermatangios em ramos especializados, origem
do ramo carpogonial, o comprimento do carpogdnio, carpogonio curvado ou deflexo,
presenca de monosporangios nos fasciculos secundarios e sistema de cruzamento)
foram aqui considerados possivelmente mal interpretados ou taxonomicamente néo
informativos e/ou apresentaram altas variagcfes e sobreposi¢des entre as espécies do
género. Assim, 0s seguintes caracteres morfoldégicos foram considerados
diagnésticos: numero de células dos fasciculos primarios, arranjo dos
espermatangios, posicédo do carpogonio que produz os filamentos gonimoblasticos e
dimensdes dos carposporangios. Considerando que alguns caracteres foram
corroborados, mas outros foram considerados sem valor taxondémico ou mal
interpretados, a terceira hipétese foi confirmada parcialmente.

Além dos dados moleculares e caracteres morfoldgicos, algumas espécies de
Sirodotia apresentaram nitida reparticao geografica, que serviu como critério adicional
para reconhecimento dessas espécies: S. delicatuliformis ocorréncia no Brasil e Costa
Rica, S. amazonica (regides centro-oeste e norte do Brasil) e S. cryptica (centro-oeste
do Brasil), S. assamica do nordeste da india, S. aquiloamericana do sul da América
do Norte, S. huillensis do sul e sudeste da Africa, S. kennedyi do centro-sul da Africa.
Estes dados evidenciaram a importancia do padrao biogeogréafico das espécies e
confirmaram nossa quarta hipétese.

Encontramos niveis adequados de divergéncia entre sequéncias para
separacao dos grupos, com altos valores entre 0os grupos e mais baixos dentro dos
grupos: 1,6-7% para rbcL e 4,2-10,5% para COI-5P, e 0-2,4% para rbcL e 0-3.8% para
COI-5P, respectivamente. Esses valores encontram-se dentro dos limites de variagao
intra- e interespecifica reportados para espécies de outros géneros da ordem
Batrachospermales. O marcador LSU “barcode” ndao demonstrou ser um marcador
apropriado por ser menos variavel e, portanto, com menor poder de resolucdo para
distinguir espécies, conforme indicado pelos menores valores de divergéncia entre os
grupos formados e suporte relativamente mais baixo dos grupos nas arvores.
Entretanto, ele tem sido usado como um bom marcador para inferir filogenias ou
identificagcdo de espécies em analises combinadas com outros marcadores,
especialmente rbcL e UPA (Sherwood et. al., 2010). Alguns dados de sequéncias
completas de LSU foram utilizados com sucesso em varios niveis taxondmicos
incluindo circunscri¢cao de géneros e espécies para estabelecer novas ordens de algas

vermelhas (por exemplo Harper & Saunders 2001; Huisman et al., 2004; Tronchin et
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al., 2004). No trabalho de Harper & Saunders (2001), os dados para o marcador LSU
para seis ordens de Florideophyceae, apresentou mesma topologia e maior valor de
boostrap quando comparado com o SSU. No entanto, para sequéncias de algas
vermelhas do grupo de Florideophyceae no trabalho de Sherwood et al. (2010), apesar
do marcador LSU ser bem conservado, a analise concatenada de sequéncias de LSU
com UPA e COI-5P gerou &rvore de NJ com maior suporte nos niveis familia e ordem.
Dessa forma, o uso do marcador LSU neste trabalho serviu mais especificamente para
compor a analise concatenada com os outros dois marcadores permitindo maior

suporte para os clados terminais nas analises.
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