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RESUMO

A diatomacea Asterionellopsis glacialis (Castracane) Round sensu lato forma
acumulacbes em zona de arrebentacdo em diversas praias arenosas no
mundo. Com a recente descoberta de quatro espécies cripticas, é importante a
identificacdo correta das espécies que estdo presentes nessas acumulagoes.
No presente estudo identificamos, através da morfologia de ultraestruturas e
ferramentas moleculares (marcadores Coil, ITS1 + 5.85+ ITS2 e RbclL), duas
espécies presentes em manchas de diatomaceas em praias arenosas no
Oceano Atlantico Sul Ocidental na costa do Brasil, Asterionellopsis guyunusae
Luddington em regido subtropical (Praia do Cassino, 32° S, 52° W) e uma nova
espécie desconhecida de Asterionellopsis em regido tropical (Praia do Futuro,
3° S, 38° W), adicionando informacdes a cerca da diversidade e filogenia do
género. As cepas tropicais oriundas de acumula¢des da Praia do Futuro podem
ser diferenciadas morfologicamente de Asterionellopsis lenisilicea Mather,
Asterionellopsis maritima Muise e Asterionellopsis thurstonii Ehrman pelo
namero de estrias na haste e em alguns casos de A. guyunusae pelo niumero
de estrias na valvocopula da regido da haste. As cepas tropicais ndo podem
ser distinguidas morfologicamente de A. glacialis, mas a analise genética
claramente evidencia um clado distinto formado somente pelas cepas tropicais
brasileiras, justificando a identificacdo de uma nova espécie. As relacdes
filogenéticas no género sdo aparentemente resultado de diferencas ambientais,
considerando a maior proximidade genética entre as espécies das regides
subtropicais e temperadas do Atlantico Norte (A. lenisilicea, A. maritima: costa

do Canada) e Atlantico Sul (A. guyunusae: costa do Brasil e Uruguay), do que



com as cepas tropicais, apesar da maior proximidade geogréfica entre a ultima
e A. guyunusae. Entretanto, a distancia geografica parece também influenciar
as relacoes filogenéticas no género.

PALAVRAS-CHAVE: diatomacea; espécie criptica; espécie pseudo criptica



ABSTRACT

The diatom Asterionellopsis glacialis (Castracane) Round sensu lato can be
found forming high-density patches in the surf zone of several sandy beaches
around the world. Due to the recent discovery of four cryptic species, it is
important the correct identification of the species present in the accumulations.
In this study we identified, through the fine structures and molecular tools (Cox
1, ITS1 + 5.8S + ITS2 and RbclL), two species from diatom patches on sandy
beaches of the Brazilian coast (western South Atlantic Ocean): Asterionellopsis
guyunusae Luddington in subtropical region (Cassino Beach, 32° S, 52° W) and
a new unknown species of Asterionellopsis in tropical region (Futuro Beach, 3°
S, 38° W), adding information about the diversity and phylogeny of the genus.
The identity of A. guyunusae in patches from the subtropical Cassino Beach,
confirms its wide distribution in the South Atlantic Ocean. The tropical strains
from Futuro Beach can be differentiated morphologically from A. lenisilicea, A.
maritima and A. thurstonii by the number of striae on the head and, in some
cases, from A. guyunusae by the number of striae in the head region of the
valvocopula. The tropical strains were not distinguished morphologically from A.
glacialis, but genetic analysis clearly evidenced a distinct monophyletic clade,
justifying a new species. The phylogenetic relationships among Asterionellopsis
are apparently influenced by environmental variables, considering the greater
genetic similarity found between the metapopulation from subtropical and
temperate regions of the North (A. lenisilicea, A. maritime; Canada) and South

Atlantic (A. guyunusae; south of Brazil and Uruguay) oceans than with the



Asterionellopsis from tropical beach. However, the geographical distance
probably also plays a role.

KEY WORDS: diatom; cryptic species; pseudo cryptic species



1. INTRODUCAO

Os critérios para a identificacdo de espécies de algas tém sido
discutidos e variam de acordo com o conceito utilizado, por exemplo, se
morfologico, bioldgico, filogenético ou ecoldgico, que possuem como base
respectivamente, diferencas na morfologia, isolamento reprodutivo, formacéao
de clusters monofiléticos e diferencas nas preferéncias ambientais para
determinar as fronteiras entre os taxons (Leliaert et al. 2014). No entanto, todos
estes conceitos pressupdem que as espécies sdo linhagens de
metapopulacdes que evoluiram separadamente (De Queiroz 2007).

Ao longo da evolucéo, as diferencas morfologicas entre duas espécies
podem levar um certo tempo para emergir e se estabelecer, até que possam
ser usadas como caracteristicas diagnésticas (Leliaert et al. 2014). O uso de
ferramentas mais sensiveis como a analise molecular tem auxiliado na
determinacao de fronteiras entre as espécies de algas, possibilitado, inclusive,
explorar a diversidade criptica e pseudo-criptica, geralmente oriunda de
divergéncias recentes entre as linhagens (Mann 2010; Leliaert et al. 2014).

A diatomacea Asterionellopsis glacialis (Castracane) Round sensu lato,
considerada cosmopolita até recentemente, € apontada como responsavel por
eventos de acumulacdo de alta biomassa na zona de arrebentacdo em
diferentes praias arenosas do mundo, desde tropicais a temperadas, em todas
as bacias oceanicas (Odebrecht et al. 2014). Contudo, em estudo recente,
Kaczmarska et al. (2014) descreveram quatro espécies cripticas de
Asterionellopsis, cujas cepas foram isoladas de amostras dos oceanos

Pacifico, Atlantico e Mar Negro, principalmente de regifes de clima temperado.



Considerando que alguns destes taxons ocorrem em regides onde até o
presente, ndo foram registradas acumulacdes de diatomaceas em zona de
arrebentacdo, surge a pergunta sobre quais espécies de Asterionellopsis
participam deste fenémeno.

Entre os estudos de biogeografia de diatomaceas marinhas em larga
escala espacial, destacam-se os trabalhos de Casteleyn et al. (2010), que
estudaram o fluxo génico de Pseudo-nitzschia; Kooistra et al. (2008); Cermefio
& Falkowski (2009); Abarca et al. (2014), que avaliaram a biogeografia de
respectivamente, Skeletonema, fosseis de diatomaceas do Pleistoceno e
Gomphonema, e Kaczmarska et al. (2014), sobre o género Asterionellopsis.
Entretanto, existe uma grande caréncia de informacdo sobre ambientes de
baixas latitudes (20° S - 20° N). Sabe-se que as regides tropical e subtropical
podem conter uma alta diversidade de fitoplancton (Clayton et al. 2013) e a
aguisicdo de informacdes sobre suas populacbes é fundamental para o
entendimento de padrdes globais de diversidade, biogeografia e processos de
especiacdo nos oceanos.

A hipétese de Baas-Becking, de que tudo esta em todos os lugares e o
ambiente selecionaria 0s organismos que terdo sucesso (Baas-Becking 1934),
tem sido aplicada também para explicar a distribuicdo de diatomaceas. Com
base em amostras de diatomaceas fésseis, Cermefio e Falkowski (2009)
justificaram a homogeneidade encontrada nos diferentes oceanos pela alta
taxa de dispersdo e grande numero populacional dessas microalgas. Os
resultados de andlise genética de alguns géneros de diatomaceas como

Skeletonema (Kooistra et al. 2008) tem corroborado com esta hipotese para



algumas espécies. Por outro lado, as premissas desta hipotese foram
questionadas por Hughes-Martiny et al. (2006) e Casteleyn et al. (2010) que
encontraram evidéncias de que a distancia geografica pode afetar a disperséo
dos microrganismos e a distribuicdo e fluxo génico dos microrganismos, em
processo semelhante ao dos macrorganismos. Atualmente, este assunto é alvo
de debates visando esclarecer se a distribuicdo espacial das diatomaceas seria
principalmente controlada pela selecdo de fatores ambientais ou pela disperséo
de suas populagcBes. Sendo assim, a analise de populacfes tropicais, cujos
ambientes apresentam diferencas proeminentes em relacédo a regifes de alta
latitude, podera auxiliar na elucidacdo desta questdo, sobre a influéncia da
dispersdo e das condicdbes ambientais na biogeografia e filogenia de

diatomaceas.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Conhecer as espécies de Asterionellopsis presentes em acumulacdes
de diatomaceas na zona de arrebentacdo de praias arenosas do Atlantico
Sudoeste tropical e subtropical, utilizando ferramentas morfologicas
(ultraestruturas) e moleculares (marcadores oriundos do nucleo, mitocéndria e

cloroplasto).

2.2. Objetivos Especificos

e [solar e cultivar cepas tropical e subtropical de Asterionellopsis.

e [dentificar as espécies de Asterionellopsis capazes de formar acumulacfes na
zona de arrebentacdo de praias arenosas em regido tropical e subtropical
brasileira.

eDeterminar as relacdes filogenéticas entre as espécies de Asterionellopsis,
com a inclusdo de informacdes a cerca de populacdes da regido tropical do

Oceano Atlantico Sudoeste.



3. METODOLOGIA

3.1. Isolamento e Manutencao das Cepas

Foram isoladas cinco cepas de Asterionellopsis presentes em amostras
de agua de acumulacbes de diatomaceas na zona de arrebentacdo, duas
oriundas de regido tropical, Praia do Futuro, Ceara (CE) - Brasil (3° 41’ S; 38°
27 W) (ASTTRO1, ASTTRO2) e trés cepas isoladas em regido subtropical,
Praia do Cassino, Rio Grande do Sul (RS) - Brasil (32° 12’ S; 52° 10’ W)
(ASTGUY1, ASTGUY2, ASTGUY3). As cepas foram isoladas com o uso de
micropipetas e diluicdes sucessivas; as culturas foram mantidas em meio /2
(Guillard 1975) em incubadoras FANEM com temperatura de 20-23°C,
salinidade 28-35, fotoperiodo de 12h de escuro e 12h de luz com irradiancia de

190 pmol m2 s™.

As cepas fazem parte da Cole¢cdo de Microalgas do
Laboratério de Fitoplancton e Microrganismos Marinhos do Instituto de

Oceanografia da Universidade Federal do Rio Grande (FURG), Brasil.

3.2. Andlise Molecular

O DNA foi extraido do pellet de células de Asterionellopsis obtido por
centrifugacdo do cultivo de cada cepa (4000 RPM; 5 min). A extracdo foi
realizada através do Kit Comercial DNeasy® Plant Mini (QIAGEN) e o DNA
estocado em -20°C. Trés fragmentos de DNA foram amplificados: (1) regido de
espaco transcripcional (ITS), abrangendo o ITS1 + 5.8S + ITS2. (2) parte do
gene que codifica a enzima ribulose 1,5 bisfosfato carboxilase oxigenase
(RbcL) do genoma do cloroplasto. (3) regido que codifica a enzima citocromo ¢

oxidase subunidade 1 (Coil) do genoma mitocondrial. As reacdes em cadeia
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de polimerase (PCR-Polymerase Chain Reaction) para a amplificacdo dos
fragmentos ITS1 + 5.8S + ITS2 e RbcL foram conduzidas em 25 pl que
continham 1 unidade de Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen), 1,5 mM
de MgCI2, 0,2 puM de cada primer, 0,2 mM de desoxirribonucleotideo
trifosfatado (ANTPs) e 1 uL de DNA extraido. A PCR de amplificacdo do Coil
foi realizada em reac¢6es com 25 ul de volume, que continham uma unidade de
Platinum® Tag DNA Polymerase (Invitrogen), 1,5 mM de MgCl,, 0,6 pM de
cada primer, 0,2 mM de dNTPs e 1-2 pL de DNA extraido. Os primers utilizados
estao relacionados na Tabela O1.

A amplificacdo de todos os fragmentos foi realizada em termociclador
(The Veriti™ Dx 96-Well Thermal Cycler) com desnaturacao inicial de 94°C por
2 min. Na amplificacdo dos fragmentos ITS e RbcL, a desnaturacao inicial foi
seguida de 35 ciclos de desnaturacdo (94°C; 35 s), anelamento (50°C; 35 s) e
extensdo (72°C; 1 min), concluindo com uma extensao final de 72°C por 5
minutos (Lang & Kaczmarska, 2011). Para o Coil a desnaturacao inicial foi
seguida de 30 ciclos de desnaturacdo (94°C; 30 s), anelamento (48°C; 30 s),
extensdo (72°C; 60 s), com uma extensdo final em 72°C por 10 minutos
(modificado de Iwatani et al. 2005).

Foram realizadas quatro rea¢des (25 yL) de PCR para cada fragmento
e cepa. Estes produtos foram misturados, totalizando volume final de 100uL de
DNA, que foi purificado com a adicdo de polietileno glicol (PEG) 10% no
mesmo volume dos produtos da PCR e mantidos em banho-maria (37°C; 15
min). Em seguida foi adicionado etanol 80% (125 ul) e o material centrifugado

(15.000 g; 15 min). O sobrenadante foi descartado e o pellet invisivel a olho nu,
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foi lavado quatro vezes com etanol 80% adicionado suavemente pela borda do
tubo, sendo centrifugado (15.000g) por 1-2 min, dependendo do tamanho do
fragmento de interesse. Posteriormente, o pellet foi secado em temperatura
ambiente até a eliminacéo de todo o residuo de etanol (Hartley & Bowen 1996).
Os produtos da PCR foram sequenciados, com Big Dye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Life Technologies), seguindo as instru¢cdes do fabricante,
sendo os produtos de sequenciamento purificados por centrifugacdo em
isopropanol e lidos em um sequenciador automatico capilar modelo ABI 3500
(Applied Biosystems).

As sequéncias foram editadas manualmente e alinhadas no programa
MEGA 6, através do algoritmo Clustal W (Thompson et al. 1997). A divergéncia
entre as sequéncias foi calculada pela distancia simples por pares de
sequéncias no programa MEGA 6 (Tamura et.al. 2013). Foi escolhido o método
de distancia néo corrigida (p-distancia), por ser mais indicado para comparar
espécies proximas ou correlacionadas (Nei & Kumar 2000). A divergéncia foi
calculada para os fragmentos: 5.8S + ITS2, Coil e RbcL, porque apenas esses
fragmentos tém valores de p-distancia disponiveis na literatura para
comparacao. Quatro arvores filogenéticas foram construidas, sendo uma de
cada gene individualmente para identificacdo das cepas e a ultima com os trés
genes concatenados para verificar as relacdes filogenéticas entre as espécies
do género Asterionellopsis. As analises envolveram 14, 12 e 11 sequencias dos
respectivos fragmentos Coil; ITS1 + 5.8S + ITS2; RbcL, entre sequéncias
obtidas neste trabalho e outras disponibilizadas no GenBank, incluindo uma

sequéncia de Dimeregramma acutum Hustedt para cada fragmento, como



12

grupo externo das arvores filogenéticas de Asterionellopsis (Tabela 02). O
modelo de substituicdo de nucleotideos mais adequado para cada matriz de
dados foi estimado através do Critério de Informacdo Akaike (Akaike, 1974)
utilizando-se o programa JModeltest 2.1 (Tabela 03). A arvore com 0S genes
concatenados foi construida utilizando-se 0 modelo mais adequado para cada
particdo (gene). As analises bayesianas foram realizadas no programa
MrBayes 3.2.3. A amostragem pelo método de “Markov Chain Monte Carlo”
(MCMC) foi realizada em duas buscas independentes, com quatro cadeias de
um milhdo de geracdes cada, sendo uma topologia amostrada a cada 100
geracdes e 25% descartadas. A convergéncia entre as buscas, o descarte de
geracdes e o desempenho da andlise foram verificadas pelo gréafico dos valores
do log da probabilidade (log likelihood) pelo numero de geracbes e pelo

tamanho efetivo da amostra (>200) utilizando o programa Tracer 1.5.

3.3.  Preparacdo das amostras e Analises Morfométricas

Andlises morfométricas foram realizadas em amostras de cultivo em
fase exponencial ou estacionaria de crescimento, apés seis a vinte e um meses
de cultivo. Todas as amostras foram centrifugadas (4000 RPM, 5 min.) e
lavadas com agua destilada seis vezes. O pellet obtido foi submetido a
oxidacdo com permanganato de potdssio e acido cloridrico e, em seguida
lavado com agua destilada seis vezes para a remocao da matéria organica e
limpeza das frastulas (Simonsen 1974). Uma gota do concentrado de
diatoméaceas limpas foi pipetada sobre uma laminula presa ao suporte (stub) de

microscopio eletrébnico com um adesivo de carbono e levada para secar em
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estufa (50°C). Os stubs contendo as amostras secas foram cobertos com ouro
em vacuo (Denton Vaccum Desk V) e examinadas em microscopio eletrénico
de varredura (JEOL JSM - 6610LV) operado em 25-30Kv com 9 mm de
distancia de trabalho no Centro de Microscopia Eletrdnica do Sul da
Universidade Federal do Rio Grande

As imagens obtidas em Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV) de
no minimo 15 frastulas de cada cepa de Asterionellopsis foram medidas com
auxilio do programa AxioVision (Zeiss), e sempre que possivel foram
determinados: comprimento total da célula (eixo apical), largura da haste,
namero de estrias em 10 um ao longo do esterno do polo basal, nimero de
estrias e espinhos em 10um da haste ou polo apical, niumero de estrias da
valvocopula em 10 um na regido da base, nUmero de estrias da valvocopula
em 10 um na regido da haste, nimero de estrias do ocelo da base, largura e
altura da moldura ao redor do ocelo da base, largura maxima da base e altura
ortogonal da base (Figura 01). As duas ultimas medidas foram propostas por
Kaczmarska et al. (2014). Também foram calculadas as razfes entre a largura
maxima da base e altura ortogonal da base, e entre a largura e altura da
moldura ao redor do ocelo. A nomenclatura das estruturas da frastulas seguiu

aguela sugerida por Round et al. (1990).

3.4 Andlises Estatisticas
As analises estatisticas foram conduzidas no programa R estatistica (R
Development Core Team 2014). A normalidade dos dados foi avaliada pelo

teste de Shapiro Wilk e a homocedasticidade dos dados pelo teste de Levene,
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do pacote Car (Fox & Sanford 2011). Foram comparados os valores médios de
cada caracteristica morfolégica entre as amostras de cepas tropicais (isoladas
da Praia do Futuro) e cepas subtropicais (isoladas da Praia do Cassino). Para
dados normais e homocedasticos foi aplicada o teste t, e no caso de dados
nao-normais e/ou heterocedasticos foi aplicado o teste de Mann-Whitney do

pacote exactRankTests (Hothorn & Hornik 2015).
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4. SINTESE E DISUCSSAO DOS RESULTADOS

4.1. Andlises Genéticas

Foram obtidas, com sucesso, cinco sequéncias do gene Coil(427-504
pb), sendo trés sequéncias oriundas de cepas isoladas da regido subtropical
(RS) e duas de cepas da regiao tropical (CE); quatro sequéncias do fragmento
ITS1 + 5.8S + ITS2 (720-744 pb), sendo duas sequéncias oriundas de cada
regido; e duas sequéncias, correspondendo a parte do gene RbcL, sendo uma
sequéncia oriunda de cepa isolada da regido subtropical (759 pb) e a outra da
regido tropical (700 pb) (Tabela 02). As arvores filogenéticas e os valores do p-
distancia foram obtidos por comparacdo entre as nossas sequéncias e as
disponiveis no GenBank, o tamanho destes alinhamentos com lacunas foram:
418 pb para Coil; 458 pb para 5.8S + ITS2; 449 pb para Rbcl e 823 pb para
ITS1+5.8S+ ITS2.

A comparacgao entre as sequéncias obtidas das cepas de cada regiao
geografica do Brasil com dados disponiveis no GenBank de outras espécies do
género revela a existéncia de uma grande similaridade entre os trés clones
isolados na regido subtropical, Praia do Cassino, com Asterionellopsis
guyunusae Luddington, registrada mais ao sul na costa do Uruguai
(Kaczmarska et al. 2014). N&do houve divergéncia genética entre eles para 0s
trés genes estudados.

A distingéo das cepas isoladas em regido tropical das outras espécies do
género foi consistente, considerando a distancia genética encontrada para os
marcadores RbcL (2-6%) e Coil (13-16%), na faixa condizente para a

diferenciacdo entre espécies de diatomaceas (Evans et al. 2007; Moniz &
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Kaczmarska 2009; Moniz & Kaczmarska 2010; MacGillivary & Kaczmarska
2011). A distancia encontrada para o marcador 5.8S + ITS2 entre as cepas
tropicais e as demais espécies foi relativamente pequena (10-12%) (Tabela
04). No entanto, a divergéncia intraespecifica maxima encontrada deste
marcador em Fragilariaceae, na qual se encontra 0 género das
Asterionellopsis, foi de no maximo 6% (Moniz & Kaczmarska 2010). A distancia
observada entre outras espécies (intragenérica) para este fragmento nesta
familia foi de 16-30% (Moniz & Kaczmarska 2010), maior que a observada
entre as cepas tropicais e as outras espécies do género (Tabela 04).
Considerando-se que a divergéncia de nossas cepas tropicais das outras
espécies do género € superior a observada em uma mesma espécie na familia
Fragilariaceae (Tabela 04), pode-se supor que o0 processo de especiacdo deva
ser recente. Nestes casos, alguns marcadores podem apresentar sobreposicéo
entre os niveis de distadncia genética intra e interespecifica (Hamsher et al.
2011).

Entre as outras espécies de Asterionellopsis, a divergéncia do 5.8S +
ITS2 pode ser baixa, por exemplo entre Asterionellopsis maritima Muise e
Asterionellopsis lenisilicea Mather foi de apenas 1%. No entanto, Kaczmarska
et al. (2014) encontraram diferencas nas hélices Il e Ill da estrutura secundéria
do ITS2, as quais corroboraram com a separacdo das espécies, uma vez que
essas diferengcas sao correlacionadas com o isolamento reprodutivo de
diatomaceas (Amato et al. 2007).

Nas arvores construidas com cada gene separadamente (single-locus),

verifica-se a formacdo de um grupo monofilético constituido somente pelas
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duas cepas tropicais brasileiras com alto suporte (probabilidade posterior igual
al) paralTS1 + 5.8S + ITS2 e Coil. Para RbcL, embora somente fosse obtido
resultado de uma cepa, esta também formou um ramo distinto, confirmando
qgue se trata de uma espécie desconhecida (Figura 02). As cepas subtropicais
formaram um grupo monofilético com A. guyunusae com alto suporte,
probabilidade posterior de 1, 0,97 e 1 para respectivamente as arvores dos
genes Coil, RbcL e ITS1 + 5.8S + ITS2 (Figura 02). Na arvore dos trés
marcadores concatenados (multi-locus), na qual o alinhamento teve 1690 pb
com lacunas, a cepa brasileira subtropical formou um clado com A. guyunusae
e a cepa tropical formou um ramo independente das outras espécies (Figura
03). Estes resultados confirmam a identificacdo das cepas subtropicais como A.
guyunusae, e que as cepas tropicais se tratam de uma nova espécie, ainda

desconhecida.

4.2. Morfologia das cepas

O valor médio do comprimento total das células variou de 24,6-41,2 um
e 14,4-38,5 um nas cepas tropicais e subtropicais, respectivamente. O tamanho
celular foi muito variavel, por isso ndo houve diferenca significativa entre as
cepas (p >0.05) (Tabela 05).

Em relacdo a morfologia do polo basal, o nimero de estrias ao longo do
sternum em 10 um apresentou consideravel sobreposicdo de medidas (39,0-
46,7; 40,5-46,9 respectivamente nas cepas tropicais e subtropicais). Contudo,

houve diferenca significativa entre as cepas (p <0,05) (Tabela 05).
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As medidas de largura da base, altura ortogonal da base, bem como a
sua razado, dependem da abertura do manto para sua determinacado, portanto
da acdo dos agentes oxidantes nas frustulas. Nas amostras analisadas,
observamos a abertura parcial, total e ndo abertura do manto, sendo que
raramente foram observadas frustulas com o manto totalmente aberto e com
bordas ndo danificadas. Devido aos problemas descritos acima, poucas
medidas foram obtidas (Tabela 05).

Considerando apenas as frustulas medidas com abertura total do manto das
cepas subtropicais (N = 9), o valor médio da razédo entre a largura maxima da
base e altura ortogonal da base foi 2,1 (desvio padréo 0,2), e em frustulas das
cepas tropicais (N = 3) este valor médio foi menor (1,8; desvio padrao 0,2).

Kaczmarska et al. (2014) considera esta razdo uma importante
caracteristica morfologica para distincdo entre as espécies cripticas do género
Asterionellopsis e encontrou valores menores (1,5) para esta razdo em A.
guyunusae. No entanto, as cepas subtropicais do nosso estudo correspondem
a A. guyunusae com base na similaridade genética das sequéncias e a
filogenia dos marcadores utilizados. Portanto, concluiu-se que a variacdo na
relacdo entre a largura e a altura da base ortogonal foi maior do que o
previamente descrito.

A largura e a razéo entre a largura e altura da moldura ao redor do ocelo
foram diferentes (p <0,05) entre as cepas, no entanto a altura da moldura do
ocelo n&o apresentou diferenca significativa (p >0,05) (Tabela 05). Essa

estrutura apresenta alta plasticidade morfolégica e de tamanho na mesma
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amostra (Figura 04), o que pode explicar a sobreposicdo de medidas entres as
diferentes cepas.

A largura da haste variou de 0,39-1,57 um nas cepas tropicais e 0,32-
1,18 um nas cepas subtropicais, indicando que essa caracteristica apresenta
alta plasticidade morfolégica ha mesma espécie. A largura da haste, o numero
de espinhos e de estrias ao longo de 10 um da haste também foram diferentes
gquando comparamos as cepas tropicais e subtropicais. No entanto, essas
caracteristicas apresentaram sobreposicdo de valores, dificultando a sua
utilizacdo na separacdo morfoldégica de A. guyunusae (cepa subtropical) e a
espécie nova descoberta neste trabalho (cepa tropical) (Tabela 05).

Em relacéo as estrias na valvocopula, observou-se diferenca significativa
entre as cepas tropicais e subtropicais (p >0,05), em ambas as regides da base
e haste. Contudo, houve uma grande sobreposicdo de valores nas estrias da
valvocopula medidas em 10 ym na regido da base nas cepas tropicais (56,0-
64,3) e nas cepas subtropicais (57,8-64,1). As estrias da valvocopula medidas
em 10 um na regido da haste sdo a caracteristica morfolégica que melhor
auxilia na separacéo entre as cepas tropicais (espécie nova) e subtropicais (A.
guyunusae), pois apresentou menor sobreposicdo de valores entre as cepas

(tropical 56,4-62,3; subtropical 60,7-63,1).

4.3 Diferencas na morfologia entre as cepas tropicais e outras espécies de

Asterionellopsis
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O numero de estrias em 10 um na valva da haste foi a caracteristica
que permitiu diferenciar morfologicamente as cepas tropicais (38,3-44,5) das
espécies, A. lenisilicea (46—64), A. maritima (46-60) e A. thurstonii Ehrman
(55-70) (Kaczmarska et al. 2014). Comparando as cepas tropicais e A.
guyunusae entre si, houve diferenca na maioria dos valores médios das
caracteristicas investigadas (p <0,05), contudo os valores minimos e maximos
de cada caracteristica morfologica, geralmente se sobrepuseram, dificultando a
utilizacdo da morfologia para a diferenciacdo dessas espécies (Tabela 05). O
namero de estrias na banda da haste em 10 um foi a caracteristica morfolégica
com menor sobreposicdo de medidas entre as cepas tropicais e A. guyunusae,
e portanto permitei a distingcdo entre essas espécies em alguns casos (Tabela
05). No entanto, as cepas tropicais foram indistintas morfologicamente de A.
glacialis, considerando as caracteristicas morfolégicas estudadas (Kaczmarska
et al. 2014).

No processo de especiacao, as diferencas morfolégicas frequentemente
surgem somente certo tempo apés a divergéncia genética entre as linhagens.
Por isto, espécies filogeneticamente préximas podem ser morfologicamente
indistintas (Leliaert et al. 2014), mesmo apresentando diferencas fisioldgicas e
reprodutivas, por exemplo, temperatura distinta para reproducdo sexuada
(Quijano-Sheggia et al. 2009).

As caracteristicas morfométricas da valvocopula sdo importantes na
separacdo morfolégica de algumas espécies de Asterionellopsis, como fica

claro na comparacao entre as cepas tropicais e A. guyunusae. Sendo assim,
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recomenda-se que a valvocopula das demais espécies de Asterionellopsis,

inclusive A. glacialis, também sejam examinadas em estudos futuros.

4.4. Descricao preliminar da espécie nova Asterionellopsis sp.

Descricdo: Células heteropolares, poélo basal (base) com formato
trapezoidal em vista pleural e oval em vista valvar. Haste (polo apical) estreita-
se abruptamente, medindo duas a quatro vezes o comprimento do polo basal.
Células unidas pelo polo basal, formando cadeias em formato de estrela
(bidimensionais) ou em espiral (tridimensionais). Sternum estreito, estrias
uniseriadas formadas por poros arredondados. Em cada polo da célula
encontra-se um ocelo formado de aberturas em forma de fendas. Observa-se
uma moldura de silica mais grossa ao redor do ocelo do polo basal e uma
abertura em rimoportula no final do polo apical (Figura 05).

Comprimento total 24,6 — 41,1 um; Largura da haste 0,4 — 1,6 um;
estrias uniseriadas com poros arredondados: 39,0 — 46,7 estrias em 10 um ao
longo do sternum da base, 39,0 — 45,0 estrias em 10 um ao longo do esternum
da haste; 56,0 — 64,3 estrias em 10 um ao longo da valvocopula na regido da
base; 56,4 — 62,3 estrias em 10 um ao longo da valvocopula na regido da
haste; 5,0 — 7,0 espinhos em 10 um na haste; 9,0 — 13,0 fendas no ocelo da
base.

Assinatura Morfoldgica: As cepas tropicais apresentam numero menor
de estrias em 10 um na haste (38,0-45,0), diferenciando-a facilmente de outras
espécies descritas por Kaczmarska et al. (2014), A. lenisilicea (46,0-64,0), A.

maritima (46,0-60,0) e A. thurstonii (55,0-70,0). Apesar da sobreposicao de
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medidas, o numero de estrias em 10 um na banda da haste, esta caracteristica
morfométrica pode auxiliar na separacdo entre as cepas tropicais (56,4 - 62,2)
e A. guyunusae (60,7 — 64,0). Contudo esta espécie pode ser considerada
criptica, ndo sendo possivel sua separacao morfolégica de A. glacialis.
Assinatura Molecular: As cepas tropicais se diferencia das outras
espécies do género por consistente nivel de divergéncia interespecifica nos
genes RbcL, (p-distancia 20,02; 2%) e Coil (p-distancia 20,13; 13%) (Moniz &

Kaczmarska 2009; MacGillivary & Kaczmarska 2011).

4.5. Implicacbes Ecoldgicas, Filogenéticas e Biogeograficas

Asterionellopsis glacialis sensu lato € um importante componente do
fitoplancton marinho, pois contribui com aproximadamente 1% da biomassa de
diatoméaceas nos oceanos globais (Leblanc et al. 2012) e faz parte do restrito
grupo de diatomaceas de zona de arrebentacdo, ou surf diatoms (Campbell
1996; Odebrecht et al. 2014).

As diatomaceas de zona de arrebentacdo formam manchas visiveis e
viscosas de cor marrom/alaranjada em diversas praias arenosas do mundo,
devido a sua ocorréncia em alta densidade celular, atingindo até 10° células L™
(Campbell 1996). Diante da importancia ecolégica do fendmeno na producéo
primaria de praias e, consequentemente, na teia tréfica destes ambientes
(Abreu et al. 2003; Rorig & Garcia 2003), € essencial que sejam identificadas
as espeécies, com base em cepas oriundas das proprias acumulagdes. De
acordo com os resultados deste estudo verificou-se que em duas praias das

regides tropical e subtropical da costa brasileira, as cepas isoladas de manchas
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pertencem a espécie A. guyunusae (Praia do Cassino) e a outra corresponde a
uma espécie nova, até entdo desconhecida (Praia do Futuro), sendo ambas
responsaveis por acumulacoes.

Contudo, Asterionellopsis glacialis sensu lato também forma
acumulacdes em outras praias ao longo da costa brasileira entre as Praias do
Futuro (3° S, 38° W) e Cassino (32° S, 53° W) (Odebrecht, et al. 2014) e essas
acumulacbes podem ser formadas por uma ou mais espécies cripticas na
mesma praia. A ocorréncia de varias espécies cripticas no mesmo ambiente
pode ser explicada por diferencas biologicas entre essas espécies, assim
evitando a exclusdo competitiva (Saez & Lozano 2005). Na costa da
Dinamarca, foi observado que duas espécies cripticas de diatomaceas,
Chateoceros socialis Lauder ocorrem no verdo e Chateoceros gelidus
Chamnansinp no inverno (Chamnansinp et al. 2013).

Acumulacfes de diatoméaceas na Praia do Cassino, ocorrem 0 ano todo,
mas leve tendéncia de aumento durante o inverno, quando a temperatura da
agua varia de 10-15°C e a salinidade € menor que 25 na zona de arrebentacdo
(Odebrecht et al. 2010). Em contraste, a temperature da agua na Praia do
Futuro varia de 26,7-29,9°C e a salinidade varia de 34-38 ao longo do ano
(Franco 2013). Provavelmente as acumulacbes da Praia do Futuro sao
formadas apenas pela espécie nova (cepa tropical), e as acumulacdes da Praia
do Cassino no inverno devem ser formadas apenas por A. guyunusae, devido a
diferenca na faixa de temperatura e salinidade nos ambientes de ocorrencia

conhecida destas espécies. No entanto, estudo ecofisiologicos devem ser
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realizados com o objetivo de determinar as fronteiras de ocorréncia de cada
espécie.

Asterionellopsis glacialis sensu lato também forma acumulacdes na
costa da Africa e Oceania, onde inexistem dados moleculares ou de
microscopia electronica até o presente. Portanto, a identificacdo das espécies €
essencial para o entendimento global da taxonomia do género. Além disto, as
relacBes filogenéticas entre as espécies ou populacdes oriundas da Africa e
América do Sul podem esclarecer a influencia das correntes do Atlantico Sul na
dispersdo em larga escala e biogeografia destas diatomaceas, ja que existem

correntes que conectam diretamente as duas costas.

O fluxo genético e a reproducdo sexuada de microalgas séo
influenciados pela distancia geografica entre os individuos e consequente
probabilidade de cruzamento (Dia et al. 2014). Estes fatores influenciam no
processo de especiacdao e distincdo das linhagens (Casteleyn et al. 2010).
Aparentemente, barreiras fisicas ndo foram importantes no isolamento de
metapopulacdes de Asterionellopsis e as relacdes filogenéticas entre as suas
espécies podem ser primordialmente explicadas pela distancia geografica. Na
arvore filogenética dos trés genes concatenados, observa-se que a divergéncia
mais recente ocorre entre A. lenisilicea e A. maritima, que justamente foram
encontradas em pontos de coleta proximos na costa leste do Canada, portanto
na mesma regido geografica (Figura 03). Esta regido € considerada um hotspot
de diversidade de fitoplancton e apresenta uma grande variedade de nichos
ecolégicos (Clayton et al. 2013), o que permitiria uma possivel especiagéo

simpatrica, ja que o ambiente é conectado, sem barreira fisica proeminente.
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O clado das espécies canadenses (A. lenisilicea e A. maritima) aparece
como irméo de A. glacialis, cepa isolada da costa do Oceano Pacifico Norte
subtropical (México) e temperado (Japéo) (Figura 03). Com base no estudo de
fosseis de diatomaceas verificou-se que, a partir do Pleistoceno (1,5 milhdes de
anos), houve uma diferenciacdo biogeografica entre as bacias dos oceanos
Atlantico e Pacifico temperado, contudo existe um pequeno compartilhamento
de espécies nessas regides (Cermefio & Falkowski 2009), mesmo apos o
fechamento do istmo do Panama que isolou as bacias do Atlantico e Pacifico
no final no Plioceno (3,1-2,8 milhdes de anos atras) (Jackson et al. 1996). O
uso dos microfésseis permite avaliar uma longa escala de tempo, mas néao
permite diferenciar espécies cripticas, pois se baseia em morfo-espécies
(Cermefio & Falkowski 2009).

A andlise de informac¢Bes moleculares e morfolégicas demonstra que
algumas diatomaceas possuem ampla distribuicdo nas bacias oceanicas do
Atlantico e Pacifico. Por exemplo, Paralia guyana MacGillivary, Skeletonema
japonicum Zingone & Sarno, S. marinoi Zingone & Sarno, ocorrem em ambas
as costas da America do Norte (Kooistra et al. 2008; MacGillivary &
Kaczmarska 2015). Além disto, a estrutura mista da frequéncia de alelos em
populacdes de Pseudo-nitzschia pungens sensu lato (Grunow) Hasle do
Atlantico e do Pacifico, indica uma dispersdo de longa distancia que,
entretanto, pode néo ter sido suficiente para neutralizar as diferengas entre as
populacdes (Casteleyn et al. 2010). Portanto, a barreira fisica da separacao
das bacias pelos continentes, aparentemente dificulta, mas n&o impede a

dispersédo de diatoméaceas, o que explicaria a formacdo do clado de espécies
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de Asterionellopsis do Canada (Altantico) e A. glacialis (Pacifico). A disperséo
por longa distancia ocorre de forma natural pela introducédo de individuos em
baixa abundancia (biosfera dos raros) (Casteleyn et al. 2010), ou por influencia
antropica como, por exemplo, transporte por agua de lastro (Hallegraeff, &
Bolch 1992; MacGillivary & Kaczmarska 2015).

Considerando os dados disponiveis, as espécies mais proximas
geograficamente do clado A. lenisilicea, A. maritima e A. glacilais s&o A.
thurstonii e a espécie nova (cepas tropicais brasileiras). No entanto, as trés
primeiras espécies formaram um clado monofilético com A. guyunusae (Figura
03), apesar da grande distancia geografica desta ultima, no Atlantico Sul
subtropical e temperado (Sul do Brasil e Uruguai). Além da distancia
geografica, as condicbes ambientais também devem atuar como barreira na
distribuicdo das espécies. Por exemplo, a temperatura da agua pode promover
uma distribuicdo anti-tropical, como foi demonstrado para algumas espécies de
foraminiferos e diatomaceas, que ocorrem apenas em alta latitude de ambos os
hemisférios (Darling et al. 2000; Kooistra et al. 2008; Casteleyn et al. 2010;
MacGillivary & Kaczmarska 2015).

As diferencas das condicbes fisico-quimicas da agua (temperatura,
salinidade e nutrientes) entre os ambientes de origem e destino podem limitar o
estabelecimento e propagacdo de espécies exodticas de diatomaceas, mesmo
com o alto aporte de individuos, como ocorre com Paralia marina transportada
por agua de lastro da Europa para a costa leste do Canada (MacGillivary &
Kaczmarska 2015). Individuos de uma populagdo que sejam transportados

para uma regido com condi¢oes diferentes do ambiente de origem, terdo uma
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menor taxa de sucesso, mesmo que haja um aporte alto de individuos. Ao
contrario, individuos transportados para ambientes com condi¢cdes semelhantes
as de origem terdo maior chance de sobreviver.

E possivel que as semelhancas ambientais tenham permitido um certo
fluxo génico entre as metapopulacbes que originaram as espécies de
Asterionellopsis, das regides subtropicais e temperadas (Norte e Sul) do
Atlantico, apesar da distancia geografica. Ao contrario, o fluxo génico entre as
metapopulacdes tropicais e subtropicais, que originaram as espécies de
Asterionellopsis, desta bacia oceanica foi menor, justificando a maior distancia
genética e o padrdao das relacbes filogenéticas entre as espécies de

Asterionellopsis (Figura 03).
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5. CONCLUSOES

Em sintese, entre as espécies de diatomaceas que formam
acumulacdes na zona de arrebentacédo em algumas praias do Brasil, destacam-
se uma espécie nova, descoberta no presente estudo, na Praia do Futuro
(regido tropical) e A. guyunusae na Praia do Cassino (regido subtropical).
Comparadas a outras espécies do género, essas ndo possuem caracteristicas
morfologicas exclusivas e nem formam um clado distinto na arvore filogenética.
Porém, as cepas tropicais podem ser diferenciadas morfologicamente de A.
lenisilicea, A. maritima e A. thurstonii pelo menor numero de estrias na haste
em 10 um; apresenta pequena sobreposicdo de medidas com A. guyunusae do
namero de estrias da valvocopula na regido haste em 10 um, e ndo se
distingue morfologicamente de A. glacialis. Como na maioria das espécies
deste género, inclusive A. glacialis, existem disponiveis somente informacdes
morfométricas da valva, é possivel que as caracteristicas da valvocopula
auxiliem na sua diferenciacdo. A distribuicdo cosmopolita anteriormente
atribuida a A. glacialis sensu lato, se deve a sua alta diversidade criptica
(Kaczmarska et al. 2014). Até o presente, foram identificadas quatro espécies
para o hemisfério norte subtropical e temperado (A. glacialis, A. lenisilicea, A.
maritima e A. thurstonii) (Kaczmarska et al. 2014); somente uma espécie para o
hemisfério sul subtropical e temperado (A. guyunusae) e outra para a regido
tropical do Altantico (espécie nova - cepas tropicais brasileiras). As
diatomaceas de zona de arrebentacdo servem de excelente modelo para
auxiliar na elucidacéo de processos de fluxo génico, especiacéo e biogeografia

de diatomaceas e sugere-se que Anaulus australis Drebes and Schulz,
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Aulacodiscus kittonii Arnott ex Ralfs e Attheya armata (West) Crawford,
também capazes de acumular em zona de arrebentacdo em locais distantes

geograficamente, sejam analisadas com este objetivo.
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Tabela 01. Primers utilizados para a amplificacdo dos fragmentos ITS1 + 5.8S
+ITS 2; Coil e RbcL.

Fragmentos Primer Referéncia
ITS1+5.8S+ITS 2 SR12cF Forward Takano &
TAGAGGAAGGAGAAGTCGTAA; Horiguchi
2006
25F1R Reverse
ATATGCTTAAATTC AGCGG
Coil CoxF Forward Iwatani et al.
ATGATTTTTTTTATGGTGATGCC; 2005
CoxR Reverse
CCAAACCCAGGTAAAATTAAAAT
RbcL Dtrbcl2F Forward Daugbjerg &
TCAGAACGGACTCGAATTAAA; Andersen
1997

DtrbcL2R Reverse
CCAATWGTACCACCACCYAAT
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Tabela 02. Cepas de Asterionellopsis utilizadas nas analises genéticas e a data

de isolamento, localizacdo geografica e numero de acesso das sequéncias no
GenBank.

Espécie/Cepa Local de Coleta Coil ITS1+5.8S RbcL
Data de Isolamento +1TS2
*Cepas Tropicais Praia do Futuro KT351586 KT336328 -
ASTTRO1 Brasil
03/2014 3°41’ S
38°27° W
* Cepas Tropicais Praia do Futuro  KT351587 KT336329 KT336325
ASTTRO2 Brasil
03/2014 3°41’ S
38°27° W
*A. guyunusae Praia do Cassino KT285183 - -
ASTGUY1 Brasil
09/2012 32°12° S
52°10' W
*A. guyunusae Praia do Cassino Xk KT336326 KT336324
ASTGUY2 Brasil
06/2014 32°12’ S
52°10° W
*A. guyunusae Praia do Cassino KT343751 KT336327 -
ASTGUY3 06/2014 Brasil
32°12’ S
52°10° W
A. guyunusae UR1 Montevideo - KF454002 -
2009 Uruguai
34°57'S
56°9'W
A. guyunusae URS8 Montevideo KF453984 KF454003 KF453990
2009 Uruguai
34°57'S
56°9'W
A. thurstonii Black Sea KF453985 GQ330311 KF453991
CCMP135 na ~43°00’N
~34°00’E
A. thurstonii Renesee KF453986 GQ330312 KF453992
CCMP1581 Holanda
01/1992 51°43' N
3°46'E
A. lenisilicea MB9 Baia de Maces  KF453981 - -
2009 Canada

45° 5N
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A. lenisilicea MB8
2009

A. lenisilicea MB7
2009

A. maritima HX5
2009

A. maritima
EC114(4) 2009

A. glacialis
KMCCB296
1999
A. glacialis
CCMP139 ou

IK_MTAS5 01/1964

Dimeregramma
acutum Van5.3
05/2010

66° 28'W
Baia de Maces
Canada
45° 5’N
66° 28'W
Baia de Maces
Canada
45° 5’N
66° 28'W
Bedford Canada
44° 24'N
63° 40W
Saint Jonh’s
Canada
47° 33'N
52° 42’W
Samcheonpo
Japao 34° 55'N
128° 4’E
Baia da California
México 24°16’N
111°31'W
Vancouver

Canada 49°1’N
123°6’'W

KF453980

KF453982

KF453983

GQ844246

KF768027

KF453999

KF454000

KF454001

FJ864272

KF454004

KF453987

KF453988

KF453989

HQ710592

KF453994

*Presente estudo

**  Sequencias submetidas, ainda aguardando o numero de acesso do

GenBank



38

Tabela 03. Modelos selecionados para cada gene dos alinhamentos de
sequéncias Asterionellopsis com o grupo externo (Dimeregramma acutum),
obtidos de Pousada (2003).

Particdo (genes) Modelo de substituicdo Distribuicdo das
de nucleotideos substituicbes
Coil TIM2 Gamma + Sitios invariaveis
ITS1 +5.8S +ITS2 TVM Gamma

RbcL TPM3uf Sitios invariaveis
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Tabela 04. Divergéncia (%) obtida a partir da distancia par-a-par ndo corrigida,
entre as sequéncias de Asterionellopsis isolada em regido tropical (Praia do

Futuro, CE, Brasil) e demais espécies conhecidas.

Coil 5.8S +ITS2 RbcL
A. guyunusae 14% 10% 4%
A. thurstonii  13% 12% 3%
A. maritima 15% 10% 5%
A. lenisilicea  15-16% 12% 6%
A. glacialis 14-15% 10% 2%
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Tabela 05. Valores de minimo (Min), méximo (Max), média (m), desvio padrao

(dp) e numero de medidas (N) de cada caracteristica morfolégica das cepas

tropicais brasileiras e A. guyunusae (cepas subtropicais brasileiras).

Cepas Tropicais

Cepas subtropicais

(A. guyunusae)

Min - Max N Min - Max N
m (dp) m (dp)
Comprimento total 246-41,1 30 14,4-38,8 48
30,1 (3,9) 27,7 (7,4)
*Estrias ao longo do esternum da base 39,0-46,7 30 40,5-46,9 50
(10pm) 41,2 (1,4) 43,3 (1,5)
*Largura maxima da base 7,0-7,9 3 7,3-10,1 9
(L) 7,3(0,5) 8,7 (0,8)
Altura Ortogonal da base 4,0-4,2 3 3,6-5,2 9
(H) 4,1(0,1) 4,2 (0,7)
*L/H — polo basal 1,7- 1,9 3 1,7-24 9
1,8 (0,1) 2,1(0,2)
*Numero de estrias no ocelo 9,0-13,0 14 7,0-12,0 23
10,4 (1,2) 9,3 (1,4)
*Largura da moldura do ocelo 2,6-3,7 7 1,8-3,3 15
(Lo) 3,0(0,4) 2,2(0,3)
Altura da moldura do ocelo 1,3-2,0 7 1,2-1,8 16
(Ho) 1,6 (0,2) 1,5(0,2)
*Lo/Ho -Ocelo 1,5-2,2 7 1,1-1,7 15
1,9 (0,2) 1,5(0,2)
*Largura da haste 04-1,6 30 0,3-1,2 45
0,7 (0,3) 0,6 (0,2)
*Estrias na haste 39,0-450 25 40,0-46,0 24
(10pm) 41,0 (1,3) 44,0 (2)
*Espinhos na haste 50-7,0 6 6,5-9,0 8
(10pm) 6,0 (1) 7,5 (0,8)
*Estrias na valvocopula daregido da 56,0 -64,3 17 57,8-64,1 16
base 59,4 (2,3) 61,3 (1,7)
(10pm)
*Estrias na valvocopula da regido da 56,4 -62,3 12 60,7 — 63,1 8
haste 59,5 (1,9) 61,7 (0,8)
(10pm)

* Caracteristica que apresentou diferenca estatistica entre as espécies,
considerando medidas de cepa e campo (p<0,05).
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Figura 01. Principais medidas das frastulas de Asterionellopsis determinadas:
1) Comprimento total; 2) Largura da haste; 3) Largura maxima da base com
manto aberto; 4) Altura ortogonal da base; 5) Largura do ocelo da base; 6)
Altura do ocelo da base; 7) Numero de estrias da valvocopula na regiao da
haste.
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A. glacialis GQ844246 ﬁ”

A thurstonii KF453991 A thurstonii GQ330311

0,79 A. lenisilicea KF453981
A thurstonii KF453992 A. guynusae KT336326 1
A lenisilicea KF453980

4 A guyunusae KT336327

Figura 02. Arvores filogenéticas de Asterionellopsis com os valores de
probabilidade posterior, construidas com cada gene separadamente: (A) RbclL,

(B) ITS1 + 5.8S + ITS2 e (C) Coil.

_|>. guyunusae KT336324 1 A. maritima KF453982
087 A KF454002 a
F guyunusae A. maritima KF453983
bt A. guyunusae KF453990
A. guyunusae KF454003 A. guyunusae KT 285183
A, lenisilicea KF453987 0.84
082 1094 A, maritima KF454000 A A. guyunusae KF453984
Amaritima KF453988 0.96 A. guyunusae (ASTGUY2)
ﬁ_ _>‘ maritima KF454001 0,67
A. guyunusae KT343751
0,93 r Amaritima KF453989 _’ -
I P A_lenisilicea KF45399 0.76
' _|>m"m:ozm__oum_m 5p. nov. KT351586
A. glacialis HQT10592 - E
071 081 A. glacialis FJ864272 Asterionellopsis sp. nov. KT351587
| 0,78
A. glacialls KF453993 _.p,...aq._o_._m__ouma sp. nov KT336328 _.> thurstonii KF453986
1 _.A
_>m~m:c:m__oum_m sp. nov.KT336329 A thurstonil KF453985

Asterionellopsis sp. nov. KT336325
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Figura 03. Arvore filogenética de Asterionellopsis construida com trés genes
concatenados (Coil, ITS1 +5.8S + ITS2 e RbclL).

Asterioneliopsi sp. nov (Brasil)

A. guyunusae (Brasil)
1

A. guyunusae (Uruguai)

A maritima (Canada — Costa do Altédntica)

A lenisilicea {Canada — Costa do Alténtica)

0,94

A. glacialis (Costa do Pacifica)

A. thurstonii {Mar do Norte e Mar Negra)
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Figura 04. Microfotografias obtidas em microscopia eletrbnica de varredura:

ocelos do polo basal da cepa subtropical ASTGUY2 (A. guyunusae), mostrando

diferencas de altura e largura; Barra 0,05 um.
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Figura 05. Asterionellosps sp. nov. (ASTTRO2) (A) vista externa da cepa (B)

vista externa (esquerda), valvocopula e outras bandas (meio) e vista interna

(direita) da haste (C) Cadeia de Asterionellopsis sp. nov. ;barra 5 um




