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RESUMO

As algas calcarias ndo articuladas compreendem cerca de 600 espécies e
estdo amplamente distribuidas em todos os oceanos, desde regibes
tropicais até regifes polares e encontram-se da zona entre marés ate
268m de profundidade. Muitas espécies sdo reconhecidas por ter uma
ampla distribuicdo. Contudo, 0 uso de epitetos para espécimes
morfologicamente semelhantes provenientes de localidades distantes,
deve ser utilizado com cautela. Barreiras impostas a dispersdo pela
distancia e condigdes ecofisioldgicas, ou ainda, morfologias semelhantes
como resultante de convergéncia evolutiva podem ter levado ao
surgimento de espécies cripticas entre as Hapalidiaceae. No presente
estudo, uma nova espécie de Mesophyllum é descrita para a provincia
tropical brasileira e duas novas espécies de Lithothamnion para o estado
do Espirito Santo, com base em dados morfol6gicos e moleculares. M.
cf. incisum e M. cf. engelhartii também foram identificadas. Contudo, as
divergéncias encontradas para os marcadores psbA e rbcL, quando
comparadas a sequéncias disponiveis no GenBank, sugere a existéncia
de espécies distintas sob 0 mesmo epiteto. Os espécimes brasileiros,
incluindo a localidade tipo de M. erubescens, foram caracterizados
morfologicamente e molecularmente. ApOs exaustiva comparagédo
morfoanatémica, ndo foram observadas caracteristicas diagnosticas de
eventuais diferencas intra ou interespecificas. Por outro lado, os dados
de DNA plastidial indicam que as caracteristicas morfol6gicas utilizadas
na delimitacdo de M. erubescens ndo refletem a diversidade do taxa, este
que deverd ser subdividido em pelo menos 12 novas espécies. Dessa
forma, o uso da técnica de DNA Barcoding como uma ferramenta é
fundamental na determinacdo de espécies e, eventualmente, de
representantes deste complexo em outras regides do planeta.

Palavras-chave: DNA Barcoding, Espécies Cripticas, Mesophyllum
erubescens, Taxonomia Molecular.






ABSTRACT

Non-geniculate coralline algae comprise about 600 species and are
widely distributed in all oceans, from the tropics to the polar regions and
are found from the intertidal zone to 268m depth. Many species are
recognized to have a wide distribution. However, using epithets to
morphologically similar specimens from distant localities should be
used with caution. Barriers imposed to dispersal by distance and
ecophysiological conditions, or even similar morphologies as the result
of convergent evolution may have led to the emergence of cryptic
species among Hapalidiaceae. In the present study, a new species of
Mesophyllum is described for the Tropical Brazilian Province and two
new species of Lithothamnion for the Espirito Santo state based on
morphological and molecular data. Mesophyllum cf. incisum and
Mesophyllum cf. engelhartii were also identified. However, the
differences found for the markers pshA and rbcL compared to sequences
available in GenBank, suggesting the existence of distinct species under
the same epithet. Brazilian specimens, including the type locality of M.
erubescens, were characterized morphologically and molecularly. After
exhaustive morphological and anatomical comparison, diagnostic
features were not found of any intra or interspecific differences.
Plastidial DNA data indicate that morphological characteristics used in
the delimitation of M. erubescens do not reflect the diversity of the taxa,
which must be subdivided into at least 12 new species. In so doing, the
use of DNA Barcoding is critical in determining species and eventually
representatives of this complex in other regions of the world.

Keywords: DNA Barcoding, Cryptic Species, Mesophyllum erubescens,
Molecular Taxonomy.






LISTA DE FIGURAS

Capitulo 1. Capitulo introdutério

Figura 1.1 Diversidade de algas calcérias ndo articuladas.............. 20
Figura 1.2 Proposta atual de posicionamento e hierarquizacéo de
algas calcérias segundo analises morfoldgicas e filogenéticas........ 23

Capitulo 2. Diversidade de Hapalidiaceae (Corallinophycidae, Rhodophyta) no
litoral brasileiro - uma abordagem morfoanatémica e molecular
Figura 2.1 Localidades amostradas ao longo do litoral brasileiro.. 40

Figura 2.2 Filograma de distancia de Neighbor-Joining (NJ) para

as sequéncias do marcador UPA...........ccccvereiineneneese e 50
Figura 2.3 Filograma de Maxima Verossimilhanga (MV) para as
sequéncias do marcador PSDA.........ccoeiiiinnin 52
Figura 2.4 Filograma de Maxima Verossimilhanga (MV) para as
sequéncias do marcador rhCL..........ccovviiriininei e 53
Figura 2.5 Habito e aspectos vegetativos de Mesophyllum sp.

NOV. Lo e 55
Figura 2.6 Aspectos reprodutivos de Mesophyllum sp. nov. 1....... 56
Figura 2.7 Mesophyllum cf. inCISUM.........cccoovveviniiiiiinieene e, 58
Figura 2.8 Mesophyllum engelhartii............ccccoeveviiniiiinnininnnennne. 60
Figura 2.9 Habito e estrutura vegetativa de Lithothamnion

(o TS o= UL 3PP SSS 62
Figura 2.10 Habito e estrutura vegetativa de Lithothamnion sp.

NOV. Lo s 63
Figura 2.11 Aspectos reprodutivos de Lithothamnion sp. nov. 1 64
Figura 2.12 Habito e estrutura vegetativa de Lithothamnion sp.

MOV, 2.ttt er e e r e r e r e rer e n e nre e 65
Figura 2.13 Aspectos reprodutivos de Lithothamnion sp. nov. 2. 67

Figura 2.14 Arvore baseada na analise Bayesiana para as

sequéncias do marcador SSU rDNA adaptada de Pena et al., 2011 70
Figura 2.15 Mapa de distribuicdo das espécies de Hapalidiaceae
encontradas no presente estudo ao longo do litoral brasileiro 80

Capitulo 3 — Mesophyllum erubescens (Foslie) Me. Lemoine - quantas espécies
em um epiteto?

Figura 3.1 Estados brasileiros amostrados no presente estudo,

incluindo os arquipélagos oceanicos de Fernando de Noronha e

Trindade-Martin Vaz.........ccocooeiniiieesc e 101



Figura 3.2 Material tipo de Mesophyllum erubescens para o qual
foi amplificada a terceira regido do rbCL.........cccocvvvviiiiiiiciciens
Figura 3.3 Filograma de distancia de Neighbor-Joining (NJ) para
as sequéncias do marcador UPA...........ccocvereiiinenese s
Figura 3.4 Filograma de Maxima Verossimilhanca (MV) para as
sequéncias do marcador PSDA.........ccoeviirireirie s
Figura 3.5 Filograma de Maxima Verossilhanca (MV) para as
SEQUENCIAS € MOCL.....civiiiieicece e
Figura 3.6 Localidades para quais foram obtidas sequéncias de
M. BIUDESCENS. ......viviveiieie sttt ettt st
Figura 3.7 Mapa de distribuicao de M. erubescens no litoral
BraSileir0..........coviiiiiece e e
Figura 3.8 Aspecto geral dos espécimes em estudo de M.
BIUDBSCENS. ....c.vieviiticteeee ettt ettt et sb e bt e st e be e s e s bebe e e e b eras
Figura 3.9 Aspectos vegetativos de M. erubescens...........cccoeueuee.

Figura 3.10 Aspectos reprodutivos de M. erubescens vistos em

Figura 3.11 Aspectos anatdmicos de conceptaculos gametangiais
uniporados de M. erubescens vistos em MEV..........ccccevcvniieinnnns
Figura 3.12 Linhagens de M. erubescens a partir do marcador

psbA & esquerda e distribuicdo dos eSPECIMES..........cvvvvrervervierennns



LISTA DE TABELAS

Capitulo 1. Capitulo Introdutério
Tabela 1.1 Caracteres considerados diagndsticos para a

delimitagdo das familias de Corallinales............cccccoceveviiininnnnne. 22
Tabela 1.2 Espécies de Corallinophycidae (excluindo as formas
articuladas) citadas para o litoral brasileiro...........c..ccccccovvvenenenn, 24

Capitulo 2. Diversidade de Hapalidiaceae (Corallinophycidae, Rhodophyta) no
litoral brasileiro - uma abordagem morfoanatémica e molecular

Tabela 2.1 Espécimes de Hapalidiaceae coletados ao longo do

litoral brasileiro para os quais foram obtidas sequéncias de

UPA, PSDA € FBCL....oiiieice e 42
Tabela 2.2 Ciclos de PCR utilizados para a amplificagao de
cada marcador MOIECUIAN............cccvvereinreee e 44

Tabela 2.3 Sequéncia dos primers utilizados nas reacdes de
amplificagcdo e sequenciamento dos marcadores UPA, psbA e

TOCL. e 45
Tabela 2.4 Divergéncias intraespecificas e interespecificas

paras os marcadores UPA, psbA e rbcL entre as amostras
sequenciadas para este eStUAO.........ccovvreeriereniee e 54
Tabela 2.5 Comparacdo de caracteristicas morfoldgicas

utilizadas na identificacdo de espécies de Mesophyllum

encontradas No Presente eStUdO..........cvvvveeererereee e 73
Tabela 2.6 Comparacdo de carcateristicas morfoldgicas

utilizadas na identificacdo de espécies de Lithothamnion

encontradas No Presente eStUO........veververvreereereese e e 77

Capitulo 3. Mesophyllum erubescens (Foslie) Me. Lemoine - quantas espécies
em um epiteto?
Tabela 3.1 Dados de coleta e marcadores amplificados e
sequenciados para cada amOSEra...........ccervrrreereseseeeeeseneeseeeeas 102
Tabela 3.2 Variacdo encontrada para os marcador molecular
psbA, representada pela porcentagem (%) e quantidade de pares
de base (pb) para espécimes identificados morfologicamente
COMO M. BIUDESCENS....c.eiiiiciirieie sttt 114
Tabela 3.3 Comparacdo das caracteristicas morfologicas de
materiais posicionados em M. erubescens de diferentes
10CAIIAATES. .....ccveieieeece e 123






SUMARIO
Capitulo 1. Capitulo Introdutério

1. IntroduGaO0 Geral........ccoivieiiiiiiie e 19
2. HiStOrico dO grupo.......ccoovvereirine s 20
3. ClaSSIfICAGAD. ......cveveieeeeiie e 21
4. Diversidade dO grupo........ccoceeirineneieisee s 23
5. Papel 8COIOGICO........coiiieicice e 25
6. IMPOrtancia eCONOMICA. ........ccvrereerieiee et 26
REFEIENCIAS. ... v 29

Capitulo 2. Diversidade de Hapalidiaceae (Corallinophycidae, Rhodophyta)
no litoral brasileiro - uma abordagem morfoanatdmica e molecular

L. INErOAUGAOD. .....cveviete et 35

2. Material e Métodos 38

2.1 Area de EStUTO. .........c.veeeeeeeeeeeeeee e 38

2.2 Material biolOgiCo.........covvvreieiricececeee e 41

2.3 EStudo molecular...........ccooeveieiiieciie e, 43

2.3.1 Marcadores moleculares utilizados............cc.ccocevennene 43

2.3.2 Extrag80 de DNA.. ..ot 44

2.3.3 Amplificagdo, purificacdo e sequenciamento............ 44

2.3.4 AlINNAMENTO.....cuiiiiieieie e 46

2.3.5 Analises de agrupamento e filogenéticas................... 46

2.4 Estudo morfolOgiCo.......cccvvvevieiereise e snee s 47

3. Resultados 48

3.1 EStudo MOIECUIAN........cvivereeeee e 48

3.1.1 Anélise do marcador UPA..........cccceevveverieeeinsenn, 49

3.1.2 Analise do marcador psbA........c.ccoeviereivninneinnnennns 51

3.1.3 Analise do marcador rbCL.........cccccoevvvvveininninsinnsennns 52

3.1.4 Variacao intraespecifica dos marcadores 53
MOIECUIATES.......ecveeiecie et

3.2 Estudo morfoanatdbmico.........ccccevvververesnseeseneseeseseenens 54

3.3 Chave de identificacdo de Hapalidiaceae no litoral 68
DraSHEIr0. . ...ecve e e

4. DISCUSSED....veveereetertesreeseeseesteeseestereeseestesaestessesteseesneessesnseseesss 69

5. CONCIUSAD. .....eveuveiesieeieite sttt sttt saena e 81

RETEIENCIAS. .....vevecieceece e 83

APENAICE Ao s 93

APENAICE B 95

APENAICE Ceee et 95

APENAICE Do s 96



Capitulo 3. Mesophyllum erubescens (Foslie) Me. Lemoine - quantas espécies
em um epiteto?

L INErOAUGAD. ....veiete et 97
2. Material e Métodos 99
2.1 ArEa 08 EStUAO. ... et ee et ee e 99
2.2 Material biol8giCo...........ccocvvevveiiiice e 101
2.3 EStudo MOIECUIAT..........coivviiiii e 103

2.3.1 Extragdo de DNA, amplificacdo e sequenciamento 103
de Material FECENTE........ccueiee et

2.3.2 Extragdo de DNA, amplificacdo e sequenciamento 103
de material de herbario..........c..ccooveveiiiccc e,

2.3.3 Alinhamento 104

2.3.4 Anélises de agrupamento e filogenéticas.................. 105

2.3.5 Depodsito das sequéncias nos bancos de dados........... 105

2.3.6 Analise da variacdo “intraespecifica” dos 105
marcadores MOIECUIAreS...........ccecveieiieieceeecee e

2.4 Estudo morfolOgiCo.........coovrueirieenneniieie e 105

3. Resultados 106

3.1 EsStudo MOIeCUIAr..........cooveeiciie e 106

3.1.1 Anélise do marcador UPA..........ccooevireiennnnnneeens 106

3.1.2 Anélise do marcador psbA........c.ccoevvereiviinnieinnnens 109

3.1.3 Anélise do marcador rbeL.........cooevrveniinnencriennn 111

3.1.4 Variacao “intraespecifica” dos marcadores 112
MOIECUIAIES. ...

3.2 Estudo morfoanatdmiCo..........c..ccevreereeenneninseeseeienes 115

4. DISCUSSED. ....c.vevieiistiteieiie ettt sttt bbbt sb bbb sre e 120

5. CONCIUSAO......ceiiiiiiiiiiee e 129

RETEIENCIAS. ....cveveeeeic e e 131

AN 41T o o= 0 S 141

APBNAICE Fo et 143

APBNAICE G e 143

APENAICE H..oooo e 144



19

Capitulo 1. Capitulo Introdutério
1 INTRODUGCAO GERAL

As Rhodophyta, também conhecidas como algas vermelhas, sdo
encontradas tanto em aguas tropicais como em regides de aguas frias.
Existem cerca de 6000 espécies, a maior parte de ambientes marinhos,
sendo alguns poucos representantes de ambientes de agua doce. O
referido grupo apresenta cloroplastos com clorofila a e ficobilinas, e
parede celular constituida por microfibrilas de celulose e uma matriz
mucilaginosa de polissacarideos sulfatados conhecidos como agar ou
carragenana.

Em determinados grupos de algas vermelhas esta parede
apresenta depdsito de carbonato de célcio. Dentre estes grupos
encontramos as algas conhecidas popularmente como calcarias que
podem ser ainda subdivididas em dois subgrupos artificiais: algas
calcarias articuladas e algas calcarias ndo articuladas. As calcérias
articuladas possuem regides ndo calcificadas (geniculo) e intercaladas
por regides calcificadas (intergeniculo). As calcarias ndo articuladas séo
inteiramente calcificadas, apresentam habitos de vida variados, como
formas ancoradas ou aderidas ao substrato, ou ainda, livres no fundo da
plataforma continental de todos os oceanos (Broom et al., 2008), como
mostra a Figura 1.1. As formas que crescem desprendidas do substrato
sdo chamadas de rodolitos, nédulos ou maérl e podem ocupar grandes
areas, constituindo bancos frequentemente associados a uma alta
biodiversidade (Steller et al., 2003; Riul et al., 2009).

As algas calcarias ndo articuladas compreendem cerca de 600
espécies e estdo amplamente distribuidas em todos os oceanos (Foster,
2001), desde regides tropicais até regiGes polares e encontram-se da
zona entre marés até 268 m de profundidade nas Bahamas (Littler et al.,
1986). Compreendem o terceiro grupo mais diverso entre as rodofitas
dos mares atuais, com aproximadamente 600 morfo-espécies
reconhecidas (Brodie & Zuccarello, 2007; Guiry & Guiry, 2013).
Caracterizam-se por depositar carbonato de calcio na forma de calcita
em suas paredes celulares, mineral que chega a perfazer 90% do peso
seco destas algas (Woelkerling et al., 1993; Oliveira, 1997) e que
garante uma boa preservacdo no registro fossil. Por esta caracteristica,
chamam atenc¢&o ndo apenas de ficologos, mas também de paleontélogos
e geodlogos por estarem presentes em abundancia nos dep6sitos calcarios
desde o Cretaceo (Littler, 1972), apesar do pico de diversificacdo ter
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sido no Mioceno e se estabilizado durante 0 Neogénico (Aguirre et al.,
2000).

- ~ 2 9 o R ~ L
Figura 1.1 (a-d). Diversidade de algas calcarias ndo articuladas. (a) Forma
incrustante na zona entre-marés; (b) forma livre com aspecto folioso; (c) forma
aderida ao substrato com aspecto folioso; (d) diversidade associada a um nddulo

de rodolito.

2 HISTORICO DO GRUPO

O levantamento histérico feito por Horta (2002) dos estudos
taxondmicos das algas calcarias ndo articuladas realizados no mundo
menciona que no inicio do século XVIII estes organismos eram
considerados por alguns autores como estalactites inorganicas. Enquanto
outros, como Tournefort (1719) e Ray (1724) (apud Horta, 2002), as
reconheceram como plantas pelo fato de serem fixas ao substrato, em
analogia simplista as plantas terrestres. Ainda de acordo com o autor,
Linnaeus, em 1767, baseado em sua natureza calcaria e na existéncia de



21

pequeninos poros (conceptaculos) incluiu o grupo como membro dos
corais hermatipicos, Hydrozoa, formadores de recifes. O conceito de que
algas vermelhas calcarias sdo corais permaneceu até 1837, quando
Philippi (1837) demonstrou pela primeira vez, de forma clara e
definitiva, que os representantes das Nullipores (Hydrozoa) eram
plantas, estabelecendo os géneros Lithothamnion e Lithophyllum (apud
Horta, 2002).

Durante o século XX, muito se discutiu sobre quais
caracteristicas reprodutivas e vegetativas seriam taxonomicamente
relevantes e filogeneticamente informativas. Embora a partir dos anos
60, levantamentos taxondmicos tenham sido feitos no mundo (Dawnson,
1960; Chamberlain, 1983; Woelkerling & Campebel, 1992;
Woelkerling, 1996), as algas calcérias ainda sdo pobremente conhecidas
no Brasil (Horta, 2000; 2002). As primeiras citacbes foram feitas por
pesquisadores estrangeiros no século X1X, como Harvey (1847), Dickie
(1874; 1875) e Piccone (1886). Uma série de trabalhos foi feita com
essas algas, no entanto, abordando mais aspectos geoldgicos/ecoldgicos
a taxonémicos (Gherardi, 1995; Testa, 1997; Riul et al., 2009). Este fato
esta relacionado as particularidades das técnicas necessarias para seu
estudo anatbmico, o qual é fundamental para a descricdo de
caracteristicas diagnosticas deste grupo (Horta, 2000).

A partir do século XXI, estes organismos comecaram a ganhar
mais destaque. No cenario nacional, por exemplo, despontam trabalhos
de caracterizagdo dos bancos (Figueiredo & Steneck, 2000; Riul et al.,
2009; Pascelli et al., 2013), mapeamento de habitats (Moura et al.,
2013), influéncia dos impactos antropicos (Riul et al., 2008), e
taxondmicos (Farias, 2009; Nunes et al., 2008; Horta et al., 2011,
Vieira-Pinto, 2011).

3 CLASSIFICACAO

A classificacdo de algas calcarias vigente até pouco tempo atras
seguia a proposta de Harvey et al., (2003), os quais baseados em uma
combinacdo de dados morfolégicos, anatdmicos, bioquimicos,
ultraestruturais e moleculares reconheciam trés familias pertencente a
ordem Corallinales: Corallinaceae Lamouroux, Hapalidiaceae J. E. Gray
e Sporolithaceae Verheij (Tabela 1.1).
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Tabela 1.1 Caracteres considerados diagndsticos para a delimitacdo das
familias de Corallinales, retirado de Harvey et al., (2003).

Caracter Corallinaceae  Sporolithaceae  Hapalidiaceae

Arranjo dos esporos dentro do

tetrasporangio zonado cruciado zonado

Tetra/bisporangio produz nio sim sim

plugue apical

Tetra/bisporangio produzidos x ~ .
ndo ndo sim

embaixo de placas multiporadas

Tetra/bisporangio se
desenvolvem dentro de
conceptaculos ou
compartimentos calcificados

compartimentos

conceptaculos e
P calcificados

conceptaculos

Na tentativa de obter uma melhor resolugdo nas relagdes
filogenéticas de ordem e supra ordem dentre as Florideophyceae, Le
Gall & Saunders (2007), sob uma perspectiva multigénica e ultra-
estrutural (com base na anatomia dos pit-plugs) propSem a criagédo da
subclasse Corallinophycidae para acomodar as Corallinales e
Rhodogorgonales. Estas duas ordens, além das afinidades genéticas,
possuem pit-plugs com a tampa externa em forma de cipula (apesar de
ndo ser exclusivo para esses dois taxa) e sdo as Unicas entre as
Rhodophyta marinhas a apresentar calcita.

No entanto, algumas caracteristicas relacionadas ao
desenvolvimento tetrasporangial (tatrasporangios dispostos crucialmente
e auséncia de conceptaculos tetrasporangiais) de Sporolithaceae, bem
como auséncia de representantes de Sporolithon em analises
filogenéticas pretéritas (Le Gall & Saunders 2007), tornavam o
posicionamento deste grupo discutivel. Com a inclusdo de Sporolithon
ptychoides Heydrich, Le Gall et al. (2010) puderam confirmar a
monofilia de Sporolithaceae dentro das Corallinophycidae, apesar de
ndo representarem um agrupamento natural dentro de Corallinales
devido as afinidades com Rhodogorgonales. Embasados na analise
multigénica e nas diferencas morfolgicas, propdem, entdo, a
transferéncia de Sporolithaceae para uma nova ordem, Sporolithales L.
Le Gall and G.W. Saunders, com uma familia, Sporolithaceae (Figura
1.2).
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RHODOPHYTA

I5 e

Figura 1.2. Proposta atual de posicionamento e hierarquizagdo de algas
calcérias segundo analises morfoldgicas e filogenéticas (Le Gall et al., 2010).

ALLINOPH

4 DIVERSIDADE DO GRUPO

Os bancos de rodolitos estdo amplamente distribuidos em todos
0s oceanos. Bancos abundantes séo relatados para 0 Mar Mediterraneo,
Golfo da Califérnia e Oceano Atlantico — desde a Noruega, Irlanda,
Escdcia, Canada, incluindo Caribe e Brasil. Entretanto, estes ambientes,
considerando sua ampla distribuigdo e inimeras particularidades, ainda
representam universos pouco explorados ou até mesmo inexplorados,
apesar dos avangos obtidos com a popularizagdo do mergulho autbnomo
e do aumento dos investimentos na investigacdo de ambientes costeiros
e oceanicos (Figueiredo & Steneck, 2000, para o Banco do Abrolhos,
Brasil; Steller et al., 2003, para o Golfo da Califérnia, México; Harvey
& Bird, 2008 para Victoria, Australia; Amado-Filho et al., 2007; 2012a
e 2012b, para o Espirito Santo, Abrolhos e Fernando de Noronha,
respectivamente; Teichert et al., 2012, para o Arquipélago Svalbard,
Noruega; Pereira-Filho et al., 2012, para a Cadeia Vitéria-Trindade;
Pascelli et al., 2013, para a llha do Arvoredo, Brasil).

Segundo Foster (2001), os maiores bancos de rodolitos ocorrem
no litoral brasileiro. Porém, a ideia de uma ocorréncia continua como o
autor retrata é uma concepcao errénea que vem sendo empregada desde
Kempf (1970) e pouco questionada. Moura et al., (2013), usando sonar
de varredura lateral associado e veiculos operados remotamente,
identificaram um mosaico de habitats altamente complexos, incluindo o
maior banco de rodolitos continuo ja descrito (Amado-Filho et al.,
2012a). Este banco esta localizado nos Bancos dos Abrolhos, onde
também sdo relatados muitos bancos em manchas.

No litoral brasileiro, os bancos de rodolitos ocorrem de forma
descontinua, tendo seu limite de distribuicdo setentrional no Maranhéo e
a llha do Arvoredo como limite sul (Gherardi, 2004 e Pascelli et al.,
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2013). Para o Brasil, sdo reconhecidas 39 espécies de algas calcarias ndo
articuladas (Corallinophycidae — excluindo as formas articuladas como
Amphiroa spp.), 10 Sporolithaceae, 20 Corallinaceae e 9 Hapalidiaceae
(Tabela 1.2). Quanto ao habito de vida, ainda ndo ha estudos que
verifiquem a ocorréncia de espécies exclusivamente formadoras de
rodolitos ou incrustantes.

Tabela 1.2. Espécies de Corallinophycidae (excluindo as formas articuladas)
citadas para o litoral brasileiro. (* indica as espécies que ainda carecem de
revisdo a partir de técnicas e nomenclatura moderna; ° indica espécies que
foram adicionadas nos Gltimos trés anos).

SPOROLITHALES
Sporolithaceae

Sporolithon episporum (M.A.Howe) E.Y.Dawson
Sporolithon africanum (Foslie) J.Afonso-Carillo*
Sporolithon australasicum (Foslie) N.Yamaguishi-Tomita ex M.J.Wynne*
Sporolithon dimotum (Foslie & M.A.Howe) Yamaguishi-Tomita ex M.J.Wynne
Sporolithon erythraeum (Rothpletz) Kylin*
Sporolithon howei (Lemoine) N.Yamaguishi-Tomita ex M.J.Wynne*
Sporolithon pacificum E.Y.Dawson*
Sporolithon ptychoides Heydriche
Sporolithon tenue Bahia, Amado-Filho, Maneveldt et W.H. Adeye
Sporolithon molle (Heydrich) Heydriche

CORALLINALES

Coralinaceae

Hydrolithon onkodes (Heydrich) D.Penrose & Woelkerlinge
Hydrolithon rupestre (Foslie) Penroswe
Hydrolithon farinosum (J.V.Lamouroux) D.Penrose & Y.M.Chamberlain
Hydrolithon boergesenii (Foslie) Foslie
Hydrolithon pachydermum (Foslie) J.C.Bailey, J.E.Gabel, & D.W.Freshwatero
Lithophyllum congestum (Foslie) Fosliee
Lithophyllum margaritae (Hariot) Heydriche
Lithophyllum atlanticum Vieira-Pinto, Oliveira & Hortae
Lithophyllum stictaeforme (Areschoug) Hauck
Lithophyllum corallinae (P.L.Crouan & H.M.Crouan) Heydrich
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Lithophyllum johansenii Woelkerling & Campbell
Lithophyllum depressum Villas-Boas, Figueiredo & Riosmena-Rodriguez in Villas-Boas
Neogoniolithon accretum (Foslie & Howe) Setch & Mason
Neogoniolithon brassica-florida (Harvey) Setchell et Mason®
Neogoniolithon fosliei (Heydrich) Setchell & L.R.Mason*
Neogoniolithon mamillare (Harvey) Setchell & L.R.Mason*
Pneophyllum conicum (Dawson) Keats, Chamberlain and Baba°
Pneophyllum fragile Kiitzing*
Spongites fruticulosa Kiitzinge

Titanoderma pustulatum (J.V.Lamouroux) Nageli

Hapalidiaceae

Lithothamnion steneckii Mariath and Figueiredoe

Lithothamnion crispatum Haucke

Lithothamnion brasiliense Foslie

Lithothamnion occidentale (Foslie) Foslie

Lithothamnion sejunctum Foslie

Mesophyllum engelhartii (Foslie) Adey°

Mesophyllum erubescens (Foslie) Me. Lemoine

Phymatolithon masonianum Wilks & Woelkerling

Phymatolithon calcareum (Pallas) W.H.Adey & D.L.McKibbin

5 PAPEL ECOLOGICO

Estas algas sdo capazes de transformar fundos homogéneos de
sedimento suave em substratos heterogéneos duros, criando habitat para
numerosos organismos (Steller et al., 2003). Os rodolitos, em areas
tropicais, sdo essenciais na construcdo de recifes de corais, agindo como
cimentadores, protegendo esse ecossistema contra a acdo erosiva das
ondas, possibilitando o desenvolvimento e manutengdo desses
ecossistemas (Foster, 2001).

Algas incrustantes s80 um dos organismos marinhos mais
abundantes em substratos consolidados dentro da zona fética (Oliveira,
1996). No Brasil, se estendem por quase toda plataforma continental;
Millimann & Amaral (1974) estimam que o estoque de algas calcarias
seja da grandeza de 2 x 10" toneladas. O fato de esses organismos
precipitarem grandes quantidades de CO; na forma de carbonatos levou
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Oliveira (1996) a alertar sobre sua importancia no balanco global de
CO,. Além disso, os bancos de rodolitos servem de substrato para o
crescimento de outras algas, como Amansia multifida e Laminaria spp.,
as quais possuem grande potencial na bioprospec¢do (Amado-Filho &
Pereira-Filho, 2012); pela estrutura tridimensional que formam,
representam um local de reflgio, reproducdo e bercario para muitos
grupos de invertebrados e peixes (Riul et al., 2009).

6 IMPORTANCIA ECONOMICA

As algas calcarias constituem grande parte dos granulados
biocléasticos marinhos, (materiais mineirais de composi¢do carbonética,
constituidos por algas calcarias ou por fragmentos de conchas) e sdo
muito visadas para explora¢do no Brasil, j& que nossa plataforma
continental representa a maior extensdo coberta por este tipo de
sedimento, o qual represeta matéria-prima em muitas inddstrias, como:
na agricultura, onde sdo usadas na produgdo de cal; na indistria de
cosmético, sendo empregadas na producdo de pastas dentais e sais de
banho; na indlstria de alimentos sdo usadas como complemento
alimentar; em implantes 6sseos uma vez que apresenta compatibilidade
estrutural, quimica e bioldgica com os tecidos 6sseos (Dias, 2001).

Os bancos de rodolitos tém sido ameacados por atividades
humanas, especialmente pela explotacdo em larga escala para fins
agrondmicos. Adicionalmente, a taxa de crescimento relativamente
baixa (cerca de 1,0 mm por ano, Blake & Maggs, 2003) conferem ao
recurso que, eventualmente representa 0 grupo, a caracteristica de ndo
renovavel (Wilson et al.,, 2004). Indiretamente, o fino sedimento,
resultante do processo de dragagem, recobre os rodolitos de areas
adjacentes diminuindo a producdo liquida dessas algas em até 70% (Riul
et al., 2008).

Considerando a grande importancia ecoldgica destes
organismos, a falta de conhecimento ainda existente a cerca da
diversidade, a ameaca que vém sofrendo por atividades humanas além
daquelas relacionadas a acidificacdo dos oceano ou mesmo as mudancas
no clima, o presente estudo tem como objetivo contribuir para o
conhecimento da diversidade morfoldgica e molecular das Hapalidiceae
no litoral brasileiro, fornecendo subsidios para discussdes
biogeograficas e processos evolutivos no Atlantico Sul. Esta dissertagcdo
esta dividida em trés capitulos, o primeiro de carater introdutério sobre
as algas em estudo, no segundo busca-se acessar a diversidade da
familia através de analises morfoanatémicas e moleculares e discute-se a
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utilizacéo de epitetos correspondentes a materiais provenientes de outras
localidades para materiais do Brasil. Enguanto no Capitulo 3 é
apresentado um estudo de caso a fim de se investigar a hipotética ampla
distribuicdo de Mesophyllum erubescens. Para subsidiar as discussoes,
foram obtidas sequéncias de materiais morfologicamente identificados
sob este epiteto ao longo do litoral brasileiro e México, incluindo a
localidade tipo.
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Capitulo 2. Diversidade de Hapalidiaceae (Corallinophycidae,
Rhodophyta) no litoral brasileiro - uma abordagem
morfoanatémica e molecular

1 INTRODUCAO

As atividades humanas tém exercido um estrondoso impacto no
meio ambiente. Muitos cientistas acreditam que as alteragdes no planeta,
em todas as escalas, podem interferir até mesmo em forcas geogldgicas,
propondo entdo o inicio de uma nova era, o Antropoceno (Ruddiman,
2003; Crutzen, 2006; Steffen et al., 2007).

A busca pelo desenvolvimento esta intimamente relacionada a
exploragdo e produgdo de combustiveis fdsseis, como petroleo, gas
natural e carvdo. As areas de maior concentragdo desses recursos sao
extamente locais com alta riqueza de espécies (Butt et al., 2013). Ainda,
a demanda por producdo de alimentos em larga escala para uma
populacéo que cresce a 1,3% ano™ (Cincotta et al., 2000), leva a um
desmatamento desenfreado de areas de florestas para monocultura e
producdo de gado. Em terra, o desmatamento da Amazonia avanga a
23,8 x 10° km? ano™ (dados para 2002, Fearnside, 2005), nos mares o
colapso é iminente, a extingdo ecologica de varios peixes
economicamente importantes ja é observada (Luiz & Edwards, 2011) e
outros ja& vem mostrando sinais de reducdo, tanto em abundancia como
em tamanho. Todos esses fatos sdo reflexo de um processo em cascata,
causado tanto pela sobrepesca como por distlrbios aos ecossistemas
costeiros (Jackson et al., 2001; Myers &Worm, 2003).

Desde o inicio da Revolucdo Industrial, a concentracdo de
dioxido de carbono (CO;) na atmosfera aumentou de 280 partes por
milh&o (ppm) para 380 ppm por conta das atividades humanas (Solomon
et al., 2007) e a previsdo é de 700 ppm até o final do século XXI (IPCC,
2007). A mudanca na concentracdo de CO, atmosférico implica em
muitas outras consequéncias para o clima na Terra, como aumento da
temperatura superficial dos oceanos, alteracdo no ciclo do carbonato,
diminuicdo do pH da agua do mar. A acidificacdo devido ao aumento na
pCO, ira influenciar no processo de calcificacdo de diversos organismos
marinhos calcarios, como corais, algas calcarias, foraminiferos e
cocolitoforideos. As algas calcarias estdo entre os que mais sofrerdo
com a acidificacdo, pois a deposicdo do carbonato de calcio ocorre na
forma de calcita, sendo esta sua forma mais solvel. As algas calcarias
sdo algas vermelhas que, juntamente com 0s corais, Sdo 0s principais
estruturadores de ambientes recifes. Estas algas apresentam formas



36

livres, conhecidas como maérl, nddulos ou rodolitos, ocupam extensas
areas de fundo de areia, transformando-os em ambientes altamente
complexos, oferecendo uma grande quantidade de nichos ecoldgicos e
abrigando uma alta diversidade associada (Sumida & Pires-Vanin,
1997).

Os bancos de rodolitos formam uma das quatro maiores
comunidades bentdnicas do mundo (Foster, 2001) e sdo sensiveis a
impactos diretos, como exploracdo de nédulos para aquariofilia (Simon
et al., 2007), produgdo de estabilizante de solo e outras indUstrias (Dias,
2001) com a impactos indiretos. Riul et al., (2008) mostraram que 0
sedimento fino, resultante do processo de dragagem, recobre o0s
rodolitos de &reas adjacentes o que diminui a producdo fotossintetética
liquida dessas algas em até 70%. Este fator relacionado em conjunto
com o total soterramento, ou com a poluicdo por metais pode levar a
morte destes organismos (Wilson et al., 2004) levando ao colapso de
todo o ambiente (Hall-Spencer, comunicacéo pessoal).

Em uma era em que as atividades humanas tem impactado os
ecossistemas numa escala global (Halpern et al., 2008) causando
mudancas na fenologia, composicdo de espécies e distribuicdo das
mesmas e, uma consequente fragmentagdo e/ou perda de habitats, muito
tem se discutido sobre a criagdo de unidades de conservacdo. No Brasil,
apenas 2 % do territdrio marinho é protegido e dos bancos de rodolitos
ja estudados, apenas um esta enquadrado dentro de uma Unidade de
Conservacdo de protecdo integral (Reserva Bioldgica do Arvoredo,
conforme 0 SNUC, 2000).

Dentre os taxons formadores de rodolitos, o género mais
frequente e abundante nos bancos do Atlantico Sul é o Lithothamnion
Heydrich, presente desde os bancos do nordeste do Brasil (Riul et al.,
2009), na maior extensdo continua no Banco dos Abrolhos (Amado-
Filho et al., 2012a) até seu limite sul de distribuicdo, na Ilha do
Arvoredo (Pascelli et al., 2013). Sdo conhecidas cinco espécies e trés
foram detalhadamente estudadas (Horta, 2000; Farias et al., 2010;
Mariath et al., 2012). A sistematica do grupo mudou muito nas ultimas
décadas, principalemnte pelo uso de caracteristicas ultraestruturais e
ferramentas moleculares. Atualmente, Lithothamnion, juntamente com
Choreonema F.Schmitz, Clathromorphum Foslie, Mastophoropsis
Woelkerling, Mesophyllum Me.Lemoine, Phymatolithon Foslie e
Synarthrophyton R.A. Townsend pertecem a familia Hapalidiaceae, a
qual compreende os taxons cujos tetrasporangios e bisporangios
zonados se desenvolvem dentro de conceptadculos multiporados e
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produzem plugues apicais, impedindo a saida dos tetra/bisporangios, até
que estejam maduros (Harvey et al., 2003a, 2003b).

Globalmente, sdo referenciadas 203 espécies de Hapalidiaceae
(Guiry & Guiry, 2013), sendo 20 registradas para o Atlantico Ocidental
(Wynne, 2011), das quais nove ocorrem no litoral brasileiro. Estudos
taxondmicos com esses organismos no Brasil foram escassos até o inicio
do século XXI, visto a dificuldade imposta pela grande variabilidade
fenotipica, auséncia de estruturas reprodutivas (principal caractere
diagndstico de géneros e espécies), além das técnicas necessarias para
sua identificacdo. Contudo, com o avango das técnicas moleculares,
muitos obstéculos encontrados pela taxonomia tradicional (baseada em
caracteres morfologicos) puderam ser contornados (Bickford et al.,
2006). O advento da reacdo em cadeia da polimerase (sigla em inglés
PCR - Polymerase Chain Reaction) possibilitou a amplificacdo de
diversos genes a partir de um pequeno pedaco de tecido do organismo,
impulsionando e popularizando a identificacdo a nivel molecular dos
organismos (Hebert et al., 2003; Radulovici et al., 2010). A fim de
comparar 0s resultados, tem-se buscado uma regido que seja universal,
surge entdo, a proposta do DNA Barcoding. Fundamentado na ideia de
que existiria uma regido no DNA que identificaria todos os organismos,
em analogia aos codigos de barra dos produtos manufaturados no
supermercado (Stoeckle, 2003). E uma técnica rapida, confiavel e
relativamente barata de se identificar espécies, servindo para acelerar a
descoberta de novos taxons.

Entre as algas calcarias ndo articuladas, Bailey & Chapman
(1996, 1997) sdo os pioneiros no uso de sequéncias de DNA que
transcrevem para a subunidade pequena do RNA ribossomal (SSU
rDNA) para a reconstrugdo filogenética do grupo. No trabalho de 1997,
sugerem que a separacdo fenotipica das algas calcarias em duas
categorias baseadas apenas na presenca ou auséncia de geniculo, ndo
refletem a historia evolutiva do grupo e os resultados indicam, pelo
menos, quatro linhagens dessas algas. Sob uma perspectiva taxonémica,
Vidal et al. (2003) utilizam um fragmento do SSU rDNA para
identificar representantes de Corallinales do Chile e concluem que sdo
efetivas na identificacdo de todas as amostras até género, e em alguns
casos até espécie, sugerindo a utilizacdo de marcadores menos
conservados para esse fim. Na tentativa de encontrar uma regido que
apresentasse menor variacdo interespecifica para espécies préximas,
Broom et al. (2008) obtiveram, adicionalmente as sequéncias de SSU
rDNA, sequéncias de psbA (gene que codifica para a proteina D1 do
fotossistema Il) para espécimes da Nova Zelandia, que se mostraram
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aparentemente eficazes na reconstrucédo filogenética do grupo, como na
identificacdo de espécies.

O presente estudo tem como objetivo investigar a diversidade
de Hapalidiaceae a partir de estudos morfoanatémicos e moleculares,
bem como avaliar a utilizacdo dos marcadores tipo Barcode, UPA, psbA
e rbcL na delimitacdo de espécies.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 AREA DE ESTUDO

Os espécimes analisados no presente estudo foram coletados em
15 localidades ao longo do litoral brasileiro, com limite norte no Parcel
Manuel Luis, MA e sul na llha do Xavier, SC (Figura 2.1). Também
foram incluidos espécimes coletados em Bocas Del Toro, Panamé a fim
de avaliar provaveis diferencas moleculares entre  espécies
morfologicamente semelhantes, imposta por barreiras biogeogréficas.
Foram coletadas tanto formas livres (rodolitos*) como incrustantes,
exclusivamente no infralitoral, em profundidades que variaram de 5 a 30
metros, através de mergulho autdnomo.

As localidades amostradas contemplaram ambientes diversos,

em varios aspectos, como:

= Estrutura do ambiente: bancos de rodolitos, parceis, costdes
rochosos;

= Proximidade da costa: de 3 kma 1200 km;

= Latitude: 0°S a 27°S;

= Status de protecdo ambiental: de nenhum a Reserva Bioldgica.

No Maranhdo, o limite norte de distribuicdo de ambientes
recifais no Brasil e o primeiro abaixo do Rio Amazonas, as amostragens
foram realizadas dentro do Parque Estadual Marinho do Parcel Manuel
Luis (PEMPML), localizado a 86 km da costa e a 182 km a noroeste da
cidade de S&o Luis. A regido é formada por cabecos que se elevam de
profundidades de 30 ma 5 m, ficando expostos em algumas marés de

*No presente estudo, considera-se como rodolito formas livres,
constituidas, exclusivamente, por uma ou mais espécies de algas
calcarias (Corallinophycidae, Rhodophyta).
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sizigia (Figura 2.1 a). Apesar do grande interesse ecologico e
biogeogréafico em se estudar a regido, poucos estudos foram realizados
devido a sua dificuldade de acesso, as condigdes adversas de ventos e
marés. O conhecimento existente a cerca de organismos benténicos
contempla apenas corais (Amaral et al., 1998; Moura et al., 1999). A
primeira expedi¢do a amostrar algas marinhas foi realizada em abril de
2011, contemplando as Hapalidiaceae analisadas no presente estudo.

Assim como o PEMPML, o Parque Estadual Marinho da Pedra
da Risca do Meio (PEMPRM) é uma das poucas areas protegidas
totalmente submersas no Atlantico Sudoeste Tropical. Esta localizado a
18,5 km da cidade de Fortaleza (Soares et al., 2011). O ambiente é
caracterizado por cabegos que variam de 25 m a 17 m. Foram coletadas
formas incrustantes e esparsamente soltas no fundo de areia.

O Arquipélago Oceénico Fernando de Noronha esta localizado
a 545 km da cidade de Recife e é formado por 21 ilhas e ilhotas que
representam o topo emerso de uma cadeia de montanhas situadas na
zona de fratura E-W do assoalho oceénico. O Arquipélago faz parte do
Parque Nacional Marinho Fernando de Noronha e os bancos de
rodolitos sdo conhecidos em profundidades que variam dos 10 m aos
100 m e sete espécies de Corallinophycidade ja foram registradas para a
regido (Amado-Filho et al., 2012b; Burgos, 2010).

A amostragem na Paraiba foi realizada proxima a costa de
Cabedelo e esta regido é considerada com uma das areas prioritarias
para conservagdo, incluindo bancos de rodolitos ainda ndo impactados
pela explotacdo (Riul et al., 2009).

No estado do Espirito Santo (ES), foram amostradas duas ilhas:
uma costeira e outra oceanica, nenhuma delas sob alguma forma de
protecdo ambiental. A Escalvada (Figura 2.1 b) esta localizada a oito km
da costa, no municipio de Guarapari e foram amostradas tanto formas
incrustantes, como rodolitos, estes muitas vezes epifitados por algas
vermelhas foliosas. J& a Ilha da Trindade esta localizada a 1200 km da
cidade de Vitdria, o ponto mais distante da costa amostrado no presente
estudo. Faz parte da cadeia de montes submarinos denominada Cadeia
Vitéria-Trindade, cujos Unicos a submergirem sédo a llha da Trindade e
as llhas de Martin Vaz. Biogeograficamente, faz parte da zona de
transicdo que corresponde o estado do ES e, apesar da distancia do
continente, as populacdes de peixes recifais e de outros organismos com
mecanismos de dispersdo limitada parecem se comunicar com as
populagdes costeiras pela teoria dos stepping stones (trampolins)
(Floeter et al., 2008; Pinheiro et al., 2009). Os recifes na llha da
Trindade sdo formados principalmente pela cimentagdo de algas
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calcérias, contudo, formas livres também foram encontradas formando o
Banco do Farol (Figura 2.1 c).

No Rio de Janeiro, as coletas foram realizadas em duas ilhas
costeiras, Ancoras e dos Papagaios e foram amostradas formas
incrustantes.

No estado de Sdo Paulo (SP), obtiveram-se amostras de quatro
ilhas costeiras. Ilhabela e Ilha das Cabras fazem parte Parque Estadual
de llhabela, situado no litoral norte de SP. Sdo Sebastido é uma regido
importante no estudo das Hapalidiaceae, especialmente pelo fato de ser
a localidade tipo de Lithothamnion brasiliense e L. heteromorphum,
espécies propostas pelo pioneiro Foslie no final do século XIX. A llha
das Palmas também esta situada no litoral norte de SP e faz parte do
Parque Estadual da Ilha da Anchieta. No litoral sul, as coletas foram
realizadas na llha Queimada Grande, Area de Relevante Interesse
Ecolégico (ARIE) e localizada a 35 km do Municipio de Itanhaém. O
ambiente amostrado dessas ilhas foi muito semelhante, fundo composto
por pedras e areia e as formas incrustantes foram amostradas.

No limite sul de ocorréncia de bancos de rodolitos no Atlantico
Sul (Gherardi, 2004), as coletas foram realizadas no banco do Rancho
Norte (Figura 2.1 d), llha do Arvoredo, cuja &rea estd inserida na
Reserva Bioldgica Marinha do Arvoredo, localizada a 11km ao norte da
Ilha de Santa Catarina.

Figura 2.1 (a-d). Localidades amostradas ao longo do litoral brasileiro. (a)
Parcel Manuel Luis/MA. (b) Ilha Escalvada/ES. (c) Ilha da Trindade/ES. (d)
Ilha do Arvoredo/SC. Legenda: MA: Maranhdo; CE: Ceara; FN: Fernando de
Noronha; PB: Paraiba; ES: Espirito Santo; IT: Ilha da Trindade; RJ: Rio de
Janeiro; SP: S&o Paulo; SC: Santa Catarina; BT: Bocas Del Toro.
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2.2 MATERIAL BIOLOGICO

Apds a coleta, os espécimes foram limpos para a remogéo de
epifitas e fauna associada, lavados em agua doce. Para as analises
moleculares, o material (ou parte dele) foi seco a sombra e armazenado
em silica em gel (a Tabela 2.1 apresenta os dados resumidos e o
Apéndice A contem os dados completos). Para o estudo morfoldgico, o
material foi fixado em formol 4% e depois de 24 horas transferido para a
solucdo de etanol (70%) com glicerol (10%). Os espécimes serdo
depositados no Herbario FLOR da Universidade Federal de Santa
Catarina.
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Tabela 2.1. Espécimes de Hapalidiaceae coletados ao longo do litoral
brasileiro para os quais foram obtidas sequéncias de UPA, psbA e rbcL

(v'= presenga, - auséncia).

Cédigo A Marcadores Moleculares
amostra Epeet Local UPA  psbA rbcL
LUC02 M. erubescens Ilha do Arvoredo, SC v - -
ES04 M. erubescens Ilhas Rasas, ES - 4 -
ES01 M. erubescens Ilhas Rasas, ES - - 4
SP04 M. erubescens Ilha das Cabras, SP - - 4
PB01 Mesophyllum sp.1 Cabedelo, PB v - v
CEOQ9 Mesophyllum sp.1 Risca do Meio, CE v -
PMLO1 Mesophyllum sp.1 Parcel Manuel Luis, MA v - -
PMLO2 Mesophyllum sp.1 Parcel Manuel Luis, MA 4 - -
IT85 Mesophyllum sp.1 Ilha da Trindade, ES 4 - -
IT74 Mesophyllum sp.1 Iha da Trindade, ES v - -
IT54 Mesophyllum sp.1 Ilha da Trindade, ES 4 - -
IT39 Mesophyllum sp.1 Ilha da Trindade, ES 4 - -
IT35 Mesophyllum sp.1 Ilha da Trindade, ES 4 - -
T34 Mesophyllum sp.1 Ilha da Trindade, ES 4 - -
IT29 Mesophyllum sp.1 Ilha da Trindade, ES 4 - -
IT25 Mesophyllum sp.1 Ilha da Trindade, ES 4 - -
IT13 Mesophyllum sp.1 Ilha da Trindade, ES 4 - -
FNO3 Mesophyllum sp.1 Baia Sueste, FN 4 - -
IT10 Mesophyllum sp.1 Ilha da Trindade, ES 4 - -
BT01 ndo identificado Sandfly Bay, PN v v -
IT32 ndo identificado llha da Trindade, ES v - -
BT10 ndo identificado Isla Bastimento, PN 4 - -
BT16 ndo identificado Isla Bastimento, PN 4 - -
IT72 ndo identificado llha da Trindade, ES 4 - -
T84 ndo identificado Ilha da Trindade, ES v - -
AJ01 néo identificado Arraial d’Ajuda, BA v - -
CE11 ndo identificado Risca do Meio, CE v - v
1A09 L. crispatum Ilha do Arvoredo, SC v 4 v
LUC04 L. crispatum Ilha do Arvoredo, SC v - -
LUC08 L. crispatum Ilha do Arvoredo, SC v - -
RNO06 M. engelhartii Ilha do Arvoredo, SC v v
CB01 M. engelhartii llha dos Papagaios, RJ v - v
CB04 M. engelhartii Ilha dos Papagaios, RJ v - -
1A04 M. engelhartii Ilha do Arvoredo, SC v v v
MS42 M. engelhartii Ilha do Xavier, SC v - -
RNO4 M. engelhartii Ilha do Arvoredo, SC v v -
CAB20 M. engelhartii llha das Cabras, SP v v -
PAL29 M. engelhartii llha das Palmas, SP v v -
IBC1068 M. engelhartii Ilha Ancora, RJ v - -
ES13 Lithothamnion sp.1 Ilha Escalvada, ES v - -
ES18 Lithothamnion sp.1 Ilha Escalvada, ES v - -
ES02 Lithothamnion sp.3 Ilha Escalvada, ES v - -
CEO06 Lithothamnion sp.2 Risca do Meio, CE v -
CE10 Lithothamnion sp.2 Risca do Meio, CE v - -
ES15 Lithothamnion sp.2 Ilha Escalvada, ES v - -
ES20 Lithothamnion sp.2 Ilha Escalvada, ES v v -
IT66 n&o identificado Ilha da Trindade, ES v - v
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2.3 ESTUDO MOLECULAR
2.3.1 Marcadores moleculares utilizados

(a) UPA (Universal Plastid Amplicon)

Sugerido como outro possivel candidato a DNA Barcode em
organismos fotossintetizantes (Presting, 2006). Este marcador tem
origem plastidial, € uma regido curta, com aproximadamente 410 pb, e
menos variavel do que o cox1 (gene que transcreve para a a citocromo ¢
oxidase). Sherwood & Presting (2007) analisaram 0s niveis de
divergéncia deste marcador molecular para 62 sequéncias de algas
vermelhas, 19 de algas verdes, 14 de algas pardas, oito de
cianobactérias, duas de diatomaceas, uma xantofita e uma euglendfita e,
foi possivel distinguir a maioria das espécies incluidas na analise. As
seguintes caracteristicas fortalecem o UPA como candidato a DNA
Barcode: regido pequena, primers universais, facil amplificacdo e
presente nas linhagens fotossintetizantes.

(b) psbA
Gene de origem plastidial, transcreve para proteina D1 da
membrana do tilacoide do fotossistema Il. Um pouco menor que o

rbcL, possui cerca de 1.050 pb. Os primers externos foram
desenvolvidos por Yoon et al., (2002) e amplamente utilizados entre as
florideoficeas (Yang & Boo, 2004; Kim et al., 2006; West & Zuccarello,
2009). Entre as calcarias, Broom et al., (2008) tiveram uma boa
resolucdo na reconstrucdo filogenética de espécimes da Nova Zelandia.
Este marcador vem mostrando variacdo interespecifica suficiente para a
separacdo de espécies e identificacdo de novas espécies entre as
Corallinophycidae, como Lithophylllum atlanticum Vieira-Pinto,
Oliveria et Horta (Vieira-Pinto et al., em avaliagdo) e Sporolithon tenue
Bahia, Amado-Filho, Maneveldt et W.H. Adey (Bahia et al., 2013).

(c) rbcL (RuBisCO)

O rbcL, gene que transcreve para a subunidade maior da
ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase, com aproximadamente
1.350 pb, é um marcador que vem sendo utilizado com sucesso para
elucidar posicionamento de espécies e em reconstrugdes filogenéticas de
muitos grupos de Rhodophyta (Freshwater & Rueness, 1994). Apesar de
nenhum trabalho ainda ter sido publicado usando o rbcL para a
reconstrucdo filogenética de Corallinophycidae, esta regido vem sendo
utilizada no sequenciamento de material de herbario, os quais sdo uma
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promessa na resolucdo de muitas confusbes taxonémicas (Saunders &
McDevit, 2012; Hughey & Gabrielson, 2012).

2.3.2 Extragdo de DNA

Para a extracdo do DNA, pequenos pedacos de alga calcéria
foram selecionados sob a lupa e triturados, com o auxilio de um
almofariz e um pistilo, previamente congelados, em nitrogénio liquido
até a obtencdo de um po fino. A extracdo de DNA foi feita com o kit
NucleoSpin Plant Il (Macherey-Nagel, Diren, Germany), de acordo
com o protocolo do fornecedor.

2.3.3. Amplificacdo, purificagdo e sequenciamento

Os marcadores moleculares foram amplificados a partir da
PCR. Para um volume final de 50 uL, foram utilizados: 1x PCR buffer,
1,5 mM MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP, 0,2 uM de cada primer (Foward
e Reverse), 5-10 ng de DNA total e 1,25 U de Tag DNA polimerase
(Invitrogen, Carlsbad, USA).

Os ciclos da PCR variaram de acordo com a regido a ser
amplificada, conforme segue na Tabela 2.2.

Tabela 2.2. Ciclos de PCR utilizados para a amplificacdo de cada
marcador molecular.

Marcador Desnaturagdo Desnaturagdo ~ Anelamento  Extensdo  Extensdo gtgo;s
inicial (1) ) ®3) 4) final (5) 2 arz)l)
\ " 55°C por 72°C por 72°C por 35
0 o]
UPA 94°C por 2 94°C por 20 30" 30" 10 ciclos
0 0,
rbcL 94Cpord'  94°Cpor30"  45°Cpor1  '2cpor  72Cpor - 35
2 7 ciclos
. " . 72°C por  72°C por 30
0 o] 0
psbA 94°C por 2 94°C por 30 47°C por 1 o 7 ciclos

Para a amplificacdo do UPA, foram utilizados os primers UPA
F (a sequéncia de todos os primers estdo na Tabela 2.3) e UPA R
(Presting, 2006). Para o psbA, utilizou-se 0 par de primers: psbAF e
psbAR2 (Yoon et al, 2002) para a PCR, enquanto para o
sequenciamento, foram necessarios outros dois primers internos (500F e
600R, Yoon et al., 2002). Contudo, o primer 600R ndo funcionou para
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algumas amostras, assim sendo, foi desenhado um novo primer em uma
regido proxima ao 600R, denominado 550R.

Tabela 2.3. Sequéncia dos primers utilizados nas reacGes de
amplificacdo e sequenciamento dos marcadores UPA, psbA e rbcL.

Primer Sequéncia
UPAF 5- GGA CAG AAA GAC CCT ATG AA -3’
UPAR 5- TCA GCC TGT TAT CCC TAG AG - 3
psbA F 5- ATG ACT GCT ACT TTA GAA AGA CG - 3
psbA R2 5-TCATGC ATW ACT TCC ATACCT A-3
psbA 500F 5- CTC TGA TGG WAT GCC WYT AGG - 3’
psbA 600R 5- CCA AAT ACA CCA GCA ACA CC - 3
psbA 550R* 5-TTR TGT TCR GCY TGR AAT AC - 3
F753 5- GGA AGA TAT GTA TGA AAG AGC - 3’
RrbcS 5-GTTCTTGTG TTAATCTCAC -3’

* primer desenvolvido para o presente estudo.

O rbcL foi amplificado e sequenciado apenas para sua segunda
parte a partir dos par de primers F753 e o RrbcS (Freshwater &
Rueness, 1994).

A PCR foi feita em um termociclador de gradiente (Techne TC-
512, Techne Techgene, Burlington, USA) e ap6s a reacdo, 0S
fragmentos de DNA foram verificados através de eletroforese em gel de
agarose 0,7%. Os produtos amplificados foram purificados com o kit
GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK) de acordo com o protocolo do fornecedor. A
quantificacdo do produto de PCR foi feita no aparelho Nanodrop®. A
concentracdo de DNA obtida foi importante para mensurar a quantidade
de produto de PCR purificado a ser utilizado na reacdo de
sequenciamento.

As reacBes de sequenciamento foram feitas com o Kit
BigDyeTM Terminator v3.1 Sequencing kit (Applied Biosystems,
Carlsbad, California USA), conforme o protocolo do fornecedor, usando
os primers especificos para cada marcador molecular e 0 mesmo
termociclador da PCR. Ao todo, foram 40 ciclos a 96°C por 10
segundos, 54°C por 20 segundos e 60°C por 4 minutos.

Apds a reacdo de sequenciamento, os fragmentos de DNA
foram precipitados com 1 puL. de EDTA 125 mM, 1uL de acetato de
sodio 3M, 25 pL de etanol 100% e lavados em 35 pL de etanol 70%. As
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amostras foram analisadas no sequenciador automatico ABI 3730 DNA
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Carlsbad, California USA).

2.3.4 Alinhamento

As sequéncias foram alinhadas e editadas no BioEdit version
5.0.6 (Hall, 1999), os cromatogramas foram conferidos a olho para a
validagdo de nucleotideos ambiguos e entdo gerada uma sequéncia-
consenso. Alinhamentos multiplos foram gerados para cada marcador
(excluindo as regides dos primers externos, pois estes representam
sequéncias artificiais) usando o Clustal W (Thompson et al., 1994)
disponivel no BioEdit.

Para o UPA, foi construida uma matriz com 63 sequéncias a
partir das sequéncias geradas no presente estudo e oito disponiveis no
banco de dados GenBank (Apéndice B), incluindo Gracilaria dotyi
(EF426613) como grupo externo, ao todo foram analisados 328
nucleotideos. Na matriz de psbA, 570 posi¢fes de 21 sequéncias foram
usadas para inferir as relacbes filogenéticas. Nove sequéncias
provenientes do GenBank (Apéndice C) foram incluidas e Rhodogorgon
sp. (GQI917504) foi usado como grupo externo. Ainda, 642 pares de
base, iniciado na posi¢do 826 do marcador rbcL, foram analisados em
uma matriz de 12 sequéncias, trés dessas obtidas no GenBank (Apéndice
D).

2.3.5 Anélises de agrupamento e filogenéticas

Para o UPA, psbA e rbcL foram construidas arvores de
agrupamento utilizando o método de distancia (Neighbor-Joining - NJ)
no programa MEGAS5 (Tamura et al., 2011) com 2000 replicacGes de
bootstrap. Para as analises filogenéticas foram utilizados os marcadores
psbA e rbcL, os modelos evolutivos selecionados através do jModeltest
2.1.4 (Darriba et al, 2011) e analisadas usando Maxima
Verossimilhanca (MV) e Analise Bayesiana (MB). A MV foi estimada
no MEGADS, através do método de bootstrap (2000 réplicas) e modelo
evolutivo apropriado. Foram plotados apenas os valores iguais ou
maiores que 70% para bootstrap e considerou-se a seguinte escala
arbitraria para descrever as porcentagens de suporte: 70 a 89% - suporte
moderado e, 90 a 100% - suporte alto. Ja a MB foi feita no MrBayes
v3.2.2 (Ronquist et al., 2011), utilizando-se duas corridas com quatro
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cadeias de Markov, 4.000.000 de geragdes. As cadeias foram iniciadas
em arvores aleatdrias, amostradas a cada 100 geracdes e as geragdes
iniciais correspondentes ao burn-in, foram descartadas. A probabilidade
a posteriori é dada nos ramos das arvores e representa a probabilidade
daquele clado ser verdadeiro.

2.4 ESTUDO MORFOLOGICO

As laminas permanentes e os suportes de aluminio (stubs)
utilizados para a observacdo em microscopia de luz (ML) e microscopia
eletronica de varredura (MEV), respectivamente, foram preparados de
acordo com os procedimentos apresentados por Horta (2002) e Moura et
al. (1997).

Para a MEV, foram separadas pequenas fraturas do material (no
caso de fixado em alcool: glicerina, foram secas por 48 horas em estufa
a 60°C), e entdo fixadas em stubs de aluminio com fita adesiva de
carbono. O material foi recoberto com uma camada de ouro de 20-25
nm (tempo de exposicdo de 60 segundos, a uma corrente de 50 mA) e
entdo foi observado em microscopio (JEOL JSM-6390LV), sob
voltagem de 10 kV, a qual mostrou melhor resolucdo para o material
analisado.

Para observacdo em ML, o material foi submerso em acido
cloridrico 5% até sua completa descalcificacdo. Em seguida, foi
desidratado gradualmente em solucdes de etanol (30%, 50%, 70%, 90%
e duas vezes em 100%, a intervalos de 20 minutos) para evitar que as
estruturas celulares colapsassem. O material foi infiltrado por, no
minimo, 12 horas em solucdo de metacrilatoglicol e emblocado segundo
as instrucBes do fabricante (Historesin embedding Kit Leica, marca
Reichert-Jung). Os blocos foram seccionados em micr6tomo rotativo
Leica RM 2125 RT, com navalha de aco. Os cortes variaram de 5-10um
de espessura e foram corados em azul de toluidina acidificado com
acido bérico (Horta, 2002) e foram montadas laminas permanentes.

Na anélise do material, foram consideradas tanto caracteristicas
vegetativas como reprodutivas. A forma de crescimento seguiu
terminologia proposta por Woelkerling (1993) e, caracteristicas
anatdmicas conforme Woelkerling (1988), Keats & Chamberlain (1994),
Wilks & Woelkerling (1995).

Os caracteres vegetativos observados e mensurados foram:

e Habito, cor e textura dos talos;
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o Tipo de fixacéo ao substrato;

e Forma, comprimento e didmetro das células epiteliais,
subepiteliais, do peritalo e do hipotalo;

e Presenca de conexBes secundarias entre as células de
filamentos adjacentes;

o Presenca de fusbes celulares entre células de filamentos
adjacentes;

e Forma de crescimento do talo.

Apesar de nem sempre presentes, as estruturas reprodutivas
também foram examinadas, essas guardam as principais caracteristicas
no posicionamento de espécie. Foram observados e mensurados 0s
caracteres:

¢ Forma, didmetro e altura do conceptaculo tetrasporangial;

e Posicdo dos poros em relagdo ao teto do conceptéculo
tetrasporangial;

o NUmero de células do filamento do teto do conceptéculo
tetrasporangial e espessura do teto;

o NUmero e forma das células que delimitam o canal do poro;

o Didmetro e altura dos tetrasporangio;

e Forma, didmetro e altura dos conceptaculos gametangiais.

3 RESULTADOS
3.1 ESTUDO MOLECULAR

Foram geradas no presente estudo 62 novas sequéncias: 44
sequéncias de UPA, nove sequéncias de psbA e nove sequéncias
parciais de rbcL. O marcador UPA foi amplificado e sequenciado para
as amostras a fim de gerar o panorama inicial da diversidade do grupo.
Apb6s a andlise do agrupamento, exemplares foram selecionados e
sequenciados para os outros dois marcadores. Foram geradas e incluidas
nas analises trés sequencias de UPA, uma de psbA e uma de rbcL de
material proveniente de Bocas del Toro, Panama. Nove sequéncias de
UPA, provenientes de ilhas costeiras de Santa Catarina, geradas em
estudos pretéritos (Sissini, 2011) também enriqueceram as analises.
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3.1.1 Analise do marcador UPA

O marcador UPA (Figura 2.2) revelou um agrupamento com
alto suporte (97% de bootstrap) de sequéncias de espécimes
provenientes de regides tropicais: Parcel Manuel Luis, Ceard, Fernando
de Noronha, Paraiba, 1lha da Trindade e Bocas del Toro. Por outro lado,
sete sequéncias de espécimes de ilhas costeiras de Santa Catarina
agruparam-se também com alto suporte (100% de bootstrap),
representando, neste caso, a provincia ficogeografica Temperada Quente
(Horta et al., 2001).

Outro grande clado agrupou com suporte moderado (76% de
bootstrap) materiais provenientes da llha do Arvoredo/SC, llha do
Xavier/SC, llha de Palmas/SP, llha das Cabras/SP e Cabo Frio/RJ. Estes
materiais foram posicionados em Mesophyllum sp., M. cf. incisum e
M.cf. engelhartii, respectivamente.

Os espécimes da Ilha do Arvoredo, morfologicamente
identificados com Lithothamnion heteromorphum, agruparam-se em um
clado com baixo suporte (66% de bootstrap). Contudo, a divergéncia
entre as sequéncias é de 0,3%. Sequéncias de espécimes identificados
como Lithothamnion sp. nov. 1 da Ilha Escalvada formaram um clado
com alto suporte (100% de bootstrap). Lithothamnion sp. nov. 2 do ES e
CE posicionaram-se em um mesmo clado fortemente sustentado (100%
de bootstrap). As sequéncias de Lithothamnion sp. nov. 1 séo 6,1%
divergentes de L. heteromorphum e de 5,8% a 6,1% divergentes de
Lithothamnion sp. nov. 2.

O material brasileiro de Mesophyllum erubescens agrupou-se
com 100% de bootstrap com sequéncias de material proveniente do
Havai. Esses dados serdo apresentados e discutidos em maior
profundidade no Capitulo 3.

O UPA segregou outras cinco provaveis espécies provenientes
da Ilha da Trindade, Arraial d’Ajuda e Ilha Escalvada. No entanto, como
foi coletado apenas um individuo, ndo foi realizada uma analise
detalhada de suas morfologias no presente estudo.
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PB01 Cabedelo|PB
CEO09 Risca do Meio|CE
PMLO1 Parcel Manuel Luis|MA
PMLO2 Parcel Manuel Luis|MA
1785 llha da Trindade|ES
IT74 llha da Trindade|ES
IT54 liha da Trindade|ES
IT39 Iiha da Trindade|ES
IT35 Ilha da Trindade|ES °
T34 i da TrindadelES Mesophyllum sp. nov
1T29 llha da Trindade|ES
IT25 liha da Trindade|ES
IT13 llha da Trindade|ES
IT10 liha da Trindade|ES
FNO3 Fernando de Noronha|PE
BT01 Bocas del Toro|Panama
IT32 liha da Trindade|ES
BT 16 Bocas del Toro|Panama
BT10 Bocas del Toro|Panama
IT72 liha da Trindade|ES
T84 liha da Trindade|ES
AJO1 Arraial d'Ajuda|BA
CE11 Risca do Meio|CE
MSO01 Ilha do Arvoredo|SC
IA09 IIha do Arvoredo|SC
LUCO04 liha do Arvoredo|SC
LUCO8 liha do Arvoredo|SC

HQ421548 Phymatolithon sp.
Lithothamnion sp. nov.1

ES02 llha E [ES
CE06 Risca do Meio|CE

HQ420979 Mesophyllum erubescens
HQ420974 Mesophyllum erubescens

IT66 llha da Trindade|ES

HQ421557 Hydrolithon reinboldii
HQ421556 Pneophyllum conicum
HQ421555 Lithophyllum insipidum
HQ421547 Sporolithon ptychoides
EF42661 Gracilaria dotyi

0,01
Figura 2.2. Filograma de distancia de Neighbor-Joining (NJ) para as sequéncias
do marcador UPA. Os valores de bootstrap (2000 réplicas) estdo representados
nos ramos, apenas valores acima de 70 foram plotados. As sequéncias
disponiveis no GenBank e utilizadas na analise estdo seguidas do nimero de
acesso. Como grupo externo, foi utilizada a sequencia de Gracilaria dotyi. A
escala representa 0 nimero de substituicoes.
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3.1.2 Anédlise do marcador psbA

A matriz do marcador psbA foi formada com 21 sequéncias e
570 posicOes analisadas. A Figura 2.3 apresenta o filograma referente as
analises de MV e os valores obtidos referente as outras analises estdo
plotados nos ramos.

Mesophyllum cf. engelhartii, proveniente de SP e SC, formou
um clado monofilético e com alto suporte de bootstrap para NJ e MV e
1,00 de probabilidade a posteriori para MB. O marcador psbA
evidenciou uma maior identidade entre as sequéncias de SP (que
agruparam com valores de bootstrap 88% e 87% para NJ e MV,
respectivamente. A divergéncia encontrada entre as amostras de SC e de
SP foi de 0,4 a 0,6%.

O material de M. erubescens agrupou-se com 100% de
bootstrap para NJ e MV e 1,00 de probabilidade a posteriori na MB ao
material de mesmo epiteto especifico oriundo de Vanuatu, a divergéncia
entre as sequéncias do material proveniente do Brasil e de Vanuatu é de
3%.

Na anélise do marcador psbA, o material identificado como L.
heteromorphum para a Ilha do Arvoredo (IA09), com base nas
caracteristicas do conceptaculo tetrasporangial, posicionou-se em um
ramo distante da sequéncia de L. crispatum da Nova Zelandia. Esta
Gltima sequéncia, agrupou-se com suporte moderado (89% e 87% de
bootstrap para NJ e MV, respectivamente) as sequéncias de
Lithothamnion sp. nov. 2.
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- f CAB20 llha das Cabras|SP
PAL29 llha das Palmas|SP

10009 | Mesophyllum cf. engelhartii
700 | RNO4 llha do Arvoredo|SC ophyil geinart

24 s
099 - '1A04 liha do Arvoredo|SC
— ——— BT01 Bocas del Toro, Panama
LT IA09 llha do Arvoredo|SC
JQ917418 Mesophyllum vancouveriense
souipo [ ES04 llhas Rasas|ES

oL GQ917444 Mesophyilum erubescens

| soome[” DQ167953 Phymatolithon repandum
% L bQ167950 Phymatolithon repandum
wange] DQ167985 Mesophyllum printzianum
o DQ168004 Mesophyllum printzianum
FJ361749 Lithophyllum pustulatum

samr[ FJ361502 Lithothamnion crispatum
1 so0i100/~ CEO6 Risca do Meio|CE
100
ES20 liha EscalvadalES
so7s [ DQ167993 Mesophyllum macroblastum
FJ361517 Mesophyilum engelhartii
DQ168023 Sporolithon durum
GQ917504 Rhodogorgon sp

0,02

Figura 2.3. Filograma de Méxima Verossimilhanga (MV) para as sequéncias do
marcador psbA. Os valores de bootstrap (2000 réplicas) estdo representados nos
ramos, apenas valores acima de 70 foram plotados. Os valores em cima dos
ramos e a esquerda sdo referentes a analise de Neighbor-Joining (NJ) e a direita
a MV. Os valores de probabilidade a posteriori da Analise Bayesiana (MB)
estdo abaixo do ramo. As sequéncias disponiveis no GenBank e utilizadas na
analise estdo seguidas do nimero de acesso. Como grupo externo, foi utilizada a
sequéncia de Rhodogorgon sp. A escala representa o nimero de substituicoes.

3.1.3 Analise do marcador rbcL

A Figura 2.4 apresenta a arvore referente as analises de MV
para o marcador rbcL. A monofilia do género Mesophyllum nédo foi
recuperada. As sequéncias do presente estudo posicionaram-se em
quatro clados fortemente sustentados. Diferentemente das sequéncias de
psbA de Mesophyllum cf. engelhartii, ndo houve separacdo entre 0s
materiais provenientes do RJ e SC.

A sequéncia de L. heteromorphum de SC agrupou-se com a
sequéncia de material proveniente do CE em clado com alto suporte
(100% de bootstrap para NJ e MV) e 1,00 de probabilidade a posteiori
para MB.

As sequéncias do material do ES e SP, morfologicamente
posicionado em M. erubescens, constituiram um clado basal fortemente
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sustentado (100% de bootstrap para NJ e MV) e 1,00 de probabilidade a
posteiori para MB.

IAD4 liha do Arvoredo|SC
|O‘O&00.RN05"M¢°AW|5C Mesophyllum cf. engelhartii

%‘gg | CB01 liha dos Papagaios|RJ
73070
0.83 PB01 Cabedelo|PB
100/100 | IA09 liha do Arvoredo|SC

1.00 | cE11 Risca do Meio|CE

100/100 | ESO1 lihas Rasas|ES
1.00 "SP4 lihabela|SP

1010’(;000 | HQ322337 Mesophyillum vancouveriense

307/594 [ JX393129 Lithophyllum impressum
IT66 liha da Trindade|ES

U04183 Rhodogorgon carriebowensis

0,05

Figura 2.4. Filograma de Méxima Verossimilhanga (MV) para as sequéncias do
marcador rbcL. Os valores de bootstrap (2000 réplicas) estdo representados nos
ramos, apenas valores acima de 70 foram plotados. Os valores em cima dos
ramos e a esquerda sdo referentes a anélise de Neighbor-Joining (NJ) e a direita
a MV. Os valores de probabilidade a posteriori da Andlise Bayesiana (MB)
estdo abaixo do ramo. As sequéncias disponiveis no GenBank e utilizadas na
andlise estdo seguidas do nimero de acesso. Como grupo externo, foi utilizada a
sequéncia de Rhodogorgon carriebowensis. A escala representa 0 nimero de
substituigdes.

3.1.4 Variacao intraespecifica dos marcadores moleculares

A Tabela 2.4 apresenta de forma resumida os valores de
divergéncia intraespecifica e interespecifica para os trés marcadores
moleculares utilizados no presente estudo. O UPA mostrou-se mais
conservado na segregacdo de espécies distintas, com valores de
divergéncia variando entre 2,5% e 8,3%. O psbA e o rbcL mostraram
maior variacdo interespecifica (9,5% a 11,1% para o psbA e 10,2% a
14,7% para o rbcL).
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Tabela 2.4. Divergéncias intraespecificas e interespecificas paras o0s
marcadores UPA, psbA e rbcL entre as amostras sequenciadas para este
estudo (pb - nimero de pares de base).

Marcadores variagao intraespecifica variacao interespecifica
Moleculares % pb % pb
UPA 0,3 1 2,5-8,3 8-27
pshA 0,2-0,6 1-3 9,5-11,1 54-63
rbcL (parcial) 0 0 10,2-14,7 65-94

3.2 ESTUDO MORFOLOGICO

SUBCLASSE Corallinophycidae
ORDEM Corallinales
FAMILIA Hapalidiaceae
SUBFAMILIA Melobesioideae
GENERO Mesophyllum Me. Lemoine, 1928

Mesophyllum erubescens (Foslie) Me. Lemoine
Resultados apresentados no Capitulo 2 desta dissertagéo.

Mesophyllum sp. nov. 1

LOCALIDADE TIPO: Parcel Manuel Luis, Maranhao
HOLOTIPO: PMLO1
ISOTIPO: PML02

DISTRIBUICAO NO LITORAL BRASILEIRO: MARANHAO, Parcel
Manuel Luis. CEARA, Risca do Meio. PERNAMBUCO, Arquipélago
Fernando de Noronha. PARAIBA, Cabedelo. ESPIRITO SANTO, llha
da Trindade.

MATERIAL EXAMINADO: MARANHAO, Parcel Manuel Luis,
8.IV.2012, P. Horta. CEARA, Risca do Meio, 18.1V.2012, M. Sissini.
PERNAMBUCO, Arquipélago Fernando de Noronha, 22.X1.2011, F.
Scherner & D. Burgos. PARAIBA, Cabedelo, 9.1V.2012, L. Lucena.
ESPIRITO SANTO, llha da Trindade, 31.VI11.2012, 01.VII1.2012,
02.VI111.2012, M. Sissini.
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HABITO E ESTRUTURA VEGETATIVA: Plantas nfo articuladas,
incrustantes e formadoras de rodolitos. Aspecto fruticoso a granuloso
(Figura 2.5 a), com protuberéncias curtas, apresentando 2-4 mm de
altura e 2 mm de didmetro. Plantas pseudoparenquimatosas. Células
epiteliais arredondadas a achatadas, mas nunca em forma de taga (Figura
25 b), com 3-9 pum de altura e 8-12 pum de didmetro. Células
subepiteliais mais longas do que as demais do filamento (Figura 2.5 b),
com 7-16 pm de altura e 8-13 um de diametro. Foram observados graos
de amidos em abundancia dispostos na parede celular (Figura 2.5 c).
Células dos filamentos adjacentos unidas lateralmente por fuséo celular
(Figura 2.5 d) e conexdes celulares secundarias ndo foram observadas.

Figura 2.5 (a-d). Habito e aspectos vegetativos de Mesophyllum sp. nov. 1. (a)
Aspecto geral do holétipo (PMLO1). (b) Células epiteliais (ce) arredondadas a
achatadas e subepiteliais (cs) mais alongada do que as demais células do
filamento. (c) Grdos de amido, indicados pela seta, dispostos na parede celular.
(d) Células de filamentos adjacentes ligadas por fuséo celular (fc).
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ESTRUTURA REPRODUTIVA: Conceptaculos tetrasporangiais
multiporados dispersos ou aglomerados no talo. Conceptaculos
tetrasporangiais enterrados. Teto do conceptaculo tetrasporangial plano,
nao diferenciado em um aro periférico e o centro em depressao (Figura
2.6 a) e poros no mesmo plano do teto do conceptaculo (Figura 2.6 b),
ndo foram observados poros afundados. Teto do conceptaculo
tetrasporangial com 32-85 um de espessura ¢ composto por filmentos de
5-7 células. Filamento que delimita o canal do poro composto por
células, de forma e tamanho semelhante as demais células dos
filamentos adjacentes; forma um alargamento na base do poro, em corte
longitudinal apresente forma de sino (Figura 2.6 c). Camara do
conceptéculo tetrasporangial com 140-345 um de altura ¢ 222-456 pm
de didametro (Figura 2.6 d). Tetrasporangios dispersos no assoalho,
medindo 108 pm de altura e 77 pm de didmetro. Nao foram encontradas
plantas masculinas e femininas.

AR
Figura 2.6 (a-d). Aspectos reprodutivos de Mesophyllum sp. nov. 1. (a-c)
Conceptaculos tetrasporangiais multiporados. (a) Vista superficial. (b) Teto do
conceptaculo tetrasporangial ndo diferenciado em um aro periférico e centro em
depressdo. Ponta da seta indicando os poros. (c) Detalhe do canal do poro mais
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largo na porgdo basal, em forma de sino. Seta indicando a abertura do poro.(d)
Conceptaculo com tetrasporangios (te) no interior da camara.

Mesophyllum cf. incisum Foslie (Adey)
LOCALIDADE TIPO: Bay of Islands, Nova Zelandia
LECTOTIPO: TRH (voucher n° 6354)

BASINOMIO
Lithothamnion patena f. incisa (Foslie)

SINONIMOS HOMOTIPICOS

Lithothamnion patena f. incisa Foslie

Lithothamnion incisum (Foslie) Foslie

Polyporolithon patena var. incisa (Foslie) Chapman & Parkinson

DISTRIBUICAO NO LITORAL BRASILEIRO: SANTA
CATARINA. llha do Xavier, llha da Galé, llha das Aranhas.

MATERIAL EXAMINADO: BRASIL. SANTA CATARINA. llha do
Xavier, 18.1.2010, M. Sissini; Ilha da Galé, 8.VI1.2010, E.Bastos; Ilha
das Aranhas, 1.11.2011, M. Sissini & E. Bastos.

DIAGNOSE: Plantas ndo articuladas, incrustantes. Protuberéncias
curtas e ndo ramificadas, com 4-5 mm de altura e 3-6 mm de didmetro
(Figura 2.7 a). Plantas pseudoparenquimatosas. Células epitelias
arredondadas a achatadas, mas nunca em forma de taga com 7-8 um de
altura e 4-5 um de didmetro; células subepiteliais mais alongadas do que
as demais células do filamento, 10-14 um de altura e¢ 6-7 pum de
diametro (Figura 2.7 b). Conceptaculos tetrasporangiais multiporados
(Figura 2.7 c), filamento do teto do conceptaculo com 41-65 pum de
espessura. Células do filamento que delimita o canal do poro mais
estreitas do que as demais células do teto do conceptaculo (Figura 2.7
d). Camara do conceptaculo tetrasporangial medindo 227-306 um de
altura e 311-449 um de didmetro. Tetrasporangios dispersos, 157-213
um de altura e 55-73 um de diametro.
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i N

Figura 2.7 (a-d). Mesophyllum cf. incisum. (a) Aspecto geral. (b) Células
epiteliais arredondadas a achatadas (ce) e células subepiteliais (cs) mais
alongada do que as demais células do filamento. (c) Conceptaculo
tetrasporangial com tetrasporangios dispersos no assoalho. (d) Detalhe do
tetrasporangio saindo pelo canal do poro, ponta da seta indicando a abertura do
poro.

Mesophyllum cf. engelhartii (Foslie) W.H. Adey

BASI[\IOMIO: Lithothamnion engelhartii Foslie
HOLOTIPO: TRH, sem nliimero
LOCALIDADE TIPO: Cape Jaffa, Sul da Australia

SINONIMOS HOMOTIPICOS
Lithothamnion engelhartii Foslie 1900
SINONIMOS HETEROTIPICOS
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Lithothamnion synanablastum f. speciosum Foslie
Lithothamnion engelhartii f. umbonata Foslie
Lithothamnion engelhartii f. imbricata Foslie
Lithothamnion fumigatum Foslie

Lithothamnion fumigatum f. aucklandica Foslie
Lithothamnion aucklandicum (Foslie) Foslie
Lithothamnion speciosum (Foslie) Foslie
Lithothamnion discrepans Foslie

Lithothamnion patena f. engelhartii (Foslie) Heydrich
Lithothamnion versicolor Foslie

Lithothamnion lemniscatum Foslie

Mesophyllum discrepans (Foslie) Me.Lemoine
Mesophyllum speciosum (Foslie) Adey
Mesophyllum aucklandicum (Foslie) W.H.Adey
Mesophyllum fumigatum (Foslie) W.H.Adey
Mesophyllum lemniscatum (Foslie) W.H.Adey
Mesophyllum versicolor (Foslie) Adey

DISTRIBUICAO NO LITORAL BRASILEIRO: PERNAMBUCO,
Arquipélago Fernando de Noronha (Amado-Filho et al., 2012a).
BAHIA, Banco dos Abrolhos (Amado-Filho et al., 2012b). ESPIRITO
SANTO, Cadeia Vitdria-Trindade (Pereira-Filho et al., 2012); Aracruz
(Farias, 2009). RIO DE JANEIRO, llha dos Papagaios, Cabo Frio
(presente estudo), Ilha Ancora, Armacio dos Buzios (presente estudo).
SAO PAULO, llha das Palmas (presente estudo), Ilha das Cabras
(presente estudo). SANTA CATARINA, llha do Xavier (Farias, 2009,
presente estudo), Ilha do Arvoredo (presente estudo).

MATERIAL EXAMINADO: SANTA CATARINA, llha do Xavier;
Ilha do Arvoredo, 25.11.2012, M. Sissini & B. Torrano. RIO DE
JANEIRO, llha do Papagaio, 27.1.2013, M. Sissini & C. Martins.

DIAGNOSE: Plantas ndo articuladas de aspecto incrustante a verrucoso
(Figura 2.8 a). Protuberéncias curtas e ndo ramificadas. Plantas
pseudoparenquimatosas. Células epiteliais arredondadas a achatadas,
mas nunca em forma de taga com 3-5 um de altura ¢ 7-11 pum de
diametro; células subepiteliais mais alongadas do que as demais células
do filamento, 11-16 pm de altura e 6-11 pm de didmetro (Figura 2.8 b).
Células de filamentos adjacentes conectados por fusdo celular, conexdes
secundarias ndo foram observadas. Conceptaculos tetrasporangiais
multiporados (Figura 2.8 c-¢), filamento do teto do conceptaculo com
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41-55 pm de espessura. Células do filamento que delimita o canal do
poro em numero de seis, com forma e tamanho semelhante as demais
células do teto do concepticulo (Figura 2.8 f). Camara do conceptaculo
tetrasporangial medindo 104-245 um de altura e 202-356 um de
didmetro.

Fgra2.8 (a-f) esohyllu cf. engelhartii. (a) Aspecto geral. (b) Células
epiteliais arredondadas a achatadas (ce) e células subepiteliais (cs) mais
alongada do que as demais células do filamento. (c-e) Conceptaculo
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tetrasporangial em vista superficial. (¢) Camara do conceptaculo tetrasporangial.
(f) Detalhe do canal do poro.

GENERO Lithothamnion Heydrich, 1897
Lithothamnion heteromorphum Foslie (Foslie)

BASINOMIO: Lithophyllum brasiliense f. heteromorpha Foslie
LOCALIDADE TIPO: Sdo Sebastido, Brasil
HOLOTIPO: TRH, C16-3262

DISTRIBUICAO NO LITORAL BRASILEIRO: RIO GRANDE DO
NORTE, Guamaré (Farias et al., 2010). PERNAMBUCO, Fernando de
Noronha (Amado-Filho et al., 2012b). BAHIA, Itamaraca (Farias et al.,
2010). SANTA CATARINA, llha do Arvoredo (Farias et al., 2010,
presente estudo).

IMAGENS DO MATERIAL BRASILEIRO: Farias et al., 2010

MATERIAL EXAMINADO: BRASIL. SANTA CATARINA, llha do
Arvoredo, 25.II.~2012, M. Sissini & B. Torrano; 28.X1.2012, M. Sissini
& L. Ferreira. SAO PAULO, Sao Sebastido,1896.

DIAGNOSE: Plantas com aspecto fruticoso (Figura 2.9 a).
Conceptaculos tetrasporangiais multiporados com teto elevado em
relagdo plano e poros em depressdo (Figura 2.9 b); filamento que
delimita o canal do poro constituido por trés células, sendo a basal mais
alongada.
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Figura 2.9 (a-b). Habito e estrutura vegetativa de Lithothamnion crispatum (a)
Aspecto geral. (b) Conceptaculo esporangial multiporado com poros em
depresséo.

Lithothamnion sp. nov. 1

LOCALIDADE TIPO: Ilha Escalvada, Guarapari/ES
HOLOTIPO: ES13
ISOTIPO: ES18

DISTRIBUICAO NO LITORAL BRASILEIRO: ESPIRITO SANTO,
Ilha Escalvada.

MATERIAL EXAMINADO: ESPIRITO SANTO, llha Escalvada,
28.111.2012, P. Horta & M. Sissini.

HABITO E ESTRUTURA VEGETATIVA: Plantas ndo geniculadas,
formadoras de rodolitos com aspecto granuloso (Figura 2.10 a).
Protuberancias inicialmente cilindricas tornando-se mais arredondadas,
na sua maior parte com 3-12 mm de diametro e 5-10 mm de altura. Talo
pseudoparenquimatoso. Células de filamentos adjacentes ligados por
fusdes celulares; conexdes secundarias ndo foram observadas. Células
epiteliais em forma de taca e células subepiteliais de tamanhos variados
(Figura 2.10 b) e forma cilindrica. Células dos filamentos adjacentes
conectadas por fusdo celular, conexbes secundarias ndo foram
observadas. Tricocitos e haustorios ndo observados.
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Figura 2.10. Habito e estrutura vegetativa de Lithothamnion sp. nov. 1 (a)
Aspecto geral do hol6tipo (ES13). (b) Vista superficial das células epiteliais
(ce) em forma de taca e subepiteliais (cs) de tamanhos variados. Células de
filamentos adjacentes conectadas por fusdo celular (fc).

ESTRUTURA  REPRODUTIVA:  Conceptaculos  esporangiais
multiporados; teto do conceptaculo plano (Figura 2.11 a); poros
afundados em relacdo a superficie, com 8 células ao redor (Figura 2.11
b); teto com 53-71 um de espessura, composto por 6-7 células; canal do
poro delimitado por 6 células, de mesma forma e tamanho quando
comparadas as células dos filamentos adjacentes (Figura 2.11 c); camara
do conceptaculo com 656 pm de didmetro e 197 pm de altura (Figura
2.11 d); ndo foram observados tetrasporangios. Conceptaculos
masculinos e femininos ndo foram encontrados.
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Figura 2.11 (a-d). Aspectos reprodutivos de Lithothamnion sp. nov. 1. (a) Vista
superficial do conceptaculo multiporado, ponta da seta indicando os poros. (b)
Detalhe do poro (p), células dispostas ao redor do poro em fora d roseta. (c)
Filamento que delimita o canal do poro com células de mesmo tamanho e forma
dos filamentos adjacentes. Plugue apical (pa) obstruindo a saida do poro. (d)
Conceptaculos esporangiais, também foram observados conceptaculos
enterrados (cen).

Lithothamnion sp. nov. 2

LOCALIDADE TIPO: llha da Escalavada, Guarapari/ES
HOLOTIPO: ES15
ISOTIPO: ES20

DISTRIBUJ(;AO NO LITORAL BRASILEIRO: CEARA, Risca do
Meio. ESPIRITO SANTO, llha Escalvada.

MATERIAL EXAMINADO: BRASIL. CEARA, Risca do Meio,
18.IV.2012, M. Sissini. ESPIRITO SANTO, llha Escalvada,
28.111.2012, P. Horta & M. Sissini.
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HABITO E ESTRUTURA VEGETATIVA: Plantas nio geniculadas,
formadoras de rodolitos com aspecto fruticoso (Figura 2.12 a,b).
Protuberdncias  ramificadas  subdicotomicamente, inicialmente
cilindricas tornando-se mais arredondadas, na sua maior parte com 3,5-
6,5 mm de didmetro e 4-11 mm de altura. Talo pseudoparenquimatoso
com organizacdo mondmera nas regides crostosas. Células epiteliais em
forma de taga, com 7-10 um de didmetro e 3-5 um de altura e células
subepiteliais de tamanhos variados e forma cilindrica com 8-14 pum de
didmetro e 10-17 um de altura (Figura 2.12 c). Tricocitos e haustorios
ndo observados. Células de filamentos adjacentes ligados por fusGes
celulares (Figura 2.12 d) ; conexdes secundarias ndo foram observadas.

Figura 2.12 (a-d). Habito e estrutura vegetativa de Lithothamnion sp. nov. 2.
(a) Aspecto geral dos espécimes analisados. (b) Vista superficial das células
epiteliais. (c) Células epiteliais (ce) em forma de taca (d) Fus6es celulares (fc).

ESTRUTURA REPRODUTIVA: Conceptaculos tetrasporangiais
multiporados; teto do conceptaculo ligeiramente em depressdo (Figura
2.13 a); poros notavelmente elevados em relacdo a superficie (Figura
2.13 b), com 6-8 células ao redor (Figura 2.13 c); teto com 46-68 um de
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espessura, composto por 5-7 células; canal do poro delimitado por 5-7
células, de mesma forma e tamanho quando comparadas as células dos
filamentos adjacentes (Figura 2.13 d); camara do conceptaculo com 405-
1038 pwm de didmtero e 187-273 um de altura; tetrasporangios dispersos
na cadmara com 53-84 um de didmetro e 126-201 um de altura, plugues
apicais impedindo a saida desses, até que estejam maduros, foram
observados (Figura 2.13 €). Conceptaculos masculinos e femininos nao
foram encontrados.
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Flgura 2.13 (a-e) Aspectos reprodutlvos de thhothamnlon sp. nov. 2 @) Vlsta
superficial do talo com conceptaculos multiporados tetrasporangiais. (b)
Detalhe de um conceptaculo multiporado, com teto levemente afundado. (c)
Detalhe do poro notavelmente elevado em relagdo a superficie do teto, com 6-8
células ao redor. (d) Vista longitudinal do conceptaculo tetrasporangial. (e)
Detalhe das células que delimitam o canal do poro, da mesma forma e tamanho
dos filamentos adjacentes. Poro bloqueado pelo plugue apical.
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3.3 CHAVE DE IDENTIFICACAO DE HAPALIDIACEAE* NO
LITORAL BRASILEIRO
*espécies descritas no presente estudo

(1a) Células epiteliais arredondadas a achatadas mas ndo em forma de
1 o OO Mesophyllum (2)
(1b) Celulas epiteliais em forma de taga............c.ee..... Lithothamnion (3)

(2a) Filamento que delimita o canal do poro formado por 3-4 células de
comprimento, sendo a basal marcadamente mais alongada do que as
demais células do teto do conceptaculo tetrasporangial..... M. erubescens
(2b) Filamentos que delimitam o canal do poro com mais de 4
CEIUIAS. ... e 4

(3a) Filamento que delimita o canal do poro constituido por 6 células
com mesmo tamanho e forma das demais células do teto do
conceptaculo tetrasporangial...........cccoovviereiieieeiiieinsinnenns M. engelhartii
(3b) Filamento que delimita o canal do poro constituido por células que
sdo mais estreitas do que as demais células do teto do conceptaculo
tetrasporangial, sendo a basal mais alongada.................... M. cf. incisum
(3c) Filamento que delimita o canal do poro constituido por células que
possuem a mesma forma e tamanho que as demais células do teto do
conceptéaculo tetrasporangial e na base o canal do poro apresenta um
alargamento, tipo SiN0........cccccvvevvivriverenese e Mesophyllum sp. nov.

(4a) Conceptaculo tetrasporangial com poros em depressao; células do
filamento do canal do poro do conceptaculo tetrasporangial ndo diferem
em forma e tamanho das demais células dos filamentos adjacentes do
teto do conceptaculo.........ccocvvevevvcivcene e, Lithothamnion sp. nov. 1
(4b) Conceptaculo tetrasporangial com poros elevados; células do
filamento que delimita o canal do poro ndo diferem em forma e tamanho
das demais células dos filamentos adjacentes do teto do
CONCEPLACUIO.....ccve e Lithothamnion sp. nov. 2
(4c) Conceptaculo tetrasporangial afundado; filamento que delimita o
canal do poro composto por 3 células, sendo a basal
AlONQAdA........ceeieece e L. heteromorphum
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4 DISCUSSAO

Os espécimes analisados no presente estudo apresentam
tetrasporangios que se desenvolvem dentro de conceptaculos
multiporados com plugues apicais impedindo a saida até que estes
estejam maduros e células dos filamentos adjacentes ligados por fusdes
celulares, conferindo com o conceito de Hapalidiaceae (Harvey et al.,
2003Db). De acordo com as caracteristicas morfoanatdmicas e sequéncias
de marcadores moleculares (UPA, psbA e rbcL) os taxa posicionaram-se
nos géneros Mesophyllum e Lithothamnion. Apesar de plantas
masculinas ndo terem sido observadas, cujos conceptaculos guardam as
principais caracteristicas que diferenciam os géneros Mesophyllum e
Phymatolithon, o posicionamento no referido género foi corroborado
por dados moleculares. Os marcadores psbA e rbcL ndo recuperaram a
monofilia de Mesophyllum, como havia sido observado em analises
filogenéticas a partir de regibes mais conservadas, SSU rDNA (Pefia et
al., 2011) e analises multigénicas (SSU, LSU, psbA e COl, Bittner et
al., 2011), como mostra a Figura 2.14. Contudo, a ndo-monofilia do
género pode ser reflexo de inconsisténcias taxondmicas, baseado em
caracteres sem valor evolutivo. A reconstrucdo do estado ancestral de
caracteres morfol6gicos, com base em rodolitos do Pacifico Tropical
Oriental, indica que a utilizacdo da forma das células epiteliais na
diferenciacio dos géneros  Mesophyllum, Phymatolithon e
Lithothamnion, por exemplo, ndo sdo consistentes com dados
moleculares (Robinson, 2013).
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Heydrichia woelkerlingii (U61253)

Sporolithon durum (AF411626)

Phymatolithon lenormandii (U60741)

100100/ 100
Ph. laevigatum (U60740)
Leptophytum ferox (U62120)

1007100100

L. acervatum (U62119)

Clathromorphum compactum (U60742)
100100:100

C. parcum (U61252)

Mastophoropsis canaliculata (U62118)
Synarthrophyton patena (U61255)
Synarthrophyton schielianum (EF628217)

Mesophylium sp. (EF628218), Okawa Point, New Zcaland

M. engelhartii (U61256), South Africa

b Mesophyllum lichenoides (CH1392), Ria de Muros, Galicia, Spain ‘—
M. erubescens ? (EF628222), Point Durham, New Zealand

~|| M. prinzianum (EF628224), Whangatete Inlet, New Zealand

100/100/100 668371 || M. erubescens ? (EF628221), Taupo Point, New Zealand
M. erubescens ? (EF628223), Island Bay, New Zcaland
M. erubescens ? (EF628220), Paton’s Rock, New Zcaland

RBO94
M. erubescens ? (EF628219), Wharariki Beach, New Zealand

M. sphaeric (CH1814), B ia, Ria de Arousa, Galicia, Spain

M. sphaeric (CH1891), B: Ria de Arousa, Galicia, Spain

99/10099 M. erubescens (U61257), Brazil

M. erubescens ? (DQ629011), Shipwreck Beach, Hawaii, USA
100:100:100

M. erubescens 7 (DQ629012), Ka'a'awa, Hawaii, USA

Figura 2.14. Arvore baseada na anélise Bayesiana para as sequéncias do
marcador SSU rDNA adaptada de Pena et al., 2011. A seta indica M.
lichenoides, espécie que tipifica o género. Valores referentes a probabilidade a
posteriori a esquerda nos ramos. Valores de bootstrap para Neighbor-Joining
(2000 réplicas), no meio e Maxima Parcimonia (1000 réplicas), a direita.
Escala=0,005 substitui¢des por posigao.

Caracteristicas relacionadas ao conceptaculo tetrasporangial,
como teto diferenciado em aro periférico e por¢do central em depresséo,
posicdo dos poros em relacdo a superficie do teto e nimero, forma e
tamanho das células do filamento que delimitam o canal do poro foram
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utilizadas para diferenciar os sete taxons identificados no presente
estudo.

Mesophyllum cf. incisum foi encontrado em ilhas costeiras de
SC e representa o0 primeiro registro da espécie para o Atlantico Sul
Ocidental. O lectétipo (TRH, 6354) é descrito para Bay of Islands, Nova
Zelandia e caracteriza-se por apresentar células que delimitam o canal
do poro mais estreitas do que as células dos filamentos adjacentes do
teto, sendo a basal mais alongada (Woelkerling & Harvey, 1993). Em
trabalho anterior, Woelkerling & Harvey (1992) utilizam o epiteto para
identificar material proveniente de coletas recentes na Austrélia.
Contudo, as células que delimitam o canal do poro ndo apresentam
semelhanca com aquelas de 1993 e, a partir de comparacdo
morfoanatdmica entre os tipos de M. erubescens e M. incisum, o
material australiano é sinonimizado em M. erubescens (Harvey et al.,
2003a). O material proveniente do Brasil assemelha-se ao material da
Australia descrito por Woelkerling & Harvey (1992), e devem
representar a mesma espécie ou, considerando o provavel evento
vicariante imposto pelo distancia entre essas duas localidades, espécies
préximas (para mais discussdes sobre esse aspecto, ver Capitulo 3).

Mesophyllum cf. engelhartii foi encontrado no presente estudo
ocorrendo do estado do Rio de Janeiro até Santa Catarina como formas
incrustantes. Difere-se de Mesophyllum cf. incisum por apresentar
células do filamento que delimita o canal do poro com forma e tamanho
semelhante as demais células do teto do conceptaculo. As analises das
sequéncias de psbA do material brasileiro apresentaram 10,8% de
divergéncia em relagdo a sequéncia disponivel no GenBank referente ao
material da Nova Zelandia. Considerando que a localidade tipo desta
espécie é o sul da Australia, muito provavelmente, trata-se de mais um
exemplo de espécie criptica no grupo.

Uma nova espécie de Mesophyllum foi encontrada ao longo do
litoral brasileiro tropical, com limite de distribui¢do norte, no Maranh&o
e sul na llha da Trindade. Esta alga calcaria ndo articulada foi observada
formando rodolitos e diferencia-se das demais espécies de Mesophyllum
por possuir células que delimitam o canal do poro com forma e tamanho
semelhante as demais células dos filamentos adjacentes e um
alargamento na base do poro que, quando vista em corte longitudinal,
apresente forma de sino. A Tabela 2.5 apresenta as principais
caracteristicas observadas nas espécies de Mesophyllum encontradas no
presente estudo.
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Tabela 2.5. Comparacdo de caracteristicas morfoldgicas utilizadas na identificacdo de espécies de Mesophyllum encontradas no
presente estudo (+ carater presente, - carater ausente, ND dado ndo disponivel).

Mesophyllum Mesophyllum cf. Mesophyllum Mesophullum cf. Mesophyllum Mesophyllum sp.
erubescens® engelhartii* engelhartii® incisum’ incisum?® nov.
Brasil Brasil Australia Brasil Australia Brasil (Tropical)
Aspecto fruticoso a incrustante a incrustante a incrustante a lamelado a fruticoso a
P Verrucoso Verrucoso Verrucoso Verrucoso Verrucoso granuloso
Rtlrir?etro das células epiteliais 5-14 711 3.5 45 5.12 8-12
Altura das células epiteliais (wm) 2-4 3-5 4-9 7-8 5-10 3-9
(DHI;Tetro das células subepiteliais 5-10 6-11 ND 6-7 ND 8-13
(Aplrt;l)ra das células subepiteliais 9-18 11-16 ND 10-14 ND 7-16
Tricocitos +- ND - ND +- ND
Fuséo gel_ular/Conexoes +/- +/- +/- +/- +/- +/-
secundérias
Diametro da camarado 173-349 202-356 160-500 311-449 340-655 22-456
conceptaculo tetrasporangial (um)
Altura da camara do conceptaculo 126-238 104-245 65-260 227-306 130-265 140-345
tetrasporangial (pm)
Espessura dq teto do conceptaculo 30-45 41-55 ND 41-65 50-80 32-85
tetrasporangial (pum)
] mesmo tamanho
Tamanho e forma das células que . . . . .
S basal mais mesmo tamanho e mesmo tamanho mais estreitas, mais estreitas, e forma,
delimitam o canal do poro em
< 3 S alongada forma e forma basal alongada basal alongada alargamento do
relagdo as demais células do teto
poro na base
Poros afundados ND ND ndo afundados ND ndo afundados
Didmetro do tetrasporangio(jtm) ND ND 24-81 55-73 55-130 77
Altura do tetrasporangio(pm) ND ND 59-173 157-213 130-220 108

! Presente estudo

2Woelkerling & Harvey, 1996
*Woelkerling & Harvey, 1992
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Entre as espécies de Lithothamnion, duas novas espécies para a
ciéncia foram registradas e descritas para a Ilha da Escalvada, ES. A
circunscrigdo de Lithothamnion sp. nov. 1 e Lithothamnion sp. nov. 2 foi
feita pelas diferengas em caracteristicas do conceptaculo tetrasporangial
e corroborada pelas sequéncias de UPA e psbA (ndo foram geradas
sequéncias de rbcL para esses espécimes), como mostram as Figuras 2.2
e 2.3. A Tabela 2.6 apresenta, resumidamente, as caracteristicas
morfol6gicas mensuradas.

Lithothamnion heteromorphum Foslie (Foslie) foi originalmente
coletado e descrito por Foslie para a regido de Sdo Sebastido, SP como
Lithothamnion brasiliense f. heteromorpha. Posteriormente, 0 mesmo
autor elevou o tdxon no nivel de espécie (Woelkerling et al., 2005;
Farias, 2009). Farias et al., 2010 reavaliaram e compararam
morfologicamente o material tipo de L. heteromorphum (TRH, C16-
3262) e com material recente proveniente da llha do Arvoredo, SC e,
com base na regra de prioridade nomenclatural, sinonimizaram L.
heteromorphum em Lithothamnion superpostum Foslie. Em seguida,
Basso et al. (2011) analisaram o tipo da colecdo original de Hauk e
exemplares recentes do Mediterrdneo e ndo encontram caracteristicas
para distinguir Lithothamnion crispatum Hauk de L. superpositum e
colocam L. superpositum como sinonimia heterotipica de L. crispatum.
No presente  estudo, o0s espécimes analisados  mostram
morfologicamente semelhanca ao material descrito por Farias et al.
(2010) e Basso et al. (2011). Geneticamente, as sequéncias de pshA para
0 material da llha do Arvoredo, SC apresentam 10,4% de divergéncia
em relacdo ao material da Nova Zelandia morfologicamente posicionado
em L. crispatum, indicando tratar-se de espécies distintas. Contudo,
sequéncias de material proveniente do Mar Adriatico, localidade tipo de
L. crispatum ou entdo do prdprio material tipo, seriam necessarias para
corroborar 0 posicionamento neste epiteto. Por isso, consideramos
resgatar o epiteto L. heteromorphum para o material brasileiro, cuja
localidade tipo é 800 km distante do material analisado.

Morfologias simples podem ser resultantes tanto de
convergéncia evolutiva, como reflexo de um processo de especiacdo
recente, 0S quais produzem frequentemente espécies cripticas -
morfologicamente idénticas, mas geneticamente distintas (Cianciola et
al., 2010). Os dados morfoanatémicos e moleculares do presente estudo
mostram que a utilizacao de apenas caracteristicas morfoldgicas ndo sdo
suficientes para acessar a diversidade existente dentro de Hapalidiaceae.
Os valores de divergéncia genética encontrados entre materiais
posicionados apenas morfologicamente no mesmo epiteto de diferentes
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localidades, como os casos supracitados de Mesophyllum cf. engelhartii
e L. heteromorphym/L.crispatum evidenciam a existéncia de espécies
distintas. Estudos filogenéticos com Hypnea (Gigartinales, Rhodophyta)
vém mostrando que devido a morfologia simples e convergente deste
género de algas vermelhas, muitas espécies (algumas novas para a
ciéncia) podem ser detectadas apenas através da técnica de DNA
Barcode (Guimardes, 2011; Nauer, 2013). A auséncia de estruturas
reprodutivas, as quais guardam as caracteristicas de importancia
taxondmica, a ampla plasticidade fenotipica e a convergéncia fenotipica
em alguns casos, fazem com que trabalhos mais recentes no grupo
identifiguem os taxa com base no conceito filogenético de espécie
(Guimard&es, 2011; Nauer, 2013).
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Tabela 2. 6. Comparacao de carcateristicas morfoldgicas utilizadas na identificacdo de espécies de Lithothamnion
encontradas no presente estudo.

Lithothamnion sp.

Lithothamnion

Lithothamnion

Lithothamnion

Lithothamnion

nov. 1 sp. nov. 2 brasiliense? crispatum® steneckii®
Brasil (ES, CE) Brasil (ES) Brasil Brasil Brasil (BA)
Aspecto granuloso fruticoso Incrustante a fruticoso encrustante a
granuloso fruticoso
Diametro das células epiteliais (pm) ND 7-10 5-8 6-12 6-8
Altura das células epiteliais ND 3-5 3-4 2-5 4-5
Diametro da camara do 656- 405-1038 300-500 250-525 195-330
conceptaculo tetrasporangial (um)
Altura da camara do conceptaculo 197- 187-273 100-180 150-230 195-330
tetrasporangial (pm)
Espessura dq teto do conceptéaculo 53-71 146-68 ND 27-50 ND
tetrasporangial (pm)
NUmero de células nos filamentos
do teto do conceptéculo 6-7 5-7 4-6 4-5 4-6
tetrasporangial
Tamanho e forma das células que iguais em tamanho iguais em ND diferentes, diferentes em

delimitam o canal do poro

Poro

e forma

afundado, com 8
células dispostas
em roseta ao redor

tamanho e forma
elevado com 6-8
células dispostas
em roseta ao
redor

6-8 células dispostas
em roseta ao redor

basal alongada

em depressdo

tamanho e forma
em depressdo com
6-7 a células em
forma de roseta ao
redor

! Presente estudo
’Bahia et al., 2010
®Farias et al., 2010
*Mariath et al., 2012
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Técnica DNA Barcode em Hapalidiaceae

O uso de um marcador do tipo DNA Barcode universal para
todos os grupos de organismos vem se mostrando ilusério. O primeiro
marcador a ser testado entre as Rhodophyta foi o cox1 (Saunders, 2005),
na tentativa de se obter primers universais para amplificar a regido e
ampla variacao filogenética, como observado entre 0s animais. Entre as
Corallinophycidae, os marcadores moleculares UPA, cox1, psbA e SSU
rDNA vém sendo utilizados (Vidal et al., 2003; Broom et al., 2008;
Sherwood et al., 2010; Bittner et al., 2011; Pefia et al., 2011; Viera-
Pinto, 2011; Bahia et al., 2013).

O UPA, sugerido como possivel candidato a DNA Barcode em
organismos fotossintetizantes (Presting, 2006), € uma regido curta,
possui primers universais (com algumas poucas exce¢des) e tem sido
facilmente amplificado. Sherwood et al. (2010) fazem uma avaliacao da
biodiversidade da flora marinha bentdnica a partir da utilizacéo de trés
marcadores: UPA, coxl e LSU e ressaltam a facilidade de se obter
sequéncias para 0 UPA, apesar de ser mais conservada que o0 cox1 e ndo
apresentar resolucdo especifica em alguns casos. Viera-Pinto (2011)
verificou a variacdo interespecifica de 6,8% para esse marcador entre
duas espécies de Lithophyllum que ocorrem no sul do Brasil. No
presente estudo, 0 UPA mostrou boa resolucdo para segregar espécies,
com variacao interespecifica de 2,5% a 8,3%.

Trabalhos com outros grupos de algas vermelhas mostram a
validade do psbA como marcador para questdes filogenéticas, com
resolucdo genérica e especifica (Kim et al., 2006; Broom et al., 2008).
Em uma tentativa de reconstruir a historia evolutiva das Sporolithales e
Corallinales, Bittner et al. (2011) utilizaram quatro marcadores (LSU,
psbA, cox1 e SSU) e avaliaram o potencial desses como DNA Barcodes.
Apesar do LSU se mostrar mais informativo (seguido pelo psbA), o
psbA revelou-se mais vantajoso do ponto de vista pratico, uma vez que é
facil e barato de sequenciar e fornece tanto resolucdo em ramos basais,
como recentes. Sob a perspectiva taxondmica, Bahia et al. (2013)
propdem uma nova espécie de Sporolithon formadora de rodolito com
base em diferencas morfoanatbmicas e genéticas (variacdo
interespecifica para o psbA entre 5,4% a 7,9%). Assim como trabalhos
anteriores (Broom et al., 2008; Bittner et al., 2011; Pefia et al., 2011) ja
haviam demonstrado que esse marcador é eficiente na identificacdo de
espécies cripticas em M. erubescens e, no presente estudo, foi observada
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divergéncia interespecifica de até 11,1%. A variacdo intraespecifica
variou entre 0,3% e 0,6%, suficiente para separar populacdes,
despontando como potencial marcador molecular para estudos com
enfoque biogeografico.

O rbcL € outro marcador que vem sendo utilizado com sucesso
para elucidar posicionamento a nivel de espécie e em reconstrucoes
filogenéticas de muitos grupos de Rhodophyta (Freshwater & Rueness,
1994; Kim et al., 2006; Yang et al., 2008) e tem sido amplificado e
sequenciado com sucesso para materiais de cole¢bes (P. Gabrielson,
comunicagdo pessoal). No presente estudo foi o marcador que
apresentou maior variacdo interespecifica, podendo chegar a 14,7% de
divergéncia.

Distribui¢io de Hapalidiaceae no litoral brasileiro

A Figura 2.15 mostra 0 mapa de distribuicdo das espécies
analisadas no presente estudo. O padrdo de distribuicdo confere com as
provincias biogeogréficas Tropical e Temperada Quente, propostas por
Horta et al. (2001) e corroborada pelo modelo termogeogréfico de Adey
& Steneck (2001), os quais propdem um modelo baseado em area da
costa e temperatura ao longo do tempo.
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Figura 2.15. Mapa de distribuicdo das espécies de Hapalidiaceae encontradas
no presente estudo ao longo do litoral brasileiro. *para completa distribuigdo de
M. erubescens, ver Figura 3.7 do Capitulo 3.
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5 CONCLUSAO

A familia Hapalidiaceae carece de uma urgente reavaliacéo,
baseada em caracteristicas morfoanatdmicas e moleculares,
principalmente no que tange a delimitagéo dos géneros.

O wuso de epitetos para espécimes morfologicamente
semelhantes provenientes de outras localidades, deve ser
utilizado com cautela. Barreiras impostas a dispersdo pela
distancia e limites impostos pelo ambiente a ecofisiologia, ou
ainda, morfologias semelhantes como resultante de
convergéncia evolutiva podem ter levado ao surgimento de
espécies cripticas entre as Hapalidiaceae. Por isso, sugere-se
fortemente 0 uso de dados morfoldgicos associados a dados
moleculares na identificacdo de espécimes, bem como a anélise
do material tipo.

Os trés marcadores moleculares (UPA, psbA e rbcl)
apresentaram resolucdo na segregacdo de espécies, sendo que 0
psbA evidenciou também diferencas populacionais.
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9Apéndice A. Espécimes de Hapalidiaceae coletados ao longo do litoral brasileiro para os quais foram obtidas
sf}équéncias de UPA, psbA e rbcL.

Cédigo

Marcadores moleculares

TR UPA psbA rhel. Espécie Estado Local GPS Data Coleta Coletor (es)
ES06 v M. erubescens ES I. Rasas - 29.03.2012 M. Sissini
ES04 - v M. erubescens ES 1. Escalvada 20°40'S e 44°24'0 28.03.2012 P. Horta & M. Sissini
IQG v M. erubescens sP . %‘i;rg:da 24°28'Se 46°%400  19.042011 M. Sissini, B. Torrano

LUC02 v M. erubescens SE 1. do Arvoredo 27°16'S e 48°22'0 28.11.2012 M. Sissini, L. Ferreira
PBO1 v Mesophyllum sp. nov. PB Cabedelo 7°03'S e 34°47'0 09.04.2012 L. Lucena
CE09 v Mesophyllum sp. nov. CE Risca do Meio 03°34'S e 38°24'0 18.04.2012 M. Sissini

PMLO1 v Mesophyllum sp. nov. MA P. Manuel Luis 00°52' S e 44°16' O 08.04.2012 P. Horta

PML02 v Mesophyllum sp. nov. MA P. Manuel Luis 00°52' S e 44°16' O 08.04.2012 P. Horta
IT85 v Mesophyllum sp. nov. ES 1. da Trindade 20°30'S e 29°19'0 31.07.2012 M. Sissini
IT74 v Mesophyllum sp. nov. ES 1. da Trindade 20°30'S e 29°19'0 02.08.2012 M. Sissini
IT54 v Mesophyllum sp. nov. ES 1. da Trindade 20°30'S e 29°19'0 26.07.2012 M. Sissini
IT39 v Mesophyllum sp. nov. ES 1. da Trindade 20°30'S e 29°19'0 01.08.2012 M. Sissini
IT35 v Mesophyllum sp. nov. ES 1. da Trindade 20°30'S e 29°19'0 02.08.2012 M. Sissini
T34 v Mesophyllum sp. nov. ES 1. da Trindade 20°30'S e 29°19'0 10.07.2012 M. Sissini
IT29 v Mesophyllum sp. nov. ES 1. da Trindade 20°30'S e 29°19'0 26.06.2012 M. Sissini
IT25 v Mesophyllum sp. nov. ES 1. da Trindade 20°30'S e 29°19'0 10.07.2012 M. Sissini
IT13 v Mesophyllum sp. nov. ES 1. da Trindade 20°30'S e 29°19'0 18.07.2012 M. Sissini
FNO3 v Mesophyllum sp. nov. PE F.deNoronha  03%50'Se3225'0  22.11.2011 F. cheurrzeo’s& D.
IT10 v Mesophyllum sp. nov. ES 1. da Trindade 20°30'S e 29°19'0 26.06.2012 M. Sissini
BTO1 v ndo identificado PN Bocas del Toro - 08.05.2012 M. Sissini
1T32 v ndo identificado ES 1. da Trindade 20°30'S e 29°19'0 10.07.2012 M. Sissini
BT10 v ndo identificado PN Bocas del Toro - 09.05.2012 M. Sissini
BT16 v ndo identificado PN Bocas del Toro - 09.05.2012 M. Sissini
IT72 v ndo identificado ES 1. da Trindade 20°30'S e 29°19'0 02.08.2012 M. Sissini
T84 v ndo identificado ES 1. da Trindade 20°30'S e 29°19'0 31.07.2012 M. Sissini
AJ01 v néo identificado BA Arraial d’Ajuda - 18.09.2012 C. Azevedo, F. Nauer
CEl1 v ndo identificado CE Risca do Meio 03°34'S e 38°24'0 18.04.2012 M. Sissini
1A09 v v L. heteromorphum SC 1. do Arvoredo 27°16'S e 48°22'0 25.02.2012 M. Sissini, B. Torrano

LUC04 v L. heteromorphum SC 1. do Arvoredo 27°16'S e 48°22'0 28.11.2012 M. Sissini, L. Ferreira

LUCO08 4 L. heteromorphum SC 1. do Arvoredo 27°16'S e 48°22'0 28.11.2012 M. Sissini, L. Ferreira
RNO6 v M. cf. engelhartii SC 1. do Arvoredo 27°16'S e 48°22'0 25.02.2012 M. Sissini, B. Torrano
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;Sn?g;'?rc; I\ngadorzzbn;olecu:;ris Espécie Estado Local GPS Data Coleta GulCuiE)
CB01 v M. cf. engelhartii RJ 1. dos Papagaios = 27.01.2013 M. Sissini, C. Martins
CB04 v M. cf. engelhartii RJ 1. dos Papagaios - 27.01.2013 M. Sissini, C. Martins
1A04 v v M. cf. engelhartii SC 1. do Arvoredo 27°16'S e 48°22'0 25.02.2012 M. Sissini, B. Torrano
MS42 v M. cf. engelhartii SC 1. do Xavier 27°36'S e 48°23'0 18.01.2010 M. Sissini, D. Cabral
RNO4 v M. cf. engelhartii SC 1. do Arvoredo 27°16'S e 48°22'0 25.02.2012 M. Sissini, B. Torrano

CAB20 v v M. cf. engelhartii SP . dasCabras ~ 23%48'Se 45210  30.08.2011 B. Torrano, A.

Medeiros, C. lha

PAL29 v v M. cf. engelhartii SP l.dasPalmas  23°32'Se45001'0  29.08.2011 25 /5

Medeiros, C. lha

IBC1068 v M. cf. engelhartii RJ 1. Ancora - 26002011 B TO""’;\'I‘;’G;' tha, F.
ES13 v Lithothamnion sp. nov. 1 ES 1. Escalvada 20°40'S e 44°24'0 28.03.2012 P. Horta, M. Sissini
ES18 4 Lithothamnion sp. nov. 1 ES I. Escalvada 20°40'S e 44°24'0 28.03.2012 P. Horta, M. Sissini
ES02 4 néo identificado ES I. Escalvada 20°40'S e 44°24'0 28.03.2012 P. Horta, M. Sissini
CEO06 v v Lithothamnion sp. nov. 2 CE Risca do Meio 03°34'S e 38°24'0 18.04.2012 M. Sissini
CE10 v Lithothamnion sp. nov. 2 CE Risca do Meio 03°34'S e 38°24'0 18.04.2012 M. Sissini
ES15 v Lithothamnion sp. nov. 2 ES |. Escalvada 20°40'S e 44°24'0 28.03.2012 P. Horta, M. Sissini
ES20 v v Lithothamnion sp. nov. 2 ES I. Escalvada 20°40'S e 44°24'0 28.03.2012 P. Horta, M. Sissini
IT66 v ndo identificado ES I. da Trindade 20°30'S e 29°19'0 25.06.2012 M. Sissini
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Apéndice B. Sequéncias de UPA disponiveis no GenBank e utilizadas
nas analises de aarupamento.

a6 Acesso
Espécie Autor GenBank Local
Mesophyllum erubescens Sherwood et al. 2010 HQ420979 Havai
Mesophyllum erubescens Sherwood et al. 2010 HQ420974 Havai
Pneophyllum conicum Sherwood et al. 2010 HQ421556 Havai
Phymatolithon sp. Sherwood et al. 2010 HQ421548 Havai
Hydrolithon reinboldii Sherwood et al. 2010 HQ421557 Havai
Lithophyllum insipidum Sherwood et al. 2010 HQ421555 Havai
Sporolithon ptychoides Sherwood et al. 2010 HQ421547 Havai
Gracilaria dotyi Sherwood & Presting 2007 EF426613 Havai

Apéndice C. Sequéncias de psbA disponiveis no GenBank e utilizadas nas

analises filogenéticas.

A Acesso
Espécie Autor GenBank Local
Lithothamnion sp. Bittner et al. 2009 GQ917450 Fiji
Lithothamnion sp. Bittner et al. 2009 GQI17461 Nova Caledénia
Lithothamnion crispatum Farr et al. 2008 FJ361502 Nova Zelandia
Lithothamnion glaciale Hind & Saunders 2012 JQ422235 ?
Mesophyllum cf. Bittner et al. 2009 GQOL7444 Vanuatu
erubescens
Mesophyllum sp. Bittner et al. 2009 GQ917445 Vanuatu
Mesophyllum printzianum Hart et al. 2005 DQ167985 Nova Zelandia
Mesophyllum printzianum Hart et al. 2005 DQ168004 Nova Zelandia
Mesophyllum Hart et al. 2005 DQ167993  Nova Zelandia
macroblastum
LhiEseplyll Hart et al. 2005 DQ167918 Nova Zelandia
macroblastum
Mesophyl_lum Maneveldt et al. 2012 JQ917418 ?
vancouveriense
Mesophyllum engelhartii Farr et al. 2008 FJ361517 Nova Zelandia
Phymatholithon sp. Bittner et al. 2009 GQ917436 Franca
Phymatolithon repandum Hart et al. 2005 DQ167953 Nova Zelandia
Phymatolithon repandum Hart et al. 2005 DQ167950 Nova Zelandia
Synarthrophyton patena Bittner et al. 2009 GQ917499 Australia
Lithophyllum stictaeforme Hart et al. 2005 DQ167970 Nova Zelandia
Lithophyllum pustulatum Broom et al. 2008 FJ361749 Nova Zelandia
Sporolithon durum Hart et al. 2005 DQ168023 Nova Zelandia
Rhodogorgon sp. Bittner et al. 2009 GQ917504 Nova Caled6nia
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Apéndice D. Sequéncias de rbcL disponiveis no GenBank e utilizadas
nas analises filogenéticas.

Acesso

Espécie Autor s Local
Mesophyllum vancouveriense Gabrielson 2010 HQ322337 ?
Lithophyllum impressum Miklasz et al. 2012 JX393129 ?

Rhodogorgon carriebowensis  Freshwater et al. 1993 u04183 Jamaica
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Capitulo 2 — Mesophyllum erubescens (Foslie) Me. Lemoine -
gquantas espécies em um epiteto?

1 INTRODUCAO

Mesophyllum foi descrito por Lemoine (1928) e hoje representa
50 espécies vélidas (Guiry & Guiry, 2013). Sua circunscri¢do foi
fundamentada na disposicao coaxial (concéntrica e alinhada) das células
do hipotalo (medula), ou seja, na presenca de um hipotalo coaxial. Essa
caracteristica foi aceita por 60 anos, quando Woelkerling (1988)
examinou sua validade em relacdo aos géneros Clathromorphum Foslie
e Synarthrophyton Townsend. O referido autor destaca que os trés
géneros apresentam espécies com auséncia de crescimento coaxial e,
tanto espécies de Mesophyllum como de Synarthrophyton combinam
areas coaxiais e ndo coaxiais, ndo sendo esta, portanto, uma
caracteristica diagnéstica valida. Woelkerling & Harvey (1992)
propdem a utilizacdo de caracteristicas relacionadas a ontogenia e
anatomia dos conceptaculos espermatangiais. Ao re-examinar o tipo e
materiais de Mesophyllum provenientes do Oceano Pacifico Norte
Oriental, Athanasiadis et al. (2004) distinguem-nos das demais
Melobesioideae pela predominancia do hipotalo coaxial, filamentos
espermatangiais simples e camara do conceptaculo tetrasporangial em
forma de halteres.

Das oito espécies de Mesophyllum registradas para a costa oeste
do oceano Atlantico (Wynne, 2011), quatro foram descritas de forma
detalhada (Athanasiadis, 1999; Nunes et al. 2008; Farias, 2009;
Riosmena-Rodriguez & Vasquez-Elizondo, 2012), sendo M. erubescens
(Foslie) Me. Lemoine a mais frequentemente estudada no Atlantico sul
tanto do ponto de vista taxondmico (Figueiredo & Steneck, 2000; Nunes
et al., 2008; Bahia et al., 2010; Horta et al., 2011) quanto ecolégico
(Horta et al., 2008; Scherner et al., 2010, Pascelli et al., 2013).

Mesophyllum erubescens foi descrita originalmente para o
Arquipélago de Fernando de Noronha (Foslie, 1900; Burgos, 2011),
localizado a 600 km da costa nordeste do Brasil, estando também
presente em areas subtropicais e tropicais da costa brasileira e caribenha
(Horta et al., 2011). Do ponto de vista molecular, material com essa
denominacdo teve seu DNA plastidial e nuclear caracterizado para o
Pacifico Ocidental (Broom et al., 2008; Kato et al., 2011; Bittner et al.,
2011) e uma Unica sequéncia de SSU rDNA para o Brasil (Bailey &
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Chapman, 1996). Aguirre et al. (2010) determinam a partir de bases
moleculares a idade do taxon, que deve ter tido sua origem ao redor de
60 milhGes de anos atras. Entretanto, todas estas observagBes ndo
levaram em consideracdo a analise da localidade tipo e circunjacéncias,
visto que a sequéncia brasileira existente é proveniente de Sdo Sebastido
(SP) intrinseca a provincia temperada quente da costa oeste do Atlantico
Sul (Horta et al., 2001) e distante 2700 km de Fernando de Noronha.

Mesophyllum erubescens ¢é descrita formando crostas epiliticas,
epizdicas (em corais) ou mesmos rodolitos com protuberancias
(Woelkerling & Harvey, 1993) e vem sendo utilizado para identificar
espécimes de areas tropicais em diferentes oceanos (Ringeltaube &
Harvey, 2000; Oliveira et al., 2005; Silva et al., 1996; Keats &
Chamberlain, 1994), ou mesmo em &reas com relativa descontinuidade
na costa oeste do Atlantico. Neste caso, por exemplo, apesar da presenca
do Amazonas, uma importante barreira biogeografica para peixes
recifais (Muss et al., 2001; Joyuex et al., 2001; Floeter et al., 2008),
Horta et al. (2011) reforcaram a hipotética ampla distribuigdo, quando
reavaliaram espécimes coletados por Taylor (1960) no Caribe e
reafirmaram a extensa ocorréncia do referido tdxon (entdo identificados
como Lithothamnion erubescens (Florida) e Lithothamnion incertum
(Bermuda)).

Assim como o Caribe esta, de certa forma, isolado do Atlantico
sul ha mais de 10 milhdes de anos (Hoorn, 1994), por conta do desague
do enorme volume de &gua doce do Amazonas e QOrinoco, correntes
ocednicas e as grandes distancias impdem relativo isolamento da
populagdo tipo de M. erubescens das demais descritas sob este epiteto
para diferentes regides do Atlantico sul e de outros mares do planeta.
Considerando que a diversidade de espécies cripticas € muito maior que
a entdo prevista no final do século passado (Saunders, 2005; Robba et
al., 2006; Lindstrom, 2008; Walker et al., 2009), o td&xon em questdo
pode representar um exemplo de auséncia de variabilidade
morfoanatémica dentre as Corallinales. Além das evidentes implicacdes
taxondmicas a reavaliacdo do referido taxon, considerando suas
caracteristicas moleculares, pode trazer novos subsidios para o
entendimento da origem e distribui¢do da flora marinha no Atlantico sul.

O Cadigo Internacional de Nomenclatura Botanica (McNeil et
al., 2012) estabelece que a utilizacdo de um nome cientifico deve se
basear no espécime tipo. Portanto, a presente reavaliacdo, fundamentada
na caracterizacdo morfoanatdmica (Harvey et al., 2005) e molecular de
populacgdes atuais e do espécime tipo da espécie em questdo (Saunders
& McDevit, 2012), parte do pressuposto que isolamento geografico
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pode gerar especiacdo entre as populacdes denominadas como
representantes de M. erubescens. Esta potencial deriva estaria,
hipoteticamente, relacionada ao distanciamento geogréafico ou a auséncia
de conexdo entre populagfes, seja pela auséncia de correntes oceé&nicas
que proporcionem o transporte de propagulos, seja pela presenca de
barreiras ecofisioldgicas.

Diferentes pressdes seletivas atuando sobre populacdes isoladas
podem levar a diferenciacdo morfoanatdmica destas e, eventualmente,
ao isolamento reprodutivo. No caso em questdo, parte-se do pressuposto
de que além da presenca de caracteristicas morfoanatdmicas
diagnosticas deste processo de diferenciacdo, serdo observadas
divergéncias moleculares nos marcadores DNA Barcode da ordem de
0,95% a 34%, tradicionalmente, relacionadas as variagdes
interespecificas em Rhodophyta [0,94-11,66% para 0 psbA; 2-34% para
o rbcL (Kim et al., 2006); >4,2% cox1 (Saunders, 2005); 1,4-4,6% para
0 UPA (Milstein et al., 2012)]. Deve-se destacar que 0 sequenciamento
do holétipo no caso destes organismos morfologicamente muito simples
e/ou com um processo de especiacdo recente, vai nos permitir inferir de
maneira mais precisa a diversidade genética e relagdes filogenéticas
relacionadas ao respectivo processo evolutivo (Cianciola et al., 2010).

Diante do exposto acima, o presente estudo teve como objetivo
analisar e comparar morfologicamente espécimes de M. erubescens
coletados ao longo do litoral brasileiro, incluindo a localidade tipo.
Adicionalmente, é fornecida a sequéncia da terceira regido do marcador
molecular rbcL do material tipo (TRH, Voucher C15-3212) e
sequéncias dos marcadores UPA, psbA e rbcL de espécimes coletados
recentemente a fim de comparar taxas de diferentes oceanos e
posicionados morfologicamente em M. erubescens, verificando a
existéncia de eventuais variagdes intraespecificas e/ou interespecificas.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 AREA DE ESTUDO

Os espécimes foram coletados através de mergulho auténomo
em 12 localidades ao longo da costa brasileira e em duas ilhas
oceanicas, o Arquipélago Fernando de Noronha e a llha da Trindade.
Também foram incluidos trés espécimes originados de duas localidades
em Veracruz (Santiaguillo e Topatillo), Golfo do México (Figura 3.1).
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Para que as relacbes macroecoldgicas e biogeogréaficas dos organismos
que colonizaram essa regido possam ser interpretadas, faz se necessario
o entendimento sobre os processos evolutivos da geologia e paleo-
oceanografia do Oceano Atlantico. Existem sdlidas evidéncias de que
Atlantico esteve, até cerca 100 milhdes de anos, dividido em uma
porcdo caribenha ao norte e um mar ao sul que representa o que hoje é o
Atlantico sul. Enquanto estes mares estiveram isolados, sua porc¢éo sul
era influenciada por correntes de superficie vindas da costa leste do sul
do continente Africano e a partir do extremo sul das Américas, estas
trazendo influéncias do Pacifico. Apds a abertura da passagem as
correntes de superficie dominantes derivavam do sul para o norte,
proporcionando uma conexdo efetiva até o desdgue do Amazonas e
Orinoco, que passa a ser expressivo a cerca de 10 milhdes de anos. Estas
correntes costeiras, apesar de pouco conhecidas, passaram por
configuragdes diversas influenciadas pelas grandes massas de agua que,
por exemplo, dividem a costa do Brasil em dois grandes dominios
oceanograficos (Stramma & England, 1999).

Apesar das correntes facilitarem a dispersdo no Atlantico, trés
barreiras biogeograficas impdem certa resisténcia a esse processo, 0
fechamento do Istmo do Panamé4, ha cerca de 3,1-3,5 Ma; o desague dos
rios Amazonas e Orinoco e a distancia existente entre a costa do Brasil e
da Africa, tornam essas duas Ultimas barreiras permeaveis a apenas
alguns organismos (Luiz et al., 2012) (Figura 3.1).
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arquipélagos oceanicos de Fernando de Noronha e Trindade-Martin Vaz. Estdo
representadas as principais correntes que influenciam o litoral brasileiro. (CB)
(nCSE), central (cCSE) e sul (sCSE), (CNB) Corrente Norte do Brasil, (CG)
Corrente das Guianas. Os nimeros romanos indicam barreiras biogeograficas (1)
Istmo do Panam4, 3,1-3,5 Ma; (II) Desague Amazonas-Orinoco, 6-10 Ma; (lI)

Fratura Meso-Atlantica, 0-60 Ma. Adaptado de Floeter et al. (2008); Stramma &

Corrente do Brasil, (CSE) Corrente Sul Equatorial e seus trés bracos, norte
England (1999) e Lumpkin & Garzoli (2005).

Figura 3.1. Estados brasileiros amostrados no presente estudo, incluindo os

2.2. MATERIAL BIOLOGICO

Imediatamente ap6s a coleta, os espécimes foram limpos para a
remocdo de epifitas e fauna associada, lavados em &agua doce e
armazenados de forma adequada para os estudos morfolégicos e
moleculares. Para as analises moleculares, o material (ou parte dele) foi
seco a sombra e armazenado em silica em gel. Na Tabela 3.1, sdo
apresentados os dados dos espécimes analisados, com o codigo de
campo, localidade de amostragem e marcadores amplificados e
sequenciados (as informagfes completas estdo no Apéndice E). Para o
estudo morfolégico, o material foi fixado em formol 4% e depois de 24
horas transferido para a solucdo de etanol (70%) com glicerol (10%). Os
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espécimes serdo depositados no Herbario FLOR da Universidade

Federal de Santa Catarina (http://herbario.paginas.ufsc.br).
coletado em Veracruz,
processado e gentilmente cedido pelo Sr.

O material

por Paul Avila, foi
Néstor Robinson, da

Universidad Autdnoma de Baja California Sur, para fins comparativos.

Tabela 3.1. Dados de coleta e marcadores amplificados e sequenciados para cada

amostra.
Cédigo  Marcadores Moleculares Espécie Local
amostra UPA  psbA rbcL
CE19 4 - - Mesophyllum erubescens Risca do Meio
FNO1 v v - Mesophyllum erubescens Cagarras, F. Noronha
FNO2 v - - Mesophyllum erubescens Cagarrras, F. Noronha
FNO6 v v v Mesophyllum erubescens Boca Inferno, F. Noronha
JAUAO06 4 v v Mesophyllum erubescens Praia do Jaua, Camagari
ESO1 v v v Mesophyllum erubescens Ilhas Rasas, Guarapari
ES04 v v - Mesophyllum erubescens Ilhas Rasas, Guarapari
ES06 v v - Mesophyllum erubescens Ilhas Rasas, Guarapari
ES14 4 - - Mesophyllum erubescens Ilha Escalvada, Guarapari
ES17 4 - - Mesophyllum erubescens Ilhas Rasas, Guarapari
ITO5 4 Mesophyllum erubescens Ilha da Trindade
1T49 4 - - Mesophyllum erubescens Ilha da Trindade
IT55 4 - - Mesophyllum erubescens Ilha da Trindade
IT69 4 v v Mesophyllum erubescens Ilha da Trindade
1B02 4 - - Mesophyllum erubescens llhabela, S. Sebastido
IQG 4 - v Mesophyllum erubescens Ilha Queimada Grande
1QG02 4 - Mesophyllum erubescens Ilha Queimada Grande
1QG03 4 - - Mesophyllum erubescens Ilha Queimada Grande
1QG04 4 - - Mesophyllum erubescens Ilha Queimada Grande
SPO1 4 - - Mesophyllum erubescens Ilhabela, S. Sebastido
SP02 4 4 - Mesophyllum erubescens llhabela, S. Sebastido
SP04 4 4 v Mesophyllum erubescens llhabela, S. Sebastido
IBC1025 4 - - Mesophyllum erubescens Ilha Palmas, S. Sebastido
LUCO01 4 4 - Mesophyllum erubescens Ilha do Arvoredo
LUC02 4 4 - Mesophyllum erubescens Ilha do Arvoredo
LUCO03 4 - Mesophyllum erubescens Ilha do Arvoredo
LUCO05 4 - - Mesophyllum erubescens Ilha do Arvoredo
LUCO07 4 - - Mesophyllum erubescens Ilha do Arvoredo
ID07 4 4 v Mesophyllum erubescens Ilha Deserta
NR0038 - 4 4 Mesophyllum sp. Santiaguillo,Veracruz
NR0041 - 4 v Mesophyllum sp. Santiaguillo, Veracruz
NR0065 - v v Mesophyllum sp. Topatillo, Veracruz
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2.3 ESTUDO MOLECULAR

2.3.1 Extracdo de DNA, amplificacdo e sequenciamento de material
recente

Os procedimentos de extracdo de DNA, amplificagio,
purificagdo e sequenciamento do material recente foram os mesmos
descritos no item 2.3 do Capitulo 2 desta dissertacao.

2.3.2 Extracédo de DNA, amplificacdo e sequenciamento de material
de herbério

Este estudo foi realizado em parceria com o pesquisador Dr.
P.W. Gabrielson, do Herbario da University of North Carolina Chapel
Hill, localizado em Chapel Hill, Estados Unidos.

Os dados foram obtidos do material tipo de M. erubescens
(Figura 3.2), depositado no TRH (Department of Botany, Museum of
Natural History and Archaeology, University of Trondheim, Trondheim,
Noruega). A extragdo do DNA foi realizada segundo protocolo
especifico para espécimes de plantas/algas de colecdes (Gabrielson et
al., 2011).

Para a amplificacdo dos fragmentos de DNA, foram utilizados
primers correspondentes a terceira regido do rbcL (F1150:
5’GGTATACATTGTGGACAAATGC3’ e RrbcS:
5GTTCTTGTGTTAATCTCAC3"). O mesmo par foi utilizado na
reacdo de sequenciamento.
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Figura 3.2. Material tipo de Mesophyllum
erubescens para o qual foi amplificada a terceira
regido do rbcL. Foto: P.W. Gabrielson.

2.3.3 Alinhamento

As sequéncias foram alinhadas e editadas no BioEdit version
5.0.6 (Hall, 1999), os cromatogramas foram conferidos a olho para a
validacdo de nucleotideos ambiguos e entdo gerada uma sequéncia-
consenso. Alinhamentos multiplos foram gerados para cada marcador
(excluindo as regides dos primers externos, pois estes representam
sequéncias artificiais) usando o Clustal W (Thompson et al., 1994)
disponivel no BioEdit.

Para o UPA, foi construida uma matriz com 37 sequéncias e
346 nucleotideos a partir das sequéncias geradas no presente estudo e
oito disponiveis no banco de dados GenBank (Apéndice F), incluindo
Gracilaria dotyi (EF426613) como grupo externo. A matriz de psbA
contou com 71 sequéncias, das quais 55 sdo provenientes do GenBank,
(Apéndice G) e 445 nucleotideos, apesar das sequéncias geradas terem
sido maiores, a matriz final foi aparada pois algumas sequéncias
apresentavam a regido inicial maior, outras a regido terminal maior.
Gracilaria textorii (DQ095842) foi utilizado como grupo externo.
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Ainda, a matriz do rbcL foi construida com sequéncias parciais
(293 nucleotideos) a fim de comparam com a sequéncia do material tipo.
Foram adicionadas a esta matriz seis sequéncias do GenBank (Apéndice
H) e outras seis geradas no Capitulo 2 desta dissertacao pois apenas uma
sequéncia do banco de dados pertence a Hapalidiaceae.

2.3.4 Anélises de agrupamento e filogenéticas
Estas analises foram feitas conforme os procedimentos descritos
no item 2.3.5 do Capitulo 2 desta dissertacao.

2.3.5 Depésito das sequéncias nos bancos de dados

As sequéncias geradas dos marcadores moleculares serdo
depositadas no BOLD (http://www.boldsystems.org/) a fim de torna-las
disponiveis para futuras comparagdes. Além disso, para a publicacdo
dos dados em revista cientifica, as sequéncias serdo futuramente
depositadas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

2.3.6 Analise da variacdo “intraespecifica” dos marcadores
moleculares

A fim de avaliar as variagdes moleculares entre os materiais
posicionados morfologicamente em M. erubescens, para cada marcador
molecular foram montadas matrizes contrapondo sequéncias de cada
agrupamento, dois a dois. Para 0 UPA e rbcL foi montada uma Unica
matriz e para o psbA 23 matrizes.

2.4 ESTUDO MORFOLOGICO

As laminas permanentes e os suportes de aluminio (stubs)
utilizados para a observagdo em microscopia de luz (ML) e microscopia
eletronica de varredura (MEV), respectivamente, foram preparados de
acordo com os procedimentos apresentados por Horta (2002) e Moura et
al. (1997) e estdo detalhadamente descritos no item 2.4 do Capitulo 2
desta dissertagéo.

Na andlise do material, foram consideradas tanto caracteristicas
vegetativas como reprodutivas. Os caracteres vegetativos observados e
mensurados foram:

e Habito, cor e textura dos talos;

e Tipo de fixacdo ao substrato;
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e Forma, comprimento e didmetro das células epiteliais,
subepiteliais, do peritalo e do hipotalo;
e Presenca de conexdes secundarias entre as células de
filamentos adjacentes;
o Presenca de fusfes celulares entre células de filamentos
adjacentes;
o Forma de crescimento do talo.

Apesar de nem sempre presentes, as estruturas reprodutivas
também foram examinadas. Uma vez que guardam as principais
caracteristicas no posicionamento em nivel de espécie. Foram
observados e mensurados os caracteres:

e Forma, didmetro e altura dos conceptaculos
tetrasporangiais;

o Numero de células do filamento do teto do conceptaculo
tetrasporangial e espessura do teto;

o NUmero e forma das células que delimitam o canal do
poro;

o Didmetro e altura dos tetrasporangios;

e Forma, didmetro e altura dos conceptaculos gametangiais.

A terminologia empregada para a forma de crescimento segue a
proposta de Woelkerling & Harvey (1993) e para as caracteristicas
anatémicas, conforme Woelkerling (1988), Keats & Chamberlain (1994)
e Athanasiadis (2004). Vale ressaltar que as informacdes
morfoanatdmicas referentes ao material tipo foram observadas a partir
da analise realizada por Keats & Chamberlain (1994).

3 RESULTADOS
3.1 ESTUDO MOLECULAR

Foram geradas no presente estudo 56 sequéncias: 29 sequéncias
de UPA, 16 sequéncias de psbA e 11 sequéncias parciais de rbcL. O
marcador UPA foi amplificado e sequenciado para todas as amostras a
fim de proporcionar o panorama inicial da segregacdo do grupo (exceto
para os espécimes de Veracruz). Apos a analise do agrupamento de
UPA, representantes de diferentes localidades foram sequenciados para
os marcadores filogenéticos psbA e rbcL.
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3.1.1 Analise do marcador UPA

Ao todo, foram analisadas 37 sequéncias de UPA e 346
posicdes. A andlise, considerando a segregacao das espécies segundo o
UPA, revela um agrupamento principal fortemente sustentado (100% de
bootstrap), composto pelos 29 espécimes brasileiros caracterizados no
presente estudo (Figura 3.3). A este clado destaca-se um clado irmao
com o0s espécimes descritos como M. erubescens para o Havai com
baixo suporte (65% de bootstrap). A divergéncia entre as sequéncias de
UPA do Brasil e do Havai ¢ de 0,29%.
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CE19 Risca do Meio|CE

FNO1 Fernando de Noronha|PE

FNO2 Fernando de Noronha|PE

FNO6 Fernando de Noronha|PE

JAUA06 Camagari|BA

ITO5 llha da Trindade|ES

IT49 llha da Trindade|ES

IT55 llha da Trindade|ES

IT61 llha da Trindade|ES

IT69 llha da Trindade|ES

ESO01 llhas Rasa|ES

ES04 llhas RasalES

ES06 llhas Rasa|ES

ES14 llhas Escalvada|ES

100|ES17 lihas Rasa|ES

SPO01 llha das Cabras|SP

SPO02 llha das Cabras|SP

SP04 llha das Cabras|SP

IBO2 Ilhabela|SP

IBC1025 llha Palmas|SP

IQG lIha Queimada Grande|SP

IQG2 llha Queimada Grande|SP

IQG3 llha Queimada Grande|SP

— LUCO1 llha do Arvoredo|SC

LUCO02 llha do Arvoredo|SC

LUCO3 llha do Arvoredo|SC

LUCOS5 llha do Arvoredo|SC

LUCO7 llha do Arvoredo|SC

IDO7 llha Deserta|SC
HQ420979 Mesophyllum erubescens, Havai
HQ420974 Mesophyllum erubescens, Havai

HQ421556 Pneophyllum conicum, Havai

1 HQ421548 Phymatolithon sp., Havai
| I HQ421557 Hydrolithon reinboldii, Havai
HQ421555 Lithophyllum insipidum, Havai

_{ HQ421547 Sporolithon ptychoides, Havai
EF426613 Gracilaria dotyi, Havai

0,01

Figura 3.3. Filograma de distancia de Neighbor-Joining (NJ) para as sequéncias
do marcador UPA. Os valores de bootstrap (2000 réplicas) estdo representados
nos ramos, apenas valores acima de 70 foram plotados. As sequéncias
disponiveis no Genbank e utilizadas na analise estdo seguidas do nimero de
acesso e localidade. Como grupo externo, foi utilizada a sequéncia de
Gracilaria dotyi. A escala presente no canto inferior esquerdo representa o
ndmero de substituicoes.
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3.1.2 Anédlise do marcador psbA

A matriz do marcador psbA possui 71 sequéncias, sendo 16
dessas geradas no presente estudo, e 445 posi¢des analisadas.

O filograma apresentado na Figura 3.4 mostra que
Hapalidiaceae forma um grupo monofilético com suporte moderado
(84% de bootstrap para NJ e MV) e 1.00 de probabilidade a posteriori
na MB. Por outro lado, a monofilia do género Mesophyllum nédo foi
recuperada, uma vez que espécimes morfologicamente posicionados em
Phymatolithon repandum e Mesophyllum erubescens constituem um
clado fortemente sustentado (100% de bootstrap para NJ e MV e 1,00
de probabilidade a posteriori para MB).

Os espécimes posicionados morfologicamente em M.
erubescens aparecem em varios clados. Contudo, 0s representantes
brasileiros constituem um clado monofilético, com 99% de bootstrap
para NJ, 98% para MV e 1,00 de probabilidade a posteriori para MB.
As sequéncias do México agruparam-se com as sequéncias brasileiras
do Espirito Santo, Ilha da Trindade, Bahia e Fernando de Noronha (aqui
considerada como provincia Tropical e Transi¢do). A divergéncia entre
as sequéncias da provincia Tropical e Temperada Quente (Espirito
Santo, S&o Paulo e Santa Catarina) é de apenas um nucleotideo (0,23%).
As sequéncias do Japdo e Vanuatu de M. erubescens foram as mais
proximas dos exemplares brasileiros e mexicanos, com bootstrap de
98% e 96%, respectivamente e probabilidade a posteriori de 0,98.

Considerando a divergéncia entre provincias Tropical e
Temperada Quente baixa (0,23%), pode-se inferir que o material
brasileiro corresponda a uma Unica espécie de ampla distribuicdo.
Contudo, as divergéncias entre as sequéncias do material brasileiro e as
sequéncias do Japdo e Vanuatu (2,5 a 3,2%), sugerem a existéncia de
espécies distintas.

Sequéncias do material da Nova Zelandia de M. erubescens
agruparam-se em pelo menos dois grandes clados, juntamente com
sequéncias de Mesophyllum macroblastum e Mesophyllum printzianum.
Ainda, uma sequéncia de M. erubescens (DQ167891) agrupou-se com
100% de identidade com Phymatolithon repandum.

Lithothamnion spp. formou um clado monofilético com alto
suporte (96 de bootstrap), agrupando L. crispatum proveniente da Nova
Zelandia e L. glaciale do Canada.
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JQ917418

g T

Lo

DQ167891 Mesophyflum erubescens
0090 11361395 Phymatolthon repandum
FJ361683 Phymatolithon repandum

. FJ361517 ngeiharti
097 FJ361519 Mesophyllum macroblastum
T FJ361453 Mosophylum mecroblastum
2 DQ167918 Mesophyllum macroblastum

JQ422235 Lithothamnion glaciale
FJ361502 Lithothamnion crispatum

FJ361449

NOVA ZELANDIA (1)

NOVA ZELANDIA (2)

NOVA ZELANDIA (3)

NOVA ZELANDIA (4)

NOVA ZELANDIA (5)

BRASIL

NOVA ZELANDIA (6)
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Figura 3.4. Filograma de M&xima Verossimilhanga (MV) para as sequéncias do
marcador psbA. Os valores de bootstrap (2000 réplicas) estdo representados nos
ramos, apenas valores acima de 70 foram plotados. Os valores em cima dos
ramos e & esquerda sdo referentes a andlise de Neighbor-Joining (NJ) e a direita
a MV. Os valores de probabilidade a posteriori da Analise Bayesiana (MB)
estdo abaixo do ramo. As sequéncias disponiveis no GenBank e utilizadas na
analise estdo seguidas do nimero de acesso e localidade. Como grupo externo,
foi utilizada a sequencia de Gracilaria textorii. A escala representa o0 nimero de
substituigdes.

3.1.3 Analise do marcador rhcL

Para o rbcL, foram geradas sete novas sequéncias de espécimes
do litoral brasileiro e trés de espécimes mexicanos. Ainda, obteve-se a
sequéncia parcial de rbcL para o material tipo de M. erubescens. Como
o marcador molecular em questdo € ainda pouco usado para o grupo de
algas em estudo, uma Unica sequéncia de Hapalidiaceae foi encontrada
disponivel no GenBank. A terceira parte do rbcL é considerada a regido
mais varidvel deste marcador e vem mostrando bons resultados na
amplificacdo e sequenciamento de espécimes de herbario (P. Gabrielson,
comunicacdo pessoal), por isso, apesar de ser um marcador com
aproximadamente 1460 pb, a matriz consenso foi construida com 313
nucleotideos. Seis sequéncias analisadas no Capitulo 2, quatro de
Corallinaceae (retiradas do GenBank) e uma de Gracilaria textorii
(AY049325) foram incluidas, esta Gltima como grupo externo.

Todas as sequéncias brasileiras e mexicanas agruparam-se com
a sequéncia do material tipo de M. erubescens em um clado com alto
suporte (100% de bootstrap para NJ e MV e 0,99 de probabilidade a
posteriori na MB (Figura 3.5).
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NR38 Veracruz, México

NR41 Veracruz, México

NR65 Veracruz, México

FNO6 Fernando de Noronha|PE
TRH Material Tipo|FN

1001100 | jAuA06 Camagari|BA

0.99

IT69 liha da Trindade|ES
ESO1 llhas Rasa|ES
SP04 liha das Cabras|SP
1QG liha Queimada Grande|SP
D07 llha Deserta|SC

T 100/100 JX393129 Lithophyllum impressum

99/100 1.00 JX393128 Lithophyllum impressum

100 | 100/100 JJxassm Lithophyllum grumosum
1.00 JX393122 Lithophyllum grumosum
HQ322337 Mesophyllum vancouveriense
100/100 CE11 Risca do Meio|CE
1.00 IA09 IIha do Arvoredo|SC

CBO1 llha do Papagaio|RJ
1001100 ,!

1,00 IA04 Ilha do Arvoredo|SC

RNO6 Ilha do Arvoredo|SC
PBO01 Jo#io Pessoa|PB
AY049325 ilaria textorii

0,05

Figura 3.5. Filograma de Maxima Verossilhanga (MV) para as sequéncias de
rbcL. Os valores de bootstrap (2000 réplicas) referentes as andlises de
Neighbor-Joining (NJ) estdo acima dos ramos a esquerda e os referentes a MV,
estdo expressos a direita. Os valores de probabilidade a posteriori da Anélise
Bayesiana (MB) estdo abaixo do ramo. A arvore foi desenhada em escala, com
0s comprimentos dos ramos na mesma unidade das distancias evolutivas usadas
para inferir a arvore filogenética. A sequéncia de Gracilaria textorii foi
utilizada como grupo externo. A escala presente representa 0 nidmero de
substituigdes.

3.1.4 Variaciao “intraespecifica” dos maracadores moleculares

As sequéncias para os marcadores UPA e rbcL mostraram-se
idénticas e as sequéncias de psbA entre o Brasil Tropical + México e
Brasil Temperado Quente com divergéncia em apenas um nucleotideo,
como sumariza a Figura 3.6.
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M UPA
@ psbA
¥V rbeL

Figura 3.6. Localidades para quais foram obtidas sequéncias de M. erubescens.

Os simbolos representam os marcadores moleculares e as cores o haplétipo.

Note que o circulo verde-claro com o verde-escuro no ES indica a ocorréncia

dos dois hapl6tipos. CE: Ceard; FN: Fernando de Noronha; BA: Bahia; ES:

Espirito Santo; IT: Ilha da Trindade; SP: Séo Paulo; SC: Santa Catarina.

A Tabela 3.2 apresenta a variagdo encontrada entre as
sequéncias de psbA dos clados que apresentaram espécimes
morfologicamente posicionados em M. erubescens. As sequéncias do
Brasil divergiram das do Japédo, Vanuatu e Fiji de 11 a 14 nucleotideos
(2,5 a 3,2%), a0 passo que esse numero foi muito maior quando
comparado a Nova Zelandia 3 (12,9 a 13,1%) e Nova Zelandia 4 e 5
(11,7 a 12,0%). Dentro da propria Nova Zelandia, foi observada uma
variacdo genética alta (1,6 a 12,0%), com 7 a 53 nucleotideos de
divergéncia.
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Tabela 3.2. Variagdo encontrada para os marcador molecular psbA,
representada pela porcentagem (%) e quantidade de pares de base (pb)
para espécimes identificados morfologicamente como M. erubescens.
Seqs é o numero de sequéncias utilizadas na matriz.

seqs % pb
s ™ B o :
Brasil P. Tropical vs. México 9 0,0% 0
Brasil P. Temperada Quente vs. México 10 0,3%
Brasil vs. Japdo, Vanuatu e Fiji 15 25-32% 11-14
Brasil vs. Nova Zelandia 1 24 8,6 — 8,8% 38-39
Brasil vs. Nova Zelandia 2 19 7,5-8,8% 33-39
Brasil vs. Nova Zelandia 3 16 12,9-13,1% 57-58
Brasil vs. Nova Zelandia 4 14 11,7-12,0% 52-53
Brasil vs. Nova Zelandia 5 14 11,7-12,0% 52-53
Nova Zeléndia 1 vs. Nova Zelandia 2 17 1,6-3,2% 7-14
Nova Zeléndia 1 vs. Nova Zelandia 3 14 8,1-8,6% 36-38
Nova Zeléndia 1 vs. Nova Zelandia 4 12 8,4-9,0% 37-40
Nova Zeléndia 1 vs. Nova Zelandia 5 14 11,7-12,0% 52-53
Nova Zeléndia 2 vs. Nova Zelandia 3 9 8,4-9,5% 37-42
Nova Zeléndia 2 vs. Nova Zelandia 4 7 8,6-9,5% 38-42
Nova Zelandia 2 vs. Nova Zelandia 5 7 8,4-9,0% 37-40
Nova Zelandia 3 vs. Nova Zelandia 4 4 2,7-3,0% 12-13
Nova Zelandia 3 vs. Nova Zelandia 5 4 6,3% 28
Nova Zelandia 4 vs. Nova Zelandia 5 2 5,9% 26
Japéo vs. Vanuatu 2 3% 13
Vanuatu vs. Fiji 2 2,7% 12
Japéo vs. Fiji 2 5% 22
Vanuatu vs. Vanuatu 2 7,5% 33
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3.2 ESTUDO MORFOLOGICO

O conjunto de caracteres observados posicionam 0s espécimes
de ambas as provincias brasileiras em Mesophyllum erubescens (Foslie)
Me. Lemoine. Uma descricdo completa é dada a seguir, incluindo
imagens de aspectos vegetativos, reprodutivos tetrasporangiais e
gametangiais.

Mesophyllum erubescens (Foslie) Me. Lemoine 1928:252

BASINOMIO: Lithothamnion erubescens Foslie 1900:9-10, Taylor
(1960)

HOLOTIPO: TRH, sem n(imero

LOCALIDADE TIPO: Chaloup Bay, Arquipélago Fernando de
Noronha, Brasil

SINONIMOS HOMOTIPICOS

Lithothamnion erubescens Foslie 1900

SINONIMOS HETEROTIPICOS

Lithothamnion erubescens f. madagascarense Foslie 1901
Lithothamnion erubescens f. haingsisianum Weber-van Bosse & Foslie
1901

Lithothamnion erubescens f. subflabellatum Foslie 1904
Lithothamnion madagascarense (Foslie) Foslie 1906

Mesophyllum madagascariense (Foslie) Adey 1970

Lithothamnion patena f. incisa Foslie 1906

Lithothamnion incisum (Foslie) Foslie 1907

Mesophyllum incisum (Foslie) Adey 1970

Polyporilthon patena var. incisa (Foslie) Chapman & Parkinsn (1974)

ETIMOLOGIA: Mesophyllum vem do grego mesos, que significa meio
e do grego latinizado phyllon (folha); provavelmente se referindo a
hipotese de Lemoine (1928) de que as espécies de Mesophyllum
apresentariam uma morfologia intermediaria a de Lithophyllum e
Lithothamnion (Woekerling 1988).

DISTRIBUICAO NO LITORAL BRASILEIRO (Figura 7): Santa
Catarina (Horta et al., 2011; Pascelli et al., 2013); Séo Paulo (presente
estudo); Espirito Santo (presente estudo); llha da Trindade (presente
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estudo); Bahia (Figueiredo & Steneck, 2000; Figueiredo et al., 2007,
Nunes et al., 2008; Bahia et al., 2010); Fernando de Noronha (Foslie,
1900; Burgos, 2011) e Ceara (presente estudo).

@cs o

Figura 3.7. Mapa de distribuicdo de M. erubescens no litoral
brasileiro. CE: Ceard; FN: Fernando de Noronha; BA: Bahia; ES:
Espirito Santo; IT: llha da Trindade; SP: S&o Paulo; SC: Santa
Catarina.

MATERIAL EXAMINADO: BRASIL. SANTA CATARINA. llha do
Arvoredo, 28.X1.2012, M. Sissini & L. Ferreira. SAO PAULO. llha
Queimada Grande, 19.1V.2011, M. Sissini, B. Torrano; llha das Cabras,
Ubatuba, 11.2012, P. Horta. ESPIRITO SANTO. llhas Rasas,
Guarapari, 29.111.2012, M. Sissini. llha da Trindade, 16.VI1.2012,
25.V1.2012, 24.VI11.2012, 6.VII1.2012, M. Sissini. BAHIA. Praia do
Jaud, Camacgari, 23.V.2013, B. Torrano, C. Azevedo, T. Vieira-Pinto.
PERNAMBUCO. Boca do Inferno, Fernando de Noronha, 21.X1.2011,
F. Scherner, D. Burgos. Cagarras, Fernando de Noronha, 8.V111.2013, P.
Horta. CEARA. Risca do Meio, 18.1V.2012, M. Sissini.

HABITO: Formas incrustantes epiliticas e epizoicas (em corais), além
de formadoras de rodolitos foram observadas (Figura 3.8 a-f). Em Santa
Catarina e na Ilha da Trindade, formam bancos em associacdo com
outras espécies de Lithophyllum e Lithothamnion. Formas incrustantes
foram encontradas desde o entre-marés (0 metros de profundidade), na
Praia do Jaua, Bahia e formas livres em até 25 metros de profundidade
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na Risca do Meio (CE) e Cagarras (FN). Talo violeta amarronzado, com
protuberancias frequentemente ramificadas, basalmente cilindricas
chegando nas porgOes distais a levemente achatadas; 1-2 mm de
didmetro e 1,5-4 mm de altura, com fusdes frequentes, de aspecto
fruticoso a verrucoso.

Figura 3.8 (a-f). Aspecto geral dos espécimes em estudo de M. erubescens. (a)
llhas Rasas|ES (b) Jaua|BA (c) llha Queimada Grande|SP (d) Cagarras|FN (e)
Ilha do Arvoredo|SC (f) Ilha da Trindade|ES. Escala 1cm.

ESTRUTURA VEGETATIVA: Construgdo mondmera. Células
epiteliais (Figuras 3.9 a,b) com 5-14 um de didmetro e 2-4 um de altura,
arredondadas a achatadas, mas nunca em forma de taca. Células
subepiteliais mais alongadas do que as subsequentes, com 5-10 um de
didametro e 9-18 um de altura (Figura 3.9 b). Filamentos unidos por
conexdes celulares primarias e, lateralmente, por fusdes celulares
(Figura 3.9 c). Tricocitos de ausentes a abundantes. Quando observados
ocupando a superficie isoladamente (Figura 3.9 a) e conexdes celulares
secundarias sdo desconhecidas para a espécie. Grdos de amido
frequentes (Figura 3.9 d).
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Figura 3.9 (a-d). Aspectos vegetativos de M. erubescens. (a) Vista superficial
das células epiteliais com tricocitos dispersos (seta). (b) Células epiteliais (ce)
achatadas a arredondadas, mas nunca em forma de taca e células subepiteliais
(cs) mais alongadas do que as subsequentes. (c) Seta indicando fusdo celular.
(d) Gréos de amido na ponta da seta.

ESTRUTURA REPRODUTIVA: Conceptaculos tetrasporofiticos
multiporados (Figura 3.10 a), elevados em relacdo a superficie do talo,
com o teto plano (ndo em forma de vulcdo, Figura 3.10 b); quando
maduros, podem ser observados enterrados em meio ao peritalo. Poros
levemente afundados (Figura 3.10 c¢). Camaras dos conceptaculos em
forma eliptica, com 231-349 pum de didmetro e 126-238 pum de altura
(Figura 3.10 d). Quando maduro, o teto do conceptaculo tetrasporangial
apresenta de 5 a 7 células e 30-45 um de espessura. O canal do poro
delimitado por filamento de 3 a 4 células, sendo a basal marcadamente
mais alongada do que as demais células do teto (Figura 3.10 ), com 10-
17 um de altura. Os tetrasporangios sdo dispersos na cidmara do
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conceptaculo, quando maduros, apresentam de 63-84 pm de altura e sdo
formados por quatro tetrasporos zonados (Figura 3.10 f). Tampdes
apicais bloqueiam a abertura do poro impedindo que os tetrasporangios
saiam até que estejam maduros.

.*' - %
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Figura 3.10 (a-f). Aspectos reprodutivos de M. erubescens vistos em MEV. (a)
Vista superficial do talo com conceptaculos multiporados tetrasporangiais. (b)
Detalhe de um conceptaculo multiporado, com teto plano e nao em forma de
vulcdo. (c) Detalhe de um poro (p) levemente afundado. (d) Vista longitudinal
do conceptaculo tetrasporangial. (e) Detalhe das células que delimitam o canal
do poro, sendo as basais (cb) mais alongadas do que as demais. (f) Detalhe de
tetrasporangios zonados.
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Conceptaculos espermatangiais uniporados (Figuras 3.11 a,b).
Filamentos espermatangiais ndo ramificados na base da camara do
conceptaculo. Camara com 133-138 um de altura e 205-210 pm de
didmetro. Conceptaculo carpogonial uniporado (Figuras 3.11 c,d), em
forma de haltere e proeminente, com 349-446 pm de didmetro e 366-516
um de altura (Figuras 3.11 c,d).

Figura 3.11 (a-d). Aspectos anatdbmicos de conceptaculos gametangiais
uniporados de M. erubescens vistos em MEV. (a) Conceptaculo gametangial
masculino em vista superficial. (b) Corte longitudinal de conceptaculo
masculino. (c) Conceptaculo carpogonial (feminino) em vista superficial. (d)
Corte longitudinal do conceptaculo feminino com carpésporos.

4 DISCUSSAO

Os espécimes avaliados provenientes da costa oeste do
Atlantico correspondem a atual circunscricdo morfoanatémica do género
Mesophyllum: talo mondmero; haustério ausente; células epiteliais
esféricas ou ligeiramente arredondadas, mas nunca em forma de taca;
células subepiteliais mais alongadas do que as subsequentes; auséncia de
conexdes celulares secundarias (Woelkerling & Irvine, 1986, 2007;
Woelkerling, 1988; Wilks & Woelkerling, 1995; Athanasiadis et al.,
2004). No entanto, quando considerada as relacbes moleculares dentre
as Hapalidiaceae, verifica-se que M. erubecens se encontra em clado
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distinto e distante de M. lichnoides, espécie que tipifica o género, como
mostram as analises filogenéticas para os marcadores moleculares SSU,
LSU, psbA e COI (Bittner et al., 2011; Pena et al., 2011). Vale ressaltar
gue as possiveis incongruéncias em destaque podem ser decorrentes da
delimitagdo de algumas espécies sem a devida caracterizacdo de suas
estruturas morfoanatdmicas e reprodutivas, especialmente aquelas
relacionadas as plantas gametofiticas masculinas. Portanto, deve-se
buscar uma detalhada reavaliagdo dos representantes do grupo
considerando estes aspectos morfoanatdmicos e moleculares para que,
especialmente, o complexo Synarthrophytum, Phymatholithon e
Mesophyllum, seja elucidado (ver mais detalhes dessa discussdo no
Capitulo 2).

Taxonomia e delimitacdo da espécie: abordagem morfologica e
molecular

O presente estudo amplia a distribuicdo de M. erubescens no
Brasil para o Ceara, llha da Trindade e Espirito Santo. Diferencgas
morfoldgicas, resultantes de plasticidade fenotipica, entre os dois clados
brasileiros (Tropical e Temperado Quente) constituidos pelas sequéncias
de psbA foram investigadas e apresentados na Tabela 3.3.



124



125

Tabela 3.3. Comparacéo das caracteristicas morfologicas de materiais posicionados em M. erubescens de diferentes
localidades (+ caréter presente, - carater ausente, ND dado néo disponivel).

M. erubescens tipo M. erubescens M. erubescens M. erubescens M. erubescens M. erubescens

Fﬁg?ggﬁa?e Brasil TQ* Brasil TP* Indonésia®  Africa do Sul* ASu us(tjféslti;
Protuberéancias ramificadas
Diametro (mm) ND 1-2 1-2 ND 1-3 ND
Altura (mm) ND 4 1,5-6 ND 2-7 ND
Células epiteliais
Diametro (pum) 4-7 5-11 6-14 5-11 6-7 35-7
Altura (um) 2,5-4 2-4 2-4 5-10 2-3 3,5-4,5
Células subepiteliais
Diametro (um) 4,5-6 5-10 6-10 ND 5-7 ND
Altura (um) 5-9 10-17 9-18 ND 7-10 ND
Tricocitos ND +/- +/- +/- +/- +/-
Fusdes celulares + + + ND + +
Conexqe§ celulares ND Nao Nao ND ND N30 observado
secundarias observado observado
Conceptéculo
tetrasporangial
Diametro (um) 219-246 173-232 231-349 350-475 210-300 200-530
Altura (um) 113-130 126-164 126-238 ND 85-125 90-280
Teto do conceptaculo
Nuamero de células ND 5-7 5-7 4-6 4-7 4-6
Canal do poro
Nuamero de células 3-5 34 34 34 3-4 3-5
Céls. Basais alongadas + + + + + +
Altura (um) ND 10-12 15-16 ND ND ND
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Tabela 3.3. Continuacgéo.

M. erubescens tipo M. erubescens M. erubescens M. erubescens M. erubescens M. erubescens

Fernando de Noronha®  Brasil TQ* Brasil TP* Indonésia®  Africa do Sul® Sudeste Australia®

Poros afundados afundados afundados ND afundados ND
Tetrasporangio ND

Diametro (um) ND ND ND ND 55-94 30-140

Altura (um) ND ND ND ND 130-170 55-230
Conceptéculo carpogonial

Diametro (um) ND 349-446 ND ND 340-425 330-400

Altura (um) ND 366-516 ND ND 140-200 160-190
Conceptéculo espermatangial

Diametro (pm) ND ND ND ND 320 160-330

Altura (um) ND ND ND ND 80 50-115

T Keats & Chamberlain, 1994
% Verheij, 1993

¥ Harvey et al., 2003b

* Presente estudo
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Dentre os espécimes brasileiros analisados, as células que
delimitam o canal do poro, em especial as células basais, tem se
mostrado sistematicamente mais alongadas em relagéo as demais do teto
do conceptaculo no diagnostico de M. erubescens (Nunes et al., 2008;
Horta et al., 2011; presente estudo). Contudo, M. printzianum
Woelkerling & A.S.Harvey também apresenta canal do poro delimitado
por células mais alongadas, especialmente proximas a base, do que as
demais do teto do conceptaculo e diferencia-se de M. erubescens por
apresentar conceptaculo tetrasporangial em forma de vulcdo, ou seja,
com um aro bordeando o teto do conceptaculo. Harvey et al. (2005)
ressaltam que em alguns espécimes provenientes da Nova Zelandia o
posicionamento em uma das duas espécies é dificultado por estados
intermediarios, constituindo, entdo o complexo Mesophyllum
erubescens-M. printzianum.

As caracteristicas morfoanatdmicas observadas, juntamente
com as andlises moleculares dos trés marcadores (UPA, psbA e rbcL),
incluindo a sequéncia do material tipo, validam o posicionamento do
material brasileiro em M. erubescens. Ao mesmo tempo, a variagdo
genética (para o psbA) entre as linhagens Atlantico Tropical e Indo-
Pacifico Oriental observada é de 2,5% a 13,1%. Esta é uma variagdo
consideravelmente elevada para se tratar de uma mesma espécie.

Observacdes e descrices do material da Nova Zelandia
(Harvey et al., 2005) posicionados em M. erubescens mostram as
mesmas caracteristicas das células que delimitam o canal do poro do
material brasileiro. Porém, os altos valores de divergéncia molecular
para o marcador psbA (7,5 a 13,1%), sugerem a existéncia de espécies
cripticas. Broom et al. (2008) ja discutem a grande variabilidade
genética para este marcadores entre as Corallinales, que variaram entre
0-7%. Analises filogenéticas com um marcador mais conservado, 0 SSU
rDNA, também alertam para a diversidade existente dentro do referido
taxa, mostrando que M. erubescens da Nova Zelandia estdo mais
fortemente relacionados a Mesophyllum lichenoides, da Franca as
sequéncias da localidade tipo (Brasil) ou do material proveniente do
Oceano Pacifico Sul (Vanuatu e Fiji) (Bittner et al., 2011).

Apesar de ndo observarmos variagfes morfoanatdmicas que
pudessem auxiliar na diagnose do presente material no Atlantico, as
analises moleculares reforcam a existéncia de clados diversos, assim
como havia sendo demonstrado em outras reconstrucdes filogenéticas
(Broom et al.,, 2008; Bittner et al., 2011). Considerando apenas a
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caracterizacdo morfolégica, as 12 linhagens identificadas como M.
erubescens teriam ampla distribuicdo, ocorrendo em ecorregides
(Spalding et al. 2007) como o Atlantico Tropical, Australdsia
Temperada e Indo-Pacifico Oriental, como mostra a Figura 3.12.

Temperatura superficial dos oceanos em Graus Celsius

BRASIL TEMPERADO

NOVA ZELANDIA 1
NOVA ZELANDIA 2
QUENTE

BRASIL TROPICAL

MEXICO

1 NOVAZELANDIA4
= NOVAZELANDIAS
= NOVAZELANDIAG

I NOVA ZELANDIA 3

Figura 3.12. Linhagens de M. erubescens a partir do marcador pshA a esquerda
e distribuicdo dos espécimes. As cores representam a temperatura superficial
dos oceanos para outubro de 2013 (Fonte: www.0sp0.noaa.gov).

Esta hipotética ampla distribuicdo, ndo encontra apoio nos
padrdes globais de ocorréncia das espécies. As ecorregides ou mesmo as
tradicionais provincias biogeograficas propostas por Briggs (1974,
1995) sdo definidas com base no seu grau de endemismo. Esse conceito
foi, de maneira geral, adaptado para macroalgas marinhas (Linning,
1990), sendo corroborado por diferentes autores (Horta et al., 2001;
Adey & Steneck, 2001). Partindo do que se conhece de macroecologia e
biogeografia desses produtores primarios mundiais, a hipotese de que
estivéssemos tratando de variagBes intraespecificas em M. erubescens
ndo se sustenta.
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A separacdo genética (para 0 marcador psbA) das populacdes
do Atlantico Tropical foi ao encontro das provincias biogeogréaficas
brasileiras, propostas por Horta et al. (2001): Tropical e Temperada
Quente, com o Espirito Santo representando uma zona de transicdo. A
presenca de elementos tropicais e subtropicais, bem como a ampla
diversidade de ambientes, podem explicar a alta diversidade especifica
encontrada no estado do Espirito Santo em organismos marinhos, como,
por exemplo, macroalgas (Oliveira Filho, 1969; 1977; Horta et al.,
2001); peixes recifais (Floeter et al., 2001) e corais (Ledo et al., 2003).

A similaridade entre a populacdo Tropical e a do Golfo do
México Sul é evidente, mostrando que, apesar dos mais de oito mil
quilémetros que as separam e o grande aporte de agua doce e sedimento
dos rios Amazonas e Orinoco que desdguam no Atlantico nos Gltimos 10
milhdes de anos (Hoorn, 1994), o fluxo génico entre essas populagdes
pode estar ocorrendo ou ocorreu recentemente. O grau de
permeabilidade imposto pela pluma da foz destes grandes Rios
representa um fator seletivo ecofisioldgico, com papel varidvel entre
diversos grupos de organismos marinhos, dependendo das suas
caracteristicas reprodutivas, fisiologicas e estratégias de dispersdo.
Ophioblennius, género de peixe recifal comum tanto no Pacifico
Oriental como no Atlantico, teve suas populacdes geneticamente
estudadas em ambos 0s oceanos por Muss et al. (2001) a fim de elucidar
quais fatores fisicos estariam influenciando sua histéria evolutiva e eles
puderam concluir que as populacdes do Atlantico mostraram-se
geneticamente bem estruturadas, correlacionando a divergéncia genética
entre populacBes a presenca de barreiras geograficas. Esse padrdo
também foi observado para corais de fogo (Souza, 2013) e ouri¢os do
mar Echinometra sp. (McCartney et al., 2000).

Segundo van den Hoek (1987) “A dispersdo de longa distancia
em algas existe, sO que ¢ uma exce¢do” e estd intrinsecamente
relacionada com o tempo de duracdo dos esporos. Transpor grandes
distancias e até mesmo barreiras pode estar relacionado a deriva, seja
através de substratos naturais ou artificiais. Entre as algas calcarias,
algumas espécies apresentam forma de dispersdo como epifitas de outras
macroalgas flutuantes, contudo, esta forma ainda ndo foi registrada para
M. erubescens.

A afinidade entre as floras marinhas do Brasil e Caribe é
reconhecida desde Taylor (1960), contudo, estudos filogeograficos
abordando a conectividade entre essas populacdes sdo inexistentes.
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Portanto, dizer que M. erubescens representa um padrdo tipico ou
atipico é, ainda, insipiente.

As linhagens do Oceano Pacifico também podem ser agrupadas
segundo as ecorregides propostas por Spalding et al. (2007): Pacifico
Norte Temperado (Japdo), Australasia Temperada (Nova Zelandia) e
Indo-Pacifico Central (Fiji, Vanuatu). Estas diferencas podem
representar os processos de especiacdo, j4 descrito para diferentes
grupos de organismos marinhos. A alopatria, classicamente aceita para a
diferenciacdo de espécies, € questionada em organismos marinhos e
muitos exemplos a cerca de combinagBes de processos parecem ser mais
elucidativos (ver revisdo de Bowen et al., 2013).

Provavel caminho de colonizacdo no Oceano Atlantico

Segundo a arvore filogenética do marcador psbhA, o clado
constituido pelo complexo “M. erubescens-M. printzianum” da Nova
Zelandia é o mais basal, representando a provavel origem da grupo no
Oceano Pacifico. Sua chegada ao Oceano Atlantico pode ter sido via
Istmo do Panama, uma vez que seu completo fechamento ocorreu ha
aproximadamente 3,1-3,5 milhGes de anos (Coates & Obando, 1996) e,
dispersado meridionalmente. A colonizacdo para o Brasil Temperado
Quente poderia ter sido facilitado pela circulacdo das correntes, visto
que esse clado mostra-se ligeiramente mais recente do que o Brasil
Tropical. Contudo, o padrdo observado é sentido sul-norte, com o brago
central da Corrente Sul Equatorial subindo em direcdo ao NE do Brasil e
depois se transformando em Corrente das Guianas (Lumpkin & Garzoli,
2005).

Outra hipotese acerca da colonizagdo de M. erubescens no
Oceano Atlantico pode ser via Oceano Indico. Horta et al. (2001)
acreditam que a flora marinha brasileira teria sua origem Indo-Pacifica,
em uma época em que as correntes que banhavam a costa brasileira ndo
provinham do Atlantico Norte, mas diretamente do Indico,
impulsionados pela corrente das Agulhas. Os mesmos autores
questionam a origem caribenha da flora brasileira, postulando que estas
poderiam ter uma origem comum Indo-Pacifica, mas por rotas e
momentos diferentes.

A rota de chegada de M. erubescens ao Oceano Atlantico ainda
é incerta. Sequéncias provenientes do Atlantico Oriental poderdo
fornecer subsidios para um melhor entendimento a cerca da origem e
evolucdo desse grupo e da flora marinha benténica como um todo no
Atlantico Sul.
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5 CONCLUSAO
Posicionamento genérico de M. erubescens

Apesar das caracteristicas morfoanatdmicas de M. erubescens
conferirem com o conceito do género Mesophyllum, as relacdes
moleculares dentre as Hapalidiaceae parece ndo corroborar tal
posicionamento. Com isso, espécimes do Atlantico, até entdo atribuidos
a M. erubescens, devem ter seu posicionamento genérico reavaliado,
considerando a diversidade e distribuicdo dos representantes da familia
no Atlantico sul.

Delimitacdo da espécie

Os espécimes brasileiros foram identificados como M.
erubescens com base no conjunto de caracteristicas descritas para a
espécie. Contudo, os dados de DNA plastidial indicam que as
caracteristicas morfologicas utilizadas na delimitacdo de M. erubescens
ndo refletem a diversidade do grupo. Propdem-se a utilizagdo da técnica
DNA Barcode como uma ferramenta aliada na identificacdo do grupo.
Ainda, a comparacdo tanto morfolégica como molecular com o
espécime tipo deve ser realizada a fim de evitar futuras confusGes
taxondmicas e emprego inapropriado de determinado epiteto.

Os marcadores UPA e psbA mostraram-se uma valiosa
ferramenta na identificagdo e delimitacdo da espécie. Contudo, mais
sequéncias de UPA sdo necessarias para uma comparagdo mais robusta.

O agrupamento das sequéncias de psbA do material brasileiro e
mexicano juntamente com a sequéncia da terceira regido do rbcL do
material tipo de M. erubescens corroborou a identificacdo dos
espécimes.

Distribuicdo de M. erubescens

A distancia geogréafica entre os Oceanos Atlantico e Pacifico, os
padrdes atuais de circulagio do Atlantico e as caracteristicas
ecofisiologicas da espécie parecem estar determinando os padrdes
genéticos de distribuicdo de M. erubescens como sintetiza a Figura 3.14.
Quanto sua provavel rota de chegada ao Oceano Atlantico, sequéncias
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provenientes do Atlantico Oriental poderdo fornecer subsidios para um
melhor entendimento a cerca da origem e evolucdo no Atlantico Sul.

Quantas espécies em um epiteto?

Os espécimes provenientes do Brasil e México podem ser
posicionados no epiteto M. erubescens. No entanto, espécimes do Japéo,
Vanuatu, Fiji e Nova Zelandia apresentam divergéncia genética elevada
para serem posicionados sob este mesmo epiteto, correspondendo a
outras 11 linhagens.
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Apéndice E. Dados de coleta e marcadores amplificados e sequenciados para cada amostra.
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Cédigo Marcadores o
T Moleculares Espécie Estado Local GPS Data coleta Coletor (es)
UPA psbA rbcL
CE19 4 - - M. erubescens CE Risca do Meio 03°34'S e 38°24'0 18.04.2012 M. Sissini
FNO1 4 M. erubescens PE Cagarras, F. Noronha 03°50'S e 32°25'0 08.08.2013 P. Horta
FNO2 4 - - M. erubescens PE Cagarrras, F. Noronha 03°50'S e 32°25'0 08.08.2013 P. Horta
FNO6 4 4 4 M. erubescens PE Boca Inferno, F. Noronha 03°50'S e 32°25'0 21.11.2011 F. Scherner, D. Burgos
JAUAGS v Y v M.erubescens  BA Praiado Jaua, Camagari - 23052013 > TOmano.C. Avevedo, T
ESO01 v v v M. erubescens ES Ilhas Rasas, Guarapari - 29.03.2012 M. Sissini
ES04 v v - M. erubescens ES Ilhas Rasas, Guarapari - 29.03.2012 M. Sissini
ES06 v v - M. erubescens ES Ilhas Rasas, Guarapari - 29.03.2012 M. Sissini
ES14 4 - - M. erubescens ES Ilha Escalvada, Guarapari 20°40'S e 44°24'0 30.03.2012 E. Mazzei, H. Pinheiro
ES17 v - - M. erubescens ES} Ilhas Rasas, Guarapari - 29.03.2012 M. Sissini
ITO5 4 - M. erubescens ES Ilha da Trindade 20°30'S e 29°19'0 16.06.2012 M. Sissini
1T49 v - - M. erubescens ES Ilha da Trindade 20°30'S e 29°19'0 25.06.2012 M. Sissini
IT55 4 - - M. erubescens ES Ilha da Trindade 20°30'S e 29°19'0 06.08.2012 M. Sissini
1IT69 4 v v M. erubescens ES Ilha da Trindade 20°30'S e 29°19'0 24.07.2012 M. Sissini
1B02 4 - - M. erubescens SP Ilhabela, S. Sebastido - 31.01.2013 A. Aued
1QG 4 - 4 M. erubescens SP Ilha Queimada Grande 24°28'S e 46°40'0 19.04.2011 M. Sissini, B. Torrano
1QG02 4 - - M. erubescens SP Ilha Queimada Grande 24°28'S e 46°40'0 19.04.2011 M. Sissini, B. Torrano
1QG03 4 - - M. erubescens SP Ilha Queimada Grande 24°28'S e 46°40'0 19.04.2011 M. Sissini, B. Torrano
1QG04 v - - M. erubescens SP Ilha Queimada Grande 24°28'S e 46°40'0 19.04.2011 M. Sissini, B. Torrano
SPO1 4 - - M. erubescens SP Ilhabela, S. Sebastido - 02.2012 P. Horta
SP02 4 v - M. erubescens SP llhabela, S. Sebastido - 02.2012 P. Horta
SP04 4 v v M. erubescens SP llhabela, S. Sebastido - 02.2012 P. Horta
IBC1025 v - - M.erubescens  SP llhaPalmas, S. Sebastido  23°32'S e 45910 29082011 B Tormano IAHaMede"os' c
LUCO01 4 4 - M. erubescens SC Ilha do Arvoredo 27°16'S e 48°22'0 28.11.2012 M. Sissini, L. Ferreira
LUCO02 v 4 - M. erubescens SC Ilha do Arvoredo 27°16'S e 48°22'0 28.11.2012 M. Sissini, L. Ferreira
LUCO03 4 - - M. erubescens SC Ilha do Arvoredo 27°16'S e 48°22'0 28.11.2012 M. Sissini, L. Ferreira
LUCO05 4 - - Me. erubescens SC Ilha do Arvoredo 27°16'S e 48°22'0 28.11.2012 M. Sissini, L. Ferreira
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Apéndice E. Continuagao.

LUCO07
1D07
NRO0038
NR0041
NRO065

AN

ANENENENY

ANENENENY

M. erubescens
M. erubescens

Mesophyllum sp.
Mesophyllum sp.
Mesophyllum sp.

SC

MX
MX
MX

Ilha do Arvoredo
Ilha Deserta
Santiaguillo,Veracruz
Santiaguillo, Veracruzo
Topatillo, Veracruz

27°16'S e 48°22'0

19°08'N e 9547
19°08'N e 95%47"
19°08'N e 95°%0'

28.11.2012
04.08.2011
16.10.2012
16.10.2012
20.10.2012

M. Sissini, L. Ferreira
E. Bastos
P. Avila
P. Avila
P. Avila
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Apéndice F. Sequéncias de UPA disponiveis no GenBank e utilizadas nas analises
de agrupamento.

Espécie Autor Acesso GenBank Local
Mesophyllum erubescens Sherwood et al. 2010 HQ420979 Havai
Mesophyllum erubescens Sherwood et al. 2010 HQ420974 Havai
Pneophyllum conicum Sherwood et al. 2010 HQ421556 Havai
Phymatolithon sp. Sherwood et al. 2010 HQ421548 Havai
Hydrolithon reinboldii Sherwood et al. 2010 HQ421557 Havai
Lithophyllum insipidum Sherwood et al. 2010 HQ421555 Havai
Sporolithon ptychoides Sherwood et al. 2010 HQ421547 Havai
Gracilaria dotyi Sherwood & Presting 2007 EF426613 Havai

Apéndice G. Sequéncias de psbA disponiveis no GenBank e utilizadas nas
analises de agrupamento e filogenéticas.

Espécie Autor Acesso GenBank Local
Mesophyllum erubescens Kato & Suda 2011 AB576044 Japéo
Mesophyllum erubescens Kato & Suda 2011 AB576043 Japdo
Mesophyllum erubescens Broom et al. 2008 FJ361397 Nova Zelandia
Mesophyllum erubescens Broom et al. 2008 FJ361394 Nova Zelandia
Mesophyllum erubescens Broom et al. 2008 FJ361750 Nova Zelandia
Mesophyllum erubescens Broom et al. 2008 FJ361551 Nova Zelandia
Mesophyllum erubescens Hart et al. 2005 DQ167996 Nova Zelandia
Mesophyllum erubescens Hart et al. 2005 DQ167986 Nova Zelandia
Mesophyllum erubescens Hart et al. 2005 DQ167980 Nova Zelandia
Mesophyllum erubescens Hart et al. 2005 DQ167978 Nova Zelandia
Mesophyllum erubescens Hart et al. 2005 DQ167977 Nova Zelandia
Mesophyllum erubescens Hart et al. 2005 DQ167957 Nova Zelandia
Mesophyllum erubescens Hart et al. 2005 DQ167951 Nova Zelandia
Mesophyllum erubescens Hart et al. 2005 DQ167936 Nova Zelandia
Mesophyllum erubescens Hart et al. 2005 DQ167932 Nova Zelandia
Mesophyllum erubescens Hart et al. 2005 DQ167929 Nova Zelandia
Mesophyllum erubescens Hart et al. 2005 DQ167919 Nova Zelandia
Mesophyllum erubescens Hart et al. 2005 DQ167898 Nova Zelandia
Mesophyllum erubescens Hart et al. 2005 DQ167893 Nova Zelandia
Mesophyllum erubescens Hart et al. 2005 DQ167891 Nova Zelandia
Mesophyllum erubescens Hart et al. 2005 DQ167889 Nova Zelandia
Mesophyllum erubescens Hart et al. 2005 DQ167884 Nova Zelandia
Mesophyllum erubescens Hart et al. 2005 DQ167876 Nova Zelandia
Mesophyllum erubescens Hart et al. 2005 DQ167874 Nova Zelandia
Mesophyllum erubescens Hart et al. 2005 DQ167871 Nova Zelandia
Mesophyllum cf. erubescens Bittner et al. 2009 GQ917444 Vanuatu
Mesophyllum cf. erubescens Bittner et al. 2009 GQ917446 Vanuatu
Mesophyllum cf. erubescens Bittner et al. 2009 GQ917468 Fiji
Mesophyllum

- Meneveldt et al. 2012 JQ917418 ?
vancouveriense




146

Apéndice G. Continuacao.

Espécie Autor Acesso GenBank Local
Mesophyllum printzianum Broom et al. 2008 FJ361670 Nova Zelandia
Mesophyllum printzianum Broom et al. 2008 FJ361605 Nova Zelandia
Mesophyllum printzianum Broom et al. 2008 FJ361665 Nova Zelandia
Mesophyllum printzianum Hart et al. 2005 DQ167985 Nova Zelandia
Mesophyllum printzianum Broom et al. 2008 FJ361577 Nova Zelandia
Mesophyllum printzianum Broom et al. 2008 FJ361436 Nova Zelandia
Mesophyllum printzianum Hart et al. 2005 DQ168004 Nova Zelandia
Mesophyllum printzianum Hart et al. 2005 DQ168001 Nova Zelandia
Mesophyllum printzianum Hart et al. 2005 DQ167956 Nova Zelandia
Mesophyllum printzianum Hart et al. 2005 DQ167935 Nova Zelandia
Mesophyllum printzianum Hart et al. 2005 DQ167888 Nova Zelandia
Mesophyllum printzianum Hart et al. 2005 DQ167870 Nova Zelandia
Mesophyllum macroblastum Broom et al. 2008 FJ361453 Nova Zelandia
Mesophyllum macroblastum Broom et al. 2008 FJ361449 Nova Zelandia
Mesophyllum macroblastum Broom et al. 2008 FJ361385 Nova Zelandia
Mesophyllum macroblastum Broom et al. 2008 FJ361519 Nova Zelandia
Mesophyllum macroblastum Hart et al. 2005 DQ167993 Nova Zelandia
Mesophyllum macroblastum Hart et al. 2005 DQ167918 Nova Zelandia
Mesophyllum engelhartii Broom et al. 2008 FJ361517 Nova Zelandia
Phymatolithon repandum Broom et al. 2008 FJ361395 Nova Zelandia
Phymatolithon repandum Broom et al. 2008 FJ361683 Nova Zelandia
Lithothamnion glaciale Hind & Saunders 2012 JQ422235 ?
Lithothamnion crispatum Broom et al. 2008 FJ361502 Nova Zelandia
Sporolithon durum Hart et al. 2005 DQ168023 Austrélia
Gracilaria textorii Kim et al. 2005 DQ095842 Japdo

Apéndice H. Sequéncias de rbcL disponiveis no GenBank e utilizadas nas
analises de aarupamento e filoaenéticas.

Espécie Autor Acesso GenBank Local
Mesophyllum vancouveriense Gabrielson 2010 HQ322337 ?
Lithophyllum impressum Miklasz et al. 2012 JX393129 ?
Lithophyllum impressum Miklasz et al. 2012 JX393128 ?
Lithophyllum grumosum Miklasz et al. 2012 JX393124 ?
Lithophyllum grumosum Miklasz et al. 2012 JX393122 ?
Gracilaria textorii Gurgel & Fredericq 2001 AY049325 Japdo
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