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Resumo

As algas calcarias do Filo Rhodophyta, apresentamocprincipal caracteristica a
impregnacdo de carbonato nas paredes celularesy esfe motivo sdo necessérias
técnicas diferenciadas para estudos anatdmicoasdaigfas. Apesar do aprimoramento
recente na caracterizacao do referido grupo, anaissde um padréo metodoldgico que
se observa nos estudos realizados para este gleiponstra que ainda existe demanda
por metodologias alternativas que subsidiem a t@xim do grupo. O uso de
ferramentas moleculares € uma alternativa informatientro deste contexto, e vem
sendo cada vez mais utilizada, aliada a carastagsinorfoanatébmicas, para determinar
a posicao sistematica de géneros, espécies e salmss(Este trabalho teve por objetivo
principal descrever os representantes do génénophyllumno meso e infralitoral do
Sul do Brasil, com base em dados morfoanatdmidadad a dados moleculares. As
analises foram realizadas a partir de espécimesacis em 5 pontos do litoral do Sul
do Brasil. O estudo morfoanatdmico foi realizadoraroroscopio 6ptico e microscépio
eletronico de varredura. Os estudos moleculardsasearam em sequéncias de DNA
dos marcadores UPA&pXL e SSU rDNA, sendo que para cada marcador foraauge
analises de Distancia e Maxima Parciménia, e patdtimo foram realizadas além
destas, a andlise bayesiana. Através de estudmanatbmico comparativo, foram
identificadas duas entidades taxonomidashophyllum margaritagHariot) Heydrich,

e Lithophyllumsp.1, e os dados moleculares corroboraram com rdifidacdo dos
referidos taxons. Os marcadores moleculares URAxe se mostraram eficientes na
separacao de entidades taxonémicas de um mesmmgéemonstrando serem estes
marcadores adequados para utilizacdo como “DNAokarg”. Os dados obtidos neste
estudo representam um avanco na taxonomia das edde@ias ndo articuladas no
Brasil, que pela primeira vez baseou-se em carfatitels moleculares aliadas a

caracteristicas morfoanatémicas.



Abstract

The Coralline algae from the phylum Rhodophyta, Rasmain characteristic the
carbonate impregnation of cell walls, and for tleigson, special techniques are required
for their anatomical studies. Despite the recemgromement in the characterization of
the group, the absence of a methodological standamdonstrates that still there is
demand for methodologies for to support the taxonarh this group. The use of
molecular tools is an informative alternative withihis context, and it is being
increasingly used, combined with morphology andt@m& data, to determine the
systematic position of genera, species and sulepethis study aimed to describe the
genusLithophyllumof the intertidal and subtidal habitats in southBrazil, based on
morphological and anatomical data combined withenallar data. The analisys were
performed from specimens collected in five poirltsng of southern Brazilian coast.
The morphological and anatomical study was perfdrmvéh optical microscope and
scanning electron microscope. Molecular studiesevi@sed on DNA sequences of the
molecular markers UPAcoxl and SSU rDNA. Neighbor-joining and maximum
parsimony analysis were performed for all threek®ia, and for the last, were held in
addition the bayesian analysis. Through comparatverphoanatomy study, we
identified two specied.ithophyllum margaritagHariot) Heydrich, andLithophyllum
sp. 1, and the molecular data corroborated wittseheesults. The UPA ancoxi
markers were efficient in separating taxonomic tessti of the same genus,
demonstrating that these markers are suitablddarse as "DNA barcoding". The data
obtained in this study represent a breakthroughhe taxonomy of non-geniculate
coralline algae in Brazil, which for the first timeas based on molecular characteristics

combined with morphological anatomic.



Introducao

As algas do filo Rhodophyta, ou algas vermelhas, a@anismos eucariontes
fotossintetizantes, que nao apresentam flagelosezthuma fase de vida, nem mesmo nos
gametas. Possuem como pigmentos clorofila a, fipobieinas, e carotendides e o seu
principal material de reserva dessas algas & ocattais! florideas.

Estes organismos tém importante papel na producdoagpa, como fonte de
alimento, producdo de oxigénio e ciclagem de miege Ocorrem principalmente no
ambiente marinho e estdo amplamente distribuidasregides tropicais até as regioes
polares (Lee 2008).

Esta divisdo forma uma das principais linhagens afiléticas dentro dos
eucariotos, e segundo Yoon et al. (2006), atualnesta dividida em seis classes
Bangiophyceae, = Compsopogonophyceae, Florideophycedorphyridiophyceae,
Rhodellophyceae, e Stylonematophyceae.

Na classe Florideophyceae, estdo posicionadas ogroe da ordem Corallinales
Silva & Johansen, ou algas calcéarias. Sua disg#mug conhecida em todos os oceanos,
dos trépicos aos polos (Littler et.2991; Foster 2001; Konar et al. 2006), como um
constituinte conspicuo, ou mesmo dominante, pdaticiente em locais de alta herbivoria
(Steneck & Paine 1986; Woelkerling 1988 ). Estgaskio comumente encontradas sob o
dossel de macroalgas desde a zona das entre-at@rgseandes profundidades (Littler et
al.1985; Littler et al. 1991; Foster 2001; Konar et 2006). Em &areas tropicais, por
exemplo, fazem parte da constru¢do dos recifesodEse protegendo esse ecossistema
contra a acéo erosiva das ondas e possibilitandaraitencéo e crescimento do mesmo
(Steneck & Testa 1997; Piller & Rasser 1996).

As algas calcarias ou coralineas incluem dois graparfologicos: as articuladas
ou geniculadas, representadas por formas que pospoecdes nao calcificadas ou
geniculos, intercaladas por segmentos calcificamosntergeniculos, e as formas néao-
geniculadas, que ndo possuem geniculos, sendsstanpletamente calcificados.

O trabalho de Harvey & Woelkerling (2007) propdeue @s algas calcarias sejam
agrupadas em uma so ordem (Corallinales) repretepiar trés familias - Hapalidiaceae,
Corallinaceae e Sporolithaceae, as quais seriamisdiolas em sete subfamilias (Tabela
1). Este esquema taxondmico baseou-se em uma cagabinde dados morfoldgicos,
anatémicos, bioquimicos, ultraestruturais e mobresl (Bailey & Chapman 1996, 1998;
Bailey 1999, Harvey et al. 2002, 2003).



Tabela 1: Classificagdo da ordem Corallinales (Ea& Woelkerling 2007).

Familia e subfamilia Género

Corallinaceae
Metagoniolithoideae Metagoniolithon

Corallinoideae Alatocladia, Arthrocardia, Bossiella Calliarthroiheilosporum, Chiharaea,
Corallina, Haliptilon,Jania, Marginosporum, Masakeg Serraticardia,
Yamadaea

Mastophoroideae Hydrolithon, Lesueuria, Lithoporella, Mastophoraghdmastophora,
Neogoniolithon,Pneophyllum, Spongites

Lithophylloideae Amphiroa, Ezo, Lithophyllum/Titanoderma, Lithothfaulsilvella, Tenarea

Hapalidiaceae
Austrolithoideae Austrolithon, Boreolithon
Choreonematoideae Choreonema

Melobesioideae Clathromorphum, Exilicrusta, Kvaleya, Lithothamnidmastophoropsis,
Melobesia, Mesophyllum,Phymatolithon, Synarthrophyt

Sporolithaceae Heydrichia, Sporolithon

Porém recentemente, Le Gall et al. (2010), cone leas um estudo filogenético,
propdés uma mudancga no status taxonémico da fam@f@olithaceae, elevando-a a uma
nova ordem para as algas calcarias, a ordem Shates Le Gall, Payri, Bittner &
Saunders, que compreende uma Unica familia, Sgfmodéae, com dois géneros —
Sporolithone Heydrichia Para sustentar a proposta de separar a nova @perulithales
da ordem Corallinales, os referidos autores utdimacomo evidéncia morfo-anatdbmica o
padrao de divisdo dos esporos (que em Sporolitéatesciada e em Corallinales, zonada)

e na auséncia (Sporolithales) ou presenca (Caakdihde conceptaculos (fig.1).



Conceptacula Canceptaculs Cormpanimeantos

Uniporado Wultiporada Calcificados
i
]
]
i

= Telrasporas

Tetrasporos Jonados Sanone
Corallinales Sporolithales

Figura 1. Caracteristicas para delimitacdo dashsr@erallinales e Sporolithales,
adaptado de Farr et al. 2009.

Apés esta mudanca, as algas calcarias compreenai&m em duas ordens, e 0
novo esquema taxondmico esté sintetizado na Tabela

Com relacéo a classificacdo das familias, subfam@igéneros nada foi alterado.

Tabela 2. Novo esquema taxon6mico das algas cac&egundo a proposta de Le Gall et
al. 2010.

Ordem Familias e Subfamilias

Corallinales Corallinaceae - Metagoniolithoideae, Corallinoideae, Mastophoroaea
Lithophylloideae.

Hapalidiaceae - Austrolithoideae, Choreonematoideae e
Melobesioideae.

Sporolithales Sporolithaceae




As algas calcéarias apresentam grande importanolageca, pois sdo consideradas
organismos-chave em varios ambientes (Foster @0@ll) e um atributo interessante é a
formacdo de rodolitos (algas vermelhas de videeligue crescem independentes do
substrato) formando bancos naturais, conhecidosma@r! ou bancos de rodolitos (ou
nédulos calcarios). Esses bancos formam um eocsssstinico que abriga grande
diversidade de outras algas, invertebrados e wvadeb associados direta ou indiretamente
a eles (Steller et al. 2003; Littler & Littler, 280Riul et al. 2009). Estes bancos estao
presentes em todos 0os mares, especialmente ntoptaeacontinental brasileira. Aléem de
serem verdadeiros oasis de biodiversidade em mdianaos arenosos da plataforma
continental de diferentes mares e oceanos (Rial.e2009), esses bancos sdo também
importantes macro-ambientalmente, pois estdo pialemente envolvidos com o0s
processos globais de controle climatico do plampeta se tratarem uma das maiores
reservas de carbonato do mundo (Oliveira 1996, Y1997

A principal caracteristica dessas algas € a inmaigp de carbonato na forma de
calcita nas paredes celulares (Bailey & Chapma®8)18 que néo é observado nos demais
grupos de algas vermelhas. Os carbonatos correspoadcerca de 90% do peso seco
dessas algas o que lhes confere caracteristicasi@sp como maior suporte mecanico e
protecdo contra herbivoria. Estas algas sdo comenudrservadas com a superficie livre
de epibiontes, tal caracteristica é resultado derooesso conhecido por “sloughing”, ou
descamacéo das células epiteliais, (Masaki 1984akeaet al. 1984; Woelkerling et. al.
1993; Pueschel & Miller 1996; Keats et al. 19971)e¢ geriodicamente libera as camadas
superficiais do organismos e junto com ela evest@gibiontes. Além disso, alguns
autores também reportam a ocorréncia deste proeesselulas de camadas mais abaixo,
em células subepiteliais e até mesmo de célulagnpad a regido do peritalo (Keats et al.
1993; Keats et al. 1994; Pueschel & Keats 199 Qu® sugere este ser um mecanismo
enddgeno de regulacdo da espessura do talo, handéica aderéncia no substrato e um
crescimento mais rapido, conforme o que foi replortparaSpongites yenddFoslie)
Chamberlain d.ithophyllum neoatalayenddasaki (Keats et al. 1994; Pueschel & Keats
1997).

Entretanto, esse talo rigido e opaco, consequéleideposicdo de carbonatos, €
considerado o motivo pelo qual a taxonomia do g&ipgonsiderada uma das mais dificeis

e problematicas entre as Rhodophyta (Chamberl@83)]1 e exige técnicas diferenciadas



para estudos anatdmicos mais detalhados que podstarminar o posicionamento
taxonOGmico de acordo com a nomenclatura modermggm (Horta, 2002).

No Brasil, desde os trabalhos pioneiros de Tomii@7§), os estudos sobre a
taxonomia das algas calcarias ficaram em boa pestatos aos grupos geniculados. Uma
retomada dos trabalhos sobre este grupo no Bealihicio com a publicacdo de Horta
(2002), que serviu de estimulo para trabalhos sulesges como os de Nunes et al. (2008),
que descreveram 3 espécies da ordem Corallinaleasgpastado da Bahia. Destacam-se
ainda os trabalhos de Villas-Boas et @009) que descreveram 4 espécies do género
Lithophylllumpara o estado do Espirito Santo, destacando-sgpagicdo de uma espécie
nova para a ciéncia e Bahia et al.(2010) que detetma estrutura de um banco de
rodolitos em um gradiente de profundidade, recos@e mais cinco taxons de algas
calcarias para o estado da Bahia. Farias.gR@l0), baseados em coletas realizadas ao
longo de todo o litoral Brasileiro reavaliaram gése Lithothamnion heteromorphum
(Foslie) Foslieoriginalmente descrita para o litoral paulistajesie do Brasil. Horta et al.
(2011), reporta para o litoral sul Brasileiro a méocia deMesophyllum erubescens
(Foslie) Lemoine, reavaliando material da colecéordylor (1960), discutindo aspectos
da diagnose da referida espécie.

Apesar do aprimoramento recente na caracterizagaidoamatomica do referido
grupo, através da utilizacdo de técnicas e equip@mwmede microscopia convencional e
eletrbnica, a grande plasticidade morfolégica e epeddéncia de caracteristicas
diagnosticas vinculadas as estruturas de reprodugi@ocam a demanda por metodologias
alternativas para se subsidiar a taxonomia do gipste sentido, existe uma tendéncia de
se aliar a essas caracteristicas, metodologiagpossbilitem a utilizacdo de espécimes
estéreis e até mesmo desgastados. O uso de fetasmmealeculares é uma alternativa
informativa dentro deste contexto, e vem sendo casia mais utilizada, aliada a
caracteristicas morfoanatdmicas, para determingsosicdo sistematica de géneros,
espécies e subespécies (Vidal et al. 2003).

Recentemente o uso de marcadores moleculares tesibiitado avaliar a
biodiversidade de modo rapido e eficiente corrigirventuais distor¢des resultado da
plasticidade morfoldgica observada no grupo. No emim o sequenciamento de DNA é a
técnica mais poderosa para detectar polimorfismgemdtipo e tem sido bastante utilizada

na comparacao de diferentes niveis taxondmicos€idi 1998).



Em geral, nas macroalgas, os estudos filogenéiitnsse baseado nas sequéncias de
DNA de diferentes regides. Essas regides sao deadas de marcadores moleculares,
sendo que a maioria destes estudos esta baseestpdmados genes ribossomais, incluindo
as sequéncias dos genes que codificam para o RNAlanidade menor (SSU rDNA).
Recentemente tem sido agregado ao estudo das amgasadores moleculares
denominados de “DNA barcodes”, que em linhas gesaés uma analogia ao cédigo de
barras de produtos manufaturados (Stoeckle 20@B)sistema de “DNA barcoding” €
pratico e uniforme para identificacdo de espéaes) grande utilidade em levantamentos
de biodiversidade e em conservag@qrincipal marcador utilizado como “DNA barcode”
€ a regidao 5 do gene mitocondriebxl que codifica para a subunidade 1 da enzima
citocromo oxidase. Um trabalho que utilizou a regi® coxl em Rhodophyta (Saunders
2005) constatou que esse marcador se mostrou atbepasa a distincdo de espécies nos
grupos de algas vermelhas estudados. Entretanémtoses que vem trabalhando com este
marcador, ressaltam que € necessario testa-lala avaliar suas taxas de divergéncias, de
grupo para grupo, o que até o presente momentdon@ealizado para as algas calcarias

nao articuladas.

1.1. Revisdo Histdrica das metodologias aplicadas algas calcéarias

De acordo com a revisao histérica realizada poitaH(2000), no inicio do século
XVIIl, ndo se sabia ao certo do que se tratavaralgass calcarias, sendo estas na época,
consideradas como corais, por apresentarem moidoBamelhante a estes organismos.
Esta perspectiva do referido grupo em parte foultado do status do conhecimento
proporcionado pelos equipamentos e técnicas etilézado. Muitos autores desde entéo,
investigaram essas ‘crostas calcarias’ a fim destflad-las adequadamente. Destes
esforgos, destacamos a importancia do trabalhdilgR que em 1837 demonstrou pela
primeira vez, de forma clara e definitiva, que sterganismos tratavam-se
verdadeiramente de plantas, e estabeleceu nesteonse® 0s génerdsthothamnione
Lithophyllum Entretanto, Phillipi e outros autores de sua &pmaseiam a separacao dos
dois géneros em aspectos de sua morfologia (Prg#9). Desta formd,ithothamnionera
delimitado pela presenca de talos crostosos queaseficavam dicotomicamente,

enquantd.ithophyllumportalos foliosos, lisos e parcialmente livres.



Apds esse marco na historia do estudo das algagries, intensificaram-se o0s
esforcos para se compreender melhor a taxonomtasdelyas, e importantes cientistas
propuseram diferentes sistemas de classificac@oggaupar 0s novos taxons que surgiam
a medida que suas pesquisas avancavam. Entreddimtotacdo dos equipamentos Opticos
da época provavelmente resultou em interpretagfi@scradas que por sua vez so foram
resolvidas em meados do século 20.

Segundo Printz (1929), Solms em 1881 foi o primewwose atentar para a
possibilidade de utilizar os 6rgdos de reproduc&®maoc uma caracteristica para
diferenciacdo de géneros, e posteriormente Rothphat 1981 propde que as espécies de
Lithothamnia (termo que se referia a algas calcarias em géyafe dividido em trés
grupos, baseado no desenvolvimento do tetraspardAgibos autores falavam a respeito
da morfologia externa que os conceptaculos e spEsentavam sob a superficie do talo
dessas algas. Entretanto, os trabalhos dispon$atise as abordagens da época nao
descrevem as bases metodoldgicas que nortearaifer@ntbs autores.

Posteriormente, Foslie (1909) que teve boa partseds estudos sobre as algas
calcarias baseados na morfologia externa, pasdamea seccdes nos talos, e com essa
metodologia, pode analisar também aspectos vegetatie a exemplo de Solms,
caracteristicas reprodutivas para delimitar espécteegando a propor mais de 400 novas
espécies em sua colecao.

Assim como Foslie, Lemoine (1909) também obsenemg&es nos talos e constatou
que as caracteristicas anatbmicas vegetativascefargual valor taxondmico com relacéo
as reprodutivas.

Com a evolucdo das ferramentas de estudo, comoexamplo, o advento da
microscopia eletronica, que ja em 1977 (Wray 1933) utilizado para o estudo destas
algas, destacam-se os trabalhos que discutiransiedpodas algas calcarias incrustantes
dentro do grupo das algas vermelhas.

Alguns anos depois, Silva e Johansen (1986) baseaghouma série de estudos
bioquimicos, anatdmicos, e detalhado trabalho zatililo microscopia eletronica,
apresentam a ordem Corallinales, na qual todadgas aalcarias incrustantes estavam
posicionadas até 2010.

Conforme citado anteriormente, a mudanca maisfaigtiva nos ultimos tempos foi

a que Le Gall et al. (2010) propuseram, elevandanglia Sporolithaceae, até entdo



pertencente & ordem Corallinales, para a ordemo$ipales Le Gall, Payri, Bitther &
Saunders.

A néo uniformidade de metodologias utilizadas diganprocesso de caracterizacao
da biodiversidade das algas calcarias pode terupial distorcoes e eventualmente
interpretacbes equivocadas no que se refere a daMande téxons infragenéricos.
Considerando o0 conhecimento produzido nos Uultim@s aBos observa-se que a
caracterizacdo de espécies ou mesmo a propostapdeies novas se basearam em
informacdes advindas de sec¢cdes em microtomo dgetamento (e.g. Keats 1994, 1997,
Dawson 1960), inclusdo em parafina (e.g. Mason 1@&8vson 1960, Masaki 1968,
Tomita 1976, Riosmena et al. 1999), inclusdo entofgsina (e.g. Funari et al. 1996,
Harvey et al. 2003, Harvey et al. 2005) e estudos microscopia eletronica (e.g.Wray
1977, Woelkerling 1985, Athanasiadis 1999, RiosmBodriguez 1999, Harvey et al.
2003). As técnicas relacionadas a microscopia foddmpodem resultar em analises
morfométricas distintas por resultarem em difererdgstados de turgor das células das
diferentes regifes do talo e consequientementetddueas reprodutivas Por outro lado,
como destacado por Adey et al. (2005), a microscegetronica de varredura permite
observacdes em maior magnitude e com grande résokgm alterar a morfometria de
possiveis caracteres diagnosticos.

Com este panorama, podemos observar que as mudaetadologicas adotadas
pelos pesquisadores desde os estudos pioneirasaatélias atuais, pode ser considerada
como importante para justificar as mudancas no cogmento dos taxons mais

infragenéricos até o surgimento de uma nova ordem.



1.2. Estudos do géneraithophyllum no Brasil e no mundo

Conflitos envolvendo a delimitacdo dos géndrntisophyllum, Titanoderm&lageli
e Pseudolithophylluni,emoine tém sido freqientemente discutidos eaalitira. Segundo
Woelkerling et al (1985) e Irvine & Chamberlain (1994Jjtanoderma,que apresenta
células basais em forma de palicada e por¢bedalbitastratificadas, eithophyllum que
nado apresenta estas caracteristicas como regragé&deros distintos. Campbell &
Woelkerling (1990) e Woelkerling & Campbell (199@pnsideramTitanodermacomo
sinonimia delLithophyllumbaseados no fato de que células basais em formpaldada
sao por vezes encontradas em espécimes do déttephyllum.Entretanto, estes autores
ndo abordaram a significancia da presenca ou aas@éa@orcdes do talo bi-estratificadas.
Segundo Keats (1997), o plano de divisdo das &hdaais do talo efrithophyllumpode
variar no decorrer do desenvolvimento do talo,nassbbservacao da forma destas células
estd também associada ao plano de corte adotatdouliEsio autor considera validas as
caracteristicas diagnéOsticas adotadas para sepsmrardois géneros, assim como
Chamberlain et a(1991).Estudos de biologia molecular corroboram a separagée os
dois géneros (Bailey 1999; Braga 2003), porém Wasbilg et al. (2002) coloca estes dois
géneros em um complexbithophyllum-Titanoderma alegando que somente dados
moleculares ndo seriam suficientes para delimisagéneros, necessitando de caracteres
morfologicos para validar a separacao definitiva géneros

Outro género que permanece sem uma delimitacd@ dar separacdo de
Lithophyllum €& o género Pseudolithophyllum. Estes taxons foram segregados
considerando o padréo de desenvolvimento de skass Rseudolitophyllumapresentaria
organizacdo dimera, enquantbithophyllum margem de crescimento mondmera.
Entretanto, estes dois géneros foram considerame sinonimia por Woelkerling (1988)
e Irvine & Chamberlain (1994), que consideram #&arigas caracteristicas algumas vezes
presentes em um mesmo talo. Além disso, Funarlaba@dores (1996) discutem que a
presenca de hipotalo monostromatico &seudolithophyllumcaracteristica adicional
utilizada para separar os dois géneros, é bastantesel dentro de uma mesma espécie,
sendo dependente, por exemplo, do estagio de de#genento. Segundo Athanasiadis
(1999) esta deve ser uma caracteristica que apameemaneira independente em
diferentes grupos de coralindceas. Além de dadoecmlares que ainda n&o foram
acrescentados a esta discussdo, sdo necessaudssestais detalhados também da
morfologia de espécimes tipos destes géneros pacdrsolidar uma posicdo quanto a
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delimitacdo destes tdxons. No Atlantico Sul, osidest de Mendoza (1999), nos fornece
evidéncias de que estes seriam um bom ponto dédggpara resolver parte das
divergéncias com estes géneros, porém poucos fasasados publicados provenientes da
extensa colecdo de Mendoza.

Baseado em colecdes da costa da Sicilia, PhilipB7®) determinou quatro
espécies para o géneltdthophyllum Lithophyllum expansunPhillip, Lithophyllum
incrustansPhillip, Lithophyllum lichenoide®hillip e Lithophyllum decussatuifd.Ellis &
Solander) Philippi (Woelkerling 1983).

Recentemente, diversos trabalhos sobre o géhé@twmphyllum vém sendo
publicados em todo o mundo. O Anexo 1 (pag. 7AteBka os estudos mais atuais, que se
basearam em nomenclaturas atualizadas e técnicgwiagas para detalhar caracteristicas
diagndsticas para o género. Mas é necessario zarfajue estudos com o0s géneros do
complexo Lithophyllum-Titanodermae Lithophyllum-Pseudolithophyllumainda séo de
extrema importancia.

No Brasil, espécies ddthophyllumvém sendo citadas desde 1960, quando Taylor
(1960) cita a ocorréncia da espédighophylum pustulatum(Lamouroux) Foslie em
costbes rochosos do Estado de S&o Paulo. Postenmnoutros autores citaram a
ocorréncia de espécies Highophyllumem recifes de corais (Figueiredo & Steneck 2002;
Tamega & Figueiredo 2005; Nunes et al. 2008), ebantos de rodolitos (Rocha et al.
2006; Figueiredo & Steneck 2002; Tamega & Figuer2d05), porém a grande maioria
dos trabalhos enfocou aspectos da ocorréncia atiémoia geoldgica e ecoldgica das algas
calcéarias no geral, sem um detalhamento de aspestmsOmicos.

Até o momento foram realizados apenas dois trabatjue avaliam o referido
género utilizando técnicas e nomenclaturas atuldizaestes sao o trabalho de Nunes et al.
(2008) que descrevdathophyllum stictaeform@Areschoug) Hauckara o sul da Bahia, e o
trabalho de Villas-Boas et al. (2009) que descreyera um banco de rodolitos localizado
ao largo do estado do Espirito Santo, mais duagciesp do géneroLithophyllum
corallinae (P.L. Crouan & H.M.Crouan) HeydrighLithophyllum johanseniWoelkerling
& Campbel) além de apresentarehlthophyllum depressur¥illas-Boas, Figueiredo &
Riosmena-Rodriguez, como espécie nova para a aiéaseados nas caracteristicas do
teto dos conceptaculos tetrasporangiais.
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1.3. Biologia Molecular

A identificacdo e delimitacdo de espécies de Rhioglapsdo notoriamente dificeis
devido a morfologia e anatomia relativamente sisigleem muitos casos, convergentes,
grande plasticidade fenotipica e alternancia degdes no ciclo de vida heteromorficas
(Saunders 2005). Devido a essas dificuldades, gegople caracteres morfolégicos tem,
em muitos casos, falhado em delimitar adequadamgéteeros e suas categorias
infragenéricas e infraespecificas, levando a catesa mudancas taxondémicas e
nomenclaturais.

Consequentemente, estudos de sistematica moletédar sido cada vez mais
empregados para identificar e delimitar espécidsrii afinidades e relacdes filogenéticas
entre organismos. A sistematica molecular tem sedn, principalmente, na comparacao
de sequéncias de DNA que podem ser obtidas a partdiferentes regibes gendmicas
(nuclear, mitocondrial e plastidial).

Um marcador molecular que vem sendo muito utilizagoentemente para
identificacdo de espécies e estudos filogenétienalglas € @oxl. O gene mitocondrial
coxl codifica a subunidade | da enzima citocromo cas¢ e é um segmento de DNA
relativamente curto (710 pb), mas que se mostaanrdtivo para identificacdo de espécies
com uma taxa relativamente rapida de divergén@aaambrdo com Yang et al. (2007), o
coxl pode ser usado para a identificacdo de espditdggografia, resolucdo de estrutura
de populacdes e em estudos visando a conservagcipélaes.

O sucesso daoxl em animais levou Saunders (2005) a consider@hoocum
potencial marcador para o uso de “DNA barcoding” &gas vermelhas (Robba et al.
2006). Sdo denominadas de “DNA barcodes” (em arekg sistema de codigo de barras
utilizado em produtor manufaturados) as sequéndmsmarcadores moleculares de
tamanho relativamente curto que contenham umacgéaride sequéncias adequadas para
distincdo de organismos em nivel de espécie (S®@EK3, Presting 2006). Os resultados
obtidos por Saunders (2005) para complexos de iespélas ordens Gigartinales e
Rhodymeniales mostraram queaxl € um marcador apropriado para “DNA barcoding”
nessas duas ordens de Rhodophyta, e os trabalbssgsentes realizados com outros
grupos de algas vermelhas (Geraldino et al. 200Bp® et al. 2006, Yang et al. 2007,
Walker et al. 2009) corroboraram os resultadosade@ers (2005).

Outro marcador vem sendo testado quanto a suwiddele como barcode em
plantas, o UPA (Universal Plastidial Amplicon). @farido marcador foi descrito por
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Presting (2006) e posteriormente, testado para selecdo de linhagens de algas
(Sherwood & Presting 2007) e o que estes trabalaownstraram foi que esta regido pode
ser facilmente amplificada e sequenciada para arraalas cianobactérias e para as algas,
com apenas algumas excecdes em nivel de génerClgdgphora) Esta universalidade é
excepcional entre os primers utilizados em algaderaonstra que este € um potencial
marcador para o levantamento de diversidade e ag@ali de ambientes onde estdo
presentes varias linhagens de algas (Sherwood 20@8) e consequentemente é mais um
candidato a marcador para “DNA barcode”.

Para analises filogenéticas, o marcador molecukis nilizado em algas € o gene
nuclear que codifica o rRNA da subunidade menorilb@ssomo (“small subunit rRNA
gene” - SSU rDNA), conhecido também como 18S. Hsaecador é frequentemente
utilizado para o grupo das Rhodophyta em gerald(Biral. 1992, Oliveira et al. 1995,
Bailey 1999, Broom et al. 1999, Harvey et al. 200R@stein 2002, Broom et al. 2008,
Geraldino et al. 2009).

Poucos sédo os estudos enfocando a biologia motecata algas calcarias de um
modo geral. Dos estudos pioneiros, podemos destacaabalhos de Bailey & Chapman
(1998) que utilizaram o gene SSU rDNA para infariilogenia da ordem Corallinales e
Bailey (1999) que utilizou o referido gene paraestigar as relacdes entre os géneros
Lithophyllume Titanoderma.

Harvey et al. (2003) utilizaram o SSU rDNA pararalise filogenética do género
ChoreonemaSchmitz (1898), e para posicionar as subfamiliasr&mnematoideae (na
qual o unico representante é o génélmreonemp Melobesioideae, e Austrolithoideae,
anteriormente posicionadas na familia Corallinaceaeuma familia separada da Ordem
Corallinales (Rhodophyta), a familia Hapalidiacekste estudo baseou-se nas fortes
evidéncias moleculares e na presenca de concepgaetitasporangiais multiporados para
redescrever a familia Hapalidiaceae.

Destacam-se ainda os trabalhos de Broom et al8)2ie além do nSSU rDNA,
utilizou o marcadopsbA, um gene plastidial que codifica a proteina DXatossistema |l,
para a reconstrucao filogenética das CorallinadeNava Zelandia e de Vidal et al. (2008)
que utilizaram o SSU rDNA e a regido espacadooa-3 aliados a caracteres
morfologicos obtidos em MEV (Microscopia Eletrdonda Varredura) para estabelecer as
relacdes filogeograficas do gén&pongitesgénero da familia Corallinaceae, da costa sul
do Chile com espécies do género encontrados ndaSAidrica e na Nova Zelandia.
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Recentemente Le Gall et al. (2010), utilizaram eseg SSU, LSU (gene que
codifica o rRNA da subunidade maior do ribossomo)e=2 (Fator de Elongacgéo 2), além
das evidéncias morfologicas reprodutivas, paragrama mudanca no status taxonémico
da familia Sporolithaceae, elevando-a a uma nodanorpara as algas calcarias, a ordem
Sporolithales.

A abordagem molecular para este grupo também padiaa no entendimento dos
diferentes tipos morfolégicos que uma mesma espsmike apresentar. Schaeffer et al.
(2002) utilizaram o AFLP (polimorfismo de comprimerde fragmentos amplificados)
para analisar os diferentes fenotipos da espéti®phyllum margaritaee constataram
diferencas genéticas entre populagbes de hébiioséole fruticoso. Embora estes
resultados necessitem de confirmacdo por motiv@s agl proprios autores apontam —
insuficiéncia amostral e a necessidade de utilza@gdmarcadores filogenéticos (como por
exemplo, o SSU rDNA) para uma melhor acuracia, ¢stabém é uma abordagem
interessante para este grupo diante das variac6dslagicas e de habitos que ocorrem

numa mesma especie.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Considerando que o Brasil abriga potencialmentaaisres bancos de rodolitos do
planeta (Foster 2001) e que estudos descritivadamvser o génerothophyllumum dos
mais frequentes e abundantes nos referidos ambiassgm como em costdes rochosos, e
ainda se por um lado existem claros avancos rec@ateonhecimento da biodiversidade
das algas calcarias, o conhecimento de sua diaéesidholecular € ainda modesto, o
presente trabalho teve como objetivo descreverepresentantes do referido género no
meso e infralitoral do Sul do Brasil, com base exdo$ morfo-anatomicos aliados a dados

moleculares.

2.2. Objetivos especificos

. Descrever a morfoanatomia de espécies do gébihophyllum baseado em
técnicas de microscopia Optica e microscopia eletadde varredura, buscando
caracteristicas diagnosticas para a delimitac@sgpécies no género;

. Contribuir para o conhecimento da distribuicdo éapécies deste género no
Atlantico Sul,

. Descrever a variagdo na morfologia e anatomia dgalpcdes locais (Sul do
Brasil);

. Comparar as informacdes do material do Sul coneasad populacdes ja descritas
para as demais regides do Brasil;

. Sequenciar e comparar 0s genes SSU r DéoXl e UPA para fornecer novos

subsidios para as discussdes da taxonomia e filogergénero.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Area de estudo

As coletas foram realizadas nos estados da regiddo3Brasil.

As areas amostradas estdo localizadas na regd@gefigrafica Temperada Quente,
gue compreende entre o norte do Estado do Riora#rdae a regido de Rio Grande no Rio
Grande do Sul (Horta et al. 2001).

Esta regido apresenta uma grande variacao satamabndicdes meteorologicas e
oceanograficas, com uma forte influéncia da coerélas Malvinas durante o inverno, com
aguas frias e ricas em nutrientes, e da correntrakil (CB) durante o verdo, com aguas
mais quentes e pobres. Observa-se também a odarcgnégua Central do Atlantico Sul
(ACAS) durante o verdo, promovendo eventualmenfendmeno de ressurgéncia em
algumas areas.

No Parana, a area amostrada foi o Arquipélago deaiSu(25°44'08.62"S e
48°21'58.70"W), local que apresenta importanciantifeea, por ser um dos poucos
afloramentos naturais no Estado do Parana quecefaaedisponibilidade de habitats
apropriados ao desenvolvimento de comunidades ewatteristicas peculiares (Pinheiro
2002). Neste arquipélago séo raros os fundos ddaslos tdo frequientes nos estados
vizinhos de Séo Paulo e Santa Catarina, muito miema®s de algas calcarias ou recifes
de corais, abundantes na regiao central e nordesBrasil. A coleta no infralitoral deste
local foi realizada em Marcgo de 2010 pelo grupdJ&®R (Dra. Franciane Pellizari e Oc.
Juliane Bernardi), que numa parceria com o Profd3aolo Horta, gentiimente nos cedeu
0 material para andlise e inclusdo neste estudte BEmterial ndo foi passivel de
sequenciamento, visto que este ja se encontraaddi@m formol.

Na Ilha de Santa Catarina (Floriandpolis) as celdtaam realizadas no costéao
rochoso da Praia de Ponta das Canas (27°24'89'2648"W), onde a ocorréncia de
algas calcarias incrustantes pode ser observadmtdup ano todo, abaixo de outras
macroalgas.

O material amostrado na Reserva Bioldgica Marinlba Advoredo, também
localizada em Santa Catarina, foi coletado na Klessda Rancho Norte (27°44'32.83"S e
48°38'74.26"W), zona da Reserva classificada comtanigivel pelo plano de manejo, uma
vez que apresenta um banco de rodolitos, ambienteampla heterogeneidade de habitats
e de grande importancia ecoldgica. Este banco sept& o limite sul de distribuicdo dos
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bancos de rodolitos na costa brasileira e conseste um fundo arenoso coberto

parcialmente por nédulos calcarios, cuja profundiédearia de 5 a 20m com uma area de
aproximadamente 1000m?2 (Gherardi, 2004). As coletasn realizadas em 2009 e 2010,
além dos espécimes analisados por Horta (2000eprentes deste mesmo local e que
foram reavaliados neste trabalho.

A llha do Xavier € uma ilha costeira localizada,8k# da Ilha de Santa Catarina
(Floriandpolis-SC, 27°36'34.48"S e 48°23'13.25"Wigs proximidades da praia Mole. A
ilha é cercada por pareddes rochosos, e algasriaalcgfio frequentemente encontras
incrustando esses pareddes e alguns pedacgos @esatds no fundo. Esses fragmentos de
rochas foram coletados em janeiro de 2010 patizag¢#do neste estudo.

O estado do Rio Grande do Sul esta representade trabalho pela cidade de
Torres, ao norte do estado. As coletas foram @iz no costdo da area de protecao
ambiental do Parque da Guarita (29°21'63"S; 49®4\9, onde foram observados
poucos individuos e quando encontrados, estavano mpéximo a arrebentacdo. Nao héa
relatos da ocorréncia de algas calcarias em regmas ao sul deste estado, e

possivelmente este € o limite de distribuicdo deslgas no Brasil.
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Figura 2. Mapa da regido Sul do Brasil detalhamsl@dreas de estudo. 1) Arquipélago de
Currais-PR; 2) llha do Arvoredo-SC; 3) Ponta dasdasa Floriandpolis-SC; 4) llha do
Xavier-SC; 5) Praia da Guarita, Torres-RS.
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3.2. Coleta e Preservacao do Material
No infralitoral, as areas foram amostradas corilizacdo de mergulho autbnomo,

e as coletas na regidao entre marés foram realizidlasite eventos de marés baixas de
sizigia. Para as coletas de material incrustantatiicada uma marreta e uma talhadeira
de ferro.

Logo apos a coleta, em laboratério, o materialldwado, triado a fim de retirar
epifitas e fauna associada e metade deste mdtariatado em formol 4% em agua do
mar. A outra metade destinada as analises molesuli seca ao ar livre sob papel filtro

e em seguida acondicionadas em sacos tipo “zip”"siioa gel azul, para manté-lo seco.

3.3. Estudos Morfoldgicos

Microscopia Optica

Para a confeccdo de cortes histolégicos o matésiatlescalcificado em &cido
cloridrico em concentracdes de 5 - 10% e desidvatiedforma gradual em solugbes de
etanol a 30, 50, 70, 90 e 100% de concentracamgmercendo emergido de 20-30 minutos
para cada concentracdo. O material foi infiltrador @2 horas em solucdo de
metacrilatoglicol (“Historesin embedding Kit” Leicaarca Reichert-Jung) e a incluséo foi
realizada segundo as instrucdes fornecidas pekridef fabricante. Os bloco foram
seccionados em uma espessura de 5 pni,0em micrétomo rotativo marca Leica RM

2125 RT, com navalha de a¢o para montagem dasd&mermanentes.

Microscopia Eletrénica de Varredura

Seguindo a metodologia de Horta (2002), com azagho de lupa foram
selecionados espécimes que apresentavam margerresdémento e/ou conceptaculos.
Ainda sob a lupa, utilizando alicates de tamanhasagios, o respectivo material foi
fraturado, devidamente posicionado e fixado em ddasiva dupla face de carbono sob
suporte metalico (“stub”) e metalizado em ouro, com tempo de exposi¢cdo de 60
segundos, a uma corrente de 50 mA.

As amostras foram analisadas em Microscopio Elewdde Varredura modelo
JEOL JSM-6390LV. A voltagem utilizada durante aseasliacbes no microscopio variou

de 15-25 kV, sempre em busca de se obter melholugs.
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O material analisado, bem como as laminas permasiefdram depositados no
Herbario do Departamento de Botanica da Universidedderal de Santa Catarina
(FLOR).

Analise morfoldgica
A analise morfologica das plantas foi feita comebass seguintes caracteres

vegetativos e reprodutivos:

|. Caracteres vegetativos:

Habito, cor e textura dos talos

* Tipo de fixacdo ao substrato

» Forma, comprimento e didmetro das células episelgibepiteliais, do peritalo e
do hipotalo

* Presenca de conexdes secundarias entre as c@ulasfdamento adjacente

* Auséncia de fusbes celulares

Il. Caracteres reprodutivos:
* Forma, comprimento e didmetro dos conceptaculossiarangiais
* Presenca ou auséncia de columela central; calté#ioa mucilaginosa
* Numero de células do filamento do teto do concegdac
» Profundidade do conceptaculo em numero de célddabase do conceptaculo até a

célula epitelial.

Morfometria e terminologia

Medidas dos conceptaculos, bem como demais medid® de acordo com
Chamberlain (1983), e a terminologia morfolégicanatdmica empregada estdo de acordo
com Woelkerling (1988) e Woelkerling et al. (1993).
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3.4. Estudo Molecular

No Anexo 2 (pag. 75) estao listados os espécimdstidephyllumdo Sul do Brasil
para os quais foram obtidas sequéncias para o ceshalecular. Considerando o0s
marcadores utilizados, ndo foi possivel obter segjaé de todos os marcadores para todos
0S espécimes, e 0s possiveis motivos para estedito discutidos mais adiante. Além das
amostras do Sul do Brasil, sequéncias de taxong@uwsrod.ithophyllume Sporolithon
coletados em outras localidades, como Bahia, Pdimeore Paraiba, foram incluidas neste

estudo a fim de enriquecer as analises.

Marcadores utilizados

1) SSU rDNA

O gene nuclear que codifica o0 rRNA da subunidadeomdo ribossomo (“small
subunit rDNA gene” - SSU rDNA), conhecido tambémmoo 18S, € um marcador
molecular bastante utilizado para analises filogeag E uma regido do DNA nuclear
relativamente grande (aproximadamente 1800 pb)k anelstrutura secundéria conservada
do gene auxilia no alinhamento das sequéncias feeedies organismos e as regides
conservadas e semi-conservadas sdo utilizadas s informativos em analises
filogenéticas de alta hierarquia taxonémica, corno gxemplo ordens e familias; e as
regibes varidveis podem auxiliar na identificacd@ diferentes géneros e espécies da
ordem Corallinales (Bailey 1999, Vidal et al. 20B8om et al. 2008).

2) coxi

O gene mitocondriatoxl codifica a subunidade | da enzima citocromo dase. O
coxlL é um segmento de DNA relativamente curto (710l que se mostra informativo
para identificacdo de espécies com uma taxa rafagwte rapida de divergéncia. O gene é
de heranca haploide, ndo contém introns que podenplar a amplificacdo usando a
técnica de PCR (Herbert et 2003, Stoeckle 2003, Saunders 2005).
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3) UPA

O UPA (Universal Plastid Ampliconou 23S rRNA plastidial) regido plastidial
conservada em todas linhagens de fotossintetizanta®s marcador que tem se monstrado
ser efetivo na maioria dos grupos de algas, ap#saser um segmento muito curto

(~370pb), e ser uma regido pouco variavel (Prep).

Extracdo de DNA

1) Limpeza do material

O material destinado as andlises molecularesbfeérwado em lupa para verificar a
presenca de epifitas e de outros organismos. Pauienimar as chances de amplificar
outros organismos, houve a necessidade de quebramastras visto que estas algas

incrustam sob bivalves, moluscos, entre outros @eagianimais.

2) Maceracao em Nitrogénio liquido

Com o auxilio de pincas e alicates, pequenos feagms foram cuidadosamente
retirados dos espécimes de rodolitos, procurandpigeregides marginais e mais limpas
possiveis. Estes fragmentos foram pesados em batlnprecisdo e a biomassa utilizada
variou de 150 a 200 mg. Em cadinhos previamentaadss, os fragmentos selecionados
foram macerados utilizando nitrogénio liquido pariése de tecidos e células. A extracao
de DNA foi realizada com &it de extracdo “NucleoSpin Plant 1I” (Macherey-Nagel)

seguindo o protocolo do fornecedor.

Amplificacdo por Reacéo em Cadeia da Polimerase C

A amplificacdo por reacdo em cadeira da polimefasé>olymerase chain reaction,
em inglés) € a técnica através da qual é posdivet oopias de uma determinada regido do
material genético, em quantidade suficiente quenparsequenciar uma regiao especifica,
ou verificar a presenca de um marcador que € alestiido, entre outras aplicacdes.

“Primers’ especificos foram utilizados para delimitar aifiegde interesse a ser
amplificada. As sequéncias dos “primers” utilizadeste estudo para a PCR e reacdes de

sequenciamento estéo listados na Tabela 3.
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Para a amplificacdo do SSU rDNA foram utilizados “pamers” 530F e 536R
combinados com 18S3’ e 18S5’ respectivamente. @s&ps” GAZ F1 e GAZ R1 foram
utilizados para a amplificacdo amxl e para a amplificacdo UPA, foram utilizados os
“primers” UPA-R e UPA-F.

Tabela 3. “Primers” utilizados para PCR e sequenerdo; em laranja, lilas e azul estado
os primers para 0 SSU rDNApxL e UPA, respectivamente.

“Primers” Sequéncias
18S5’ (forward) 5-CAACCTGGTTGATCCTGCCAGT- 3
536R (reverse) 5-GAATTACCGCGGCTGCTG-3'
530F (forward) 5-GAGGGCAAGTCTGGTG-3’
18S3’ (reverse) 5-GATCCTTCTGCAGGTTCACCTACGGAA-3
1055F (forward)* 5-GGTGGTGCATGGCCG-3
1055R (reverse)* 5-CGGCCATGCACCACC-3
GAZ F1 (forward) 5- TCAACAAATCATAAAGATATTGG- &
GAZ R1 (reverse) 5- ACTTCTGGATGTCCAAAAAAYCA -3
UPA-F (forward) 5'- GGACAGAAAGACCCTATGAA- 3
UPA-R (reverse) 5'- TCAGCCTGTTATCCCTAGAG -3’

* 0s primers internos 1055F e 1055R foram utilizadpenas para o sequenciamento.

Para a preparacdo da reacdo das PCR, com um vdioatede 5@l foram
utilizados a seguinte proporcédo de reagentes: @2, t® agua, 1uL (aproximadamente 2
ng) de DNA total, 10uL de tampéo, 3uL de MgCI2, 1gd dNTP, 1uL de cada par de
primer (“forward e reverse”) e 0,25uL de Taqg Poliase (Invitrogen). Foram feitos,
também, controles negativos de PCR (todos os rezgyarenos DNA) a fim de verificar a

pureza dos reagentes.
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A reacdo da PCR foi realizada em termociclador mechC-512 (Analitica) com
ciclos especificos para cada marcador moleculézadd, conforme listado abaixo:
* SSU rDNA - 94C por 4 min; 35 ciclos a 9€ por 30 s, 68C por 1 min, 72C por
2 min; e a extensao final a°@por 7 min.
e cox1-94C por 4 min; 37 ciclos a 9€ por 1 min, 50C por 30 s, 7ZC por 1 min;
e a extensao final a 72 por 7 min.
 UPA - 94°C por 2 min, 35 ciclos a 94°C por 265°C por 30 s, and 72°C por 30

S; e a extensao final a 72°C por 10 min.

A eletroforese em gel de agarose permite a vegdicalo tamanho e quantidade de
DNA amplificado a partir da andlise comparativa corbandeamento de um marcador
conhecido. Desta forma, uma aliquota de 5 pL do Dawdplificado foi submetida a
eletroforese em gel de agarose 0,7% em TBE (Ti#smMl, acido boérico 445 mM e 10
mM EDTA) e corado congel red,em cuba de eletroforese (BLD Apelegfisteriormente
o gel foiobservado em transluminador UV

Para fins de consulta posterior, 0 mesmo foi fatfagto em camera digital é Kodak
DC290, acoplada no adaptador Kodak Edas 290, osllmamador UV é da empresa
Spectoline, modelo TE-312S, 1D Image Analysis Saéwsersion 3.5.

Purificacéo e quantificacdo do produto de PCR
O produto da PCR foi purificado em colunas “GTX™RPONA and Gel Band
Purification Kit” (GE Healthcare) de acordo comrotpcolo do fornecedor.
A quantificacdo do DNA amplificado foi feita em g## agarose, conforme descrito
acima, comparando por uma estimativa visual a cdragio do DNA purificado com a
concentracdo de DNA da banda do marcador padrad ‘KA ladder” (Invitrogen),

seguindo as especificacdes fornecidas pelo faliecan

Sequenciamento e Precipitacao
O sequenciamento foi feito com aproximadamente ¢0da produto da PCR
purificado (de 1pm a 7um em alguns casos), e al&kisequenciamento “BigDyeTM
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction” da idpBiosystems (Foster City,

EUA). Seguindo as instru¢bes do fabricante, pada caacdo de sequenciamento foram
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utilizadas as seguintes proporc¢des: 2 uL de BigRyd; de tampéo (5x), 2 a 4 pL do
DNA purificado (dependendo do bandeamento), 1 apy®.3e primer (dependendo da
concentracdo molar) e H20 millig até completar untume final de 10puL. Os primers
utilizados estéo listados na Tabela 3.

A reacao de sequenciamento foi realizada em teotadar Termocilador Techne
TC-512, e o ciclo utilizado para sequenciamento40iciclos a 96°C por 10 seg, 50°C a
20 seg e 60°C 4 min, com um tempo total de 3 h mib6

A precipitacdo das amostras foi realizada adicidoaaos tubos 1uL de EDTA
(125mM), 1uL de acetato de sodio (3M) e 25uL dena@tgd100%) os quais foram
invertidos por 4 vezes, envolvidos em papel alumiai incubados em temperatura
ambiente por 15 minutos. Em seguida, as amostramfoentrifugadas a 14.000 rpm por
25 minutos a 4°C, e os sobrenadantes foram dedoartavertendo os tubos em papel
absorvente.

Foram adicionados mais 35uL de Etanol (70%) nassaa®) e estas foram
novamente centrifugadas a 14.000 rpm por 15 minato4°C, e os sobrenadantes
desprezados. O produto foi seco em centrifuga @ovder 60 minutos.

As amostras de DNA foram sequenciadas em sequencadomatico 3730 DNA

Analyzer (Applied Biosystems).

Alinhamentos e inferéncia filogenética

As sequéncias do SSU rDNA, UPAcexl deLithophyllumobtidas neste trabalho e
as sequéncias dos demais taxons importados do @GleriBaexos 2 e 3, respectivamente
pags. 75 e 76) foram alinhadas no programa Clus@Wiro do BioEdit (Hall 1999).
Também foram incluidas nos alinhamentos as seq&rd@sses marcadores para as
espécies escolhidas como grupo externo.

Sequéncias correspondentes aos “primers” e regiégaveis que poderiam ser
alinhadas com ambiguidade, foram removidas de tamosalinhamentos gerando as
seguintes matrizes:

1) Matriz UPA: 370 posicdes e 18 taxons

2) Matriz coxl ‘curta’: 644 posicdes e 14 tdxons
3) Matriz coxl geral: 667 posicdes e 21 taxons
4)  Matriz SSU rDNA: 1513 posicOes e 16 taxons
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As andlises filogenéticas para neighbour-joining)(M méxima parciménia (MP)
foram feitas no programa PAUP 4.0b8 (Swofford 20@)modelo evolutivo apropriado
foi selecionado no Modeltest (Posada & Crandall89%ando o Akaike Information
Criterion (AIC).

Para o método de distancia, foi construida umar@rde neighbour-joining “NJ”
(Saitou & Nei 1987) com o modelo de substituicadrdeura & Nei (1993). A arvore de
maxima parcimoénia (MP) foi inferida por busca hstica. As arvores iniciais foram
obtidas pelo algoritmo “stepwise addition” ou adichasso a passo, com adicdo de
sequéncias ao acaso (10 replicatas) e rearranpaii@salgoritmo “branch-swapping: tree
bisection-reconnection” (TBR). Em ambas as arvatesNJ e MP, as lacunas foram
consideradas como dados ausentes e foi dado o npEEsu@ara todos os sitios. Analises
de “bootstrap” (Felsenstein 1985) foram feitas cb@®0 replicatas para os métodos
descritos acima.

A andlise bayesiana foi realizada para a matri@sld rDNA através do programa
MrBayes 3.1.2 (Huelsenbeck & Ronquist 2001). O nwdegolutivo apropriado foi
selecionado no MrModeltest 2.2 (Nylander 2004). t@@ueadeias de MCMC foram
realizadas com 4 x 2@eracées, com reamostragem a cada 1000 geracias F
descartadas as primeiras 50.000 gera¢cdes como-ifidyaeterminado com a ajuda de um
gréafico construido com as colunas de geracdesoeegatie maxima verossimilhanca, no
programa Excel 2007. Apos eliminar as arvores dsdas ao “burn-in”, uma arvore

consenso foi construida.
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4. Resultados

4.1. Estudo Morfoldgico

Lithophyllum margaritae(Hariot) Heydrich
Bot. Jahrb. Syst. 28, p. 530. 1901.
Figuras 3-14, Tabela 4

Basionima Lithothamnion margaritaédariot, J. Bot. 9, p. 167. 1895.

Local do Tipo: Baia de La Paz — Golfo da California (México)

Sindnimos homotipicos:

Pseudolithophyllum margaritagiariot) Me.Lemoine

Sindnimos heterotipicos:

Lithothamnion diguettHariot

Lithophyllum diguett{Hariot) Heydrich
Lithophyllum dentaturh diguetti (Hariot) Foslie
Lithothamnion eleganBoslie

Lithothamnion eleganBoslie f.angulataFoslie
Goniolithon elegangFoslie) Foslie
Lithophyllum elegan@~oslie) Foslie
Lithophyllum elegang angulata(Foslie) Foslie
Lithophyllum elegant complanatgFoslie) Foslie
Lithothamnion pallescersoslie

Goniolithon pallescen§~oslie) Foslie
Lithophyllum pallescen@-oslie) Foslie
Lithophyllum lithophylloide$ieydrich
Lithothamnion lithophylloidegHeydrich) Foslie

Lithophyllum veleroa®awson

Sindnimos homotipicos e heterotipicos seguem RinarRodriguezt al. (1999)
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Habitat e estrutura vegetativa

Plantas geniculadas, de cor vermelho purpureo, games jovens do talo
incrustantes, e as partes mais velhas com randisalamelares formando rodolitos com
formas irregulares que variam de globosos a fadigicenedindo de 3-8 cm de didmetro
(figs. 3-5); células epiteliais de contorno poligbrtom paredes distais achatadas ou
cbncavas medindo de 1,5-5 um de altura e 5-13 pdiadeetro, células subepiteliais com
4-13 um de altura e 4-8 um de diametro. Célulageditalo com 7-16 um de altura e 3-10
um de diametro, células dos filamentos adjacematas por conexdes secundarias (figs.
6-8); Talo de organizagcdo monOmera nas por¢cOes vedias (fig. 9), e organizacao
dimera observada nas margens de crescimento QfigFasdes de células ndo observadas;
tricocitos também néo foram observados.
Os espécimes foram encontrados crescendo sob ftemadolitos, ou seja, sob forma de
vida livre, em um banco de algas calcarias situaaldReserva Biolégica Marinha do
Arvoredo. Esta espécie foi encontrada mais ao subahco e em profundidades que
variaram de 10 a 15 metros de profundidade, seeneti€fas observadas nas coletas nos

periodos de inverno e verao.
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Figuras 3-10. Estrutura vegetativaldnophyllum margaritae

Figs. 3-5. Aspecto geral dos diferentes tipos niégiocos do talo delithophyllum
margaritae Barras das escalas = 2 cm.

Fig. 6. Células epiteliais com formato poligonalista superficial (seta). Barra da escala =
50um.

Fig. 7. Fratura transversal da regido superfic@ltalo, mostrando as células epiteliais
retangulares com paredes distais achatadas ouwvedng¢setas) e células subepiteliais
(ponta de seta) maiores em relacéo as epiteliarsalla escala= 10 pum.

Fig. 8. Detalhe de uma célula epitelial (seta)r&8da escala =5 um.

Fig. 9. Fratura longitudinal evidenciando talo corganizagdo mondmera. Barra da escala
=200 pm.

Fig. 10. Fratura longitudinal na margem de cresnimelo talo, evidenciando organizacao

dimera. Barra da escala = 50 um.
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Aspectos reprodutivos

Estrutura de reproducdo espodrica em conceptacatogsporangiais uniporados
(fig. 11), no mesmo plano ou sutiimente afundadaeacéo a superficie do talo (fig. 12)
com camara com 180-260um de diametro e 70-95 prltden, teto apresentando 3-5
células de espessura e com base da camara do muteplO-14 células abaixo da
superficie do talo, apresentando frequentementemadh central calcificada que em
alguns conceptaculos se projeta para dentro dd dan@goro (fig. 13). Conceptaculos
enterrados foram observados em por¢des mais vithtado. Canais dos poros delimitados
por células, mas nao ocluidos por elas; Tetrasp@érzonados com 40-60um de altura e
15-35um de didametro (fig. 14). Nao foram observasdomceptiaculos femininos,

masculinos e bisporangiais.
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Figuras 11-14. Estrutura reprodutivaldgnophyllum margaritae.

Fig. 11. Vista superficial do conceptaculo uniparaflarra da escala = 50 um.

Fig. 12. Fratura transversal no talo evidenciangooonceptaculo no mesmo plano do
talo e um conceptaculo com canal do poro sutiimehtedado (seta). Barra da escala =
100 pm.

Fig. 13. Conceptéaculo tetrasporangial com coluncelatral calcificada (seta). Barra da
escala = 50 um.

Fig. 14. Conceptaculo com tetrasporangios zonajld3qrra da escala = 50 um.
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Distribuicdo geografica
Lithophyllum margaritae® descrito para o Golfo da Califérnia, no MéxiRiosmena-

Rodriguez et al1999) e citado para o estado de Sao Paulo e &attaina no Brasil
(Horta 2000).

Materiais examinados
BRASIL. Santa Catarina: Florianopolis, Ilha do Amdo, 27°44’32.83’S e

48°38'74.26"W (Novembro 2009, FLOR 14570, FLOR 1#5Julho 2010 FLOR 14580,
FLOR 14581), talos tetrasporofiticos.
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Lithophyllum sp.1
Figuras 15-26, Tabela 5

Habitat e estrutura vegetativa

Plantas calcarias ndo geniculadas, com superfictald lisa ou com aspecto rugoso,
formando suaves e esparsas protuberancias, ou céiedgando a um talo verrugoso (figs.
15-17). Quando verrugoso, protuberancias com adamm de diametros e 5-10 mm de
altura. Talos crescendo sob forma de rodolitoswemdd arenoso, ou incrustante crescendo
totalmente ou levemente aderido ao substrato, semdontrado em costées e ilhas
circundantes a costa. Talo de organizacdo moném&sapor¢cdes mais velhas e nas
margens de crescimento (fig. 18). Células epitelile 1-2 camadas, com 3-6um de altura
e 6-11um didametro com paredes distais achatadas6ooavas (fig. 19). Células
subepiteliais com 6,5-13 um de altura e 4,5-10 jendi@metro (fig. 19). Filamentos do
peritalo relativamente perpendiculares ao hipotalm células de 8-17um de altura e 5,5-
11um de diametro (fig. 20). Estes filamentos, asgimo os demais constituintes do talo,
sao ligados entre si por conexdes celulares sedaaddig. 21). Tricocitos ndo foram
observados.

Ocorrendo sob forma de vida livre, também conhecagao “rodolito”, esta espécie
foi encontrada formando bancos de algas calcdad®easerva Marinha Biolégica Marinha
do Arvoredo em profundidades de 5 a 15 metros olfeipdidade.

Sob forma incrustante, foi encontrada epiliticssceado nos costées no mesolitoral
e infralitoral, e ocasionalmente epizdica (em mobdsy. No mesolitoral, os espécimes
foram encontrados em costdes de praias de Floméiaa Torres e no infralitoral, foram
encontradas no Arquipélago de Currais (no litoembpaense) em profundidades de 5-10

metros de profundidade e em ilhas circundanteosia ce Florianopolis.
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Figuras 15-21. Estrutura vegetativaldgophyllumsp.1.
Fig. 15-17. Aspecto geral de diferentes tipos mégicos delithophyllumsp.1.

Barra da escala =5 mm.

Fig. 18. Fratura longitudinal evidenciando margeencdescimento monémera. Barra da
escala =20 um.

Fig. 19. Fratura transversal mostrando as célybételiais achatadas (setas). Barra da

escala = 20 um.
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Fig. 20. Seccéo tranversal mostrando células epgedichatadas (seta). Barra da escala =
10 pum.

Fig. 21. Fratura transversal mostrando as célugsedtalo. Barra da escala = 50 um.

Fig. 22. Detalhe das conexdes intercelulares pras@om ceélulas do filamento (ponta de

seta) e conexdes secundarias com filamentos atksd@eta). Barra da escala = 100 um.
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Aspectos reprodutivos

Talos tetrasporofiticos com conceptaculos tetrasmpais uniporados (fig.22)
planos, suavemente elevados e algumas vezes leteereen depressdo em relacdo a
superficie do talo. Teto do conceptaculo apreseot&a7 camadas de células e assoalho
localizado de 9-13 células abaixo da superficie talo, camara dos conceptaculos
tetrasporangiais com 315-345 um diametro e 90-13@jiuma; (figs. 23-24). Columela
nao-calcificada presente na porcéo central do goacelo (fig. 25), tetrasporangios com
15-33 pum diametro e 46-68 um altura (fig.25) Néa@rfo observados conceptaculos

femininos, masculinos e bisporangiais.
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Figuras 23-26. Aspectos reprodutivosLddophyllumsp.1.

Fig. 23. Vista superficial dos conceptaculos urapos, no mesmo plano do talo a direita e
pouco protuberante em relagdo ao plano do talquéeeda. Barra da escala = 200 pm.
Fig. 24. Camara do conceptaculo tetrasporangiglanado; canal do poro (seta). Barra da

escala =50 pum.

Fig. 25. Detalhe do canal do poro, mostrando celdalimitando o canal, mas ndo o
ocluindo. Barra da escala = 20 um.

Fig. 26. Camara do conceptaculo tetrasporangial tedbrasporangios zonados (t) e columela

central ndo-calcificada (seta). Barra da escal@0=pdm.

37



Distribuicdo geografica
Espécie encontrados no litoral sul brasileiro, gmés nos estados do Rio Grande do

Sul, Santa Catarina, Parana.

Materiais examinados

Talos tetrasporofiticos. BRASIL. Santa Catarinarighdpolis, llha do Arvoredo,
27°44'32.83"S e 48°38'74.26"W (Novembro 2009, FLCR67, FLOR 14567, FLOR
19569; Julho 2010 FLOR14569, FLOR 14578, FLOR 145F¢aia da Ponta das Canas,
27°24'89”S; 48°26'78"W (Novembro 2010, FLOR 145F4,0R 14575, FLOR 14575),
llha do Xavier, 27°36'34.48"’S e 48°23'13.25"W (Feeeo 2010); Rio Grande do Sul:
Torres, Praia da Guarita, 29°21'63"S; 49°44'98"\e\(€reiro 2010, FLOR14566, FLOR
14573), 2010; Parana: Pontal do Parana, ArquipéldgoCurrais, 25°44°'08.62’S e
48°21'58.70"W (Margo 2010, FLOR 14572, FLOR 14577).
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4.2. Estudo Molecular

Foram geradas neste trabalho um total de 36 seqQséagartir dos marcadores UPA,
coxl e SSU rDNA. Para o marcador UPA foram geradasetjuéncias, paraaxl 12
sequéncias e para 0 SSU rDNA 7 sequéncias (Anep@g2,75).

As sequéncias geradas foram utilizadas para as@segrupamento e filogenéticas e
para analises de divergéncia para cada um dos daaesamoleculares conforme descrito
abaixo.

Filogenia Molecular
Andlises do UPA

Para a matriz do UPA com 18 sequéncias (370 pb@x@am, pag. 78) foram geradas e
agrupadas em arvores de maxima parcimdnia (MP) disd&éncia (NJ). Uma espécie de
Gracilaria foi utilizada como grupo externo. A Figura 27 masa arvore consenso de
distancia (NJ), com valores de bootstrap para Mimaro acima) e NJ (nimero abaixo em
azul) representados nos ramos.

A arvore mostra dois agrupamentos com alto sum@téootstrapum agrupamento
monofilético (com valores de bootstrap de 100% pélPae NJ) apresenta as espécies do
género Sporolithon (Sporolithales) coletados no Nordeste do Brasilune segundo
agrupamento também monofilético compreendendo péces delithophyllume ainda
uma espécie deémphiroa.

Neste segundo, dois agrupamentos sao observadosontendo os individuos de
Lithophylumsp.1 (Santa Catarina/Rio Grande do Sul) todas agagpno mesmo clado
fortemente sustentado (98% MP e 100% NJ), sermchist entre os espécimes de Santa
Catarina que formam rodolitos e os espécimes itamtess de costao (Santa Catarina e Rio
Grande do Sul), e um segundo clado contendo osithdis delithophyllum margaritae
(Santa Catarina), também agrupado em um cladarierite sustentado (100% MP e NJ).
Além dos dois agrupamentos, neste clado tambéne@graras espécies tdahophyllum

sp. eAmphiroa sp ambos do Estado da Bahia.
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Gracilaria dotyi (EF426613)

Lithophyllumsp1(1)- llha do Arvoredo, SC

Lithophyllumsp1(2)- Ilha do Arvoredo, SC

Lithophyllumsp1(3)- Ilha do Arvoredo, SC

Lithophyllumsp1(7)- Torres, RS

Lithophyllumsp.]

Lithophyllumsp1(14)--llha do Xavier, SC

Lithophyllumsp1l (C2)- Ponta das Canas, S

Lithophyllumspl (C6)- Ponta das Canas, S

L. margaritae(4)-llha do Arvoredo, S

L. margaritae(5)-llha do Arvoredo, S

98
100
95
95
100
100

L. margaritae(28)-llha do Arvoredo, S

L. margaritae(31)-llha do Arvoredo, S

Amphiroa sp-Abrolhos, BA

100

100

0.01 substituicOes

Sporolithonsp.3-Jodo Pessoa, PB

Lithophyllumsp4-Abrolhos, BA

Sporolithonsp.4-Jodo Pessoa, PB

Sporolithonsp.R3-Ilha de Santo Aleixo, P

Sporolithon sy

Sporolithonsp.R2-Ilha de Santo Aleixo, P

Figura 27. Filograma de Distancia (NJ) enraizadlm geupo externoGracilaria dotyi
construido para as sequéncias do UPA. Os valorésatstrap (1000 réplicas) referentes
as analises de Maxima Parcimonia (MP) e de Neigjdioing (NJ) estdo expressos acima
dos ramos em preto, e abaixo dos ramos e em aspkcativamente. Todas as sequéncias
foram obtidas nesse trabalho, exceto a do grupmrexpara a qual o nimero de acesso no
GenBank esta entre parénteses. Os ramos sem mdloado ndo apresentaram suporte

significativo nas andlises realizadas.
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Analises docoxl

Para as andlises geradas a partir do gené& foram montadas duas matrizes
distintas, uma com 644 posicoes e 14 sequénciaxpAd, pag. 79) para comparacao com
a arvore gerada para o UPA e uma segunda com &6g0ps e 21 sequéncias (Anexo 7,
pag. 80), incluindo sequéncias retiradas do Genbagke permite uma comparacdo mais
ampla das sequéncia geradas neste trabalho caquénsias depositadas no banco.

O filograma consenso gerado para primeira matrieo®d, com 14 taxons (Fig. 28),
apresenta topologia semelhante a arvore geradaapaetriz do UPA, com a amostra de
Sporolithon SP. do NE como taxon irmdo do agrupamento contesi@mostras de
Lithophyllume Amphiroasp. Este Ultimo agrupamento também apresenta upwdotpa
semelhante a obtida para UPA com a formacdo deag@gpamentos: um agrupamento
com os individuos deLithophyllumsp.1 doSul do Brasil (rodolitos e costédo) com alto
suporte de bootstrap (100% em MP e NJ); um outraopagnento fortemente sustentado
onde estdo agrupados como grupos irmatdwphyllum margaritag(Santa Catarina) e
Lithophyllumsp.2 (Paraiba) (100% MP e NJ); e um terceiro agnep#o, mas sem suporte
de bootstrap, formado por espédsathophyllumsp. eAmphiroasp. coletadas no Estado
da Bahia, entretanto os espécimed.ileophyllumsp. foram agrupados com alto suporte
(100% MP e NJ).
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Gracilaria tikvahiae (FJ499546)

Neodilsea boreali$AY970625)

Lithophyllumsp1(2)- Ilha do Arvoredo, SC

Lithophyllumsp1(3)- Ilha do Arvoredo, SC

188 Lithophyllumsp1(C6)- Ponta das Canas, S

Lithophyllumspl (C2)- Ponta das Canas, S

|- L. margaritae(5)- llha do Arvoredo, S
84 100
o1 100

100 I- L. margaritae(4)- llha do Arvoredo, SC
100

L. margaritae

Lithophyllumsp.2- Jodo Pessoa, PB

66 Lithophyllumsp.3-Abrolhos, BA
56 100

100

| Lithophyllumsp.4- Abrolhos, BA

Amphiroa sp.Abrolhos, BA

SporolithonR2- llha de Santo Aleixo, P
—— 0.01 substituicbes

Sporolithon sp.

Figura 28. Filograma de Distancia (NJ) enraizadtoeyrupos externosracilaria
tikvahiae e Neodilsea borealisconstruido para @oxl. Os valores de bootstrap (1000
réplicas) referentes as analises de Maxima Parcan(®P) e de Neighbor-joining (NJ),
estado expressos acima dos ramos em preto, e alxamos e em azul, respectivamente.
Todas as sequéncias foram obtidas nesse trabaitetoeas dos grupos externo, para as
qguais o numero de acesso no GenBank esta entretgses. Os ramos sem valor indicado
nao apresentaram suporte significativo nas anaksdizadas.
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O segundo filograma inclui as analises geradas @aenecoxL com a inclusao das
sequéncias disponiveis no Genbank.

Assim como para as analises anteriores, os indigidieLithophyllumsp.1 (Santa
Catarina) formaram um agrupamento com alto sugb€@% MP e NJ) para os espécimes
gue formam rodolitos e 0s espécimes incrustantesstéo.

Lithophyllum margaritae (Santa Catarina) agrupou-se com um espécime de
Lithophyllumsp.2 do Estado da Paraiba com alto suporte (99% M®% NJ).

As espécies deithophyllumsp. da Bahia também aparecem em um clado fortemente
suportado (100% MP e NJ), separado das espéclathdphyllumdo Sul.

As sequéncias de Corallinales sp. da Coréia deeStbréia do Norte retiradas do
Genbank aparecem agrupadas com alto suporte (10®% NU), sugerindo serem estas de
uma mesma espécie. O mesmo se aplica as sequéecfasrallinalles sp. de Vanuatu
(100% MP e NJ).

Como demonstrado no filograma gerado a partir destfriz (Fig. 29), existe a
separacao do génetathophyllume demais sequéncias obtidas no banco, da amastra d
Sporolithonde Pernambuco, com um suporte moderado (79% M3%eMNJ) e o0 que nos
confirma que as amostras do Genbank identificadia ¢ Corallinales sp.” ouUncultured
Corallinales clon& pertencem mesmo a esta ordem. Analisando a tgolba arvore, é
possivel ainda destacar que ndo existem sequétew@sxl com 100% de identidades em

relacdo as sequéncias geradas neste trabalho.
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Neodilsea boreal (AY970625)

Lithophyllumsp1(2)- Ilha do Arvoredo, SC|

Lithophyllumsp1(3)- Ilha do Arvoredo, S

100

100 Lithophyllumsp1(C2)- Ponta das Canas,

Lithophyllumsp. ]

@)

= Lithophyllumsp1(C6)- Ponta das Canas,

100 I—- L. margaritae(5) — llha do Arvoredo, S

100 |

99
100

L. margaritae(4) — llha do Arvoredo, S

L. margaritae

Lithophyllumsp.2-Jodo Pessoa, PB

100 [ Lithophyllumsp.3 - Abrolhos, BA

100 | Lithophyllumsp.4 -Abrolhos, BA

79 Amphiroa spAbrolhos, BA
83

100 | Corallinales sp. , Coréia do <
100 l

Corallinales sp., Coréia do Nol

100
100

[ Uncultured Corallinales clone, Vanuatu (GQ917524)

L Uncultured Corallinales clone , Vanuatu (GQ917531)

Uncultured Corallinales clone, Guadalupe (GQ917507)

Uncultured Corallinales clone. Costa R

Corallinales sp., llhas Marianas (HM903026)

Corallinales sp., Japédo (HM916656)

SporolithonR2- llha de Santo Aleixo, PI

— 0.01 substituicbes

Sporolithon sp.

Figura 29. Filograma de Distancia (NJ) enraizado peupo externdNeodilsea borealis
construido para aoxl. Os valores de bootstrap (1000 réplicas) refeseas analises de
Méaxima Parcimdnia (MP) e de Neighbor-joining (Ng)a® expressos acima dos ramos em
preto, e abaixo dos ramos e em azul, respectivamétnimero de acesso para as
amostras dos grupos externos e internos obtid&en8ank esta entre parénteses, seguido
do local de coleta (para os espécimes inclusosrmpognterno das analises). Os ramos
sem valor indicado ndo apresentaram suporte sigtiifo nas analises realizadas.

44



Analises do SSU

A matriz do SSU rDNA (Anexo 8, pag. 81) contou c&b sequéncias (1513 pb) e
partir desta matriz foram geradas analises de naaganciménia (MP), de distancia (NJ) e
analise Bayesiana. Foram utilizadas sequéncidded®phyllume uma dePneophyllum
como grupo externo. O filograma (Fig. 30) geradaatir das analises de NJ tem
expressado nos ramos 0s valores de bootstrap pBrénf¥mero acima) e NJ (nimero
abaixo em azul) e ramos mais espessos represerganalares de probabilidada
posteriori(PP)entre 95% e 100%.

Em relacdo as espécies do Sul do Brasil, as asdsedas através do SSU rDNA
apresentam topologia semelhante aos outros doisadwes, UPA eoxl. Os espécimes
de Lithophyllumsp.1do Sul, agruparam-se num clado fortemente supoatdodas as
analises (100% para MP, NJ e PP).

Igualmente os espécimes identificados cdatbhophyllum margaritaeagruparam-se
também em um clado bem suportado em todas aseflizd0% para MP, NJ e PP).

A sequéncia déithophyllum stictaeformela Nova Zelandia ndo se agrupou com 0s
espécimes do sul do Brasil descritos no preserdbaltto, mas agrupou-se com
Lithophyllum sptambém da Nova Zelandia com alto suporte (94% 982 NJ e 100%
PP).

Outro agrupamento fortemente suportado é d'itknoderma pustulaturdo Reino
Unido e Amphiroa sp.da Australia (100% para MP, NJ e PP), o que assalistancia
geografica, era esperado, ja glikanodermae Amphiroa tém reconhecida afinidade
filogenética, conforme as andlises de Bailey (1999 utilizou estes espécimes e que
também apresentou forte suporte para MP e paranhaXerossimilhanca.

Um outro agrupamento gerado por este marcador di@ lothophyllum incrustanslo
Reino Unido e Lithophyllum insipidumdo Hawaii, porém com um suporte nao

significativo.
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Mesophyllum erubescengiawaii (DQ629012)

Pneophyllum cf. conicumHawaii (DQ628994)

Lithophyllumsp1(1) - llha do Arvoredo, SC
Lithophyllumsp1(2) - llha do Arvoredo, SC UQ-)
£
=
Lithophyllumsp1(3) - llha do Arvoredo, SC | =
=}
100 2
100 Lithophyllumsp. 1 (C6) - Ponta das Canas, 5
— Lithophyllumspl (C7) - Torres, RS
— ()
L. margaritae(4) - llha do Arvoredo, S .5—':5
100 g
100 _ &
- L. margaritae(5) - llha do Arvoredo, S X
61 -
— Lithophyllum incrustansReino Unido (AF093410)
54
Lithophyllum insipidumHawaii (DQ628977)
—— Lithophyllum stictaeformeNova Zelandia (EF628241)
94
99 ) o
- Lithophyllum sp Nova Zelandia (EF628242L)
98
%8 Lithophyllum kotschyanunidawaii (DQ628974)
Titanoderma pustulatupiReino Unido (AF093409)
100
100

Amphiroa sp, Australia (ASU62115)
—— 0.005 substituicdes

Figura 30. Filograma de Distancia (NJ) enraizadlogrupos externoMesophyllum
erubescens Pneophyllum cf. conicuntonstruido para o SSU rDNA. Os valores de
“bootstrap” para “neighbour-joining” (NJ) estdo emmul (e abaixo) e para Maxima
ParcimOnia estdo em preto (e acima), ambos par@ rHplicatas. Ramos mais espessos
representam valores de probabilidagosteriori entre 95% e 100%. O numero de
acesso para as amostras obtidas no GenBank est parénteses, seguido pela
localidade de coleta. Os ramos sem valor indica@oapresentaram suporte significativo
nas analises realizadas.
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5. Discussao

A taxonomia das algas pode ser bastante enriquecidauma abordagem polifasica,
levando em consideracdo ndo apenas aspectos ngictdée anatdmicos, mas também
outros aspectos como distribuicdo geografica, tepal entre outros. A andlise de
marcadores moleculares também tem sido fundampatal auxiliar no entendimento da

diversidade e relacdes filogenéticas de difereidbemns.

As algas calcérias, especialmente as incrustaaypessentam dificuldades
taxondmicas e metodoldgicas, e neste trabalho besefazer uma analise para o género
Lithophyllumdo Sul do Brasil, que integrasse as observacoeoldgicas e atbmicas com
diferentes marcadores moleculares, a fim de satacia sobreposicéo de caracteres

diagndsticos morfoantdémicos empregados nos estigkis género.

5.1. Aspectos relacionados ao génekethophyllum

Quanto a real delimitacgo do complexoLithophyllumTitanoderma
Pseudolithophyllumgue ndo estd em questédo neste trabalho, o gumpsdconstatar é
gue ainda sdo necessarios estudos mais detalhadosrtblogia e biologia molecular dos
tipos dos diferentes géneros para se consolidarposigdo quanto a delimitacdo destes
taxons.

De forma geral, a presenca de conceptaculos tetesgiais uniporados, conexdes
secundarias com o filamento adjacente e crescinmeat@mero e/ou dimero, caracterizam
as espécies pertencentes ao géh#hmphyllum(Woelkerling & Campbell 1992, Irvine &
Chamberlain  1994). Essas caracteristicas sdo apmdas pelas duas espécies
identificadas neste trabalho, e de acordo com @gsas para os trés marcadores utilizados,
0s espécimes identificados agruparam-se em claddsnfente ou moderadamente
suportados, evidenciando portanto, o claro posaimnto taxonbmico das espécies aqui
descritas em nivel de género.

Entretanto, uma vez que poucos sdo os dados malesudisponiveis para este
género, e até mesmo para este grupo em geralras¢ho pioneiro no Brasil, reforca a
necessidade de investimento de esfor¢co na camatéd molecular desse grupo, que se
mantém com muitas discussdes em aberto.

Considerando as caracteristicas diagnoésticas addz pelas grandes escolas da

taxonomia de algas calcarias (sintetizadas no Adexmag 77), nossos espécimes foram
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comparados com taxons semelhantes descritos gnasi e para outras partes do mundo
(Athanasiadis 1999, Chamberlain 1997, Keats 199énddza et al. 1996, Riosmena-
Rodriguez 1999, Funari et al. 1996, Farr et aDR) e as espécies aqui apresentadas
aliam caracteristicas suficientes para confirmdeatificacdo das mesmas.

Para o Sul do Brasil, foram encontradas apenas @sagcies apds estudos
morfoanatdmicos, e apdés os estudos molecularézantio os marcadoreoxl e UPA,
marcadores estes considerados eficientes na idagéb a nivel de espécie, confirmou-se
a identificacdo de duas entidades taxonémicasgsteagénero no Sul do Brasil.

Inicialmente, levando em consideragdo a diferem;habitos de vida dos espécimes
coletados (rodolitos e formas incrustantes nosdes3t a sobreposicdo de caracteres
diagndsticos encontrados na morfoanatomia e awséei espécimes gametofiticos,
acreditdvamos que possivelmente haveria um numeiorrde espécies, aléem das que
haviam sido identificadas através da morfoanatofaigretanto, os dados moleculares
obtidos neste trabalho mostraram a ocorréncia daagpduas espécies dighophyllum
para a regido estudada. Analisando a distribuigiithecida e 0 niamero de espécies
listadas para o Caribe (6 spp. - Taylor 1960, &iit& Littler 2000) e Espirito Santo (5 spp.

- Villas Boas et al. 2009), uma possivel explicagém essa baixa diversidade do género
no Sul do Brasil seria um declinio da diversidadepprcional a distancia dos trépicos
(aumento da latitude), tratando-se de taxons dewriropical.

De maneira geral, estudos de biogeografia demanstranor diversidade de espécies
em locais de clima temperado, sendo este um dosefatimitantes da distribuicdo de
algumas espécies (Luning 1990). Entretanto, owubgres enfatizam o cuidado que deve
ser tomado ao discutir a biogeografia em macrd@beseado em presenca ou auséncia de
determinada espécie podendo estes dados aprepadiéies errdbneos de interpretacao
(Adey & Steneck 2001).

48



5.2 Lithophyllum margaritae

As caracteristicas consideradas diagnésticas paéneroLithophyllume para a
espécieLithophyllum margaritaecorroboram com os resultados obtidos no estudo de
Riosmena-Rodriguez et al. (1999), onde as caratitet$ morfoldégicas e anatbmicas da
populacdo dos referidos taxons do Golfo da Cali#@mmuito se assemelha com as
caracteristicas observadas nos espécimes analisagoesente estudo (Tabela 4).

Lithophyllum margaritag assim como destacado por Riosmena-Rodriguez. et al
(1999) se distingue das demais espécies do gépermipalmente, por apresentar
columela central calcificada, e em alguns espécindgoral brasileiro assim como o que
€ observado para espécie no Golfo da CaliférniasfRéna-Rodriguez 2011, comentario
pessoal) chega até mesmo a se projetar para d@entianal do poro, mas nunca ocluindo o
poro.

Das espécies descritas em literaturas recertgbpphyllum margaritae se
assemelha com a espédighophyllum incrustanspor ambas apresentarem columela
central calcificada (Chamberlain et al. 1991), efainto € possivel diferenciar uma da outra
por Lithophyllum margaritaeapresentar organizacdo monémera nas porcdes nigjasan
do talo, enquanto que ehithophyllum incrustansa organizacdo do talo é estritamente
dimera (Athanasiadis 1999). Diferente d&hophyllum incrustansque apresenta as
células da parede dos poros dos conceptaculospetemgias e bisporangiais crescendo
perpendicularmente a superficie da crosta (Irvin€R&amberlain 1994), os espécimes do
Sul do Brasil apresentam estas células projetgohsa o interior do canal do poro ou
crescendo paralelo a este canal. Ainda é possistaiglir as duas espécies pelo nimero
de células do teto do conceptaculo, quelenncrustansé de 6-17 e emithophyllum
margaritaeé de 4 células (Athanasiadis 1999).

A espécielithophyllum orbiculatum(Foslie) Foslie, descrita para as Ilhas Britanicas
muito se assemelha corhithophyllum inscrustans entretanto apresenta diferenca
significativa em relacdo d.ithophyllum margaritaepor ndo apresentar columelas
calcificadas nos conceptaculos tetrasporangiaisal{@tain et al. 1991, Irvine &
Chamberlain 1994), caracteristica esta que € d&igadard.ithophyllum margaritae

Lithophyllum corallinag espécie que muito se assemelha caithophyllum
margaritae pelas dimensdes dos conceptaculos tetrasporartgimabém se difere dos

espécimes analisados pela profundidade do assdalbamara dos conceptaculos, que em
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Lithophyllum corallinaeé de até 7 células e em nos espécimes do Suladil Brde até 14
células (Harvey et al. 2009, pag. 89, fig. 12.2lagiBoas et al. 2009, pag. 239, fig. 3).

Lithophyllum margaritagambém € semelhante morfologicamente ¢atmophyllum
insipidum no entanto a separacdo das duas espécies é@atieatravés das dimensdes
dos conceptaculos tetrasporangiais (Keats 1997, 3@ fig. 13) e também através da
analise molecular para o marcador SSU, que coktea éaxons em clados diferentes.

Das espécies descritas para o litoral brasileiseolam-se algumas semelhancas entre
Lithophyllum depressuntescrito para o estado do Espirito Santo, cormatenmal do sul
do Brasil. Considerando diferentes aspectos moatéamcos (Villas-Boas et al. 2009),
podemos diferenciar estas duas espécies pelas gsbewendos conceptaculos
tetrasporangiais e numero de células do filamemotaelo do conceptaculo que em
Lithophyllum depressunsdo maiores em relacdo as dimensdes e numero lulascé
observadas paraithophyllum margaritae Com relacdo a depressdo na regido poro,
observada eventualmente em alguns espécimésttdgphyllum margaritaedestacamos
que esta ndo € uma caracteristica fpieencontrada par&ithophyllum margaritaedo
Golfo da Califéria (Riosmena-Rodriguez 1999), o que sugere se tratar de um possivel
artefato de técnica.

Do ponto de vista morfologico e anatdmico, a presespécie apresenta diferencas
significativas em relacéo lathophyllumsp.1 por apresentar células epiteliais sutilmente
menores, conceptaculos tetrasporangiais sistemait@ menores e filamentos do teto
com menor numero de células. A confirmacdo da cleparacdo destes taxons foi possivel
através da caracterizacdo molecular dos referiélosns, que agruparam-se em clados
diferentes, e ambos fortemente suportados por taslamalises, em todos os marcadores
utilizados.

Em relacdo as demais espécies descritas para atiédléropical e subtropical
(Taylor 1960, pag. 390 e 391) suas diagnoses em fdaote estdo baseadas em
caracteristicas morfolégicas, o que dificulta corapdes consistentes com o tdxon em
guestao.

No golfo da CaliférnieLithophyllum margaritaeesta amplamente distribuida entre 1-
50 m de profundidade, e até o momento o limite dsuldistribuicdo era desconhecido
(Riosmena-Rodriguez et al. 1999), com o presertgdes constatamos que o limite de
distribuicdo sul no Atlantico é entdo, a llha dosdredo — Santa Catarina, visto que esta
espécie nao foi encontrada até o momento no edta&io Grande do Sul.
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No Brasil, a espécie foi citada por Horta (2000pp@s estados de S&o Paulo e Santa
Catarina e por Rocha et al. (2006) para Santa i@atar

O presente estudo apresenta fortes evidénciasomfientam a ocorréncia da referida
espécie no litoral de Santa Catarina, porém comcobfivemos sequéncias de espécimes
da localidade do tipo (Golfo do México) para inclém nossa andlise molecular, é
importante que comparemos as sequéncias das asnaditidas neste trabalho com
sequéncias de material proveniente da localidage ftara reforcar a presente

identificacao.
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Tabela 4. Resumo das caracteristicas diagnostidashdphyllum margaritaeencontradas no
Brasil e na populagédo do Golfo da Califérnia.

Presente estudo Riosmena-Rodrigueat al. 1999

(Sul do Brasil) (Golfo da Califérnia- México)

Altura das células epiteliais 1,5-5um 2 - 4um
Diametro das células epiteliais 5-13 um 6 —10 um

Altura das células do peritalo 7-16pm 6 - 18um
Diametro das células do peritalo 3-10pm 5—10um
Diametro interno da camara do

conceptaculo 180 — 260 pm 150- 450um
Altura da camara conceptaculo 70 — 95 um 50 — 150um
Numero de células de espessura
do teto do conceptaculo 3-5 3-4
Profundidade da camara em n°
de células 10-14 11-12
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5.3.Lithophyllum sp.1

Lithophyllum sp.1 foi encontrada nos trés estados do Sul do Brasibresiderando
particularidades morfoanatdmicas e molecularesgpsesenta como endémica da regiao
até o presente momento. Esta espécie difere da&siespdas demais por apresentar a
seguinte combinacdo de caracteristicas (i) can@saconceptaculos tetrasporangiais com
9-13 células de profundidade (da célula epiteli® a base do conceptaculo) e (ii)
dimensdes dos conceptaculos tetrasporangiais cé6r343 pum de diametro e 90-130 um
de altura.

Considerando as espécies descritas utilizandodogte as bases nomenclaturais
modernasLithophyllumsp.1(315-345 um de diametro) difere da espédtaophyllum
insipidum (200-220 pum de diametro), por apresentar dimensfies conceptaculos
tetrasporangiais maiores, além disto, as espésit@s elaramente separadas pelos dados
moleculares obtidos para o SSU rDNA.

Diferente delLithophyllum incrustansque apresenta as células da parede dos poros dos
conceptaculos tetrasporangias e bisporangiais emrdecperpendicularmente a superficie
da crosta (Irvine & Chamberlain 1994), os espécinessul do Brasil apresentam estas
células projetadas para o interior do canal do gem, entretanto, ocluir o canal. Ainda é
possivel distinguir as duas espécies pelo numerehldas do teto do conceptaculo, que
emLithophyllum incrustang de 6-17 e erhithophyllumsp.1é de 5-7 células.

Lithophyllum sp.1 também apresenta semelhancas dathophyllum acrocamptum
Heydrich (Chamberlain 1996, comgthophyllum incrassatun{Foslie) Foslie) espécie
referida para o Sul da Africa, quanto & anatomiaasigectos vegetativos e a forma e
dimensdes dos conceptaculos tetrasporangiais. MntenLithophyllum acrocamptum
possui 0 canal do poro mais curto e estreito, emquathophyllumsp.1possui o canal do
poro mais longo na porcéo da base e mais cOniciva @aracteristica que diferencia estas
duas espécies € o numero de células do filamenttetdodo conceptaculo, que em
Lithophyllum acrocampturé@ de 3-5 células, enquanto duithophyllumsp.1possui de 5-7
células.

Lithophyllum orbiculatum espécie descrita para as llhas Britanicas diferate
Lithophyllum sp.1, Foslie apresenta os conceptaculos tetragpasare bisporangiais
restritos a superficie da crosta (Irvine & Chandiarl 1994), enquanto que em
Lithophyllumsp.1por vezes foram encontrados conceptaculos entarnza® partes mais
velhas do talo.
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A espécieLithophyllum kotschyanurdnger apresenta ampla distribuicdo em todo o
Indo-Pacifico tropical e pode ser diferenciada @spécimes do Sul do Brasil por
apresentar conceptaculos tetrasporangiais com a&mais altas, assoalho mais profundo
e teto com um maior numero de camadas de ceéluleeh€lf 1994), esta separacédo é
corroborada também pela analise filogenética p&8d rDNA apresentada neste trabalho
gue separa claramente as duas espécies em difectatdes.

Considerando as espécies até entdo descritas pht@ab brasileiro, Lithophyllum
stictaeformeé uma das que mais se aproxima da espécie endiguEste taxon apresenta
distribuicdo ampla no mundo, estando presente @nde® tropicais e temperadas. Sua
ocorréncia foi registrada para o Sul e Sudesteuddrélia (Woelkerling & Campbell 1992
- como Lithophyllum bermudendeoslie & M.A.Howe; Woelkerling 1996 - como
Lithophyllum frondosunDufour) G.Furnari, Cormaci & Alongi; Ringeltaul& Harvey
2000 — comd.ithophyllum frondosumiHarvey et a.l 2009), Nova Zelandia (Harvey et al.
2005), Mediterraneo (Athanasiadis 1999; Furnariakt 1996 — comoLithophyllum
frondosuny, México (Fragoso & Rodriguez 2002 — corhithophyllum frondosuin e
Nordeste e Sudeste do Brasil (Nunes et al. 200&svBoas et al. 2009).

Lithophyllum stictaeforme® delimitado para o Mediterraneo por apresentpotaio
monostromatico com uma camada de filamentos expdadiadialmente (Athanasiadis
1999, pagina 738, fig. 3), compostos de célulasbdes ou retangulares nas células do
hipotalo. Cada célula do hipotalo origina um arfimmento ascendente ao peritalo e cada
filamento deste, é conectado ao filamento adjagemteconexdes secundarias que nao se
alinham a camada da superficie do crescimentoadndix um crescimento ndo-coaxial,
caracteristica esta que a distingue dos espécinadisarlos neste estudo ja que tanto nas
por¢cdes mais antigas do talo, quanto na margemedeimento foi observada organizacao
estritamente mondmera nos espécimes do Sul dol.Btasirelacdo ao conceptaculo, este
autor descreveu dimensdes internas da camara dé7atem, que sao maiores que as
apresentadas nos espécimes analisados neste @25 pum). Outra informacdo que
difere as duas espécies é o numero de célulassdallbs da camara do conceptaculo até a
célula epitelial, que enhithophyllum stictaeformelo Mediterraneo € de 16-17 células
(Athanasiadis 1999, pag. 739, fig.9) e kemmophyllumsp.1 é de 9-13 células.

Com relagéo &ithophyllum stictaeformalentificado para Nova Zelandia e Australia
(Harvey et al. 2005, Harvey et al. 2009, Farr eP@09), estes apresentam diferencas
significativas com o material do Sul do Brasil. @sdricdo dessa espécie para a regiao
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norte e central da Nova Zelandia (Harvey et al520&presenta uma grande diferenca em
relacdo ao didmetro das camaras dos conceptaetiasporangiais, 290-420 (450) um e
290 -450 um, respectivamente, enquantolgimphyllumsp.1€é consideravelmente
menor ((295)315-345 um). Para a Australia (Harteat.€2009) a principal caracteristica
gue diferencid.ithophyllumsp.1dos espécimes identificados colrithophyllum
stictaeformeé o nimero de células de profundidade da cancacanteptaculo
tetrasporangial que é maior (12-17) em relacith@phyllumsp.1

Confirmando os dados obtidos através das comparagdgonatdmicas, as sequéncias
para o gene SSU rDNA das amostrad.ileophyllum stictaeformapresentaram 39 a 45
(2,6%) nucleotideos de divergéncia com as sequ&deihithophyllumsp.1. No entanto,
vale destacar que Athanasiadis (2010, comentargsopd acredita que as espécies
identificadas comd.ithophyllum stictaeformela Nova Zelandia e Australia ndo seriam
coespecificas com a espécie que ocorre no Medigmrésegundo este pesquisador, esta
espécie nao ocorre nem mesmo em llhas relativanpediemas (e.g. llhas Canarias) da
localidade tipo, o que sugere que a distribuicastadeespécie seja restrita ao Mar
Mediterréaneo .

Considerando ainda os espécimes identificados dathophyllum stictaeformeara o
litoral Brasileiro (Nunes et al. 2008, Villas-Boasal. 2009), a proximidade geogréfica e
algumas semelhancas anatbmicas (Tabela 5) é redam@rgue sequéncias provenientes
de espécimes das localidades originais destasqijmd sejam incluidas nas discussdes da
delimitacdo das espécies para se verificar semgdlaou divergéncias genéticas entre as
referidas populagoes.

O espécime tipo dd.ithophyllum depressunfioi analisado neste trabalho por ter
apresentado anatomia semelhante aos espécimed do Buasil. A analise do material
(Holdtipo, BR 454263, amostras de 1-4) revelou quecaracteristica considerada
diagnostica, o teto do conceptaculo tetrasporargfiaidado em relacdo a superficie do
talo, € variavel. Em vista superficial observamesaceptaculos, tanto com os tetos em
depresséao, quanto planos ou mesmo elevados erdaélauperficie (Figs. 31 e 32). Essa
caracteristica também foi observada em alguns gpé&cemes analisados neste trabalho
tanto emLithophyllum margaritaguanto enLithophyllumsp.1(Figs. 33 e 34). Em cortes
e fraturas transversais na regido sagital dos ptdmaos, foi possivel verificar que em
Lithophyllum depressuméo encontrados conceptaculos com teto elevadolamo em
relacdo a superficie do talo adjacente (fig. 35ambém foi possivel observar que
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Lithophyllumsp.1e Lithophyllum margaritaccompartilham eventualmente a caracteristica
do teto em depresséo, sugerindo ser este um caphd@stico, que ocorre em diferentes

espécies, sendo possivelmente reflexo do envellkeetimda estrutura ou de artefato de
técnicas utilizadas, como, por exemplo, no processalesidratacdo do material para
analises em microscopia Otica e de varredura. Ur@icacdo adicional para esta

caracteristica aparecer em espécies do géneroossoiarecrescimento das células iniciais
acima do conceptaculo, razdo pela qual muitas Espéteste género apresentam

conceptaculos senescentes enterrados nas porciesntigas do talo.

Figuras 31-37. Ocorréncia de teto em depressdo aspgcimes deLithophyllum
depressunLithophyllumsp.1 e Lithophyllum margaritae

Fig. 31. Superficie do talo deithophyllum depressunfBR 454263), evidenciando
conceptéculos elevados (setas). Barra da escdl@ g18.

Fig. 32. Superficie do talo deithophyllum depressunfBR 454263), evidenciando
conceptaculos em depresséao (ponta de seta). Baascdla = 600 um.

Fig. 33. Superficie do talo dethophyllumsp.1, evidenciando conceptaculos planos (setas)
e em depressao (ponta setas). Barra da escala = 1mm

Fig. 34. Superficie do talo dethophyllum margaritage evidenciando conceptaculo em
depressao (seta). Barra da escala = 100 pum.

Fig. 35. Seccéao transversal de conceptaculd.ittephyllum depressuniBR 454263),
evidenciando conceptaculo elevado em relacao afttipelo talo (seta). Barra da escala =
100 pm.
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Fig. 36. Fratura transversal de conceptaculo Lidophyllum sp.1, evidenciando
conceptaculo elevado em depressdo em relagéo Hisigpdo talo (seta). Barra da escala
=50 um.
Fig. 37. Fratura transversal de conceptaculd.itteophyllum margaritag evidenciando
conceptaculo elevado em depressdo em relagéo Hisigpdo talo (seta). Barra da escala
=50 pm.

Com relacdo as outras espécies descritas paraantidd tropical e subtropical
(Taylor 1960, pag. 390 e 391) a diagnose de bde pas espécies até entdo descritas esta
baseada em caracteristicas morfolégicas, o queuli#i comparagbes consistentes com o

taxon em questao.
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Tabela 5. Comparacao Heghophyllumsp.1com populacfes dathophyllum stictaeforme

Presente estudo Funariet al. 1996 Athanasiadis 199¢

Lithophyllumsp.1
(Sul do Brasil)

L. stictaeforme

(Mediterraneo- como

L. frondosum

L. stictaeforme

(Mediterraneo)

Harveyet al. 2005
L. stictaeforme

(Nova Zelandia)

Harveyet al 2009
Farr et al. 2009

L. stictaeforme

Nuneset al 2008 Villas-Boaset al.

L. stictaeforme

(Nordeste-Brasil)

2009
L. stictaeforme

(Sudeste-Brasil)

(Australia)

Altura das células epiteliais (2,5)3-6 um 4-8 um - - 3-6 um 2-3 um 8-12 um
Diametro das células epiteliais 6-11 um 10-16 pm - - 4-11 um 5-9 um 5-8 um
Altura das células do peritalo 8-17 um 15-45 pm 10-24 - 8-35 um - 20-22 pm

Diametro das células do peritalo ~ 5,5-11 pm 10-20 pm 12-17 - 11-20 ym - 9-13 um
ia i 5 295)315-345
Diametro interno da camara o (295) 200-450 pm 375-475um  290-420(50) um  (230)260-380 p 202-262 pm  220-230(295pm
conceptaculo pm
Altura da camara conceptaculo  (75)90-130 pm Até 120 pm 100-175 pm (65)90-125(160)55)75-110 um 105-180 um 125-135 um
Numero de células de espessura do
4-7 5-9 5-10 3-6 (3)4-6 5-7 3-7
teto do conceptaculo
Posicdo do assoalho da cAmara do
9-13 10-19 16-17 >6 - 11-13 6-10

conceptéaculo (n° de células)
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5.4. Divergéncia entre as sequéncias dos marcadoestudados
A comparagédo da variacdo entre as sequéncias doddRAe SSU rDNA esta sumarizada
na Tabela 6, e as informac¢Bes complementares egt8Anexos 5, 6, 7 e 8 (pags. 78, 79, 80 e
81).

Tabela 6. Variagdo da % de divergéncia entre agsetps dos marcadores estudados.

UPA coxl SSU
Interespecifica 6,8% (25 pb) 13,2-18,4% (87 a 89 pb) 1-2,8% (15 a 54 pb)
Intraespecifica 0 pb 0,2-0,4% (1 a 3 pb) 0-0,4% (0 a 6 pb)

As sequéncias obtidas para o UPA mostraram a agiatde dois agrupamentos diferentes
deLithophyllumpara o Sul do Brasil, indicando assim a existédei@ entidades taxondmicas
diferentes para este género com divergénciasesyecificas de 25 pb (6,8%).

As sequéncia obtidas para o marcadaxl corroboram com o0s resultados apresentados
pelo marcador UPA. Paraamxl, os mesmos dois agrupamentos foram observadasn s
divergéncias interespecificas foram relativamentgisrmalta que para o marcador UPA,
apresentando divergéncias de 87 a 89 pb (13,29%1&0).8

Essa variacao interespecifica apresentadagoedode 13,6% em um total de 664 posicoes
estd no limite da faixa de amplitude de variacadfivgada por Saunders (2005) para as
Gigartinales e Rhodymeniales (4,5 a 13,6% de déranig, 30 a 90 pb) em um total de 664
posicdes também. Para a ordem Corallinales, Rebl& (2006) também encontraram 90 pb
divergentes entr€orallina elongatal. Ellis et Solander eC. officinalisLinnaeus e este foi o
unico género da ordem com mais de uma espéciesespiagla na analise destes autores. Para as
Gracilariales,Yang et al. (2007) reportaram umweariacdo maior 3,2-16,1% - 41 a 201 pb)
entre espécies deracilaria para um total de 1245 posicdes.

Ainda em comparagcdo com as sequéncias do URAXD foi também mais variavel em
nivel intraespecifico. Este marcador apresentoargéncias intraespecificas de 1 pb (0,2%)
paraLithophyllumsp.1e 3pb (0,4%) par&ithophyllum margaritagao passo que o marcador
UPA nao apresentou divergéncias intraespecificasgsmespécies do Sul do Brasil.

Os resultados obtidos comaowxl corroboram com os verificados por Geraldatoal.
(2006), Robbaet al. (2006) e Yanget al. (2007) para diferentes ordens de Rhodophyta
(Bangiales, Coralinalles, Gigartinales, Gracilasaé Rhodymeniales). As sequénciasoxd
foram mais variaveis em nivel inter e intraespegifio que as dos demais marcadores. Maior
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variacao entre sequéncias clmxl é esperada, uma vez que 0 genoma mitocondriesema
taxas maiores de mutacdo no DNA do que o genonwodaplasto, além disso o UPA é uma
regido do gene que codifica a subunidade gradeNd fibossomal do cloroplasto, um gene
gue de modo geral € apresenta menos variacoese(A®93d4). Autores como Robba et al.
(2006) e Saunders (2005), demonstraram quexd foi um marcador acurado para revelar
especiacao incipiente e diversidade criptica dem&ldiferencas nas taxas de mutacéo entre os
marcadores, e nossos resultados corroboram coestssdautores.

Semelhante aos resultados encontrados neste e€tokljn et al. (2009) em seu estudo
sobre os génerdsuchemae Kappaphycuslo Hawaii, assim como Sherwood et al. (2008) para
a género de agua dodgatrachospermum helminthosuBirodot encontraram diferentes
resolucdes genéticas entre esses dois marcadorestapto esses autores sugerem que 0O
marcador UPA né&o seriam apropriados para distingsfiécies proximamente relacionadas.
Neste trabalho os dois marcadoi@s(l e UPA, se mostraram eficientes na separacaoudas d
espécies estudadas.

Ja em relacdo ao marcador SSU rDNA, gene nucleporganto mais conservado, a
variacao interespecifica foi de 27 a 33 pb (1,822%) entre as duas espécies do Sul do Brasil
e 15 a 54 pb (1% - 2,8%) em relacdo a todas astematelithophyllum utilizadas na analise.

A faixa de variagcdo observada neste trabalho cocmhz 0 observado por Bailey (1999) em
outros géneros da ordem Corallinales (0,5% a 3,6%).

A menor variacao desse gene em relacdo aos outnwadores, ja era esperada, uma vez
gue os genes ribossomais estdo entre 0s mais eadssre é pouco informativa quanto a
identificacdo de espécies proximas e, portantoentabalho o marcador foi utilizado para
investigar as relacdes filogenéticas entre as espéo Sul do Brasil e as demais espécies de

Lithophyllumdisponiveis no Genbank.
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5.5. Andlise critica das metodologias utilizadas

As metodologias empregadas para estudos morfoaitatd em algas calcarias tém
sofrido significativas modificacdes ao longo do pemconforme j4 exposto anteriormente na
introducédo. Analisando metodologias utilizadas mdtenos 50 anos, é possivel observar
diferencas na forma de descalcificacdo, desidratac@éclusdo dessas algas o que dificulta a
comparacao morfométrica, visto que distor¢bes nedidas podem ocorrer de acordo com a
variagdo destas metodologias, o que possivelmergelta na sobreposicdo de caracteres
diagnésticos, observada com freqiéncia na liteaatur

A utilizacdo de microscopia eletronica aliada aaceares moleculares demonstra ser uma
metodologia eficaz e passivel de padroniza¢cédo um@sla taxonomia das algas calcarias nao
articuladas. A utilizagdo desta técnica de micrpgconinimiza as distor¢des, visto que a
preparacdo da amostra ndo necessita de pré-tratamere alteram a composicao estrutural do
talo. Entretanto, € importante aliar a esta tég¢nécanicroscopia oOptica que possibilita a
visualizacdo de caracteres morfoanatémicos diagodshéo calcificados, como por exemplo,
a columela central que em algumas espécies é mincita e, portanto, ndo € possivel observar
no microscoépio eletrénico de varredura.

Quanto a metodologia empregada para o estudo ukale®ptou-se por utilizar as
metodologias de extracdo, PCR, purificacdo e seipr@ento mais usuais para algas.

Entretanto diante as dificuldades encontradas tkieste estudo, ficou claro que para este
grupo, serdo necessarios alguns testes quanto adotogiia de extracdo, “primers”, e até
mesmo ciclos da PCR. Isso fica evidente quandasamabs a tabela do Anexo 2 (pag. 75), e
constata-se as poucas amostras para as quais siseroesso com a amplificacao am<l. A
concentracdo de DNA purificado utilizado nas reagi® sequenciamento variou de 1,4 a 44,0
ng/pl de DNA, e esta variacdo sugere ser em fudgdextracdo, que em algumas amostras
ficou comprometida devido a dificuldade de obtend@diomassa “viva’ e em outras, devido a
pouca biomassa coletada.

A biomassa utilizada neste trabalho foi quase qui®nne, variou de 150 a 200 mg. Para
alguns espécimes foi possivel selecionar apenasnématos com partes da superficie dos
rodolitos (parte viva) para os quais foram obtidascentracdes de DNA suficiente para o
sequenciamento das amostras, entretanto para @sresp em que partes mais antigas do talo
foram utilizagdo a concentracdo de DNA foi muitoixaa Para corroborar com essa

informagé&o, as amostras incrustantes (coletadososiSes) foram os que apresentaram maior
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concentracdo de DNA em ng/ul. A biomassa de inadas€ em sua maior parte “viva”, com
poucas partes antigas. Em contrapartida, a difaclddencontrada com as amostras dos costdes
foi outra, a obtencdo de quantidade de biomassa,dagula a camada muito fina desses
espécimes, a dificuldade de coleta e a maior chdeasontaminacao, quase sempre foi toda
retirada, impossibilitando uma posterior re-exteacéso fosse necessaria, como no caso das
amostras de Torres.

Para o marcador UPA, a concentracdo de DNA pudificaariou de 5,2 a 18,9 ng/ul,
também uma baixa concentracdo, porém para esteadoarndo encontramos dificuldade de
amplificacdo. Isso enfatiza que o UPA, embora memomvel, € um marcador com primers
mais universais e sao mais faceis de amplificagui os dacoxl e, portanto, se mostrou um
marcador mais eficiente do ponto de vista pratico.

Analisando a metodologia empregada por outros jesdpres que vém trabalhando com
a biologia molecular das algas calcarias, outraldetque nédo foi testado neste trabalho e
merece atencdo para 0s proximos trabalhos é a lieagdo em do produto da PCR, a
exemplo de Harvey (2003), que para aumentar a igiaalet de DNA da regido de interesse
(SSU rDNA), utilizou de 7-15 pl de produto da PCRgoreamplifica-lo nas mesmas condicdes
gue na primeira PCR.

Além disto, existem outras particularidades nosditgos publicados com algas calcarias, o
gue ressalta a necessidade de testar os difeqgmteEolos com adaptacdes ja publicadas, e
ainda pensar em algumas alternativas utilizadasoetros grupos de algas (por exemplo,
Gracilaria que possui ficocolb6ides que atrapalham a extrag@vés do kit de extragéo), para
desta forma minimizar as dificuldades encontra@éasentrabalho.
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6. Conclusdes

* O estudo morfolégico e molecular do génkithophyllumpermitiu a identificacéo de
duas espécies para a regido sul do Bragiophyllum Lithophyllumsp.1 e Lithophyllum
margaritae(Hariot) Heydrich.

» A utilizacdo da Microscopia Eletronica de Varrediwa uma ferramenta importante
para a obtencdo de imagens de alta resolucdo gam foefinitivas nas identificacbes aqui
apresentadas.

» Os dados obtidos neste estudo representam um amarte@onomia das algas calcarias
nao articuladas no Brasil, sendo pela primeira beseada também em caracteristicas
moleculares.

* Os dados moleculares gerados neste trabalho &ditos para as espécies estudadas.

» Maiores valores de divergéncias intraespecificaterespecifica foram obtidos para
coxl, entretanto a divergéncia genética obtida par#&réss marcadoresc@xl, UPA e SSU
rDNA) foi eficiente na separacéo das entidadesramucas identificadas.

» Este trabalho demonstra a importancia da caraagé&molecular neste grupo de algas,
visto que um investimento nesta caracterizagdo rpottazer grandes contribuicbes para o
conhecimento da sua biodiversidade, distribuicdiela;des filogenéticas entre as populacdes

de algas calcérias do Brasil e do mundo.
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Anexos

Anexo 1. Espécies dathophyllumpara as quais foram realizados estudos taxon6rdetathados.
Adaptado de Harvegt al. 20009.

Espécies Referéncias

L. acrocamptorHeydrich Chamberlain 1996 (Sul, Africa — cotndncrassatunjFoslie] Foslie)

L. bamleri(Heydrich) Foslie  Verheij 1994 (Indonésia)

L. chamberlainianum Woelkerling & Campbell 1992 (Sul, Australia); Woetkng 1996 (Sul, Australia); Harvest al.
Woelkerling & Campbell 2009 (Sudeste, Australia)

L. corallinae(Crouan & Chamberlain 1991 (llhas Britanicas — comitanodermg; Woelkerling & Campbell 1992 (Sul,
Crouan) Heydrich Australia); Chamberlain & Irvine 1994 (Ilhas Britdas — comdritanoderm; Woelkerling 1996

(Sul, Austrdlia); Fragoso & Rodriguez 2002 (Méxjddarveyet al 2005 (Nova Zelandia); Villas-
Boas etl. 2009 ( Brasil)

L.depressunvillas-Boas Villas-Boa®t al. 2009 (Sudeste, Brasil)

L. flavescenKeats Keats 1997 (Fiji)

L. incrustansPhilippi Chamberlain & Irvine 1994 (llhas Brit&ais); Chamberlain 1996 (Sul, Africa)
L. insipidumAdey, Keats 1997 (Fiji)

Townsend & Boykins
L. johanseniiWoelkerling & Woelkerling & Campbell 1992 (Sul, Austrdlia); Wketling 1996 (Sul, Australia); Harvest al.

Campbell) 2005 (Nova Zelandia); Villas-bo&s al 2009 (Sudeste Brasil)

L. kotschyanununger Verheij 1994 (Indonésia)

L. lichenoide<Philippi Chamberlain 1997 (Mediterraneo)

L. margaritae(Hariot) Riosmena-Rodriguezt al. 1999 (México); Presente estudo 2011 (Sul, Brasil)
Heydrich

L. neoatalayensMasaki Chamberlain 1996 (Sul, Africa)

L. nitorumW & P Adey Chamberlain and Irvine 1994 (llhastBnicas)

L. okamuraiFoslie Verheij 1994 (Indonésia)

L. orbiculatum(Foslie) Foslie Chamberlain & Irvine 1994 (llhas Britanicas)

L. polycephaluntoslie Chamberlain 1996 (Sul, Africa — coffitanoderma

L. prototypum(Foslie) Foslie Woelkerling & Campbell 1992 (Sul, Austrélia); Woetkng 1996 (Sul, Austrdlia)
L. pustulatumLamouroux) Chamberlain 1991 (llhas Britanicas — comtanodermg; Woelkerling & Campbell 1992 (Sul,

Foslie Australia); Chamberlain & Irvine 1994 (Ilhas Britdas — comadlitanodermd; Woelkerling 1996
(Sul, Austrdlia); Ringeltaube & Harvey 2000 (GrarBireira de Corais, Australia); Harveyal.
2005 (Nova Zelandia); Harvest al. 2009 (Sudeste, Australia)

L. riosmenadarvey & Woelkerling & Campbell 1992 (Sul, Australia — cotithophyllum sp); Harveyet al. 2009
Woelkerling (Sudeste, Austrdlia)

L. stictaeformgAreschoug in Woelkerling & Campbell 1992 (Sul, Australia — coinobermudensge Woelkerling 1996 (Sul
Agardh)Hauck Austrdlia — comd.. frondosuny Furnariet al 1996 (Mediterraneo — conto frondosun

Athanasiadis 1999 (Mediterréneo); Ringeltaube &udgr2000 (Grande Barreira de Corais,
Australia —as L. frondosum Fragoso & Rodriguez 2002 (Mexico — coindrondosuny; Harvey
et al. 2005 (Nova Zelandia); Nunes al 2008 (Nordeste, Brasil); Harvey a.12009 (Sudeste,
Australia); Farr et al. 2009 (Nova Zelandia);VilBsaset al. 2009 (Sudeste, Brasil)

L. tamiensd€Heydrich) Foslie Verheij 1994 (Indonesia); Ringeltaube & Harvey 2@G0ande Barreira de Corais, Australia)
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Anexo 2.Lista das amostras sequenciadas neste estudaidsssiglas, locais de coleta e marcadores

para os quais foram geradas sequéncias.

Identificacdo das amostras Coleta UPA coxl SSU r DNA
(pb) (pb) (pb)
Lithophyllumsp.1 (1) Ilha do Arvoredo-SC 370 - 1744
Lithophyllumsp.1 (2) llha do Arvoredo-SC 370 664 1744
Lithophyllumsp.1 (3) llha do Arvoredo-SC 370 664 1744
Lithophyllumsp.1 (7) Torres -RS 370 - 1744
Lithophyllumsp.1 (14) Ilha do Xavier-SC 370 - -
Lithophyllumsp.1 (C2) Ponta das Canas-SC 370 664 -
Lithophyllumsp.1 (C6) Ponta das Canas-SC 370 664 1744
Lithophyllum margaritag4) Ilha do Arvoredo-SC 370 664 1744
Lithophyllum margaritags) Ilha do Arvoredo-SC 370 664 1744
Lithophyllum margaritag28) llha do Arvoredo-SC 370 - -
Lithophyllum margaritag31) llha do Arvoredo-SC 370 - -
Lithophyllumsp.3 Abrolhos-BA - 664 -
Lithophyllumsp.4 Abrolhos-BA 370 664 -
Amphiroasp. (19) Abrolhos-BA 370 664 -
Lithophyllumsp.2 Jodo Pessoa-PB - 664 -
Sporolithonsp.3 Joéo Pessoa-PB 370 664 -
Sporolithonsp.4 Jodo Pessoa-PB 370 664 -
llha de Santo Aleixo-
Sporolithonsp.R3 PE 370 - -
llha de Santo Aleixo-
Sporolithonsp.R2 PE 370 - -
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Anexo 3. Lista de espécies retiradas do Genbank utilizadastudo molecular: Espécies,
namero de acesso no Genbank, localidade e refarénc

Espécies

N° de acesso

GenBank

Localidade

Referéncia

Gracilaria dotyi Hoyle

Gracilaria tikvahiaeMcLachlan

Neodilsea borealigl.A.Abbott)
S.C.Lindstrom

Corallinales sp.
Corallinales sp.
Uncultured Corallinales
Uncultured Corallinales
Uncultured Corallinales
Uncultured Corallinales
Corallinales sp.

Corallinales sp.

Mesophyllum erubescefiBoslie)
M.Lemoine
Pneophyllum cf. conicum
(E.Y.Dawson) Keats,
Y.M.Chamberlain & Baba

Lithophyllum incrustan®hilippi

Lithophyllum insipidunfdey,
Townsend & Boykins

Lithophyllum kotschyanutdnger

Lithophyllum stictaeforme
(Areschoug) Hauck

Lithophyllum sp.

Titanoderma pustulatum
(J.V.Lamouroux) Nageli

Amphiroa sp.

EF426613

FJ499546

AY970625

HQ544116
HQ544086
GQ917524
GQ917531
GQ917507

GQ917684

HM903026
HM916656

DQ629012

DQ628994

AF093410
DQ628977
DQ628974
EF628241
EF628242
AF093409

ASU62115

IIha de Rodes - USA

British Columbia - Canada

Korea do Sul
Korea do Sul
Vanuatu
Vanuatu
Guadalupe

Costa Rica

Ilhas Marianas do Norte

Japéo
Hawaii — USA
Hawaii — USA

Reino Unido
Hawaii — USA
Hawaii — USA

Nova Zelandia

Nova Zelandia

Reino Unido

Australia

Sherwood & Presting (2007)

Saund@g9p
Saunders (2005)
Bittnerle2010)
Bittnerle2010)
Bittneale{2010)
Bittneale{2010)
Biteteal. (2010)
Bitteteal. (2010)
ittnBr et al. (2010)

Bittner et al. ®01

James (2006)
James (2006)

Bailey (1999)

James (2006)

James (2006)
Broom et al. (2008)
Broom ef(2008)

Bailey (1999)
Bailey & Chapman (1998)
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Anexo 4.Resumo das caracteristicas de espécies do gEileophyllumque compartilham caracteristicas semelhantes gexiages do Sul do
Brasil — 1) Athanasiadis 1999; 2) Riosmena-Roduzgli@99; 3) Funari et al. 1996; 4) de acordo conadsade Farr et al. 2009; 5) de acordo com
escala de Harvey et al 2005 6) Keats 1997; 7xdeda com escala de Keats 1997; 8) Harvey et 80;29) Villas-Boas et al. 2009.

L. Lithophyllum
. L. L. L. L. L. L. L. L. L.
margaritae sp.1 . — . . . . L .
expansum stictaeforme cabiochiae incrustans margaritae johansenii  pustulatum insipidum corallinae depressum
Presente Presente
©6) (1:3) (©) (1;3:6) @) (4:6) 4) ) ® ©)
estudo estudo
Altura das células epiteliais 1,5-5 (2,5)3-6 . . . . _ . - 3-6 3-6 5-6
(nm)
Diametro das células epiteliais  5.13 6-11 9-11 6-10 10-13
(um)
Altura das células do peritalo 13-25 5.50 15 - 45 13-26 10-16 6-18 - 8-14
(um)
Diadmetro das células do peritalo 7-18 5-15 (16) 10 - 20 08 - 22 5.33 5.10 _ 6-9

(um)

Diametro interno da camara do

160-260
. 295) 315-345 (175)200-  200-450  290-335 - ] 95-145 185-300 200-220 232-252
conceptaculo (2995) 350 75) (300) 230-360 150- 450 (340)
(um)
Altura da Céznara conceptaculo 7 _ g5 (75)90-130  100(115) 120 86-140 91-210 50— 150 - 85-100 5595  120-150
pm)
Numero de células de espessura 3.5 4-7 5.6 5.9 5.8 6-17 3-4 2-4 1-2 4-7 2-4 6-8
do teto do conceptaculo
Posicéo do'assoalho da (;émara 10-14 9-13 15 3 13-15 11-12 6-8 3-4(6) 6-9 6-11 12-14
do conceptaculo (n° de células)
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Anexo 5.Matriz de identidade do UPA. Porcentagem de idadedna porcao inferior) e numero absoluto de otideos divergentes (na por¢ao superior)
entre as sequéncias utilizadas na Matriz do UPA.

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
1- Gracilaria dotyi ID 31 31 31 39 39 31 31 31 31 39 39 38 43 32 30 30 30
(EF426613)

2-Lspl (1) 916 ID 0 0 25 25 0 0 0 0 25 25 23 24 04 38 38 38
3-Lspl (2) 916 100 ID 0 25 25 0 0 0 0 25 25 23 24 40 38 38 38
4-Lspl (3) 91,6 100 100 ID 25 25 0 0 0 0 25 25 2324 40 38 38 38
5-Lm4 894 932 932 932 D 0 25 25 25 25 0 0 29 30 39 7 3 37 37
6-Lm5 894 932 932 932 100 ID 25 25 25 25 0 0 293 39 37 37 37
7-Lsp1(C7) 916 100 100 100 932 932 ID 0 0 0 25 25 23 24 4038 38 38
8-Lsp1(14) 91,6 100 100 100 93,2 932 100  ID 0 0 25 25 23 24 0 4 38 38 38
9-Lsp1(C2) 91,6 100 100 100 932 932 100 100 ID 0 25 25 23 2440 38 38 38
10-Lsp1(C6) 916 100 100 100 932 932 100 100 100 ID 25 25 2324 40 38 38 38
11-Lm(28) 894 932 932 932 100 100 932 932 293,932 ID 0 29 30 39 37 37 37
12-Lm(31) 894 932 932 932 100 100 932 932 932 932 100D 29 30 39 37 37 37
13-Asp19 89,7 937 937 937 921 921 937 937 ,793937 921 921 ID 26 36 34 34 34
14-Lsp4 883 935 935 935 918 918 935 935 935 935189 918 909 ID 48 46 46 46
15-Sp3 91,3 891 891 891 894 894 891 891 89,891 894 894 902 87  ID 2 2 2
16-Sp4 91,8 897 89,7 897 90 90 897 897 897 897 90 90908 87,5 994 ID 0 0
17-SpR3 91,8 897 89,7 897 90 90 897 897 897 897 90 90908 875 994 100  ID 0
18-SpR2 91,8 897 89,7 897 90 90 897 897 897,789 90 90 90,8 875 994 100 100  ID
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Anexo 6.Matriz de identidade dooxl (Matriz curta). Porcentagem de identidade (nggminferior) e nimero absoluto de nucleotideosrdentes
(na porgao superior) entre as sequéncias utilizaaldsatriz curta dooxl.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1 - FJ499546Gr ID 121 133 133 134 133 133 132 12733 1 133 128 128 142
2 - AY970625Ne 81,7 ID 122 122 123 122 122 120 119 122 129 108 108 123
3-Lspl(2) 79,9 81,6 ID 0 1 0 88 88 86 0 118 84 84 100
4 - Lspl (3) 79,9 81,6 100 ID 1 0 88 88 86 0 118 84 84 100
5 - Lsp1(C6) 79,8 81,4 99,8 99,8 ID 1 90 88 88 1 118 86 86 101
6 - Lsp1(C2) 79,9 81,6 100 100 99,8 ID 88 88 86 0 118 84 84 100
7 —Lm(5) 799 816 86,7 86,7 865 86,7 ID 3 43 88 119 80 80 100
8 —Lm(4) 80,1 819 868 868 86,7 868 99,6 ID 42 88 118 80 80 98
9 — Lsp2 80,8 82 87 87 86,8 87 93,5 93,6 ID 86 116 81 81 98
10 - Sp4 79,9 81,6 100 100 99,8 100 86,7 86,8 87 ID 118 84 84 100
11 - SpR2 79,9 805 822 822 820 822 82 82,2 825 82,2 ID 11212 1 127
12 — Lsp3 80,7 83,7 873 873 871 873 879 879 878 873 831D | O 84
13 - Lsp4 80,7 83,7 873 873 871 873 879 87,9 878 87,3 83100 ID 84
14 - Asppl19 786 814 849 849 84,7 849 85 852 852 849 808 387873 ID
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Anexo 7.Matriz de identidade dooxl (Matriz geral). Porcentagem de identidade (nggminferior) e nimero absoluto de nucleotideos
divergentes (na porgéo superior) entre as sequeuatiaadas na Matriz geral doxl.

1 2 3 4 5 6 7 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

1-AY970625 ID 122 122 123 122 122 120 119 122 12908 1 108 123 120 120 109 114 114 111 122 123
2-Lsp1(2) 81,6 ID 0 1 0 88 87 86 118 84 84 100 89 89 92 94 94 94 94 94
3-Lsp1(3) 81,6 100 ID 1 0 88 87 86 118 84 84 10089 89 92 94 94 94 94 94
4-Lsp1(C6) 81,4 99,8 998 ID 1 89 88 87 120 86102 90 90 92 96 94 94 96 94
5-Lsp1(C2) 81,6 100 100 99,8 ID 88 87 86 118 84 4 8 100 89 89 92 94 94 94 94 94
6-Lm(5) 81,6 86,7 86,7 865 86,7 ID 3 43 88 120 80 80 100 79 80 88 94 92 88 87 96
7-Lm(4) 81,9 868 86,8 86,7 868 996 ID 42 87 11880 80 98 77 78 87 94 92 87 86 94
8-Lsp2 82 87 87 86,8 87 93,5 93,6 ID 860 116 8198 79 80 87 89 92 90 80 84
9-Lsp1(14) 816 100 100 99,8 100 86,7 86,8 87 ID 811 84 84 100 89 89 92 94 94 94 94 94
10-SpR2 80,5 822 8272 82 82,2 82 82,2 825 822 D112 112 127 127 128 116 125 127 118 127 126
11-Lsp3 837 83 873 871 873 879 879 878 387831 ID 0 84 81 82 74 78 81 78 79 79
12-Lsp4 83,7 873 87,3 871 873 879 879 878 38783,1 100 ID 84 81 82 74 78 81 78 79 79
13-Asppl19 814 849 849 84,7 849 850 852 852498 80,8 873 873 ID 72 73 67 76 83 67 80 84
14-HQ544116 819 865 865 864 865 831 884 8835 808 878 878 891 ID 1 66 61 90 66 76 76
15-HQ544086 819 865 865 864 865 879 882 875 80,7 876 87,6 89 99,8 ID 67 62 90 67 77 75
16-GQ917524 835 86,2 86,2 861 862 86,7 868 8682 825 888 888 899 90 89,9 ID 66 66 5 70 75
17-GQ91r507 828 858 858 856 858 858 859 8648 811 882 882 885 908 90,6 90 ID 82 66 7068
18-GQ917684 82,8 858 858 858 858 861 862 86858 808 878 878 875 865 864 90 87,6 ID 70 0 7 86
19-GQ917531 832 859 859 858 859 867 868 86&b9 822 882 882 899 90 89,9 993 90 89,4 ID 4 777
20-HM903026 816 858 858 856 858 86,8 87 87,95,88 808 881 881 879 885 884 894 894 875,8881D 88
21-HM916656 81,4 859 859 858 859 856 858 87859 81 881 881 873 885 887 887 897 87 8886,7 ID
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Anexo 8.Matriz de identidade do SSU rDNA. Porcentagem éatidade (na porcao inferior) e niumero absolutouddeotideos divergentes (na
porcao superior) entre as sequéncias utilizaddsatiaz curta do SSU rDNA.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
1-DQ629012Me ID 97 119 119 119 119 122 118 118 119119 119 122 146 116 145
2-DQ628994Pn 93,6 ID 59 59 59 59 63 59 59 59 60 66 63 98 57 107
3-Lsp1(1) 92,1 96,1 ID 0 0 0 6 27 27 24 32 42 39 77 29 92
4-Lsp1(2) 92,1 96,1 100 ID 0 0 6 27 27 24 32 42 39 77 29 92
5-Lsp1(3) 92,1 96,1 100 100 ID 0 6 27 27 24 32 42 9 3 77 29 92
6-Lsp1(C6) 92,1 96,1 100 100 100 ID 6 27 27 24 32 2 4 39 77 29 92
7-Lspl(7) 91,9 95,8 99,6 99,6 99,6 99,6 ID 33 33 30 36 48 45 80 33 95
8-Lm(4) 92,2 96,1 98,2 98,2 98,2 98,2 97,8 ID 0 26 30 36 39 71 26 85
9-Lm(5) 92,2 96,1 98,2 98,2 98,2 98,2 97,8 100 ID 6 2 30 36 39 71 26 85
10-AF093410Li 92,1 96,1 98,4 98,4 98,4 98,4 98 98,398,3 ID 20 41 30 70 18 91
11-DQ628977Lis 92,1 96 97,9 97,9 97,9 97,9 97,9 98 98 98,7 ID 38 42 72 32 92
12-DQ628974Lk 92,1 95,6 97,2 97,2 97,2 97,2 96,8 ,697 97,6 97,3 97,5 ID 54 77 42 83
13-EF628241Ls 91,9 95,8 97,4 97,4 97,4 97,4 97 97,497,4 98 97,2 96,4 ID 80 15 92
14-AF093409Tp 90,3 93,5 94,9 94,9 94,9 94,9 94,7 ,395 95,3 95,4 95,2 94,9 94,7 ID 75 71
15-EF628242Lsp 92,3 96,2 98,1 98,1 98,1 98,1 97,8 839 983 98,8 97,9 97,2 99 95 ID 89
16-ASU62115Am 90,4 92,9 93,9 93,9 93,9 93,9 93,7 ,494 944 94 93,9 94,5 93,9 95,3 94,1 ID
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Anexo 9.Alinhamento das sequéncias do UPA. Posi¢cOes m#ngido expressas por
pontos (.) e os numeros acima dos nucleotideosanda posicdo neste alinhamento.
As sequéncias geradas neste trabalho estdo idadtf pelas siglas conforme o Anexo
2, e a sequéncia retirada do GenBank (grupo eXtesta identificada pelo numero de

acesso conforme o Anexo 3.

10 20 30 a0 50 60 70 80 % 100

| [ | | | | [ | [ | | I [ | | | | | | [
EF426613Gr GCTTTACTGTAGCTTGGAATTGAACTTGGGTTTAATTTGCGCAGTATAGGTGGGAGGCAAAGAATATATGTTTGCGGATATATATGAGCCATTAGTGAGA
. S o . LT . . P P . . R R P

Lspl(1) .. c..T A . . TAG c.G AC
Lspl(2) .. .c..T T...A. GT. P ... ..TT...TAG C.G. AC
Lspl(3) .c..T T...A. GT. P ... ..TT...TAG C.G. AC
Lspi(7) .c..T T, AL GT P ... TT ... TAG Cc.G. AC
Lspl(14) .c..T T, AL GT o ... TT ... TAG C.G. AC
Lsp1(C2) .c..T T, AL GT o ... TT ... TAG C.G. AC
Lsp1(C6) .c..T LI GT o S ... TT ... TAG . C.G. AC
Lm(4) . AL c...c T. .c .. ..T....TAG..CA G.GC.A. Gcce
Lm(s) AL c...c T. .c . .T....TAG..CA G.GC.A. Gcce
Lm(28) AL c...c T. .c . ..T....TAG..CA G.GC.A. Gcce
Lm(31) LA c...c T .c . ..T....TAG..CA G .GC.A. Gccee
Aspp19 . - . . ... T.CA.. GT.C . . ..TT ... . AGC. A GC.G.

Lsp4 . - L.CLL . .. .T.C.AAC T.C . . L.TT ... . AGC. .. .T...C..GCTG. Gec

Sp3 . - . . . . GT LA A .T....CA.C..A .G G .

Spd R - . o ... .GT. AL LA ..T....CA.C..A .G G

SpR2 R - . o ... .GT. AL LA .T....CA.C..A .G G

SpR3 R - . o ... .GT. AL LA T CA.C..A .G G

110 120 130 140 150 160 170 180 19 200
| | | | | [ | | | | | [ | | | | | | | |
EF426613Gr TACCACTCTGATTAAACTAGAATTCTAATATTGACTGCCATAAGCTGGCCAATAGACAGTTTCAGGTGGGCAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAA

Lspl(1) . TGA T, AL ALA c A .
Lspl(2) ... ..TGA . T....A . ALA .C. A
Lspl(3) ... ..TGA . T....A . ALA .C. A
Lspl(7) ... ..TGA . T... A . ALA .C. A
Lsp1(14) LL......TGA . T... A .. ALA c. AL
Lsp1(C2) L L.....TGA . T... A .. ALA c. AL
Lsp1(C6) L.....TGA . T... A .. ALA c. AL
Lm(4) LL.....TGA G.C T... A G.A. ALA . o
Lm(s) ... ..TGA G.cC . T....A G.A. ALA -

Lm(28) L ......TGA G.C . T....A G.A. ALA -

Lm(31) L ......TGA G.cC . T....A G.A. ALA -

Aspp19 L T.A G. . CT...GA T ALA .C.

Lsp4 L......TGG GT G T, A .. ALA c.

Sp3 L........AC . G T A G.T.T.C. ALA .

Sp4 L ........AC G T A G.T.T.C. ALA

SpR2 L........AC G T A G.T.T.C. ALA

SpR3 L........AC G T A G.T.T.C. ALA

‘ o ‘ 2 ‘ a0 ‘ a0 ‘ = ‘ 0 ‘ o ‘ 0 ‘ 0 ‘ 00
EF426613GT GGTAACGGAGGCGTGCAAAGGTTT CCTCAGGCTGGTCGGAAATCAGTCGTAGAGTATAAAGGCATAAGGAAGCTTGACTGCGAGACTTACAAGTCGAGCA
Lsp1(1) .. F B LG AL e
Lsp1(2)
Lsp1(3)
Lsp1(7)
Lsp1(14)
Lsp1(C2)
Lsp1(C6)
Lm(4)
Lm(5)
Lm(28)
Lm(31)
Aspp19
Lsp4
Sp3
Sp4
SpR2
SpR3

B b o
00000

0000000000000
[aXoNoNoRoNoRoRoNoNoNoNoXol
B B

BB
(92 Xo¥oNoNoNoNoRaXol
o

QA o
H4-
==
oooo
>> > >

‘ a0 ‘ 2 ‘ a0 ‘ o ‘ w0 ‘ w0 ‘ B
EF426613Gr GAGACGAAAGTCGGCCTTAGTGATCCGACAGTACTGAGTGGAAAGGCTGTCGCTCAACGGATAAAAGTTA

Lsp1(1) .. .G.CL .
Lsp1(2) .
Lsp1(3)
Lsp1(7)
Lsp1(14)
Lsp1(C2)
Lsp1(C6)
Lm(4)

Lm(5)

Lm(28)

[a¥oRoNoNoNoNoNoNoNoKo)

Lm(31) o B
Aspp19 e .G
Lspd R

Sp3 ...

SpR2

SpR3

o}
[a¥oRoRoNoNoNoRoRoNoNoRoNo oo RoX0)

000000000000 00000
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Anexo 10.Alinhamento das sequéncias da Mataxl curta. Posi¢coes idénticas sao
expressas por pontos (.) e 0s numeros acima ddsotideos indicam a posicao neste
alinhamento. As sequéncias geradas neste trabalfdo élentificadas pelas siglas
conforme o Anexo 2, e as sequéncias retiradas @& estdo identificadas pelos
nameros de acesso conforme o Anexo 3.

10 20 30 a0 50 50 70 80 90 100
[ | [ | | | |

| [ | | | | [ | [ | | |
FJ499546Gr GACTTT ATATTTAATTTTTGGAGCTTTTT CTGGTATTTT AGGTGGCTGTATGTCAATGTTAATTCGAATGGAGTTAGCACAACCGGGAAATCAATTATTG
AY970625Ne A . . .C.T . LT . o L....T..C o LT AL LT AL B T
Lsp(2) T..AC.T G. G.A LA T..T T A G..A..T LA
Lsp(3) T..AC.T G. G.A LA T..T T A G..A..T LA
Lsp1(C2) T AC. T G . G . A A T..T LT A G. . .A..T A
Lsp1(C6) T AC. T PR G . G . A A T..T . LT A G. . .A..T A
Lm(4) A AC. T Cc .T..C G . G AL LA T..G T G LT A AL C.A
Lm(5) A AC. T Cc .G..C G . G AL LA T..G T G LT A B LA C.A
Lsp2 A AC. T Cc G . B G A..G T..C T LT A .G..G. . .A. C.A
Lsp3 A..AC.T G L LAG . LA LT T..T T A LG..T..A. c.T .
Sp4 T..AC.T G o A LA T..T T A LG L LALLT . LA
Lsp4 A..AC.T G LAG . LA LT T..T . T A G .T. AL c.T

SpR2 T c.T AL .AA.T..A.CT. T.A......C T A.....G. LAA LT G...C.T
Asppl9 A AC. T G T A..CG.A AL LA T..T LT A G . LT G G A

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

| | | | | [ | | | | | | [ | [ | | | | |
FJ499546Gr TTAGGAAATCATCAAATTTATAACGTTTT AATCACAGCACATGCGTTTTT AATGATCTTTTTT ATGGTAATGCCTGTGATGATTGGTGGGTTCGGAAATT
. . ...G . R AL . . T L . ...C. - ..G .. R

AY970625Ne .G . .C .C. T A C. T c A G c T.
Lsp1(2) LT C. .G Cc A..T..C. AA T.A..T .C..T A..A..C T.
Lsp1(3) LT C. .G Cc A..T..C. AA T.A..T .C..T A..A..C T.
Lsp1(C2) .T..C. G c A..T..C. AA T.ALLT LCc..T A..A..C..T.
Lsp1(C6) .T..C. G c.... A..T..C. AA . AT.A..T LCc..T A..A..C..T.
Lm(4) G c..T. A T TA A TALLT T A..C..A..T.
Lm(s) G c..T. A T TA A T.ALLT T A..C..A..T..
Lsp2 . GG Cc A LT ..A.CC A T.A..T T AL T..T
Lsp3 . Cc .G A C..TA T LTLALLT . LA A..A..T T..T
Sp4 LT Cc .G Cc AT c CAA . T.A..T .C..T A..A..C T.. .
Lsp4 . Cc . .G A C..TA T LTLALLT A A..A..T T..T
SpR2 .T..c..c...G T. T T T..C A T.ALLT A CLALLT LT
Aspp19 G T. G..A G TA.C A T T T AL ALLALL T LT

‘ a0 ‘ 20 ‘ a0 ‘ a0 ‘ 20 ‘ a0 ‘ o ‘ 0 ‘ g ‘ B
FJ499546Gr GATTGGTGCCTATTATGATTGGGAGTCCTGATATGGCGTTCCCACGTTTAAATAATATATCGTTTTGATTATTACCACCCTCACTTTGTTTACTTTTAGC
AY970625Ne G. . A . . . . P . L AL P T. . . c.T.. .G CA L LLCTLOAL L LTT
Lsp1(2) G. AL LA A..A . .. C A T. TAGT G G..T..AG.TT.A T.AC
Lspi(3) G..A. A AL LA — ALLT. TAGT G..G..T..AG.TT.A T.AC
Lsp1(C2) G..A. A AL LA -~ AT TAGT G..G..T..AG.TT.A T.AC
LspL(C6) G..A.....A AL LA — AT TAGT G..G..T..AG.TT.A T.AC. ...
Lm(4) G..A..T. AL LA AL TLLTL LT TAGT G LT..TG. A T.A AL
Lm(5) G AL LT L A..A LA T T..T. .C .. TAGT G LT .TG . LA T.A A
Lsp2 AL LT L LA A..A LA c T..T .. . . . TAGT LT .G .GT . A T.A AT
Lsp3 LT LA LA L A . . T T. A .G . . TAGT B LT TG .TT . A T.A...A.
Sp4 G. . A. L. WAL A A . .. C A T. B . . . TAGT B G G..T..AG.TT.A T.AC .
Lsp4 LT LA LA L . A . . T T. A .G . . TAGT B LT LUTG.TT LA L.TLA A
SpR2 A..A..A..C T .c. ToTo AGT . G . A..G..A..CC.T ..
Asppl9 T..A. A AL A T. A.A c TAGT .G LT TG.TT . A T.G AT

10 20 a0 a0 as0 360 ar0 380 as0

| | | | | | [ | | | | i | | | | | | | |
FJ499546Gr ATCAGCAATTGTCGAAGTTGGTGTTGGGACAGGATGAACAGTGTATCCCCCACTAAGTTCAATT CAAAGTCATTCGGGAGGTGCCGTAGATCTTGCAATA
AY970625Ne R AT . ... L.G...........CG T... LLALLTT o . [ AL LA T T.A..T..T
Lsp1(2) T..GT.TT.A..T. A..A.C LTLLT. A..C..T..TT .C A LT CG..T..T..CT.A..T..T
Lsp1(3) T GT.TT.A..T. A..A.C LT T A c..T..TT .C A LT .CG..T..T..CT.A..T T
Lsp1(C2) T GT.TT.A..T. A..A.C LT T A c..T..TT .C A LT .CG..T..T..CT.A..T T
Lsp1(C6) T GT.TT.A..T. A..A.C LT T A c..T..TT .C A B LT .CG..T..T..CT.A..T T
Lm(4) T TT .GT . A..T. LALCALLT LT T c..T..TT A .C. LA LCAL AL LT T.A. T
Lm(s) T..TT.GT.A..T. LA.CA..T LT T..C..T..TT AL .C. LA CA..A..T. T.A. T
Lsp2 T..TT..T.A..T. A..A.CA..T.....T. LT LTLLTT AL LA CAT.G..T. T.A.....T
Lsp3 T.TT.A..T. LLALCA..T..T. LT..A..C.....TT A LA CA..A..T. T.G..T..T
Spa T..GT.TT.A..T. A..A.C LTLLT. L...A..C..T..TT c A LT ,CG..T..T..CT.A..T..T
Lsp4 T.TT.A..T. LLALCAL T LT . LT LA c. .. TT B A LA LCAL AL LT T.G..T T
SpR2 T TT AL LT A..A.CA..TGT ... . CTAL L AL LLT .C A LALLT.CCL AL LT T.G. .

Asppl9 T T.TT.A..T. A..A.CA. . A .T..T.. LTALA LTLLTT LT Cc TAC LAL.T..CT.A..C T

410 420 am 410 as0 460 a0 480 490 s00

| | | i | I | | | | | | | | [ | | | | |
FJ499546Gr TTCAGTTTACATATATCAGGAGCTTCCTCAATTTTGGGAGCGGTTAATTTTATTT CAACAATTTT AAATATGCGTAATCCAGGACAAAGTATGTACCGTA
G. ... . . o . L - . .C c T

AY970625Ne .T..cc.c. T LA T LT . ALA.
Lspl(2) T T .G . LA T A LT C LT LT T TA.A
Lsp1(3) T T .G . LA T A LT Cc LT LT T TA.A
Lsp1(C2) T T .G . LA T A LT C LT LT T TA.A
Lsp1(C6) T T .G . LA T A . LT C LT LT T TA.A
Lm(4) LT N LA LT LA A LT LT TA.A.
Lm(s) LT . G AT LA LT LA A LT LT TA.A.
Lsp2 LT c G A..T..G AL LT LA A LT LT TA.A.
Lsp3 LT T L A.LA . LG .. T. . A LT LTLLT . TA.A.
Sp4 LT T .G . LALLT LA LT .C . LT LTLLT . TA.A.
Lsp4 T B T P A..A LG LT A LT LT T TA.A
SpR2 T G . T G.C.... LT A . LT LA T A LT TA.A
Aspp19 T T LG T LA A .C. A T. . AA c T..T. A TA.A

s10 s20 s sa0 ss0 s60 s70 se0 so0 600

| | [ | | | | | [ | [ I | | | [ | | |
FJ499546Gr TGCCATTATTTGTATGGTCTATTTTT ATTACAGCATTTTT ATTATTACTAGCTGTTCCAGTTTT AGCAGGAGCTATTACGATGCTATTAACTGACCGTAA
o . . L . ....G . LT o LA T LT LT

AY970625Ne . A . . T . A G.A..T. T L . LA
Lsp1(2) ...TC T..A G .C. A cC.TT A..T..AC .G T LA T TA.A
Lsp1(3) ...TC T..A G .C. A cC.TT A..T..AC .G T LA T TA.A
Lsp1(C2) ...TC T..A G .C. A cC.TT A..T..AC .G T LA T TA.A
Lsp1(C6) ...TC T..A G .C. A cC.TT B A..T..AC .G T LA T Lo . TALA
Lm(4) .T..G T..A..A . CG.G..T. A.AC c..T.G. A LA .T.G AL LTALA.
Lm(s) .T..G T..A..A . CG.G..T. A.AC c..T.6 A LA .T.G AL LTALA.
Lsp2 ..T..G AL G LT A.AC LL.CLTT ... AL S LA LT AL LUTALA.
Lsp3 A..G T..A..A G.A. ... A.CC . .GT AL LA LT LA LT TA.A.
Sp4 .. TC T..A.. G .C. A cC.TT B AL T. .G T A T TA.A
Lsp4 A. .G T..A..A G . A A.CC GT LA A G..T. B A T B TA.A
SpR2 LT T..A C G c T T.G..A AT G..C. A A..A T B T..

Aspp19 T T..A..A CG . A TG c.TT LA T..A..G. T..A LA T TA.A

610 620 530 &40 650 860

| | | ] | ] ] i | i ] i
FJ499546Gr TTTT AACACAGCATTCTTTGATCCTGCAGGTGGAGGTGACCCTATTCTATATCAGCATCTTTT
AY970625Ne LTT . [ .

Lsp1(2)
Lsp1(3)
Lsp1(C2)
Lsp1(C6)
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Anexo 11 Alinhamento das sequéncias da Matraxl geral. Posi¢coes idénticas sao
expressas por pontos (.) e 0s numeros acima ddsotideos indicam a posicao neste
alinhamento. As sequéncias geradas neste trabalfdo élentificadas pelas siglas
conforme a Anexo 2, e as sequéncias retiradas cB&d (grupos externos) estao
identificadas pelos niumeros de acesso conformesa 8.

0 20 0 a0 s0 60 70 a0 %0

| | | | | | | | | | | | | | | | | | i
AY970625Ne AACTCTTTATTTAATTTTTGGTGCTTTTT CAGGAGTTTT AGGTGGTTGCATGTCAATGTTAATTCGTATGGAATTAGCTCAACCAGGAAACCAT cTT
Lspl(2) T..A. LA G.T. P T..T . . P LA T T A T.A
Lsp1(3) T..A. AL G.T..T.. A A T T..T LALLG LT T A T.A
Lsp1(C6) T..A. AL G.T..T.. A A T T..T LALLG LT T A T.A
Lsp1(C2) T..A. AL .GLT LT LA L. AL T LT T LA..G T..T..A T.A
Lm(s) LA c .G..C .G.T..TA..G LALLALL.T..T..G..T..G LA T..A A
Lm(4) LA c ....C .G.T..TA..G LALLALL.T..T..G..T..G LA LT LA A
Lsp2 LA c LA G.T..TA..G LAL.G..T..T..C..T .G..G LTLLA L A
Lsp3 LA .G LT .. LA T..T..T G..T T..AC.TT.G
Lsp4 AL .G LT A B T T..T .G T B T AC.TT.G
Sp4 T..A. AL G.T..T.. A LA T T..T AL LG LT T A T.A
SpR2 T.... LA .T...A.AA.T. . .A.C TT.A .. Cc .G LLALT T G .

Asppl9 AL G CAT L .CL. LA AL LA T T..T G. . .A. LT T G GT.A
HQ 544116 LA c LT A LALLAL LT TLLT LA LT T T.A
HQ 544086 LA c L . LT A AL LAL LT LT LT LA LT T T.A
GQO17524 ..G . c LALLAL L. .G T..AL..G..A.....T. . T..T c LT..T..T..A..GT.A
GQ917507 T . .C. LA ....T..AC LALLAL LT L TLLT G..T.....T..A..GT.G
GQ917684 B CALLA LT T AL LA TG . T..T . LT T . ..G T.G
GQ917531 .G . Cc CALLA LG T A G. . .A.. T T..T .C . LT T T..A GT.A
HM903026 AL AL B .T..AC AL LA T T..T G G.....GT.T.. T..A T.A
HM916656 AL C AL AGT . . T . AL LA T T..T GC PP PP T..AC.TT.G

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

| | | i | I | | | | | i [ | | | | | | |
AY970625Ne TTGGGAAACCATCAAGTTTATAATGTTCTTATAACAGCCCATGCATTTTT AATGATTTTTTTT ATGGTTATGCCCGTAATGATTGGGGGCTTTGGTAATT

Lsp1(2) AL c A c T.A T ALLA A
Lsp1(3) AT C..C...T.A ST A c T.A. T AL LA LA
Lsp1(C6) AT C..C...T.A ST A c AT .A. T ALLAL LA
Lspi(C2) AT c..c T.A T A c T.A. LT ALLAL L. LA
Lm(5) LA T Cc LTLA LT TA A T.A. LT T A..C..A LA
Lm(4) LA T B Cc.. . LTLA LT TA. .. A T.A. LT T A..C..A LA
Lsp2 LA T G . c..c. LTLA LT ..GA.CC A T.A. LT T A..T..G

Lsp3 LA .C. LTLA LALLCL L TA T.A. LT A..A..T

Lspa AL cC...T.A LAL.C..TA T.A. T A.LALLT .

Spa AT C..C...T.A T A c T.A. LT ALLAL L. A
SpR2 A..T.....C T.ALLT T T..C A T.A. T LLALLT A
Aspp19 AL T. T.6 G.....TA.C A L STLLT AL ALLA

HQ 544116 LT LTLA .T..C..TA c T.A..A LT T A..C..T

HQ 544086 LT . LTLA .T..C..TA c T.A..A LT T A..C..T

GQ917524 LA L...C. . . LTLA . LT TA T... . LT T A..A..T .

GQ 917507 AL T .C. LTLA LT LT TA T.A..A LT T A..A..T .C
GQo17684 C . A . . T.A .T..C A CT.A..C STLLT LALLT

GQo17531 AL c. T.A T TA L LTLLT ALLALLT

HM903026 A..G..T..C. c T.A T .CA A T.A. STLLT ALLALLT

HMO16656 A . . . . T. T.A..C LT..C..TA T.AL STLLT CALLT c

210 220 20 200 250 260 270 260 200 300

| | | I | | | | | i | i | I | I | | | |
AY970625Ne GGTTAGTTCCTATTATGATTGGTAGTCCAGATATGGCATTT CCAAGGTTGAATAATATTTCATTTTGATTACTTCCACCGTCATTATGTTTATTATTATT

Lspl(2) AL LA LT LA AGT . G..T..AG.T . Gec
Lspi(3) . LG LA AL LA ..T..C C.T..A AGT . GT.G..T..AG.T c..GcC
Lsp1(C6) LG LA AL LA ..T..C C.T..A AGT . GT.G..T..AG.T c..GcC
Lsp1(C2) G..A AL LA .T..C . C.T..A AGT . GT.G..T..AG.T c..GC
Lm(s) AL LA T TC.T..A..C AGT . GT.A..T..TG..C AC
Lm(4) . . AL AL T TC.T..A AGT . GT.A..T..TG..C AC
Lsp2 LA LA AL AL L .c TC.T..A AGT . T.A..T..CG.G A
Lsp3 LALLT. AL AL AL T T A AGT . T.A..T..TG.T AC
Lspd LALLTLAL AL LA T T LA AGT T.A..T..TG.T AC
Sp4 . G..A AL LA .T..C . C.T..A AGT GT.G..T..AG.T c..GcC
SpR2 A ..A..A..C . .C. T C.T..A AAGT . GT.A.....A..GC cc.Tc.T Gec
AsppL9 AT, AL LA . AL LA c AGT .G T.A..T..TG.T G

HQ 544116 c..A. AL LA T LTC.A. .A AGT T.A..T..TG.T G A
HQ 544086 L..C..A. AL AL T LTC.A..A AGT . T.A..T..TG.T G A
GQo17524 AT AL A..G C..T..A..A AGT . T.A..T..TG.T AC
Q17507 ..C.T..A..C cC..A..C G T..A..A.. . AGT T.A..T..AG.T c G
GQo17684 AT AL LA ....C.AC.. . AGT . T.A..T..TG.T GGC
GQ917531 AT AL A..G . C..T..A..A AGT . GT.A..T..TG.T A
HM903026 AC.T..A. . LA .G..C..TC.A..A AGT L.CL.T.AL.T..TG.T Gec
HM916656 AL T..A..A LG.A..A TC.A..A AGT .G T.A..T..AG.G A

10 20 a0 a0 as0 360 an0 380 as0 400

| | | | | | [ | | | | i | | | | | | | |
AY970625Ne ATCTGCAATTATTGAAGTTGGGGTTGGGACAGGGTGAACTGTGTATCCACCTTTAAGTTCAATT CAAAGTCATT CAGGAGGTGCAGTTGATTTAGCTATT

Lspl(2) LGT.TT.AG. .. LA A..A..C..T c A .c T.

Lspi(3) T..GT.TT.AG. . . L.A..A.C T..T..A LALLAL.CLLT. .c A ST....CG .. T. ..c

Lsp1(C6) T..GT.TT.AG. . . L.A..A.C T..T..A AL LAL.CLLT. .C A LT ... .CG .. T. ..c

Lspl(C2) T..GT.TT.AG A..A.C T..T. A AL LAL.CLLT. c A - T .CG .. T c .

Lm(s) T T.GT.AG LALCAL LT .. T LALLT..CLLT. A .C. .CA LA
Lm(4) T T.GT.AG LALCAL LT .. T LALLT..CLLT. A .C. CA. LA
Lsp2 T...T..T.AG A..A.CA..T.. T ALLT LT A CAT .G AL
Lsp3 AT .TT.AG LALCALLT..T..A A..C..C. A cA G .

Lspd AT .TT.AG LLALCA..T..T..A ....A..C..cC. A .CA G .

Spa T..GT.TT.AG A..A.C T..T..A LALLAL.CLLT .. c.. A T .CG .. T c .
SpR2 T T. AG A..A.CA..TGT...A AL LA LC. AL T.ccC AL LA
Asppl9 T..AT.TT.AG A..A.CA..A..T..T ALA LT T c G..TAC c c
HQ544116 T T..T.GG A..A.CA..T..T..T A c..T. G T G .AC .c.ccG c
HQ544086 T T..T.GG A..A.CG..T..T..T A.....C..T.. G T G.AC .c.cce c
GQOI7524  G. .AT..T.AG.A LALCAL.T..T..A A .T..C T - T..T.CA.

GQO17507 T...T.GT.GG ... L.A.CA..A..T..A B ST T .C. .C.CA.. .. A
GQO17684 T . .AT..T.AG.A. A..A.CA..A..T..A G T .T..C - T.CAT.G..A..C

GQO17531  G. .AT..T.AG.A. LLALCA..T..T..A A .T..C T .C. T..T.CA

HM903026 T . ..T..T.AG.C. A..A.CA..T..T..A T..C..T. T .CA c

HM916656 L. T.TT.AG G..A..A.CG..A..T..A T LT T .CA

410 420 am 410 as0 160 a0 480 490 s00

| | | i | I | | | | | | | | [ | | | | |
AY970625Ne TTT AGCCTCCATTTAGCAGGAGCTTCTTCAATTTT AGGTGCAGTTAATTTTATTTCAACTATTTT AAATATGCGTAGCCCTGGCCAAACCATGTATAGAA

Lspl(2) . A . AT AT T GT
Lspi(3) . LTT AL T.G........A..T..A..G..A..T. C... P L L. AT .. T GT
Lsp1(C6) LTT AL T.G... .. ALLTLLAL.GL AL LT, c . . L AT T GT
Lsp1(C2) LTT AL T.6 A..T..A..G..A..T. c AT ... .. T GT
Lm(s) LTT.A. . A A LALLT LA A AT . .A..T. GT
Lm(4) TT.A...A A LALLT LA A AT . .A..T. GT
Lsp2 T..A...A AL G L. LALLT LA A AT . .A..T. GT
Lsp3 TT.A. T A.LA G..G..T. A AT T GT
Lspd TT.A. L ALLALL L..G..G..T. A AT T GT
Spa LTT AL T.6. ALLTLLALGL AL LT, c - LLLAT . T GT
SpR2 LTT.G. L.CLL . A..G..A..T..A LT A LALAT L LALLT . GT
AsppL9 LTT AL T.G..T. AL LA..C. A AA LC.AT T AT
HQ 544116 LTT AL T.T. AL .G LT A AT T GT
HQ 544086 LTT AL T.T.L L AL .G LT A AT T GT
GQo17524 . LTT AL LV S LA LT AL AT T G.
Q17507 . LTT.G. G..T. LA LT A AT T GT
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GQO17684 . . .. ..T.A. T LALLT L AL AT o AT AL GT . ..... c
GQOI7531 . . ...TT.A. ST LT T A T..A. G AT T G
HM903026 . . .. .T . .A. T G CAL LT A T GT . . ... ...
HMO16656 . . .. .TT .G . T T AL AL Al AT T G
‘ a0 ‘ 50 ‘ o ‘ 20 ‘ a0 ‘ s60 570 ‘ 0 ‘ £ ‘ ‘
AY970625Ne TACCTTTATTTGTATGATCTATTTTTGTAACTGCATTTTTGTTATTATTAGCAGTTCCT ATTACTATGCTTTT AACTGATCGAAA
Lsp1(2) G CL T L. T..C...A....A...C.T T A ... AC. .. .G. ... . T .. AL B AL
Lsp1(3) G CL T LT ..CL...A Ao C.T. o T At dAC. .G T A AL
Lsp1(C6) G CL T LT ..CL...A Ao C.T. i T At dAC. .G T A AL
Lsp1(C2) G...C... ST L.T..C...A AL C T T A AC. G T AL AL
Lm(5) .G G. T A C..G...... A.AC.A...C. T.G. AL LAL
Lm(4) G G. TooL A C..G...... A.AC.A...C. T.G. AL LA
Lsp2 G.....G ST A.AC.A...C. T.A. AL AL
Lsp3 .G . LAL..A.CC.A..... ToOAL AL
Lsp4 .G . .. .A...A.CC.A..... TOAL AL
Sp4 G c. LT..C...A Ao C.T. i T A e dAC. . .G T A AL
SpR2 G.... ... L. T..CLL T A B AL G CL A AL A T
Aspp19 ST LA c. LALLTG . A...C. TOAL AL
HQ544116  .GT . . . A..TG.AC.A...C. TOAL . AL
HQ544086  .GT . . . L A..TG.AC.A...C. TOAL . AL
QL7524 . . . . .. o c. LCLLTAL A...C. TLA . A
GQOL7507 . .. ... ... L AL LTAL A...C. ToOAL AL
GQOL7684 . . . ... ... .c. AL LTAL A...C. ToOAL AL
GQOL7581 . .. ... ... .c. LCL.TA. A...C. ToOAL AL
HM903026 . . . .. . ... .. ..G..GG. A...C. TOAL AL
HMO16656 .G . .AC . . . T..C..TA. A...C. TOALL A.G
I “\0 I 6‘20 I 5\30 I G\W I TSO I \550
AY970625Ne TTTTAATACTTCTTTTTTT GACCCGGCAGGTGGAGGTGATCCTATTTTGTATCAACATTTATTT
Lsp1(2) C.. . Ao Co i T AL T T A c...
Lsp1(3) C.. . A.....C. AL c
Lsp1(C6) C... A.....C. AL c
Lsp1(C2) c... A.....C Al c...
Lm(5) [ AL .G G.
Lm(4) [ AL .G G.
Lsp2 [ ALLAL -
Lsp3 e .G .
Lsp4 e .G .
Sp4 C... A.....C
SpR2 C.. AG . A . c
Aspp19 R ALLALL c
HQ544116  C . . .. .. .. A..A..C.
HQ544086  C . . .. .. .. A..A..C.
GQOL7524 . . ... .. .. ALLAL
GQOL7507 . . . .. .. .. AL LA
GQO17684 . . . ... ... G..c.
GQOL7581 . . . ... ... AL AL
HM903026 . . . .. .. .. G..A. c
HMO16656 . . . .. .. .. AL AL




Anexo 12.Alinhamento das sequéncias da Matriz SSU rDNAig@es idénticas sao
expressas por pontos (.) e 0s numeros acima ddsotideos indicam a posi¢cao neste
alinhamento. As sequéncias geradas neste trabalfdo élentificadas pelas siglas
conforme a Anexo 2, e as sequéncias retiradas d@#& estdo identificadas pelos
nameros de acesso conforme a Anexo 3.

10 20 30 a0 50 50 70 80 %0 100
[ | | | | [ | | | [ | | | | | [ | [ |
DQ629012Me CGGATAACCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACGTGCCCTCGTGGTGCCAATTAGATAACAACACCAACATATGGTGATTCATAATTTTCTTTCTGATCGCT

DQ 628994Pn LTTC.A.C.....GT
Lsp1(1) T.C.ACC.....GT . L LLAT L ce
Lsp1(2) B .....T.C.ACC.....GT . L LLAT L ce
Lsp1(3) R B .....T.C.ACC.....GT . AT . cG
LspL(7) T.C..CC.....GT . AT . cG
LspL(C6) B B .....T.C.ACC.....GT . AT . cG .
Lm(4) B B .....TTC.ACC.....GT . T . cG .c
Lm(5) B B .....TTC.ACC.....GT . T . cG .c
AF093410Li . . . B .....TTC.ACC.....GT . T ce
DQ628077Lis . . . B .....TTC.ACC.....GT . T ce
DQ628074Lk . . . B .....TTC.ACC.....GT . L LLAT L ce
EF628241Ls . . . B .....TTC.ACC.....GT . T ce .
AF093409Tp . . . R B LU L TAALTAL . ... .GT . T cG . c.c
EF628242Lsp . . . B B .....TTC.ACC.....GT T cG
ASUB2115Am . . . B B .....TTC...C. GT T.T cG

110 120 130 110 150 160 10 100 190 200

| | | i | | | | [ [ | i | | | | | | | |
DQ629012Me GCTCGGTGACGCATCGTTCAAATTTCTGACCTATCAACTTTAGATGGTAAGGTAGTGTCTTACCATGGTGGCAACGGGTAACGGACCGTGGGTGCGGGAC

DQ 628994Pn ..AAA .C. A..C Cc

Lsp1(1) TTCGA.C...A..C. c. T

Lsp1(2) TTCGA.C...A..C. c. T

Lsp1(3) TTCGA.C...A..C. c. T

LspL(7) TTCGA.C...A..C. c. T

Lsp1(C6) TTCGA.C...A..C. .C. LT

Lm(4) TTCG. .C. AL CL .C. A.TG

Lm(5) TTCG. .C. AL CL .C. P A.TG

AF093410Li TTCGA.C. AL CL .C. T AL LT .

DQ628977Lis TTCGA.C...A..C. c. ..TG

DQ628974k CTAGA.C...A..C. c. . AT .

EF62824lls TTCKA.C...A.TC. CR W Y AT R

AF093409Tp T AA.G......CT c. TTTG T

EF628242Lsp TTCGA .C . LALTC . .C. A.T

ASU62115Am CT .G . .C . AL LCT .C. TTTG T
210 220 20 210 250 260 20 220 200 300

| i | | | | | | | i | i | i | | | |
DQ629012Me T CCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCAGACTCTGGGAGGTAGTGACAAGAAATATC
DQ62899APN . . ... S o G. . G .
Lspi(1) S e
Lspl(2) e T
Lspi(3) e T
Lspl(7) e T
Lsp1(C6) e T
Lm(4) e T
Lm(5) S T
AF093410Li S e
DQ628O77LS . . . ... S e
DQ 628974Lk S e
EF628241Ls S ..........R e O
AF093409Tp e T
EF628242Lsp e T
ASUBZLISAM . . . . . e T

000000000000

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

| | [ | | | | | | | | | | | | | | | | |
DQ629012Me AATAGGGGACCCTATGGGTCTTCTAATTGGAATGAGAACAAGCTAAACAGCT TATCGAGAATCCAGCAGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTA

DQ 628994Pn T
Lsp1(1) A T T.6 cA
Lsp1(2) A T T.6 cA
Lsp1(3) A T T.6 .CA
Lsp1(7) A T T.G .CA
LspL(C6) AL T T.G .CA
Lm(4) AT LT T.G .CA
Lm(5) AT LT T.G cA
AF093410Li G. c..T T.6 cA
DQ628977LS . . . . . ....G. c..T . T.6 cA
DQ 628974Lk L.G.....G.. T .c T.6 cA
EF628241Ls L LG LA T T.6 cA
AF093409Tp G.....A....C..T T.G T...CAA
EF628242Lsp LG A T . T.G .CA
ASU62115Am G.....A. T .c T.G T CAA

410 420 am 410 as0 460 a0 480 30 s00
| | | i | I | | | | | | | | | | | | | |

DQ629012Me ATTCCAGCTCTGTAAGCGTATACCAAAGTTGTTGCAGTTAAAACGCTCGTAGTCGGATTTTGGTAGTTCCGGGAGTGTGCGCGTCGTGCGCGTGCTTCGC

. . AL . .

DQ628BIAPN . . . . L e . AC .C AT L T...CA. LT
Lsp1(1) R c e LALAL L LT
Lsp1(2) c LG LALAL LT
Lsp1(3) c LG CALAL LT,
LspL(7) c LG CALAL LT,
LspL(C6) c LG CALAL LT
L) c e LA LT
Lm(5) R c e AL LT
AF093410Li . . . o . C c LC .AC. LT
DQ 628977Lis . . . o . C c LC .AC. LT
DQ 628974Lk ca AL AL LT
EF628241Ls LG LALAL LT
AF093409Tp c LCLAL L T..AC...CT.
EF628242Lsp . F S L ALAL LT
ASU62115Am P . . . P o PR . P C . . ....CA .. .GA L P . C B .T.T.CA..CT.
‘ 2o ‘ 50 ‘ o ‘ o ‘ w0 ‘ o ‘ B ‘ 0 ‘ o ‘ Es
DQ629012Me AGGGGCTGCTTTTGTGGGCATGTGCCGGATGAGGCAACTTTATTGTTGAACGTCTGTGTGCAACCACCATTTACTGTGAAAAAATTAAAGTGTTCAAAGC
DQ628994PN G . . AT ... T.T..C.TA..........CT AG........CTCAC...G....TC ......G c L..C.. .
Lsp1(1) G AL L. TAT. .C.TG. AL TT. A AA cc.cc TT G c .c
Lsp1(2) G AL L.TAT. .C.TG. AL TT. . A AA cc.cc TT G c .c
Lsp1(3) G AL .. TAT .C.TG . A TT..A AA cc.cc TT G c .C
Lsp1(7) G AL .. TAT .C.TG . A TT..A AA cc.cc TT G c .C
Lsp1(C6) G . WAL .. TAT .C.TG . A TT..A AA .cc.cc LTT G c. . .C
Lm(4) G . LA .. TAT .C.TG . A TT..A AA .CT.AC G LTT G Cc.G .C
Lm(5) G...A. L. TAT. .C.TG. AL TT. A AA CT.AC..G TT G c.G .c
AF093410Li G AL L.TAT. .C.TG. AL TT. A AA........CC.CC........TT G c.G .c
DQ628977Ls G . . AT .. TGTC.C.TG. AL TA TA........CC.CC..GC....TT G c.G .c
DQ628974k G . . .AT L. TAT..C.GT. A...TA TA TA.C TT G c.c .c
EF628241Ls G . AL . . .. TAT .C.TG . A TT..A AA cc.TC TT G Cc.G .C
AF093409Tp G . AT L L . ..ATTA.C.AG. A TT..A AA CT.T T TT G Cc.G .C
EF628242Lsp G . AL . . .. TAT .C.TG . . A TT..A AA cc.TC TT G Cc.G .C
ASU62115Am G . T. .. . .. TAT . LTGT . A TT..A AA TATC TT G Cc.G .C
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DQ 629012Me AGGCATTTGTCATGAATACATTAGCATGGAATAATTGAATAGGACTTGGTCTTATTTTGTTGGTTTGTTATGGCCGAGTAATGATTAAAAGGGACAGTTG
LT

DQ 628994Pn

AF093410Li
DQ 628977Lis
DQ 628974Lk
EF628241Ls
AF093409Tp
EF628242Lsp
ASU62115Am

DQ 629012Me
DQ 628994Pn

AF093410Li
DQ 628977Lis
DQ 6289741k
EF628241Ls
AF093409Tp
EF628242Lsp
ASU62115Am

DQ 629012Me
DQ 628994Pn

AF093410Li
DQ 628977Lis
DQ 6289741k
EF628241Ls
AF093409Tp
EF628242Lsp
ASU62115Am

DQ 629012Me
DQ 628994Pn
Lsp1(1)
Lsp1(2)
Lsp1(3)
Lsp1(7)
Lsp1(C6)
Lm(4)

Lm(5)
AF093410Li
DQ 628977Lis
DQ 628974Lk
EF628241Ls
AF093409Tp
EF628242Lsp
ASU62115Am

DQ 629012Me
DQ 628994Pn
Lsp1(1)
Lsp1(2)

AF093410Li
DQ 628977Lis
DQ 628974Lk
EF628241Ls
AF093409Tp
EF628242Lsp
ASU62115Am

DQ 629012Me
DQ 628994Pn

AF093410Li
DQ 628977Lis
DQ 6289741k
EF628241Ls
AF093409Tp
EF628242Lsp
ASU62115Am
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DQ629012Me TTCTTCTTAGACGGACTGCGGGCGTCTAGTCCGCGGAAGCTCCAGGCAATAACAGGTCTGAGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGTGCTACACT
.C T LA .

DQ628994PN . C . . . . . ... T Cc AL e
Lsp1(1) CC.. i T Coo A
Lsp1(2) CC..vvi i T Coo A
Lsp1(3) CC.. v T Coo A e
Lsp1(7) CC.. v T CoA Co
Lsp(C6) CC.v T C oo iAo
Lm(4) G G. .. <
Lm(5) G G. .. <
AF093410Li LC T C oo LA e e
DQ628977Ls AC . . . . . .. ... T C oo LA e e
DQ628974k AC . . . . . .. .. .... ... G C oG
EF628241Ls . C. . ... ........... T Coo A e
AF093409Tp  GC . . ... ........... G Co T
EF628242Lsp . C. . ... . .......... T Coo A e
ASU62115Am A . . . . . . L G. . ... C . o Co e e e
1310 1320 1330 1300 1350 1350 170 1380 1300 1400

| | | | | | | | | | [ | | | | | | | | |
DQ629012Me GAGTGGATCAGCGGGTCAGGTTGCGCGAAAGTGTTTCCTAATCTTGAAATCCGCTCGTGATGGGGATTGAGGGTTGCAATTCTCCCTCATGAACGAGGAA

DQ 628994Pn TG T G

Lsp1(1) G T .c. TG

Lsp1(2) G T .c. TG

LSPL(3) e T AA LA G..... ST Cov TG

LSPL(T) e T L AA LA G..... ST C.ov TG

LSPL(CE) o T AA LA G..... ST C.ov TG

LM@) e T L AA LA G..... LG Cov TG

Lm(s) G Co .c. TG

AF093410Li G Co .c. TG

DQ 628977Lis G Co .c. TG

DQ 628974Lk cC.G..... T .c. TG

EF628241LS .. . .. ... ... ... T AA L G..... ST Cov TG

AF093409Tp GT.G..... LG C.ovi TG

EF628242LSp .. . . . ... T AA L G..... LG C.ov TG

ASUB2LISAM .. . .o oo AT AA L G o Cov TG
‘ 120 ‘ 10 ‘ 0 ‘ 1450 ‘ 00 ‘ o ‘ oo ‘ e ‘ 1300

DQ 629012Me AGCGT GGGTCATCATCCCGCGCTGAATACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTCCTACCGATTGAGTGGTCCGGTGAGGCTT

DQ 628994Pn ...c

Lspl(l) ... .c

Lspl(2) ... .c

Lspl(3) ... .c

Lspl(7) .C

LspL(C6) . . ... .C

@) .C

mE) .C

AF093410Li . . . . . .C

DQ628977LS . . . . . .c

DQ628974Lk . . . . . .c

EF62824lLls .M. .. ........C

AF093409Tp . . . . . ...G...C

EF628242Lsp . . . . . L......¢C

ASUB2115Am . . . . . ...G...C

1510
| |
DQ629012Me TGGGATTGCAGC

DQ628994Pn . . . . . . CTGG . . .
Lspl(l) ... CCTGG . . .
Lspl(2) .. CCTGG . . .
Lspl(3) .. CCTGG . . .
Lspl(7) . CCTGG . . .
LspL(C6) ... .. CCTGG

4 CTGGA
msE) CTGGA
AF093410Li . . . . . CCTA
DQ628977Ls . . . . . CCTA B
DQ628974Lk . . . . . CCTG.A. .
EF628241Ls . . . .. . CTA. ...
AF093409Tp . . . . . CCTGG . . .
EF628242Lsp . . . . . . CTG . . ..
ASU62115Am . . . . . . CTG .. ..
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