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RESUMO

A filogeografia, em algas marinhas, visa compreender a estrutura genética dos individuos,
definir limites de distribuicdo e ajuda a identificar a origem da introducéo de espécies exoticas
e/ou invasoras. Neste sentido, no Brasil, até 0 momento ndo ha estudos para os representantes
de Gelidiales, evidenciando a existéncia de uma lacuna no conhecimento sobre diversidade e
estrutura genética inter e intraespecifica, além do desconhecimento do real padrdo de
distribuicdo geografica das suas espécies. Os géneros Gelidium e Pterocladiella sdo
macroalgas de importancia econémica, que produzem &gar de excelente qualidade. A
distingdo destes géneros baseia-se principalmente na estrutura do cistocarpo e no sistema de
fixacdo. Em Gelidium o cistocarpo € bilocular e o apressorio € do tipo brush-like, enquanto
que em Pterocladiella, o cistocarpo é unilocular e apressério do tipo peg-like. Entretanto, as
caracteristicas morfoldgicas em muitos casos sdo insuficientes para delimitar adequadamente
o0s taxons em nivel genérico e infragenérico. O uso de métodos moleculares associados as
analises morfoldgicas tem se mostrado uma ferramenta rapida e eficiente para a identificacdo
de taxons, contribuindo com maior clareza o limite de segregacdo das espécies. Entre as
espécies de Gelidiales identificadas para a costa brasileira, Gelidium floridanum e
Pterocladiella capillacea séo facilmente confundidas, principalmente quando as estruturas
reprodutivas estdo ausentes. Além disso, a ocorréncia destas espécies na costa nordeste
brasileira foi controversa por muito tempo. Assim, o objetivo deste estudo foi conhecer a
distribuicdo geogréafica de G. floridanum e P. capillacea no Oceano Atlantico e validar sua
ocorréncia na costa brasileira. O material foi coletado no Brasil, mas espécimes de Cuba,
Venezuela, Itdlia e Portugal também foram incluidos, totalizando 294 amostras. A
identificacdo molecular dessas amostras resultou em nove espécies: Pterocladiella beachiae,
P. capillacea, Gelidium floridanum, G. lineare e outros cinco taxons nao definidos em nivel
especifico. A diversidade interespecifica encontrada para as espécies de Pterocladiella e
Gelidium foi de 9,9% e de 0,7-12,9%, respectivamente. A maior diversidade de espécies foi
registrada para Espirito Santo. O estudo filogeogréafico foi realizado em G. floridanum, G.
lineare, P. beachiae e P. capillacea, com base nos marcadores rbcL-3P, rbcL, COI-5P, cox1 e
cox2-3. A distribuicdo geogréafica de G. floridanum e P. capillacea é disjunta, ocorrendo em
ambos os hemisférios, mas estdo ausentes no nordeste brasileiro. G. lineare esta restrito ao
nordeste do Brasil, ocorrendo em substituicdo a G. floridanum e P. capillacea. P. beachiae
teve ampla distribuicdo, ocorrendo em toda a costa brasileira. G. lineare foi a espécie que
apresentou maior variacdo genética para todos os marcadores testados, enquanto que nas
demais espécies essa variacdo ndo foi muito expressiva ou até ausente entre as populacées
brasileiras. Entanto, quando comparamos as sequéncias das popula¢des brasileiras com as
sequéncias disponiveis para espécimes de outras regides do mundo, a diversidade
intraespecifica fica maior, sugerindo barreiras biogeograficas entre essas populagdes.

Palavras-chave: distribuicdo geografica, diversidade intraespecifica, haplotipos, macroalgas.
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ABSTRACT

Phylogeography, in marine algae, aims to understand the genetic structure of individuals,
define distribution limits and help identify the origin of the introduction of exotic and / or
invasive species. In this sense, in Brazil, to date there are no studies for Gelidiales
representatives, evidencing the existence of a gap in the knowledge about diversity and inter
and intraspecific genetic structure, besides the lack of knowledge of the real pattern of
geographic distribution of its species. The genus Gelidium and Pterocladiella are seaweeds of
economic importance, which produce excellent quality agar. The distinction of these genera is
mainly based on the cystocarp structure and fixation system. In Gelidium the cystocarpe is
bilocular and the appressory is of the brush-like type, whereas in Pterocladiella, the cystocarp
is unilocular and appressory of the peg-like type. However, the morphological characteristics
in many cases are not enough to adequately delimit the taxa at the generic and infrageneric
The use of molecular methods associated to morphological analysis has shown to be a fast
and efficient tool for the identification of taxa, contributing with greater clarity the limit of
species segregation. Among the Gelidiales species identified for the Brazilian coast, Gelidium
floridanum and Pterocladiella capillacea are easily confused, especially when the
reproductive structures are absent. In addition, the occurrence of these species on the
Brazilian northeast coast was controversial for a long time. Thus, the objective of this study
was to know the geographic distribution of G. floridanum and P. capillacea in the Atlantic
Ocean and to validate its occurrence in the Brazilian coast. The material was collected in
Brazil, but specimens from Cuba, Venezuela, Italy and Portugal were also included, totaling
294 samples. The molecular identification of these samples resulted in nine species:
Pterocladiella beachiae, P. capillacea, Gelidium floridanum, G. lineare and five other taxa
not defined at specific level. The interspecific diversity found for the species of Pterocladiella
and Gelidium was 9.9% and 0.7-12.9%, respectively. The greatest diversity of species was
recorded for Espirito Santo. The phylogeographic study was carried out in G. floridanum, G.
lineare, P. beachiae and P. capillacea, based on rbcL-3P, rbcL, COI-5P, cox1l and cox2-3
markers. The geographic distribution of G. floridanum and P. capillacea is disjunct, occurring
in both hemispheres, but they are absent in the Brazilian northeast. G. lineare is restricted to
northeastern Brazil, occurring in substitution of G. floridanum and P. capillacea. P. beachiae
was widely distributed, occurring throughout the Brazilian coast. G. lineare was the species
that presented the greatest genetic variation for all the markers tested, whereas in the other
species this variation was not very expressive or even absent among the Brazilian populations.
However, when comparing the sequences of Brazilian populations with those available for
specimens from other regions of the world, intraspecific diversity is larger, suggesting
biogeographic barriers between these populations.

Key words: geographic distribution, intraspecific diversity, haplotypes, seaweeds.
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1. Introducéo

A ordem Gelidiales Kylin esta inserida na classe Florideophyceae e atualmente esta
representada por 220 espécies, distribuidas em 16 géneros dentro de quatro familias:
Gelidiaceae Kitzing, Gelidiellaceae K.-C. Fan, Orthogonacladiaceae G.H. Boo, Le Gall, K.A.
Miller & S.M. Boo e Pterocladiaceae G.P. Felicini & C. Perrone (Schneider & Wynne 2007,
Guiry & Guiry 2017). Essas espécies estdo reunidas por apresentarem caracteristicas em
comum que as distinguem de representantes de outras ordens dentro do filo Rhodophyta
(Hommersand & Fredericq 1988, Santelices 1990), tais como: ligacdes celulares com uma
unica cap-layer (Pueschel & Cole 1982), talo pseudoparenquimatoso com organizacdo
uniaxial e uma célula apical evidente (Dixon 1958, Fan 1961), historico de vida trifasico e
isomorfico e padrdo de germinacdo dos esporos do tipo - Gelidium (Guiry 1990). O
carpogbnio é intercalar, com filamentos gonimoblésticos originando carposporangios e
auséncia de ceélula auxiliar (Hommersand & Fredericq 1988). Os espermatangios sdo
originados a partir da divisao transversal das células corticais (Fan 1961, Guiry & Womersley
1993).

A familia Gelidiaceae, objeto do presente estudo, tem o maior numero de espécies
presentes no género Gelidium J.V. Lamouroux, com 135 espécies, enquanto a familia
Pterocladiaceae esta representada principalmente pelo género Pterocladiella Santelices &
Hommersand, com 22 espécies (Guiry & Guiry 2017).

Ambos 0s géneros constituem macroalgas de grande importancia econémica, por
serem produtoras de agar de excelente qualidade, atingindo alto nivel de forca do gel
(McHugh 1991, Critchley 1997). A extracdo do &gar permite uma série de aplicacdes na
indGstria alimenticia, biotecnoldgica e quimica, tais como agente gelificante, espessante,
emulsBes liquidas para produtos farmacéuticos e, principalmente, a producdo do &gar
bacteriolégico (Scariot 2010). Cerca de 40% do agar que é produzido no mundo €é proveniente
de espécies de Gelidium, enquanto 3% ¢é obtido de espécies de Pterocladiella (McHugh
1991).

Espécies de Gelidium na Coréia do Sul tém sido estudadas para producgéo de celulose e
papel a partir das endofibras (filamentos rizoidais, filamentos internos e rizines) obtidas da
extracdo do material mucilaginoso da alga. 1sso tem revelado que os papéis produzidos com o
material algaceo possuem uma maior opacidade e suavidade quando comparados a papéis
feitos a partir da madeira (Seo et al. 2010).

Pterocladiella capillacea (S.G. Gmelin) Santelices & Hommersand tambem tem sido

amplamente estudada por apresentar em seu extrato aquoso lectinas com atividade antiviral
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(Liao et al. 2003), atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva (Silva et al. 2010). Também
possui papel ecoldgico importante por constituir parte da dieta alimentar das tartarugas-verdes
(Awabdi et al. 2013).

As populacdes de Gelidiales utilizadas para fins econémicos tém sido extraidas apenas
dos bancos naturais, de acordo com a revisdo de Friedlancer (2008). Segundo Yokoya &
Oliveira (1993), isso tem causado diminuicdo dessas algas nas regides da América do Sul.
Como consequéncia, a maricultura tem servido de alternativa, porém tem sido extremamente
dificil e ndo muito viavel economicamente, para atingir escala comercial, visto que para isso é
preciso ter um bom entendimento de fisiologia e ecologia dessas espécies (Yokoya & Oliveira
1992). Para conseguir alto rendimento econémico com o cultivo comercial, de acordo com
Friedlancer (2008), serdo necessarios estudos de melhoramento genético a partir da selecéo de

linhagens potencialmente capazes de serem produzidas em grande escala com eficiéncia.

1.1 Taxonomia e Filogenia em Gelidiales

Os géneros Gelidium e Pterocladiella se diferenciam por duas caracteristicas
morfolégicas principais, as do cistocarpo e da estrutura de fixagdo. Em ambos os géneros o
carpogébnio se desenvolve em direcdo as superficies da fronde e os filamentos nutritivos sdo
formados para ambos os lados, porém o cistocarpo em Pterocladiella apresenta os filamentos
nutritivos organizados em um nucleo central ao redor do filamento axial (cistocarpo
unilocular) e em Gelidium, os filamentos formam uma rede em torno das células nutritivas de
segunda e terceira ordem (cistocarpo bilocular) (Santelices & Hommersand 1997). Em relacdo
ao sistema de fixacdo, Gelidium possui apressério do tipo brush-like, que consiste em um
conjunto de filamentos rizoidais que crescem de forma desorganizada a partir das células
corticais internas do estoldo. Em Pterocladiella os filamentos rizoidais crescem paralelamente
uns aos outros e sao circundados por uma bainha grossa, sendo denominado peg-like (Perrone
et al. 2006). Entretanto, as caracteristicas morfoldgicas em muitos taxons de Gelidiales se
tornam sutis e sobrepostas, sendo insuficientes para delimitar adequadamente os géneros e as
categorias infragenericas, levando a constantes mudancas taxondmicas e nomenclaturais
(Santelices 1990, Millar & Freshwater 2005, Tronchin & Freshwater 2007).

O emprego de métodos moleculares juntamente com as analises morfoldgicas tem
mostrado ser uma ferramenta répida e eficaz para identificacdo de espécies, contribuindo para
atribuicédo correta de nomes aos taxons ambiguos e mostrado maior clareza entre os limites de
separacdo das espécies, principalmente, para as cripticas e pseudocripticas dentro de
Gelidiales (Kim et al. 2011, Boo et al. 2014). Segundo Sohrabipour et al. (2013), para uma
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identificacdo com maior exatidao dos taxons em Gelidiales se faz necessaria a combinacéo da
analise molecular com o estudo morfolégico detalhado dos caracteres vegetativos e
reprodutivos.

A abordagem filogenética molecular na ordem Gelidiales comecou a ser aplicada por
Freshwater & Rueness (1994) com base no marcador do gene plastidial que codifica a
subunidade grande da enzima ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase oxigenase (RuBisCO)
(rbcL), visando a filogenia de espécies europeias de Gelidium. Esse trabalho revelou que
Gelidiales € bastante complexa e que havia espécies identificadas de forma equivocada.
Posteriormente, Freshwater et al. (1995) realizaram analises filogenéticas incluindo diversos
géneros de Gelidiales e notaram que os espécimes de Gelidium estudados ndo formavam um
grupo monofilético e que ficavam separados em diversos complexos. Nesse trabalho, os
autores analisaram também a possivel distribuicdo cosmopolita de Pterocladiella capillacea
(como Pterocladia capillacea (S.G. Gmelin) Bornet & Thuret) a partir de amostras
provenientes dos oceanos Atlantico e Pacifico. Os dados mostraram divergéncia
intraespecifica, porém concluiram que a espécie ndo possuia um padrédo de distribuicdo clara e
coerente com a geografia. Ainda segundo os autores, isso poderia ser devido a recente
dispersdo dessa espécie em todo 0 mundo, e que o gene rbcL ndo seria eficaz de determinar a
direcdo desse evento, necessitando de estudos similares com marcadores mais sensiveis para
saber 0 ponto de origem e posterior disperséo.

A partir dos trabalhos de Freshwater & Rueness (1994) e Freshwater et al. (1995),
outros trabalhos empregando diferentes marcadores moleculares também tém auxiliado na
identificacdo de espécies e na inferéncia filogenética do grupo, tais como: o gene que codifica
a subunidade pequena do RNA ribossémico nuclear (SSU) (Bailey & Freshwater 1997,
Shimada & Masuda 2000); a regido variavel (dominios D2 e D3) do gene nuclear que codifica
0 rRNA da subunidade grande do ribossomo (LSU) (Thomas & Freshwater 2001, Tronchin &
Freshwater 2007); o espacador interno transcrito do gene nuclear ribossémico (ITS) (Patwary
et al. 1998); o gene mitocondrial que codifica a subunidade | da enzima citocromo ¢ oxidase
(cox1) (Sohrabipour et al. 2013, Boo et al. 2016); e a regido 5’ do gene mitocondrial cox1
(COI-5P) (Freshwater et al. 2010, Iha et al. 2015).

Mais recentemente, Boo et al. (2016) baseados em morfologia e no sequenciamento de
cinco marcadores moleculares, entre eles o gene da subunidade A da celulose sintase (CesA),
mostraram que Pterocladiella é um género monofilético bem suportado, enquanto que
Gelidium € um género parafilético, agrupando com o0s géneros Acanthopeltis Okamura,
Capreolia Guiry & Womersley, Gelidiophycus G.H.Boo, J.K.Park & S.M.Boo e Ptilophora

Kitzing. Além disso, propuseram diversas mudancas taxonémicas, incluindo a descri¢do da
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nova familia Orthogonacladiaceae e a transferéncia de Gelidium madagascariense
Andriamampandry para Orthogonacladia madagascariense (A.V. Andriamampandry) G.H.
Boo & L. Le Gall, dentro de Orthogonacladiaceae.

Portanto, apesar do emprego de diferentes marcadores em estudos moleculares e
inclusdo de espécimes de varias localidades do mundo, é possivel notar que Gelidium é um
género complexo que ainda ndo foi resolvido monofileticamente, e pouco se conhece sobre
sua real diversidade (Freshwater & Bailey 1998, Thomas & Freshwater 2007, Kim et al.
2011, Boo et al. 2014a).

No Brasil, com base em estudos morfoldgicos e anatdmicos, sete espécies de Gelidium
e cinco espécies de Pterocladiella haviam sido reconhecidas (Joly 1965, Ugadim 1987,
Fernandes & Guimardes 1998, Guimaraes 2006). Entretanto, os trabalhos integrando os dados
morfolégicos aos moleculares de DNA barcoding na ordem Gelidiales retrataram o quéo
pouco se conhece sobre a diversidade dessa ordem e quao complexa ela é, identificando novas
ocorréncias, propondo mudancas taxondmicas, além de mais de uma dezena de taxons nao
definidos em nivel especifico (lha et al. 2015, 2016, Jamas 2015). Com isso, as espécies
atualmente aceitas para o Brasil dos géneros Gelidium e Pterocladiella s&o: Gelidium
americanum (W.R. Taylor) Santelices, G. crinale (Hare ex Turner) Gaillon, G. floridanum
Taylor, G. lineare lha & Freshwater, G. microdonticum Taylor, G. spinosum (S.G. Gmelin)
P.C. Silva, G. torulosum Kitzing, Pterocladiella australafricanensis Tronchin & Freshwater,
P. bartlettii (W.R.Taylor) Santelices, P. beachiae Freshwater, P. caerulescens (Kiitzing)
Santelices & Hommersand, P. capillacea, P. sanctarum (Feldmann & G. Hamel) Santelices e
P. taylorii (A.B. Joly) Santelices (lha et al. 2015, Jamas 2015, Guiry & Guiry 2017).

Dentre as espécies de Gelidiales identificadas para o litoral brasileiro, Gelidium
floridanum e Pterocladiella capillacea sdo de dificil distincdo em campo devido a sua
similaridade morfoldgica, principalmente, quando as estruturas reprodutivas estdo ausentes
(Ugadim 1985, Thomas & Freshwater 2001, Boo et al. 2010).

Gelidium floridanum tem distribuicéo restrita ao Atlantico ocidental, com afinidades
para aguas tropicais e temperadas quentes. Seu limite norte de distribuicdo é Fldrida, EUA,
cuja localidade tipo € Indian River (Taylor 1943, Freshwater et al. 1995) e o limite sul € o
estado do Rio Grande do Sul, Brasil (Guimardes 2014), com registros também para Costa
Rica (Thomas & Freshwater 2001) e Venezuela (Freshwater et al. 1995). Para o Brasil, a
espécie foi citada pela primeira vez para Sdo Paulo e Parand por Ugadim (1974), e
posteriormente ampliada para demais localidades do litoral sudeste e sul (Ugadim 1987, lha et
al. 2015) e nordeste (Fernandes & Guimardes 1998, Guimardes 2006, Creed et al. 2010,
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Guimaraes 2014). Entretanto, para o Brasil, Jamas (2015) e Iha et al. (2015) mostraram que a
distribuicdo desta espécie esta restrita ao litoral sudeste e sul.

Pterocladiella capillacea € considerada uma espéecie cosmopolita (Boo et al. 2010) e
tem o Mar Mediterraneo como localidade tipo (Gmelin, 1768). Sua distribuicdo para a costa
brasileira por muito tempo foi questiondvel devido a alguns trabalhos, como os de Ferreira &
Pinheiro 1966, Pinheiro-Vieira & Ferreira 1968 e Guimardes 2014, que identificaram sua
ocorréncia também para a regido nordeste do pais. Entretanto, Ugadim (1985, 1987, 1988) ja
havia postulado de que a identificacdo de P. capillacea (como Pterocladia capillacea (S.G.
Gmelin) Bornet) para o nordeste brasileiro poderia estar equivocada e confundida com
Gelidium lineare (como G. coarctatum Kiitzing), uma espécie abundante nessa regido e com
habito e caracteristicas semelhantes. Essa hipdtese pdde ser corroborada com 0s primeiros
trabalhos moleculares de Gelidiales para a costa do Brasil, na qual P. capillacea apresentou
ocorréncia somente a partir do Espirito Santo em direcdo ao sul do pais (lha et al. 2015, Jamas
2015).

Estes quadros apresentados resumem a confusdo taxondmica envolvendo as espécies

dos géneros Gelidium e Pterocladiella para o Brasil.

1.2 Filogeografia

O termo filogeografia foi proposto por Avise et al. (1987) com o intuito de integrar a
relacdo entre filogenética e genética de populacdes, baseado em genes de heranca uniparental.
A filogeografia € definida por buscar entender o padrdo e os processos de distribuicdo
geografica (aspecto de espaco) da diversidade genética intraespecifica e de espécies
proximamente relacionadas, associando com a evolucdo (aspecto de tempo) (Avise et al.
1987, Avise 2000). Isso permite compreender como o0s eventos histdricos ajudaram a formar a
atual distribuicdo de genes, populacdes e espécies (Avise & Hamrick 1996). Dessa maneira, a
filogeografia proporciona uma conexao entre 0s processos de macro e microevolucdo e é
fundamental para entender a relacdo das andlises filogenéticas nos contextos geograficos,
podendo testar as hipdteses que se referem a relagdo casual entre os fendbmenos geogréaficos,
distribuicdo de espécies e mecanismos de especiacdo (Bermingham & Moritz 1998, Diniz-
Filho et al. 2008, Hickerson et al. 2009). Segundo Beheregaray (2008), com uma boa
amostragem de individuos é possivel entender processos da origem, distribuicdo e
manutencdo da biodiversidade, determinar o quanto as mudangas no ambiente fisico e bidtico
e o isolamento reprodutivo de uma populacdo influenciaram a sua diversidade genética, e

levantar hipoteses biogeogréaficas.
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Até os dias de hoje, a filogeografia tem como base as trés premissas propostas por
Avise et al. (1987): 1) grande parte das espécies sdo compostas por populagdes
geograficamente estruturadas, cujos membros ocupam ramos distintos de uma genealogia; 2)
areas com auséncia de barreiras fisicas impedindo o fluxo génico sdo mais ocupadas por
espécies com pouca ou nenhuma estrutura filogeogréfica; 3) e quando ha presenca de
barreiras fisicas continuas, a separacdo por distancia genética faz surgir grupos
intraespecificos monofiléticos.

Apesar do grande aumento de estudos na &rea de filogeografia, pouco se tem focado
em organismos presentes no Hemisfério Sul (Beheregaray 2008). Além disso, a regido
Neotropical, que corresponde ao México e Caribe, América Central e América do Sul, é a
menos estudada até o momento (Martins & Domingues 2011). Como é uma regido que
apresenta alta biodiversidade e sendo que 14% da biota mundial esta no Brasil (Lewinsohn &
Prado 2005), é muito importante que estudos de filogeografia sejam realizados, pois isso
fornecera informacg6es sobre a atual distribuicdo da biodiversidade, ajudar na deteccdo de
importantes areas destinadas a conservacdo e compreender melhor como 0S processos
evolutivos ocorreram e resultaram na contemporanea biota Neotropical, especialmente na
América do Sul (Turchetto-Zolet et al. 2013a, 2013b).

Em relacdo ao ambiente marinho também ocorre escassez de estudos filogeograficos,
sendo que dos trabalhos realizados entre 1994 - 2014, somente 17% foram feitos com esses
organismos. Esse ecossistema é muito influenciado por condi¢des ambientais, tais como 0s
fatores oceanograficos, mudancas ambientais de curto e longo prazo e as atividades humanas.
Essas influéncias causam impactos significativos na distribuicdo da biodiversidade,
funcionam como barreiras interferindo na variacdo da genética populacional e nas historias
evolutivas das espécies. Portanto, com as condi¢fes ambientais agindo de forma independente
ou em conjunto, é possivel entender os padrdes filogeograficos desses organismos marinhos
(Hu et al. 2015).

O trabalho pioneiro em filogeografia de algas marinhas foi realizado em Chlorophyta
por van Oppen et al. (1994) com a espécie Acrosiphonia arcta (Dillwyn) Gain. O estudo foi
feito com base em técnicas de polimorfismo de comprimento de fragmento de restricdo da
regido espacadora intergénica do DNA nuclear ribossomal (IGS) e marcadores de DNA
amplificados aleatoriamente (RAPD), comparando espécimes dos dois hemisférios. Em
Rhodophyta, o primeiro estudo foi feito em 1995 por van Oppen et al. com Phycodrys rubens
(Linnaeus) Batters com amostras do Atlantico Norte. Analisando sequéncias de ITS e rbcL foi
possivel sugerir que essa especie invadiu o Atlantico Norte a partir do Pacifico logo apds a

abertura do Estreito de Bering, colonizando ambas as costas do Atlantico.
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Até 1999, os trabalhos na area de filogeografia tinham como ferramenta o uso de
técnicas de polimorfismos e analises de sequéncias de DNA nuclear e do cloroplasto. Porém,
o trabalho de Zucarello et al. (1999) foi o ponto inicial para a utilizacdo de sequéncias de
DNA mitocondrial para esse tipo de estudo. Sequéncias de genes mitocondriais por serem
regides que possuem alta taxa de mutacéo, resultando em grande variabilidade, tém mostrado
ser eficientes para identificacdo em nivel de espécie e dentro de populagdes (Zuccarello et al.
1999, Saunders 2005). Zucarello et al. (1999) utilizaram a regido espacadora dos genes
mitocondriais que codificam as subunidades 2 e 3 da enzima citocromo oxidase (cox2-3) para
espécies de ordem diferentes. Com a variagdo genética significativa encontrada dentro da
espécie Caloglossa leprieurii (Montagne) G.Martens e em Bostrychia moritziana (Sonder ex
Kitzing) J.Agardh, os autores sugeriram que o marcador mitocondrial poderia ser util para os
estudos genéticos de populacéo e filogeografia em algas vermelhas.

A partir do trabalho de Zucarello et al. (1999), vérios estudos empregando o espacador
cox2-3 como marcador molecular para analises filogeograficas foram realizados em algas
(Zuccarello & West 2002, Zuccarello et al. 2002, Milstein et al. 2008). Outros marcadores
moleculares também foram incluidos, tais como o cox1 (Kim & Boo 2012, Kim et al. 2012), o
COI-5P (Montecinos et al. 2012), o espagador dos genes do cloroplasto que codificam a
subunidade grande e pequena da enzima RUBISCO (rbcL-S) (Zuccarello et al. 2006,
Andreakis et al. 2007), o rbcL (Dumilag & Aguinaldo 2017, Kim & Boo 2012), o LSU
(Andreakis et al. 2007) e 0 ITS1 e ITS2 (Zuccarello & West 2002). Assim, os trabalhos de
filogeografia objetiva conhecer a estrutura genética de individuos, buscando compreender a
variabilidade genética (Zuccarello et al. 2006, Yow et al. 2011, Payo et al. 2012), definir
limites de distribuicdo (Andreakis et al. 2004, Montecinos et al. 2012) e a identificacdo de
origem de introducdo de espécies exoticas e invasoras (Mclvor et al. 2001, Andreakis et al
2007, Sherwood 2008). Essa ferramenta também foi utilizada para estudos de genética de
conservacdo em algas com risco de extincdo, e a partir disso foi possivel propor unidades
prioritarias para conservacdo (Couceiro et al. 2011).

No Brasil até 0 momento, os estudos de filogeografia incluem os trabalhos de Vis et
al. (2008), com a espécie de alga doce Batrachospermum macrosporum Montagne, e Milstein
et al. (2008) com populacdes de Pyropia spiralis (E.C. Oliveira & Coll) M.C. Oliveira, D.
Milstein & E.C. Oliveira (como Porphyra spiralis var. amplifolia).

Para Gelidiales poucos trabalhos sobre filogeografia tém sido realizados. Kim & Boo
(2012) e Kim et al. (2012), com base nos marcadores coxl e rbcL, analisaram a estrutura
geneética, a distribuicdo e as suas correlacbes com os padrGes geograficos das espécies

Gelidium crinale, Gelidium pusillum (Stackhouse) Le Jolis e Gelidium elegans Kutzing. Boo
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et al. (2014b) estudaram a espécie Capreolia implexa Guiry & Womersley visando comparar
a diversidade genética entre suas populac@es transoceanicas e testar em qual periodo houve a
distribuicdo dessa espécie entre o oceano Pacifico sul. Para a costa brasileira, até hoje nenhum
trabalho sobre filogeografia de representante da ordem Gelidiales foi realizado.

Diante do panorama apresentado, é evidente a existéncia de lacuna no conhecimento
da estrutura e diversidade genética inter e intraespecifica e o real padrdo de distribuicdo das
espéecies de Gelidiales no Brasil, além da sua correlacdo dentro do contexto geografico,
extremamente importante para um melhor entendimento do comportamento dos
representantes desta ordem. Além disso, é fundamental que se conheca a variagdo
intraespecifica de Gelidium e Pterocladiella a fim de permitir a selecdo de linhagens visando
o melhoramento genético e, consequentemente, servir para melhor aproveitamento do seu
produto comercial e como suporte para 0 uso sustentdvel e conversacdo, estimulando a
preservacdo da riqueza bioldgica de Gelidiales do nosso pais. Deste modo, é importante
analisar os aspectos filogeograficos de Gelidium floridanum e Pterocladiella capillacea,

como representantes das familias Gelidiaceae e Pterocladiaceae para a costa brasileira.

2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Considerando a importancia do uso sustentavel e a conservacdo de Gelidiales no
Brasil, o objetivo geral deste trabalho foi realizar estudos filogeograficos em Gelidium
floridanum e Pterocladiella capillacea e espécies relacionadas que ocorrem no oceano

Atlantico ocidental, com base em dados morfolégicos e moleculares.

2.2 Objetivos especificos

e Analisar a distribuicdo e diversidade intraespecifica dos espécimes encontrados
utilizando os marcadores da mitocondria e do cloroplasto.

o Realizar analises filogeogréaficas das espécies estudadas no oceano Atlantico, com
énfase no Brasil.

e Identificar, descrever e ilustrar as caracteristicas morfologicas utilizadas para delimitar

as espécies estudadas.
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e Conhecer a diversidade de espécies formadas por taxons morfologicamente
relacionadas a Gelidium floridanum e Pterocladiella capillacea, encontradas neste

estudo.

3. Hipoteses

1. Gelidium floridanum e Pterocladiella capillacea apresentam diversidade
intraespecifica devido as barreiras biogeograficas atuantes na costa brasileira.
2. Em vista da similaridade morfoldgica e complexidade na delimitagdo de espécies, ha

mais de uma entidade taxonomica identificada como G. floridanum e P. capillacea.

4. Material e Métodos

4.1 Coletas e processamento das amostras

Os pontos de coleta foram baseados nos registros de ocorréncia das espécies e em
locais que possuem algumas caracteristicas biogeogréaficas que podem ser caracterizadas
como barreiras, tais como afluentes de rios, correntes maritimas, tipo de substrato, regides de
manguezais e estuarios, e as divisdes ficogeograficas propostas por Horta et al. (2001) (Figura
1). Além disso, neste estudo foram também utilizadas amostras que ja estavam coletadas e
disponiveis no Instituto de Botanica de S8o Paulo. Sendo assim, todas as amostras pre-
identificadas como Gelidium floridanum e Pterocladiella capillacea foram incluidas e estas
sdo provenientes do: Brasil (Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco,
Alagoas, Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Santa Catarina), Cuba (Cuidad de
la Habana e Cienfuegos), Venezuela (Nueva Esparta e Miranda), Italia (Genova) e Portugal
(Acores).

A RR SR LN
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Figura 1: Barreiras biogeograficas
hipotéticas. (1) Delta do Parnaiba; (2) Rio
—— A : Séo Francisco; (3) Rio Jequitinhonha; (4)
® Zona de Transiclo 1 ™ 4 \ Rio Doce; (5) Rio Paraiba do Sul; (6)
Bt Ay G Baia de Paranagua; CSE - Corrente Sul
X Quebra da Corrente Sul Equatorial Equatorial; CNB - Corrente Norte do
Brasil; CB - Corrente do Brasil.

X Zona de Ressurgéncia 2
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Os locais de coleta de cada amostra, incluindo o pais de origem, estado, municipio,
praias e as coordenadas geograficas obtidas com um GPS (Global Positioning System), bem
como os coletores, data da coleta, nimero de tombo no herbario (SP) e niUmero de amostras
para estudos moleculares do Laboratério de Biologia Molecular do Nucleo de Pesquisa em
Ficologia (IBT), encontram-se no Anexo A.

O namero de amostras por espécie coletado foi de acordo com sua abundancia naquele
determinado local, sendo assim foi obtido de 1 a 10 individuos, excepcionalmente até 19, em
cada praia (Tabela 1). A maioria das coletas foi realizada uma Unica vez em cada praia, nas
zonas mediolitoral, durante as marés baixas e, esporadicamente, também no infralitoral.

O material foi coletado com o auxilio de uma espétula, raspando o substrato a fim de
conseguir retirar 0 espécime juntamente com a sua estrutura de fixacdo. Durante o periodo de
coletas, as amostras foram rapidamente lavadas em agua do mar, para retirar o excesso de
sedimento e organismos associados e colocadas em sacos plasticos.

Ap0s a coleta, foi realizada a triagem das amostras em bandejas contendo dgua do mar
e utilizando pingca e pincel para retirada das impurezas e organismos acompanhantes.
Posteriormente, as algas foram armazenadas em sacos plasticos com fecho hermético, tipo
zip, de duas formas: para os estudos moleculares as regides mais limpas e jovens foram secas
em papel absorvente, colocadas individualmente em saquinhos de cha e estes imediatamente
em silica gel para desidratacdo rapida. Para a analise morfoldgica e posterior confeccdo de
exsicatas, o restante do material foi fixado em formol a 4%. Eventualmente, na auséncia de
formol, algumas amostras foram congeladas. E quando a amostra ndo era obtida em
quantidade suficiente para ser armazenada de duas formas, foi preservada apenas em silica gel

e utilizada para ambos o0s estudos.

Tabela 1: Numero de espécimes coletados por praia e sequenciados por marcador molecular
analisado. Cada IBT é referente a uma praia.

. . Amostras N° de amostras sequenciadas
Espécie Cddigo Estado
coletadas  rbcL-3P rbcL  COI-5P  coxl  cox2-3
G. floridanum IBT0677 ES 1 - - 1 - 1
G. floridanum IBT0678 ES 1 - - 1 - 1
G. floridanum IBT1579 ES 5 5 1 5 1 5
G. floridanum  1BT1608 SP 10 10 1 9 2 7
G. floridanum  1BT1631 SC 1 1 1 1 1 1
G. floridanum  1BT1991 NE 1 1 1 1 1 1
G. floridanum IBT2175 RJ 2 2 1 2 2 1
G. floridanum IBT2184 SP 2 2 - 2 2 -
G. floridanum IBT2185 SP 1 - - 1 1 -
G. lineare IBC0602 CE 1 1 - - - 1




11

L. . Amostras N° de amostras sequenciadas
Espécie Cddigo Estado
coletadas  rbcL-3P rbcL  COI-5P  coxl  cox2-3
G. lineare IBC0603 CE 1 1 - 1 - 1
G. lineare IBT0350 BA 1 1 1 1 1 1
G. lineare IBT0524 PE 1 1 1 1 1 1
G. lineare IBT1523 PB 1 1 1 1 1 1
G. lineare IBT1566 Pl 1 1 1 1 - 1
G. lineare IBT1576 ES 5 3 1 4 1 3
G. lineare IBT1580 CE 10 2 2 2 2 2
G. lineare IBT1581 CE 10 4 2 4 - 4
G. lineare IBT1582 CE 10 5 3 5 2 4
G. lineare IBT1688 RN 1 1 1 1 1 1
G. lineare IBT1700 RN 3 3 1 3 1 3
G. lineare IBT1717 PB 1 1 1 1 1 1
G. lineare IBT1891 AL 5 4 2 5 2 2
G. lineare IBT1892 AL 4 4 3 4 4 3
G. lineare IBT1937 PE 1 1 1 1 1 1
G. lineare IBT1938 PE 1 1 1 1 1 1
G. lineare IBT1948 ES 1 1 1 1 1 1
G. lineare IBT2053 BA 7 7 3 7 7 2
G. lineare IBT2063 BA 6 3 2 2 1 2
G. lineare IBT2065 BA 6 4 1 2 1 2
G. lineare IBT2078 BA 8 5 2 3 1 3
Gelidiumsp. 1 IBT1952 ES 3 3 2 - - -
Gelidiumsp. 1 1BT2097 BA 4 4 1 - - -
Gelidiumsp. 2 IBC0555 ES 2 2 1 - - -
Gelidiumsp. 2 IBC0558 ES 1 - - - - -
Gelidiumsp.2  I1BT1578 ES 2 2 2 - - -
Gelidiumsp. 2 1BT1609 ES 3 3 3 - - -
Gelidiumsp.2  1BT1824 ES 1 - - - - -
Gelidium sp. 3 IBT1825 ES 1 1 1 - - -
Gelidiumsp.4  1BT1942 CF 1 1 1 - - -
Gelidiumsp. 4  1BT1944 CF 1 - - - - -
Gelidiumsp.5  1BT2079 BA 1 1 1 - - -
P. beachiae IBC590 AL 1 1 1 - - 1
P. beachiae IBT0351 BA 1 1 - 1 - 1
P. beachiae IBT1488 BA 1 1 - - - 1
P. beachiae IBT1492 BA 1 1 - - - -
P. beachiae IBT1508 RN 1 1 - 1 - 1
P. beachiae IBT1583 CE 10 10 1 8 1 4
P. beachiae IBT1616 PE 1 1 - 1 - 1
P. beachiae IBT1622 PE 1 - - 1 - -
P. beachiae IBT1692 RN 1 - - 1 - 1
P. beachiae IBT1711 PB 1 1 1 1 - 1
P. beachiae IBT1714 PB 1 1 - 1 - -
P. beachiae IBT1893 PE 2 2 1 2 1 2
P. beachiae IBT1945 CH 2 2 2 2 1 2
P. beachiae IBT1946 CH 4 4 1 4 - 4
P. beachiae IBT1951 BA 5 5 1 5 - 3
P. beachiae IBT2055 BA 5 4 1 2 - 2
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L. . Amostras N° de amostras sequenciadas
Espécie Cddigo Estado
coletadas  rbcL-3P rbcL  COI-5P  coxl  cox2-3
P. beachiae IBT2083 BA 2 1 1 1 - 1
P. beachiae IBT2101 BA 1 1 1 1 - 1
P. capillacea Acores AC 1 1 1 1 - 1
P. capillacea IBT0095 SP 1 1 1 1 - 1
P. capillacea IBT0172 SP 1 1 1 1 - 1
P. capillacea IBT0300 SP 1 1 - - - -
P. capillacea IBT0441 SP 1 1 1 1 - 1
P. capillacea IBT1477 RJ 1 1 - - 1
P. capillacea IBT1574 ES 10 2 - 3 - 1
P. capillacea IBT1575 ES 8 8 1 3 - 1
P. capillacea IBT1577 ES 8 4 1 4 1 2
P. capillacea IBT1632 SC 9 5 1 8 1 2
P. capillacea IBT1684 SP 2 2 1 2 - 1
P. capillacea IBT1767 RJ 12 9 1 11 1 3
P. capillacea IBT1768 SC 5 2 1 2 1 1
P. capillacea IBT1818 SP 6 2 1 4 - 1
P. capillacea IBT1826 ES 3 3 1 3 1 1
P. capillacea IBT1827 ES 1 1 - 1 - -
P. capillacea IBT1828 ES 1 1 1 1 - 1
P. capillacea IBT1936 RJ 1 1 1 1 - 1
P. capillacea IBT1939 RJ 1 1 - 1 - 1
P. capillacea IBT1940 RJ 1 1 - 1 - 1
P. capillacea IBT1941 ES 5 5 1 3 - 1
P. capillacea IBT1950 ES 1 1 - - - -
P. capillacea IBT1955 SP 9 2 1 3 1 -
P. capillacea IBT1977 SP 19 1 1 19 19 -
P. capillacea IBT1992 Mi 1 1 - 1 1 1
P. capillacea IBT2100 SP 3 1 1 2 2 1
P. capillacea IBT2102 SP 7 - - 1 1 -
P. capillacea IBT2176 RJ 1 1 1 1 - 1
P. capillacea IBT2177 RJ 2 2 - 2 - 1
P. capillacea Italia GN 1 1 - - -
Total: 294 190 79 192 73 115

(-) auséncia de amostras sequenciadas.

4.2 Estudos morfoldgicos

A identificacdo das espécies foi baseada em abordagens atualizadas da taxonomia

contemplando especialmente aquelas que sdo diagnosticas para a identificacdo das espécies
(Thomas & Freshwater 2001, Boo et al. 2010, Iha 2014, Jamas 2015). Os cortes anatbmicos

foram feitos a mao-livre com auxilio de 1dmina de aco, corados com azul de anilina a 1% e

acidificados com HCI 1M. As ilustracdes dos aspectos gerais e dos caracteres diagndsticos de

cada espécie foram obtidas com a camera digital (Canon, Japdo) acoplada diretamente a

ocular do microscopio e/ou do estereomicroscopio (Zeiss, Alemanha). Para cada espécie
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identificada foi montada uma prancha com as fotografias das principais caracteristicas
vegetativas e reprodutivas para sua identificagdo, juntamente com a descri¢cdo desses

caracteres e 0 material examinado.

4.3 Estudos moleculares

4.3.1 Extragéo de DNA

Uma pequena quantidade (cerca de 30 mg) de amostra do material desidratado foi
macerada em um homogeneizador de tecidos (Precellys), utilizando trés ciclos de 10 segundos
a 6800 rpm. Em seguida, para a realizacdo da extracdo dos acidos nucleicos foi seguido os
protocolos dos kits de extragdo de tecidos vegetais “NucleoSpin®Plant 1I” (Machery-Nagel),
“DNeasy® Plant Mini Kit” (Quiagen) ou “GenElute™ Plant Genomic DNA Miniprep Kit”
(Sigma-Aldrich). Com todos os Kits testados o resultado foi satisfatorio. No fim da extracao as
aliquotas de DNA foram eluidas nas concentra¢cdes de 50 e 100 pl. O produto final ficou

armazenado no freezer em temperatura de -25°C.

4.3.2 Amplificacéo por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O DNA extraido foi utilizado para a amplifica¢do através da PCR usando os ‘primers’
especificos para cada regido a ser amplificada (Tabela 2). Para o marcador rbcL-3P (regido 3’
do gene rbcL e o espacador rbcL-S) o conjunto de primers foi 0 F993 x RrbcS; no rbcL, a
amplificacdo foi obtida em partes com as seguintes combinagdes: F7 x R753 e F645 x RrbcS
ou F57 x R753 e F753 x RrbcS ou F57 x R753, F492 x R1150 e F993 x RrbcS; para o COI-5P
foram usados dois conjuntos, GazF1 x GazR1 ou GWSFn x COX1R1; para o cox2-3 foi
desenhado um primer 5°, COX2Fi, para ser combinado com o COX3R; e para o cox1 foi
utilizado a combinagdo do COX1F43 x COX1R1549. Os ciclos utilizados para cada marcador
estdo detalhados na tabela 3.

A PCR foi realizada utilizando os kits “ReadyMix™ Taq PCR Reaction Mix” (Sigma-
Aldrich), “GoTaq® Green Master Mix” (Promega) ou “puReTaq Ready-To-Go PCR Beads”
(GE Healthcare). Todos os kits apresentaram resultados satisfatorios. Para os dois primeiros
kits citados foi possivel realizar a reacdo utilizando apenas metade (25 pl) do volume dos
reagentes sugerido pelo protocolo (50 ul), mantendo o volume de 1 ul de DNA.
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Tabela 2: Marcadores moleculares e respectivos primers utilizados para amplificacdo por PCR e

segquenciamento.

Marcadores primers Sequéncias 5’ - 3’ Referéncias
F7 AACTCTGTAGAACGNACAAG Gavio & Fredericq 2002
F57 GTAATTCGATATGCWAAAATGGG Freshwater & Rueness 1994
F492 CGTATGGATAAATTTGGTCG Freshwater & Rueness 1994
F645 ATGCGTTGGAAAGAAAGATTCT Lin et al. 2001
rbcL F753 GGAAGATATGTATGAAAGAGC Freshwater & Rueness 1994
F993 GGTACTGTTGTAGGTAAATTWGAAGG Freshwater & Rueness 1994
R753 GCTCTTTCATACATATCTTCC Freshwater & Rueness 1994
R1150 GCATTTGTCCGCAGTGAATACC Freshwater & Rueness 1994
RrbcS GTTCTTTGTGTTAATCTCAC Freshwater & Rueness 1994
COXI43F TCAACAAATCATAAAGATATTGGWACT Geraldino et al. 2006
et COXI1549R AGGCATTTCAAANGTATGATA Geraldino et al. 2006
GazF1 TCAACAAATCATAAAGATATTGG Saunders 2005
COl_5p GWSFn TCAACAAAYCAYAAAGATATYGG Le Gall & Saunders 2010
GazR1 ACTTCTGGATGTCCAAAAAAYCA Saunders 2005
coxIR1 ATACATATGATGHGCTCAA Saunders 2005
COX2Fi CATGGATTTATGCCTATTG desenhado para este trabalho
cox2S Cox3R GGATCTACWAGATGRAAWGGATGTC Zucarello et al. 1999

Tabela 3: Etapas do ciclo de amplificagéo utilizadas na PCR.

Desnaturacéo

Extensédo

Marcador L Desnaturacdo Anelamento Extenséo - Referéncia
inicial final
35 ciclos --------------------
Lindstron &
rbcL-3P 94°C - 4 94°C- 1’ 42°C - I’ 72°C-1°30” 72°C-10° Frederigc 2003
(modificado)
0 ) o~ 1 o _ 1> o _ 10 2y o~ 10 Lindstron &
rbcL 95°C -4 94°C -1 45°C -1 72°C-1’30 72°C- 10 Frederigc 2003
0 ) °oC _3() o1 oC _ 9> or 7> Cassano 2009
COI-5P 94°C-5 94°C - 30 45°C - 1 72°C-2 72°C-7 (modificado)
cox1 94°C - 10° 90°C-30”  50°C-30"  72°C-2°  72°C- 10’ Gera'g(')q% etal.
45 ciclos ---------------------
cox2-3 94°C-3% 94°C - 30”7 55°C - 307 72°C- 1 72°C-5  Maggs et al. 2013

4.3.3 Eletroforese em gel e Purificacéo

Apbs a PCR, os produtos foram analisados por eletroforese em gel de agarose 0,7%,

em tampéo tris-borato-EDTA e corado com GelRed™ (Biotium, Hayward, California),
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utilizando um marcador de tamanho de DNA padrdo (1 Kb DNA Ladder - Gibco BRL) para
verificar os tamanhos dos fragmentos amplificados. As amostras foram submetidas a 60 volts
e 100 amperes por 30 minutos.

Em seguida, os produtos de PCR foram purificados utilizando o kit “GFX
MicroSpin™” (GE Healthcare). Para obtengcdo de um melhor resultado e evitar a perda do
material nesse processo foi preciso utilizar metade do volume dos reagentes propostos no
protocolo e eluir o DNA em torno de 15-20 pl. Como alternativa, foi usado também o kit
“ExoProStar 1-Step (Enzymatic PCR and Sequencing Clean-up, GE Healthcare)” para
purificacdo das amostras, sendo que para obtencdo de um volume final maior, utilizou-se o
dobro do reagente e de produto da PCR estipulado pelo protocolo, ficando com um final de 14
pul. Em seguida, esses produtos foram quantificados através da visualizacdo das bandas

formada pela eletroforese em gel de agarose e sequenciados.

4.3.4 Reacdo de sequenciamento e Precipitacéo

A reacdo de sequenciamento dos marcadores moleculares a partir dos produtos de
PCR purificados e quantificados foram feitos pela empresa “Macrogen advancing through
genomics” (http://dna.macrogen.com/eng/), onde foram sequenciados em sequenciadores
3730XL (Applied Biosystems). Eventualmente, as reacbes de sequenciamento foram feitas
utilizando o protocolo do kit “BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction”
(Applied Biosystems). O produto foi precipitado em EDTA 125Mm, acetato de sodio 3M e
etanol 100%, seguido da lavagem com etanol 70%. As amostras foram sequenciadas em
sequenciadores 3130 ou 3500XL (Applied Biosystems) pela empresa “Genomic - Engenharia

Molecular” (http://genomic.com.br/).

4.3.5 Alinhamento das sequéncias

As sequéncias consenso para cada marcador de amostra foram montadas usando o
programa Geneious 10.1.3 ou BioEdit 7.2.5 a partir das sequéncias obtidas nas direcGes direta
e reversa. Nucleotideos divergentes ocorrendo na mesma posicdo foram verificados
manualmente nos cromatogramas. As sequéncias consenso obtidas foram comparadas com as
sequéncias disponiveis no banco de dados (GenBank - GB) (http://www.ncbi.nim.nih.gov),

com o uso do programa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST, Altschul et al. 1997).
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Com as sequéncias consensos foram construidas matrizes para cada marcador
utilizando o programa Geneious ou BioEdit. Essas matrizes foram utilizadas para as analises

de agrupamento e rede de haplotipos.

4.3.6 Andlise de agrupamento

A identificacdo preliminar dos espécimes foi feita com base em sequéncias de
comparacdo, correndo anélises de agrupamento com os marcadores rbcL para Gelidium e o
rbcL-3P para Pterocladiella. O rbcL e rbcL-3P foram escolhidos para identificagdo dos
espéecimes, porgue eles tém se mostrado um gene com variacdo genética relevante para 0s
estudos intergenéricos, intra e interespecificos e diferenciacdo de espécies morfologicamente
relacionadas, além da utilizacdo desses marcadores em diversos trabalhos com representantes
de Gelidiales (Freshwater & Rueness 1994, Freshwater et al. 1995, Sohrabipour et al. 2013,
Boo et al. 2016). Nas analises foram incluidas sequéncias do hol6tipo ou da localidade tipo,
guando existentes, e de espécies proximas obtidas do GB. Levando em conta que ndo ha
localidade tipo especificada no Mar Mediterraneo, para P. capillacea, foi utilizada uma
sequéncia da Franga como referéncia. As sequéncias obtidas do GB se encontram na tabela 4.
A arvore de agrupamento foi gerada no MEGA 6.0 (Tamura et al. 2013) usando o algoritmo
de Neighbor-joining (NJ), com 1000 réplicas de Bootstrap e modelo de substituicdo de
Kimura dois parametros (Kimura 1980). Foram utilizadas duas sequéncias como grupo
externo, Gracilaria cearensis (A.B. Joly & Pinheiro) A.B. Joly & Pinheiro (KT881566),
pertencente a ordem Gracilariales e Rhodymenia pseudopalmata (J.V. Lamouroux) P.C. Silva

(AY168656), pertencente a ordem Rhodymeniales.

4.3.7 Andlise de diversidade da popula¢ao

Rede de haplétipos foram inferidas para os marcadores rbcL-3P, COI-5P e cox2-3, em
alguns casos o coxl e rbcL também foram analisados, com o algoritmo de Median-joining,
implementada no Network 5.0 (Bandelt et al. 1999). Sequéncias das espécies estudadas foram
importadas do GenBank (GB) quando viaveis e 0s respectivos nimeros de acessos estdo
dispostos na tabela 4. ARLEQUIN 3.5.1.2 (Excoffier & Lischer 2010) foi usado para calcular
a diversidade haplotipica (H), diversidade nucleotidica (m) (Nei 1987) e os testes de
neutralidade de Tajima’s D (Tajima 1989) e Fu’s Fs (Fu 1997).
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Tabela 4: Sequéncias obtidas do GenBank para comparacao.

NUmero de acesso

Espécie bl COIEP Local Referéncia
Gelidium crinale (Hare ex HM629823 - Coréia Kim et al. 2011
Turner) Gaillon KU958474 - Italia N4o publicado
U00106 - Venezuela Freshwater et al. 1994
uo00107 - Flérida* Freshwater et al. 1994
AF305797 : CostaRica | "0mas & Freshuater
Gelidium floridanum W.R. KT208101 KT207996 Brasil Iha et al. 2015
Taylor KT208102 KT207997 Brasil lha et al. 2015
: Pl Brasil Iha et al. 2015
- ey Brasil Iha et al. 2015
KT208105 KT208015 Brasil lha et al. 2016
KT208118 KT208030 Brasil* lha et al. 2016
Ké()?gggggga - Panama lha et al. 2016
KX555619 KX574734 Brasil N&o publicado
KX555620 KX574729 Brasil Nao publicado
Gelidium lineare Iha & - KT208037 Brasil Iha et al. 2015
Freshwater - KT208038 Brasil Iha et al. 2015
- KX573733 Brasil N&o publicado
- KX574727 Brasil Nao publicado
- KX574728 Brasil N&o publicado
- KX573730 Brasil Nao publicado
- KX574732 Brasil N&o publicado
Gelidium pluma Bornetex  pg55367 - Havai Tronchin et al. 2003
N.H. Loomis
scleroph)(/sl ﬁ::ﬁ I\L;\r/T.]R.Taylor Kokl ) Closifl[RJed ot %gIZShwater
KT208106 - Brasil Iha et al. 2016
KT208115 - Brasil lha et al. 2016
KT208116 - Brasil Iha et al. 2016
Gelidium sp. KT208117 - Brasil lha et al. 2016
KT208119 - Brasil lha et al. 2016
KT208120 - Brasil lha et al. 2016
KX555615 - Brasil Né&o publicado
AF305811 i Costf*Rica Tronchin 2860F1reshwater
JN114113 - Panama N&o publicado
KC209073 KC209094 Maléasia Sohrabipour et al. 2013
KC209074 - Malasia Sohrabipour et al. 2013
KC209075 KC209093 Maléasia Sohrabipour et al. 2013
Pterocladiella beachiae KC209076 KC209095 Malasia  Sohrabipour et al. 2013
Freshwater KT920277 KT920402 Malésia Boo et al. 2016
KT208125 - Brasil lha et al. 2015
KT208126 KT208060 Brasil lha et al. 2015
- KT208058 Brasil lha et al. 2015
- KT208059 Brasil lha et al. 2015

- KT208061 Brasil lha et al. 2015



http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=Ab5a84824b0932b27
http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=Ab5a84824b0932b27
http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=af9e6f59bba864f91
http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=af9e6f59bba864f91
http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=s52d7590a840c0a46
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NUmero de acesso

Espécie bl COI5P Local Referéncia
- KT208062 Brasil lha et al. 2015
Pterocladiella beachiae i KX574752 a Brasil NZo publicado
Freshwater KX574758 P
KX555622 KX574759 Brasil N&o publicado
AB023841 a = .
AB023850 - Japéo Shimada et al. 2000a
AB023852 a o -
AB023858 - Japéo Shimada et al. 2000a
GU731207 e -
GU731208 - Coréia Boo et al. 2010
GU731210 a -
GU731212 - Coréia Boo et al. 2010
GU731216 a -
GU731219 - Coréia Boo et al. 2010
HM629845 HM629885 Coréia Kim & Boo 2010
U07153 ; Nova Freshwater et al. 1994
Zelandia
U24156 - N Freshwater et al. 1995
Zelandia
- ladiell " AY352421 - Australia Sohrabipour et al. 2013
S ér()érﬁellfn)asg?\?éliigsz U01898 - Australia Freshwater et al. 1995
Hommersand GU731214 - Monaco Boo et al. 2010
GU731209 - Franca Boo et al. 2010
GU731213 - Franca* Boo et al. 2010
GU731215 - Franca Boo et al. 2010
u01888 - Italia Freshwater et al. 1995
u01891 - Irlanda Freshwater et al. 1995
U01896 ; EUA-  Ereshwater et al. 1995
Califérnia
u01897 - EUA - Havai  Freshwater et al. 1995
u01889 - Espanha Freshwater et al. 1995
U01893 - Venezuela Freshwater et al. 1995
- KT208065 Brasil lha et al. 2015
KT208128 KT208068 Brasil lha et al. 2015
KT208129 KT208074 Brasil lha et al. 2015
U01895 - Brasil Freshwater et al. 1995

Gracilaria cearensis
(A.B.Joly & Pinheiro) KT881566 - Brasil Soares et al. 2015
A.B.Joly & Pinheiro
Rhodymenia pseudopalmata ) Gurgel & Fredericq
(J.V.Lamouroux) P.C.Silva A EUA 2004

(*) sequéncia de espécime da localidade tipo; (**) sequéncia do hol6tipo.

5. Resultados e Discussao

Ao longo da costa brasileira, incluindo algumas regides do Oceano Atlantico, um total
de 294 amostras foram analisadas e inicialmente identificadas como Gelidium floridanum e
Pterocladiella capillacea. Apos analises morfoldgicas e moleculares, elas resultaram em nove
entidades distintas, quais sejam: Gelidium floridanum, G. lineare e cinco espécies ainda

indefinidas (Gelidium sp. 1, sp. 2, sp. 3, sp. 4, sp. 5), Pterocladiella beachiae e P. capillacea.
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A distribuicdo geogréfica e a quantidade de amostras que corresponderam as espécies
identificadas encontram-se listadas na tabela 5. A quantidade de individuos coletados por
local de amostragem, o numero de espécimes que foi sequenciado e 0s respectivos

marcadores moleculares estao listados na tabela 1.

Tabela 5: Distribuicdo geografica e a quantidade de amostras analisadas das espécies de
Gelidium e Pterocladiella.

Pais Brasil Venezuela Cuba Portugal Itdlia  Total
Espécie/Local Pl CE RN PB PE AL BA ES RJ SP SC NE Ml CH CF AC GN

G. floridanum - - - - - - - 7 2 13 1 1 - - - - - 24
G. lineare 1 32 4 2 3 9 28 6 - - - - - - - 5 5 85
Gelidium sp. 1 - - - - - - 4 3 - - - - - - - - , 7
Gelidium sp. 2 - - - - - - = 10 - = - - - - - - - 10
Gelidium sp. 3 - - - - - - - 1 - - - - - - - - - 1
Gelidium sp. 4 - - - - - - - - 5 5 5 = - - 2 - - 2
Gelidiumsp.5 - - - - - - 1 - - - - - - - - - - 1
P. beachiae > 10 2 2 4 1 16 - - - - - - 6 - 5 5 41
P. capillacea - - - - - - - 37 19 50 14 - 1 - - 1 1 123
Total 1 42 6 4 7 10 49 64 21 63 15 1 1 6 2 1 1 294

() auséncia de espécimes coletados. Pl - Piaui; CE - Ceara; RN - Rio Grande do Norte; PB - Paraiba; PE - Pernambuco; AL - Alagoas;
BA - Bahia; ES - Espirito Santo; RJ - Rio de Janeiro; SP - S&o Paulo; SC - Santa Catarina; NE - Nueva Esparta; MI - Miranda; CH -
Cuidad de la Habana; CF - Cienfuegos; AC - Acores; GN - Genova.

5.1 Delimitacdo morfologica e molecular das espécies de Gelidium e Pterocladiella

Espécies de Gelidium

A delimitacdo preliminar dos espécimes de Gelidium foi feita com base em
agrupamento das sequéncias do marcador rbcL por Neighbor-joining (NJ). Essa arvore foi
gerada com um alinhamento multiplo com 50 sequéncias, sendo 33 obtidas no presente estudo
e 17 sequéncias disponiveis no GenBank (GB) (Tabela 4), totalizando 1301 pares de bases
(pb), excluindo-se os primers da PCR. O resultado mostra sete grupos bem distintos, cada um
representando uma espécie diferente (Figura 2). A divergéncia interespecifica encontrada,
entre todas as sequéncias utilizadas na montagem da arvore, foi de 0,2-13,3%. Levando-se em
conta apenas as amostras obtidas neste estudo, a divergéncia foi de 0,7-12,9% (Tabela 6),
sendo a menor entre Gelidium sp. 4 e Gelidium sp. 5 (0,7%) e a maior entre Gelidium
floridanum e Gelidium sp. 3 (12,9%). A quantidade de individuos coletados por local de
amostragem, o numero de espécimes que foi sequenciado e 0s respectivos marcadores

moleculares estao listados na tabela 1.
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Gehdium floridsnum_Venezuelz U00105
2175 (1) R
1091 (1) Venszuslz
1578 (1) ES
1608 (1) SP
1631 (1) SC
Gelidium flondanum_Florida U00107
Gelidium floridasnum_Costa Rica AF305797
Gelidium sp._Brasil (ES) KT208118
100 Gelidium sp._Brasil (ES) KT208117
555 (1) ES
1578 (2) ES
1809 (3) ES
- Geldium sclerophyllum_Costa Rica KC192651
1585 (1) PI
1580 (2) CE
11581 (z) cE
100 1582 (3) CE
- 350 (1) BA
2053 (3) BA
2083 (2) BA
581112085 (1) BA
2073 (2) BA
Gelidium lineare_Brasil (ES) KT208118
:
100 [3

Gelidium floridanwn

[

|

Gelidium sp. 2
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1248 (1) ES Gelidium lineare
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1523 (1) P8
J1m7 (P8
<
1937 (1) PE
1838 (1) PE
1891 (2) AL
1892 (3) AL
.- Geldium sp._Brasil (RN} KX555618
38)/2097 (1) 84
109411952 {2) ES
Gelidium sp._Brasil (ES) KT208118

8,

Gelidium sp. 1

100

Gelidium crinale_Coréia HM820823
Gelidium crinale_lt3lia KU252474

100 7

.

og|Gelidium sp._Brasil {Pi) KX555615 I Gelidium sp.
1942 (1) Cuba
Gelidium sp._Brasil (RN) KT208108
53} Gelidium sp._ Brasil (PE) KT208120 || Gelidium sp.
5812070 (1) BA
Geldium pluma_EUA (Havai) AF522387

ES h Geldium sp._Brasil (ES) KT208115

# 1825 (1) ES | Gelidium sp. 3
Gracilans cearensis KT281568
L Rhodymenia pseudopaimats AY 153856

N

P
0.020
Figura 2: Arvore de agrupamento por NJ com o marcador rbcL para Gelidium. NUmeros entre parénteses

referem-se a quantidade de sequéncias analisadas. NUmeros nos ramos indicam valores de bootstrap.



21

Tabela 6: Valores de divergéncia interespecifica para o marcador rbcL em espécies de
Gelidium. Numero de nucleotideos divergentes esta indicado na porcéo superior aos tracos (-)
e porcentagem (%) de divergéncia na porcdo inferior. Valores maximo e minimo estdo
destacados em negrito.

Espécies 1 2 3 4 5 6 7
1. G. floridanum = 35-39 113-115 11-13 167 117-118 115-117
2. G. lineare 2,7-3,0 - 106-109  35-37  160-162 102-107 104-107
3. Gelidiumsp.1  8,7-8,9 8,2-8,4 - 117-118 137-139  46-48 45-46
4. Gelidiumsp.2  0,9-1,0 2,7-2,9 9,0-9,1 - 170 122 120
5. Gelidium sp. 3 12,9 12,3-12,5 10,6-10,7 131 - 127 127
6. Gelidiumsp.4 9,091 7,9-8,3 3,6-3,7 94 9,8 - 9
7. Gelidiumsp.5  8,9-9,0 8,0-8,3 3,5-3,6 9,3 9,8 0,7 -

As amostras de Gelidium floridanum da Venezuela, Espirito Santo, Rio de Janeiro e de
Sdo Paulo agruparam-se com G. floridanum, da Florida, USA, localidade-tipo da espécie,
divergindo em apenas 0,2-0,3%, confirmando a identidade especifica dessas amostras. Por
outro lado, uma amostra da Costa Rica identificada como G. floridanum (AF305797, Thomas
& Freshwater 2001) ndo se agrupou com G. floridanum da localidade tipo, porém formou um
clado intimamente relacionado com Gelidium sp. 2, do Espirito Santo, com divergéncia de
0,2%. Gelidium sp. 2 ndo apresentou nenhuma divergéncia com as amostras referidas como
Gelidium sp. 10 por Iha (2014), mostrando que se tratam de uma mesma entidade taxonémica.
Os grupos Gelidium floridanum e Gelidium sp. 2 sdo divergentes em 0,9-1,3%.

Gelidium sclerophyllum W.R. Taylor, da Costa Rica, mostrou-se também
proximamente relacionado com o grupo Gelidium sp. 2, porém divergindo entre si em 0,9-
1,3%, e com o grupo de G. floridanum, em 1,1-1,3%. Entretanto, é possivel perceber que os
valores de divergéncia inter e intraespecifica se sobrepdem para esses taxons com o marcador
rbcL. Segundo Boo et al. (2014), valores de divergéncia entre 1-2% sdo suficientes para
diferenciar espécies proximas de Gelidium, embora Freshwater et al. (2010) afirmem que
valores de 1-2% entre espécimes podem ou ndo pertencer a uma mesma espécie em
representantes de Gelidiales. Assim, no presente estudo consideramos que G. floridanum e
Gelidium sp. 2 representam espécies distintas. Porém, é importante ressaltar que analises com
marcadores mais variaveis para essas espécies devem ser realizadas a fim de confirmar a
distingéo dos taxons com maior seguranca.

Todas as amostras de Gelidium lineare agruparam-se com a sequéncia da localidade
tipo (Espirito Santo) mostrando pertencerem a uma mesma entidade taxondmica, com

divergéncia intraespecifica de 0,1-0,5%.
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No presente estudo, Gelidium sp. 1, Gelidium sp. 4 e Gelidium sp. 5 formaram clados
independentes e relacionados a G. crinale, que possui ampla distribuicdo no Brasil.

Gelidium sp. 1, de ocorréncia no Rio Grande do Norte, Bahia e Espirito Santo,
apresentou divergéncia intraespecifica de 0,1-0,3%, e agrupou com o0s espécimes referidos
como Gelidium sp. 2 nos trabalhos de Iha et al. (2015) e Jamas (2015), encontrados no
Espirito Santo e Rio Grande do Norte, respectivamente. Este grupo apresentou alta
divergéncia genética (3,3-3,4%) em relacdo a G. crinale, confirmando que sdo espécies
distintas. Portanto, concluiu-se que Gelidium sp. 1 pertence a um Unico tdxon, com elevado
potencial como candidata a espécie nova. Segundo Iha (2014) e Jamas (2015) Gelidium sp. 1
(como Gelidium sp. 2) é de ocorréncia rara e ainda pouco conhecida, corroborando com o
presente estudo, visto que poucos exemplares do tdxon s6 foram encontrados nos estados do
Rio Grande do Norte, Bahia e Espirito Santo (Figura 2).

Gelidium sp. 4 e Gelidium sp. 5 formam grupos irméos divergentes entre si em 0,7% e
se mostraram relacionados a G. crinale, divergindo em 0,8-0,9% e 1,0%, respectivamente. O
grupo formado por Gelidium sp. 4 inclui espécimes de Cuba e do Piaui, proposto como
Gelidium sp. 1 por Jamas (2015), enquanto que Gelidium sp. 5 contém espécimes da Bahia e
do Rio Grande do Norte e Pernambuco denominado Gelidium sp. 1 por Iha et al. (2015).
Estes dois grupos correspondem a Gelidium calidum Jamas, Iha & M.T. Fujii, uma espécie
nova recentemente proposta por Jamas et al. (2017). Entretanto, no presente estudo
consideramos ambas como espécies distintas, visto que, apesar de Freshwater et al. (2010)
sugerirem que divergéncias menores que 1% para rbcL corresponde a uma mesma espécie em
Gelidiales, para Gelidium ja foi relatado espécies-irmés com baixa diversidade interespecifica.
Shimada et al. (2000b) encontraram em G. linoides Kiitzing versus G. tenuifolium Shimada,
Horiguchi & Masuda e entre G. koshikianum Shimada, Horiguchi & Masuda versus G. allanii
V.J.Chapman divergéncias de apenas 0,3 e 0,4%, respectivamente. Boo et al. (2014) também
consideraram G. isabelae W.R. Taylor distinta de G. microdonticum, com divergéncia entre
elas de 0,6%. Desta forma, para este trabalho foi considerado que Gelidium sp. 4 e Gelidium
sp. 5 sdo taxons distintos, embora analises com outros marcadores Sejam necessarios para
confirmar o limite de distingdo desses taxons.

Gelidium sp. 3 foi encontrada apenas uma vez, no Espirito Santo. Esta espécie
mostrou-se ndo relacionada a nenhuma espécie de Gelidium conhecida até o momento. As
espécies que mais se aproximaram foram Gelidium sp. 11 do Espirito Santo proposta por lha
et al. (2015) e G. pluma Bornet ex N.H. Loomis, do Havai (Tronchin & Freshwater 2003)

porém a divergéncia entre essas espécies sao de 7% e 9,4%, respectivamente, claramente
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mostrando que sdo espécies distintas. Portanto, devido & alta divergéncia encontrada,

Gelidium sp. 3 é uma forte candidata a espécie nova para a ciéncia.

Espécies de Pterocladiella

A delimitacdo dos espécimes de Pterocladiella foi feita com base em uma arvore de
agrupamento (NJ), com o marcador rbcL-3P. A arvore foi gerada com um alinhamento
maltiplo com 96 sequéncias, sendo somente duas sequéncias obtidas do GB (Tabela 4), num
total de 517 pb (448 pb do gene 3’ rbcL e 69 pb do espacador rbcL-S), excluindo-se os
primers.

A arvore de NJ resultou em dois grupos bem distintos, sendo que cada grupo
representa uma espécie diferente (Figura 3). A divergéncia interespecifica encontrada foi de
9,9%. As espécies Pterocladiella beachiae e P. capillacea ndo apresentaram diversidade

i ntraeSpECifi Ca-- Pterocladizliz capillacea_Franga GU731213
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Figura 3. Arvore de agrupamento por NJ para o marcador rbcL-3P para Pterocladiella. Ndameros entre
parénteses refere-se a quantidade de sequéncias analisadas. NUmeros nos ramos indicam valor de bootstrap.
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As amostras de Pterocladiella beachiae do presente estudo agruparam perfeitamente
com a sequéncia da Costa Rica (localidade tipo), confirmando a identificacdo especifica e a
sua distribuio no nordeste do Brasil e para Cuba, regido caraibica.

Todas as amostras de Pterocladiella capillacea analisadas no presente estudo também
agruparam perfeitamente com a sequéncia da Franca (considerada como referéncia da
localidade tipo), sem nenhuma diversidade intraespecifica, confirmando, assim, a
identificacdo da espécie para Itdlia, Acores, Cuba, Venezuela e sudeste e sul do Brasil.

O estado do Espirito Santo é considerado uma zona de transicdo entre a regifes
ficogeogréficas tropical (do Ceara a Bahia) e a subtropical (do Rio de Janeiro ao Rio Grande
do Sul), propostas por Horta et al. 2001. Essa regido foi a que apresentou maior diversidade
de espécies, correspondendo a seis espécies das nove encontradas neste estudo: G.
floridanum, G. lineare, Gelidium sp. 1, Gelidium sp. 2, Gelidium sp. 3 e P. capillacea. Esse
fato deve estar relacionado a ocorréncia de ampla diversidade de ambientes, desde formacdes
recifais, costdes rochosos, substrato com algas calcéarias e rodolitos e algumas porcgdes de
manguezal. Esta € uma regido que sofre influéncia da corrente de Bengala, formada por aguas
frias vindas do Atlantico Sul, contribuindo para a ocorréncia também de algas tipicas da
regido subtropical (Horta et al. 2001, Miloslavich et al. 2016). Além disso, a plataforma
continental do sudeste brasileiro apresenta condicdes temperadas devido a influéncia da Agua
Central do Atlantico Sul (ACAS) (Yoneshigue-Valentine et al. 1995).

5.2 Aspectos morfoldgicos

No presente trabalho foram identificadas sete espécies de Gelidium e duas espécies de
Pterocladiella, com as descri¢des abaixo:

Gelidium floridanum W.R. Taylor, Papers of the Michigan Academy of Sciences, Arts and
Letters 28: 153, 1943.

Holotipo: Herbario do Jardim Botanico de Nova York (NYBG)
Localidade tipo: Indian River, Flérida.

Figura 4

Planta ereta, cartilaginosa, vermelho vinacea, 3-6,5 cm de altura, isolados ou formando

tufos densos, fixos ao substrato por apressorios do tipo brush-like. Eixos eretos e rizoides
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originam-se das porcdes estoloniferas. Eixos eretos, cilindricos nas porcfes basais e
comprimidas mais acima, com apice obtuso com uma Unica célula apical entre lobos.
Ramificacdo pinada, alterna ou irregular, com ramos de até 3* ordem apresentando a base
constrita. Ramos secundarios seguem o mesmo padrdo de ramificagdo do eixo principal. Em
corte transversal da regido mediana do talo, eixo principal formado por 5-8 camadas de
células medulares, levemente alongadas, 12,5-20 pum de didmetro e 2-4 camadas de células
corticais arredondadas, 5-7,5 um de didmetro. Estoldo cilindrico, 250 um de didmetro. Em
corte transversal do estoldo, regido medular com até 6 camadas de células arredondadas, 12-
24 um de didametro e 2-3 camadas de celulas corticais arredondadas, 5 um de didmetro. No
eixo principal, rizines localizadas na regido medular e no estoldo, no cortex interno. Soros de
tetrasporangios ovoides a alongados dispostos nas por¢des apicais dos ramos secundarios. Em
corte transversal, extremidades arredondadas, inférteis e com rizines. Tetrasporangios
cruciados, com 26 pm de largura e 30 pum de comprimento. Espécimes femininos e

masculinos ndo foram encontrados.

Material examinado

Brasil: Espirito Santo: Serra, Praia de Carapebus (20°14'21"S/40°12'45"0), 26-111-2013,
tetrasporicas (SP 428770, IBT 1579), col. C.H. Kano & L.P. Machado. Rio de Janeiro: Arraial
do Cabo, Praia Grande, Ponta da Cabega (22°58'35"S/42°02'05"0), 11-X1-2015, tetrasporicas
(SP 469569, IBT 2176), col. B.B. Souza. S30 Paulo: Guaruja, Praia do Eden
(23°59'14"S/46°11'08"0), 17-1X-2016, tetrasporicas (SP 469721, IBT 2184), col. B.B. Souza;
Itanhaém, Praia de Cibratel (24°13'31"S/46°51'7"0), 28-V-2013, inférteis (SP 428760, IBT
1608), col. M. Jamas. Santa Catarina, Florianépolis, Praia da Joaquina
(27°37'44"S/48°26'55"0), 16-X1-2013, inférteis (SP 428877, IBT 1631), col. D. Milstein &
L.P. Machado. Venezuela: Nueva Esparta: Isla de Margarita, Bahia de Manzanillo, 3-V-2015,
tetrasporicas (SP 468853, IBT 1991), col. A. Velasquez & M. Duque.

Comentarios
As caracteristicas morfologicas analisadas foram idénticas as descri¢des apresentadas
em lha (2014) e Jamas (2015) e ao tipo (Taylor 1943).
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Figura 4: Gelidium floridanum. (A) Habito geral (0,5cm). (B) Célula apical (25um). (C) Corte transversal da
regido mediana do talo (25pum). (D) Corte transversal do estoldo (25um). (E) Apressorio (0,5cm). (F) Corte
longitudinal do apressorio (25um). (G) Planta tetraspoérica (setas indicam os soros de tetrasporangios) (0,5cm).
(H) Soro de tetrasporangio (0,5cm). (1) Corte transversal do soro de tetrasporangio (250um). (J) Detalhe do corte
de tetrasporangios, mostrando os tetrasporangios cruciados (25um).
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Gelidium lineare lha & Freshwater, Phycologia 55(5): 555-563, 2016

Holdtipo: Herbario do Instituto de Biociéncias - USP (SPF 57727)
Localidade tipo: Praia dos Castelhanos, Anchieta, Espirito Santo, Brasil
Figuras5e 6

Planta ereta, cartilaginosa, vermelho vinaceo escuro, 2-12 cm de altura, isolados ou
formando tufos densos, fixos ao substrato por apressorio do tipo brush-like. Eixos eretos e
rizoides originam-se das porg¢des estoloniferas. Eixos eretos achatados com &pice agudo com
presenca de uma Unica célula apical saliente ou obtuso com a célula apical entre lobos.
Ramificacdo pinada, alterna ou irregular, com ramos de até 3° ordem. Ramos secundarios
seguem 0 mesmo padrdo do eixo principal. Em corte transversal da regido mediana do talo,
eixo principal formado por 5-6 camadas de células medulares, arredondadas, 13-25 um de
diametro e 3-4 camadas de células corticais arredondadas, 6-7,5 pum de didmetro. Estoldo
cilindrico, 500 um de diametro. Em corte transversal do estoldo, regido medular com 3-4
camadas de células arredondadas, 15 um de diametro e 2-3 camadas de células corticais,
arredondadas, 7,5-10 um de didmetro. Rizines abundantes no cértex interno em todo talo e no
estoldo. Soros de tetrasporangios globoides ou ovoides dispostos nos apices dos ramos
secundarios. Em corte transversal, extremidades arredondadas, inférteis e com rizines.
Tetrasporangios tetraédricos ou cruciados, com 25 um de largura e 38 um de comprimento.
Cistocarpo globoide subterminal disposto no apice dos ramos secundarios. Bilocular, dois
ostiolos e pericarpo revestido por 3 camadas de células corticais. Soros de espermatangios
arredondado dispostos nos apices dos ultimos ramos, variando de um a mdaltiplos soros por
ramo, 50 pum de didmetro. Espermacios formados por divisdo transversalmente entre as

células corticais e abundantes rizines na medula.

Material examinado

Brasil: Ceard: S0 Gongalo do Amarante, Praia da Taiba (3°30'14"S/38°54'28"0), 28-VI-
2013, femininas e tetrasporicas (SP 428759, IBT 1582), col. C.H. Kano & L. Soares; Caucaia,
Praia do Pacheco (3°40'58"S/38°39'4"0), 28-V1-2013, tetrasporicas (SP 428757, IBT 1580),
co. CH. Kano & L. Soares. Pernambuco: Recife, Ilha de Itamaracj,
(07°44'53"S/34°49'50"0), 21-111-2015, inférteis (SP 469567, IBT 1937), col. M.T. Fujii;
Recife, Praia Boa Viagem (08°14'34"S/34°55'68"0), 11-111-2009, inférteis (SP 468910, IBT
524), col. M.T. Fujii; Alagoas: S&o Miguel dos Milagres, Barra do Boqueirdo
(9°07'20"S/35°16'16"0), 22-X1-2014, masculinas (SP 469094, IBT 1892), col. M.T. Fujii et
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al. Bahia: Ilha de Tinharé, Praia Ponta Pond (13°27'14"S/38°53'17"0), 30-VII-2015,
tetrasporicas (SP 468911, IBT 2053), col. M.T. Fujii & B.B. Souza; Ilha de Boipeba, Praia da
Barra (13°34'37"S/38°55'0"0), 1-VI111-2015, tetrasporicas (SP 468918, IBT 2078), masculinas
(SP 468919, IBT 2082), col. M.T. Fujii & B.B. Souza; llha de Boipeba, Praia Moreré
(13°35'37"S/38°53'37"'0), 31-VI1-2015, femininas e tetraspdricas (SP 468915, IBT 2063; SP
468917, IBT 2065), col. M.T. Fujii & B.B. Souza. Espirito Santo: Funddo, Enseada das
Gargas (20°01'52"S/40°09'42"0), 21-V1-2013, tetrasporicas (SP 468888, IBT 1576), col. C.H.
Kano & L.P. Machado; Serra, Praia de Carapebus (20°14'21"S/40°12'45"0), 23-VI1-2013,
tetraspodricas (SP 468889, IBT 1948), col. C.H. Kano & L.P. Machado.

Comentarios

Gelidium lineare Iha & Freshwater (como Gelidium coarctatum Kitzing) foi
considerada uma espécie endémica do Brasil, comum na costa tropical (Ugadim 1985, 1988).
Porém, analises de DNA aliadas as caracteristicas morfologicas do holétipo de G. coarctatum
realizadas por Iha et al. (2016) mostraram que a espécie € sindbnimo heterotipico de Gelidium
capense (Gmelin) P.C. Silva da Africa do Sul, e que o epiteto G. coarctatum foi aplicado
erroneamente a espécie de &guas tropicais, posteriormente proposta como espécie nova
denominada G. lineare. Atualmente ela é reconhecida por estar distribuida no Atlantico
ocidental tropical, com registros para o Brasil e Panama, tendo o Espirito Santo como
localidade tipo (Iha et al. 2016). No Brasil, G. lineare (como G. coarctatum) foi descrita
ocorrendo amplamente no nordeste brasileiro até o sul do estado do Espirito Santo (Ugadim
1987, Nunes 2005, Jamas 2015).

As caracteristicas morfologicas dos espécimes analisados foram idénticas as

descri¢des do material tipo.
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Figura 5: Gelidium lineare. (A, B, C) Habito geral de PE, AL e ES (0,5cm). (D) Célula apical (25um). (E) Corte
transversal da regido mediana do talo (25um). (F) Apressorio (100um). (G) Corte longitudinal do apressorio
(25um). (H) Corte transversal do estoldo (25um).
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Figura 6: Gelidium lineare. (A) Planta tetraspéricas (setas indicando os tetrasporangios) (0,2cm). (B) Detalhe do
sore de tetrasporangios (250um). (C) Corte transversal do soro de tetrasporangio (25um). (D) Detalhe do ramo
com cistocarpo (100um). (E) Corte transversal do cistocarpo (25um). (F) Detalhe do ramo com soros de
espermatangios (100um). (G) Corte transversal do espermatangio (25um).

Gelidium sp. 1
Figura 7

Planta ereta, cartilaginosa, vermelho claro, 1-5 cm de altura, isolados ou pequenos
tufos, fixos ao substrato por apressorios do tipo brush-like. Eixos eretos e rizoides originam-
se das porgdes estoloniferas. Eixos eretos achatados com apices obtuso com presenga de
célula apical levemente entre lobos. Ramificacdo irregular de até 22 ordem. Em corte
transversal da regido mediana do talo, eixo principal formado por 4-5 camadas de células
medulares frouxas e alongadas, 7,5 pm de largura e 10 um de comprimento e 2 camadas de
células corticais arredondadas, 6 pum de diametro. Estoldo cilindrico, 300um de diametro. Em
corte transversal do estoldo, regido medular com 4-5 camadas de células arredondadas, 12,5-
16 pum de diametro e 2-3 camadas de células corticais, elipticas transversalmente, 2,5-5 um de
diametro. Rizines abundantes entre as medulas no talo e estoldo. Soro de tetrasporangios
alongados dispostos nas porcOes apicais dos ultimos ramos. Em corte transversal,
extremidades afilado-arredondadas, inférteis e com rizines. Tetrasporangios cruciados com
15-25 pm de largura e 38-42 um de comprimento. N&o foram encontrados espécimes

femininos e masculinos.

Material examinado



31

Brasil: Espirito Santo: Serra, Praia de Carapebus (20°14'21"S/40°12'45"0), 23-VI-2013,
tetrasporicas (SP 468890, IBT 1952), col. C.H. Kano & L.P. Machado. Bahia: Camacari,
Praia de Jaua (12°49'25"S/38°13'11"0), 03-VI111-2015, tetrasporicas (SP, IBT 2097), col. M.T.
Fujii & B.B. Souza.

Comentarios

As caracteristicas morfologicas dos espécimes analisados foram idénticas a descricao
de Gelidium sp. 2 feita por Jamas (2015). Mas difere da descricdo de Gelidium sp. 2 de lha
(2014), pela presenca de ramos filiformes, apice agudo com célula proeminente, poucas
rizines no estoldo e talo com células medulares organizadas. A comparacdo das estruturas
reprodutivas ndo pbde ser realizada, pois em ambos os trabalhos ndo foi encontrado

exemplares férteis.

Figura 7: Gelidium sp. 1. (A) Habito geral (0,5cm). (B) Célula apical (25um). (C) Corte transversal da regido
mediana do talo (25um). (D) Apressério (100um). (E) Corte transversal do estoldo (25um). (F). Planta
tetraspdrica (setas indicam os soros de tetrasporangios) (0,5cm). (G) Soro de tetrasporangio (100um). (H) Corte
transversal do soro de tetrasporangio (25um).
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Gelidium sp. 2
Figuras 8

Planta ereta, vermelho claro, 3 cm de altura, talos em pequenos tufos ou isolados, fixos
ao substrato por apressorio do tipo brush-like. Eixos eretos e rizoides originam-se das porc¢des
estoloniferas. Eixos eretos achatados com apices obtusos com uma unica célula apical
proeminente e levemente entre dois lobos. Ramificacéo alterna ou irregular, com ramos de até
2% ordem. Em corte transversal da regido mediana do talo, eixo principal formado por 3
camadas de células medulares arredondadas com organizacdo central, 7-13 um de diametro e
3-4 camadas de células corticais arredondadas, 5 um de didmetro. Estoldo cilindrico, 250 pm
de didametro. Em corte transversal do estoldo, regido medular com 4-5 camadas de células
medulares arredondadas, 7,5-10 pm de didmetro e 2-3 camadas de células corticais
arredondadas, 2,5-5 pum de didmetro. Rizines distribuidas de forma abundante em toda regiéo
medular do talo e mais concentrada no cortex interno do estoldo. Soros de tetrasporangios
alongados dispostos nos apices dos ultimos ramos. Em corte transversal, extremidades
arredondadas, inférteis e com rizines. Tetrasporéngios tetraédricos, com 25um de largura e
39um de comprimento. Cistocarpos sub ou terminais esféricos dispostos no &pice dos ramos
secundarios. Biloculares com pericarpo de 3-5 camadas de células e ostiolo nos dois lados.

Né&o foram encontrados espécimes masculinos.

Material examinado

Brasil: Espirito Santo: Serra, Praia de Capuba (20°6'29"S/40°10'19"0), 21-VI-2013,
femininas (SP 469177, IBT 1578), col. C.H. Kano & L.P. Machado; Anchieta, Praia dos
Castelhanos (20°48'50"S/40°37'55"0), 22-V1-2013, femininas (SP 428772, IBT 1609), col.
C.H. Kano & L.P. Machado; 9-1X-2014, femininas (SP 469012, IBT 1824), col. M.T. Fujii.

Comentarios

As caracteristicas morfologicas dos espécimes analisados foram idénticas as
descricbes de Gelidium sp. 10 apresentadas em lha (2014). Apesar das espécies-irmas, G.
floridanum-Gelidium sp. 2, serem bem proximas molecularmente, elas apresentam sutis
diferencas morfologicas vegetativas, que podem ajudar na sua distingdo, como mostrado na
tabela 7.



Figura 8: Gelidium sp. 2. (A) Habito geral (0,5cm). (B) Célula apical (25um). (C) Corte transversal da regido
mediana do talo (25um). (D) Apressorio (250um). (E) Corte longitudinal do apressorio (25um). (F) Corte
transversal do estoldo (25um). (G) Soro de tetrasporangio (100um). (H) Corte transversal do soro de
tetrasporangio (25um). (1) Cistocarpo (100um). (J) Corte transversal do cistocarpo (25um).

Tabela 7: Diferencas morfologicas vegetativas entre G. floridanum e Gelidium sp. 2.

Carateristicas/Espécies G. floridanum Gelidium sp. 2

Corte transversal do talo

Medula 5-8 camadas de células alongadas 3 camadas de células arredondadas
Cortex 2-4 3-4
Organizacéo central nédo sim

Corte transversal do estolao
Medula 6 camadas 4-5 camadas
Quantidade razoavel distribuidos Raros na medula interna e bem

Distribuicéo de rizines " y
entre as regides medulares concentrados na por¢éo externa
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Gelidium sp. 3
Figura 9

Planta ereta, consistente, vermelho vinaceo, 1cm de altura, crescimento de forma
rastejante sobre o substrato, fixos por apressorios do tipo brush-like. Eixos eretos e rizoides
originam-se das porcdes estoloniferas. Eixos eretos achatados com apices agudos com célula
apical saliente. Ramificacdo irregular de até 22 ordem. Em corte transversal da regido mediana
do talo, eixo principal formado por 3-4 camadas de células medulares, arredondadas com
organizacdo central, 7,5 pm de didmetro e 2 camadas de células corticais, arredondadas, 2,5-3
pum de diametro. Estoldo pouco compresso, 214 um de altura e 315 um de comprimento. Em
corte transversal do estoldo, regido medular com 3 camadas de células medulares,
arredondadas com organizacdo central, 16,5 um de didmetro e 3-5 camadas de células
corticais, arredondadas, 3-5 pum de diametro. Rizines abundantes na regido medular de todo
talo e ausentes no estoldo. Ndo foram encontrados espécimes tetrasporéfitos, femininos e

masculinos.

Material examinado
Brasil: Espirito Santo: Anchieta, Praia de Parati (20°4821"S/40°36'01"0), 08-1X-2014,
inférteis (SP 469562, IBT 1825), col. M.T. Fujii.

Comentarios
A falta de estruturas reprodutivas ndo permitiram um estudo morfologico mais
detalhado.



Figura 9: Gelidium sp. 3. (A) Planta sobre outra alga (0,5cm). (B) Habito geral (0,2cm). (C) Corte transversal da
regido mediana do talo (25um). (D) Célula apical (25um). (E) Apressério (100um). (F) Corte transversal do
estoldo e longitudinal do apressorio (25um).

Gelidium sp. 4
Figura 10

Planta ereta, vermelha escura, 1-2 cm de altura, talos isolados, fixos ao substrato por
apressorios do tipo brush-like. Eixos eretos e rizoides originam-se das porcdes estoloniferas.
Eixos eretos achatados com &pices agudos com uma Unica célula apical proeminente.
Ramificacéo irregular, com ramos de até 22 ordem. Em corte transversal da regido mediana do
talo, eixo principal formado por 3 camadas de células medulares, arredondadas, 13-20 um de
didametro e 2-3 camadas de células corticais, alongadas, 5 um de largura e 7,5 um de
comprimento. Estoldo compresso, 300 um de altura e 400 um de comprimento. Em corte
transversal do estoldo, regido medular com 7-9 camadas de células alongadas, com
organizacdo central, 9 um de largura e 14 um de comprimento e 2 camadas de células
corticais, arredondadas, 7,5 um de diametro. Rizines distribuidas na regido medular de todo
talo e raros ou ausentes no estoldo. Soros de tetrasporangios ovoides dispostos nos apices dos

altimos ramos. Em corte transversal, extremidades arredondadas, inférteis e presenca de
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poucas rizines. Tetrasporangios cruciados, esféricos, com 16 pm de didmetro. Espécimes

femininos e masculinos ndo foram encontrados.

Material examinado
Cuba: Cienfuegos, La Milpa, Bahia de Cienfuegos (22°04'N/80°27'0), 11-2015, tetrasporicas
(SP 468893, IBT 1942 e IBT 1944), col. A. Moreira.

Comentarios

Foram encontrados apenas dois espécimes desse taxon. As caracteristicas

morfologicas encontradas sdo idénticas a descricao de Gelidium sp. 1 feita por Jamas (2015).

A 4 €

Figura 10: Gelidium sp. 4. (A) Habito geral (0,5cm). (B) Célula apical (25um). (C) Apressorio (100um). (D)
Corte transversal da regido mediana do talo (25um). (E) Corte transversal do estoldo (25um). (F) Planta
tetraspdrica (setas indicam os soros de tetrasporangios) (0,5cm). (G) Soro de tetrasporangio (100um). (H) Corte
transversal do soro de tetrasporangio (25um).
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Gelidium sp. 5
Figura 11

Planta ereta, vermelho escuro, 2,5-4,5 cm de altura, talos isolados ou em densos tufos,
fixos ao substrato por apressorio do tipo brush-like. Eixos eretos e rizoides originam-se das
porcdes estoloniferas. Talo compresso na base e com porcdes apicais achatadas, com apices
agudos com uma Unica célula apical saliente ao talo. Ramificacdo alterna ou irregular, com
ramos de até 22 ordem. Corte transversal da regido basal do talo principal formado por 3-4
camadas de células medulares, arredondadas com organizagdo central, 10-12,5 pm de
diametro e 3-4 camadas de células corticais, circulares, 5-7,5 um de diametro. Corte
transversal da regido achatada do eixo principal formada por 2-3 camadas de células
medulares, arredondadas, 10-14 um de diametro e 3 camadas de células corticais, circulares, 5
pum de didmetro. Estoldo cilindrico, 280 um de didmetro. Em corte transversal do estoldo,
regidao medular com 3-4 camadas de células arredondadas, 10 pm de didmetro e 3-4 camadas
de células corticais, arredondadas, 10 um de diametro. No talo basal, rizines concentradas no
cortex interno, na porcdo mais apical e estoldo estdo abundantes em toda medula. Soros de
tetrasporangios ovoides dispostos nas porcdes apicais dos ultimos ramos, podendo ser (nico
ou multiplo no mesmo ramo. Em corte transversal, extremidades arredondadas, férteis e com
poucas rizines. Tetrasporangios tetraédrico, 25um de largura e 39um de comprimento. Nao

foram encontrados espécimes femininos e masculinos.

Material examinado
Brasil: Bahia, llha de Boipeba, Praia da Barra (13°34'37"S/38°55'0"0), 1-VIII-2015,
tetraspodricas (SP 469568, IBT 2079), cols. M.T. Fujii & B.B. Souza.

Comentarios

Gelidium sp. 5 possuem caracteristicas morfologicas semelhantes ao Gelidium sp. 1
proposto por Iha (2014). A espécie Gelidium sp. 4, no estudo molecular formou um grupo
irmdo com Gelidium sp. 5, porém elas apresentam fortes diferencas morfoldgicas, como
apresentado na tabela 8. Neste caso, o estudo morfoldgico serviu como um sélido suporte para

ajudar e confirmar a separacdo das espécies-irméas pela analise molecular.
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Figura 11: Gelidium sp. 5. (A) Habito geral (0,5cm). (B)
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Detalhe do talo (0,5cm). (C) Célula apical (25um). (D)

Corte transversal da regido apical do talo (25um). (E) Corte transversal da regido basal do talo (25um). (F)
Apressorio (100um). (G) Corte longitudinal do apressério (25pm). (H) Corte transversal do estoldo (25pum). (1)
Soro de tetrasporangio (250um). (J) Corte transversal do tetrasporangio (25um).

Tabela 8: Diferengas morfologicas entre Gelidium sp. 4 e Gelidium sp. 5.

Carateristicas/Espécies Gelidium sp. 4 Gelidium sp. 5
Tamanho 1-2cm de altura 2,5-4,5cm de altura
Forma do talo todo compresso base cilindrica e pice compresso
_ — 3 camadas arredondadas e basal: 3-4 camadas arredondadas organizadas; apical:
< edula
s desorganizadas 2-3 camadas arredondadas desorganizadas
>
(72
S i o basal: 3-4 camadas arredondadas;
= Cortex 2-3 camadas elipticas .
8 apical: 3 camadas arredondadas
Q o :
O Rizines presente na medula Basal e apical presente na medula
Estolao compresso cilindrico
7-9 camadas alongadas e
= Medula . 3-4 camadas arredondadas
s ¢ organizadas
j S =
8 2 Cortex 2 camadas arredondadas 3-4 camadas arredondadas
©
= Rizines raros ou ausentes presentes na medula

Tetrasporangio margem infértil

margem fértil
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Pterocladiella beachiae Freshwater, Phycologia 40: 340-350, 2001

Holotipo: Herbéario da Universidade de Michigan, EUA (MICH).
Localidade tipo: Cahuita, Limon, Costa Rica.
Figura 12

Planta ereta, vermelho vinacea a esverdeada, 1,4-5,5 cm de altura, formando pequenos
tufos ou talos isolados, fixos ao substrato por apressorio do tipo peg-like. Eixos eretos
achatados e rizoides originam-se das porcdes estoloniferas. Apice obtuso com uma Unica
célula apical proeminente levemente entre lobos ou ndo. Ramificacdo pinada, alterna ou
irregular e ramos de até 22 ordem. Em corte transversal da regido mediana do talo, eixo
principal formado por 3-4 camadas de células medulares alongadas, 38 pm de comprimento e
14 um de largura e 2-3 camadas de células corticais arredondadas, 7,5 pm de didmetro.
Estoldes compressos, 360 um de altura e 400 um de comprimento. Em corte transversal do
talo, regido medular com 7 camadas de células arredondadas, 10-14 um de diametro e 2
camadas de células corticais arredondadas, 5-7,5 um de didmetro. Rizines espalhadas entre a
regido medular em todo talo e ausentes ou raros na medula do estoldo. Soro de tetrasporangios
desenvolvidos nas porcBes distais dos ultimos ramos. Em corte transversal, extremidades
arredondada-afiladas, inférteis e com presenca de rizines. Tetrasporos tetraédricos ou
cruciados, com 25um de largura e 26pum de comprimento. Espécimes femininos e masculinos

ndo foram encontrados.

Material examinado

Brasil: Pernambuco: Recife, Praia da Boa Viagem (08°14'34"S/34°55'68"0) 18-111-2015,
tetraspdricas (SP 469180, IBT 1893), col. M.T. Fujii. Bahia: Mata de S&o Jodo, Praia do Forte
(12°57'0"S/38°00'00"0), 7-V-2015, tetrasporicas (SP 468852, IBT 1951), col. N. Yokoya;
Ilha de Tinharé, Praia Ponta Pond (13°27'14"S/38°53'17"0), 30-VI11-2015, tetrasporicas (SP
468913, IBT 2055), col. M.T. Fujii & B.B. Souza; llha de Boipeba, Praia da Barra
(13°34'37"S/ 38°55'0"0), 1-VI11-2015, tetrasporicas (SP 468920, IBT 2083), col. M.T. Fujii
& B.B. Souza. Cuba: Cuidad de La Habana: Playa (23°06'N/ 82°28'0), 11-2015, tetrasporicas
(SP 468896, IBT 1945 e IBT1946), col. P. Gonzalez.
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Comentarios

Pterocladiella beachiae é uma espécie ainda pouco estudada, tendo como localidade
tipo a Costa Rica (Thomas & Freshwater 2001) e citacdo de ocorréncia somente para o
Panama (Freshwater et al. 2010), Brasil (Iha et al. 2015) e Maléasia (Sohrabipour et al. 2013).
A descoberta dessa espécie levou a formacdo de um complexo de espécies cripticas com
Pterocladiella caerulencens (Kitzing) Santelices & Hommersand e Pterocladiella
australafricanensis (Freshwater et al. 2010), formando um grupo-irmé&o com P. capillacea. A
ocorréncia de P. beachiae e P. australafricanensis para o Brasil levantou a hip6tese de que a
citacdo de P. caerulencens para essa regido pode ter sido confundida com as outras espécies
do complexo (Iha et al. 2015).

As caracteristicas morfologicas dos espécimes analisados foram idénticas as
descri¢bes do material tipo e de lha (2014). Porém as amostras apresentaram as extremidades
do tetrasporangios inférteis, enquanto que as da Malasia possuem extremidades férteis
(Sohrapibour et al. 2013). Os estudos moleculares e morfologicos deste trabalho revelaram e

confirmaram a primeira ocorréncia dessa espécie para a regido de Cuba.
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Figura 12: Pterocladiella beachiae. (A e B) Habito geral de Cuba e Brasil, respectivamente (0,5cm). (C) Célula
apical (25um). (D) Corte transversal da regido mediana do talo (25pum). (E) Corte transversal do estoldo (25um).
(F) Apressorio (100um). (G) Corte transversal do apressorio (25um). (H) Soro de tetrasporangio (100um). (1)
Corte transversal do soro de tetrasporangio (25um).
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Pterocladiella capillacea (Gmelin) Santelices & Hommersand, Phycologia 36: 114-119, 1997

Basinémio: Fucus capillaceus S.G. Gmelin, Hist. Fuc. p. 147, 1768

Lectotipo: lustracdo original, na auséncia do material tipo. (Gmelin, 1768, pl. 15, fig.1)
Localidade tipo: Mar Mediterraneo (Gmelin, 1768:146)

Figuras 13 e 14

Planta ereta, vermelha vinaceo escuro, 3,5 a 13 cm de altura, formando tufos densos
ou talos isolados, fixos ao substrato por apressorio do tipo peg-like. Eixos eretos achatados e
rizoides originam-se das porgdes estoloniferas. Apice obtuso com uma Unica célula apical
proeminente levemente entre lobos. Ramificacdo pinada, alterna ou irregular, com ramos de
até 3% ordem. Ramos secundarios seguem o mesmo padrdo do eixo principal. Em corte
transversal da regido mediana do talo, eixo principal formado por 7-12 camadas de células
medulares alongadas, 24 um de comprimento e 14 um de largura e 2-3 camadas de células
corticais arredondadas, 5 pm de diametro. Estoldo cilindrico, 400 um de diametro. Em corte
transversal do estoldo, regido medular com 7-12 camadas de células arredondadas, 12-17 pm
de didmetro e 2 camadas de células corticais elipticas radialmente, 5 um de comprimento e 2
pm de largura. Rizines espalhadas entre a regido medular em todo talo e ausentes ou raros na
medula do estoldo. Soros de tetrasporangios dispostos nas porcdes apicais dos ultimos ramos.
Em corte transversal, extremidades arredondadas, inférteis e com rizines. Tetrasporangios
tetraédricos, com 35 um de comprimento e 25 um de largura. Soros de espermatangios
alongados desenvolvidos nos &pices dos ramos. Espermécios formados por divisdo
transversalmente entre as células corticais e rizines abundantes na medula. Espécimes

femininos ndo foram encontrados.

Material examinado

Brasil: Espirito Santo: Serra, Manguinhos (20°11'20"S/40°11'24"W), 26-111-2013, femininas
(SP 428767, IBT 1575), col. C. H. Kano & L. P. Machado. Rio de Janeiro: Arraial do Cabo,
Prainha (22°57'22"S/42°01'36"0), 14-V-2014, tetrasporicas (SP 428771, IBT 1767), col. M.T.
Fujii; Arraial do Cabo, Prainha (22°57'46"S/42°01'32"0), 6-111-2015, tetraspdricas (SP
469178, IBT 1939), col. V. Cassano; Arraial do Cabo, Praia Grande, Ponta da Cabeca
(22°58'35"S/42°02'05"0), 11-X1-2015, masculino (SP 469571, IBT 2176), col. B.B. Souza;
Cabo Frio, Ilha do Vigia (22°52'30"S/41°57'13"0), 7-111-2015, tetrasporicas (SP 469179, IBT
1940), col. V. Cassano; Buzios, Praia Rasa (22°44'01"S/41°5727"0), 13-XI-2015,
tetrasporicas (SP 469561, IBT 2177), col. M.T. Fujii. Sdo Paulo: Ubatuba, Ilha Vitdria
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(23°25'39"S/45°3'48"0), 19-V-2008, tetrasporicas (SP 469563, IBT 172), col. M.T. Fujii; Ilha
do Cardoso, Praia Cambriu (25°09'22"S/47°54'58"0), 30-VI-2010, masculina (SP 469564,
IBT 441), col. M.T. Fujii. Portugal: Acores: Ilha de Sdo Miguel, infértil (SP 469574). Italia:

Genova: 1990, infértil, col. V. Cassano.

Comentarios

As caracteristicas morfologicas dos espécimes analisados foram idénticas as
descricdes apresentadas por Boo et al. (2010) e lha (2014).

Das amostras obtidas neste trabalho de P. capillacea, apesar de ndo ter sido
encontrada diversidade intraespecifica significativa, foi possivel notar a alta plasticidade
fenotipica que essa espécie apresenta de acordo com as diferentes regides em que foram
coletadas, como é possivel perceber na figura 13. A alta variagdo morfoldgica em uma especie
cosmopolita também foi encontrada em Gelidium crinale (Kim & Boo 2012). Essa
caracteristica, corrobora com Boo et al. (2010) que sugerem que P. capillacea pode
apresentar significativa variagdo morfologica no padrdo do talo decorrentes das diferentes

influéncias oceanogréficas.
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Figura 13: Pterocladiella capillacea. (A - F) Habito geral, respectivamente, de SP, RJ, RJ, SC, Agores e Italia
(1cm).
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Figura 14: Pterocladiella capillacea. (A) Célula apical (25um). (B) Corte transversal da regido mediana d

o talo
(25pum). (C) Apressorio (250um). (D) Corte transversal do apressério (25um). (E) Soro de tetrasporangio
(100pm). (F) Corte transversal do soro de tetrasporangio (25um). (G) Planta com espermatangios (setas)

(0,5cm). (H) Detalhe do ramo com soros de espermatangios (100um). (1) Corte transversal do espermatangio
(setas indicando os espermacios) (25pm).
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5.3 Estudo da diversidade de haplétipos e distribuicdo geografica

O conjunto de dados para analise populacional de cada espécie foi separado por

marcador e se encontra na tabela 9.

Tabela 9: Quantidade e tamanho das sequéncias analisadas por marcador de cada espécie.

Marcador rbcL-3P COlI-5P cox2-3 cox1l rbcL
Espécie N pb N pb N pb N pb N pb
G. floridanum 31 834(?0‘1:53;2;; 30 561 17 261 10 1411 8 1302
G.lincare 68 824(?0‘1:5322;; 55 561 41 oo 30 1411 22 1302
P.beachiae 51 8‘é4§0d§sg§2:d’;r 56 53 26 261 4 1205 14 1351
P. capillacea 100 8g4§odé’sg:2: d;r 88 494 27 261 30 1295 61 1350

(N) niamero de sequéncias; (pb) nimero de pares de bases.

Gelidium floridanum: para o marcador rbcL-3P, com 9 sitios polimorficos, essa espécie
apresentou divergéncia intraespecifica de 0,2-1,1%, resultando em quatro haplétipos (Hrf)
(Figura 15A). Na analise com o rbcL-3P ndo foi inserida a sequéncia referente a espécie da
Costa Rica. O COI-5P, com apenas um sitio polimérfico, resultou em dois haplétipos (Hcf)
(Figura 15B) divergentes em 0,2%. Por fim, o marcador cox2-3, com um sitio polimorfico,
apresentou dois haplétipos (Hof) (Figura 15C) divergentes em 0,4%. Devido a baixa
quantidade de sequéncias obtidas com o coxl e rbcL para diferentes localidades, esses

marcadores ndo foram utilizados para as analises.

rbcL-3P A
Hrfl _ Venezuela
O—__‘\Q, Brasil COI-5P B
Hrf3 \ ]
)4 \\ ~o *RJ _ Venezuela cox2-3 ¢

S \ 3 Hrf2 " Brasil o Bradil
\
\ — . » ES y Venezuels
\9 » Venezuela Hef2 Or—?fz nezucia
Hrf4 Hcfl Hof1l o)

Figura 15: Redes de haplotipos de Gelidium floridanum para o marcador rbcL-3P (A), COI-5P (B) e cox2-3 (C).
Cada circulo representa um hapldtipo e seu tamanho € proporcional a quantidade de sequéncias; divergéncias
maiores que 1bp estdo representados por nimeros na linha preta.

Ao analisar o rbcL-3P foi possivel notar que a Venezuela e o Brasil compartilham um
haplotipo em comum (Hrfl) e essas duas regides apresentaram mais um haplotipo cada.
Entretanto, a variacdo genética foi menor no Brasil (0,2%) do que na Venezuela (0,9%).

Assim ¢ possivel sugerir que a separacdo dos haplotipos é mais recente no Brasil. Porém a
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baixa quantidade de sequéncias obtidas dessa espécie nessas regides, sendo Venezuela com 2
amostras e Brasil com 22, ndo permite conclusdes claras a respeito do seu padrédo
filogeogréfico.

Dentre os individuos coletados para este trabalho, os trés marcadores tiveram um
haplétipo comum (Hrfl, Hcfl e Hofl) englobando praticamente todas as amostras e mais um
haplotipo divergente (Hrf2, Hcf2 e Hof2). Entretanto, os haplétipos divergentes ndo tiveram
congruéncia em relacéo a localidade de ocorréncia, pois para o rbcL-3P, COI-5P e cox2-3 eles
foram, respectivamente, no Rio de Janeiro, no Espirito Santo e na Venezuela. A partir disso,
segundo Avise 2000, é possivel sugerir que provavelmente as possiveis barreiras
biogeogréaficas presentes no sudeste e sul brasileiro ndo sdo persistentes para impedir o fluxo
génico dessa espécie ou que se trata de uma recente introducdo no pais devido a baixa
divergéncia encontrada.

No banco de dados, para G. floridanum existem poucas sequéncias referentes a outras
regides além do Brasil, compreendendo somente a Flérida e Venezuela para o marcador rbcL.
E ndo ha sequéncias para outros marcadores, 0 que impede de realizar analises mais amplas
para entender como essa espécie esta distribuida e qual foi sua direcéo de dispersdo. Levando
em consideracdo as regides ficogeogréaficas propostas por Horta et al. (2001), G. floridanum

ocorreu na zona de transicéo e na regido subtropical.

Gelidium lineare: a rede de hapl6tipo com o marcador rbcL-3P mostrou sete grupos (Hrl a
Hr7) (Figuras 16A e 16B), com sete sitios polimérficos. Para o COI-5P houve formacéo de 15
grupos (Hcl a Hcl5) (Figuras 16A e 16C), com 18 sitios polimorficos. Enquanto que o
espacador cox2-3 resultou em oito grupos (Hcol a Hco8) (Figuras 16A e 16D), com 14 sitios
polimérficos. Por fim, o cox1 apresentou 15 grupos (Hx1 a Hx15) (Figura 16A e 16E), com
47 sitios polimorficos. Os valores de diversidade haplotipica (H) e nucleotidica (r), Tajima’s

D e Fu’s Fs dentro desse grupo para todos os marcadores estdo inseridos na tabela 10.



48

rbcL.-3P COI-5P cox2-3 cox1
[N 1 .(11) () () ()
2 ’, ) 8
o 3 .m Ou) O(l) 5]
4 ‘(13)@(11) Quz) (4)
i 5 .(S) ’(5) O(d) ‘(2)
6 .u) m Om .m
7 ‘(3) 0(3) CD(a) 0(3)
20°8 8 ’(8) @(9) O(s) (6)
9 O(zo) ‘(15) O(IO) @(11)
- 30°S 10 @(5) 0(8) Om Ou)
A
rbcl-3P B COI-5P &
.r/ \ ,  H7 Hré .
Hr2 . // \\
v \\ //.\/
O e
Hr5 \)/ Hr4
v 0
Hc2
Hr3
cox1 E
cox2-3 D
Hcos Hco7
o
Hco3
HQS \2 "\ ‘//
Heod OHCOZ "ic°1
Q— { _,/,
P i L
Hx11l ®Hx12
O HX15

Figura 16: Relaces filogeogréficas e distribuicdo de G. lineare. Distribuigcdo geogréfica dos haplétipos por regido (A).
Redes de haplétipos para o marcador rbcL-3P (B), COI-5P (C), cox2-3 (D) e coxl (E). Nas redes, cada circulo
representa um haplétipo e seu tamanho é proporcional a quantidade de sequéncias; divergéncias maiores que 1bp estéo
representados por nimeros na linha preta. No mapa, os nimeros entre parénteses se referem a quantidade de individuos
sequenciados. NUmeros no mapa sdo referentes aos locais de amostragem, sendo Panama (1 e 2) e Brasil (PI - 3, CE - 4,
RN-5,PB-6,PE-7, AL -8, BA-9eES -10). (\\) na linha indicam divergéncia maior que 4 pares de bases.
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Tabela 10: Valores de diversidade haplotipica (H) ¢ nucleotidica (), Tajima’s D ¢ Fu’s Fs
para G. lineare.

Testes/ Tajima’s D Fu’s Fs
H n
Marcadores D p Es D

rbcL-3P 0,7902 +/-0,0194  0,0047 +/-0,0029  1,0946 0,8730 0,9363 0,7070
COlI-5P 0,8970 +/-0,0172  0,0077 +/- 0,0043  0,1475 0,6210 -1,6447 0,3090
cox2-3 0,6646 +/-0,0752  0,0082 +/- 0,0052  -1,2670 0,0760 -0,0364 0,5300

coxl 0,9149 +/-0,0321  0,0081 +/- 0,0042  -0,0941 0,5280 0,4139 0,6130

Para todos os marcadores, os calculos de diversidade foram realizados considerando
todos os haplétipos encontrados como uma Unica populacdo. Em todos os marcadores, a
diversidade nucleotidica (1) encontrada foi alta (>0,5%) assim como a diversidade haplotipica
(H) (>0,5). Alta H e alta =, segundo Grand & Bowen (1998), possivelmente reflete uma
espécie que manteve o tamanho de suas populacdes grandes e estaveis, devido a uma longa
historia evolutiva ou realizacdo de contato secundario entre as linhagens. Esse efeito também
foi verificado em Gelidium elegans (Kim et al. 2012).

Para o COI-5P e o cox1, os valores de H foram os maiores e estdo dentro dos valores
encontrados para espécies de Gelidiales, como em G. crinale (Kim & Boo 2012), G. elegans
(Kim et al. 2012) e Capreolia implexa Guiry & Womersley (Boo et al. 2014b). G. lineare
teve diversidade haplotipica para o cox1 maior do que a encontrada em G. crinale distribuida
ao redor do mundo (Kim & Boo 2012).

Os valores de Tajima’s D e Fu’s Fs, para todos os marcadores, ndo foram
significativos, assim como relatado para populacGes das espécies de Bostrychia intricata
(Bory) Montagne (Muangmai et al. 2015), Pyropia acanthophora (E.C. Oliveira & Coll)
M.C. Oliveira, D. Milstein & E.C. Oliveira (Dumilag & Aguinaldo 2017) e Sargassum
fusiforme (Harvey) Setchell (Hu et al. 2016). Valores néo significativos (entre -1 e 1) para
esses dois testes ndo sdo capazes de determinar se uma espécie apresenta ou ndo uma recente
expansdo populacional.

Com anélise de todos os marcadores moleculares, Gelidium lineare mostrou ser uma
espécie que apresenta uma estrutura genética correlacionada com o contexto geografico. Os
marcadores COI-5P e cox1 foram os que tiveram maior quantidade de haplétipos encontrados.
O cox2-3, apesar de ter uma sequéncia curta (261pb) apresentou uma quantidade de sitios
polimorficos (14 sitios) similar ao COI-5P (19), que é uma sequéncia maior (561pb). Além
disso, 0 cox2-3 foi o unico marcador que teve um haplotipo em comum do Ceara até Alagoas.

O ponto mais ao norte onde G. lineare foi identificada é o Panama, e as sequéncias
disponiveis no GB para essa regido estdo presentes somente para 0 marcador rbcL. Mesmo

assim, foi possivel verificar que Panama apresentou dois hapldtipos distintos dos encontrados
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no Brasil, sugerindo que ndo h& fluxo génico. Provavelmente a distancia geogréfica entre o
Panama e o Brasil possa estar atuando como uma barreira impedindo a troca génica entre 0s
individuos dessas regides. Visto que, segundo Iha et al. (2016), G. lineare nédo se trata de uma
introdugdo recente no Panam4, mas sim de uma espécie que pode ter sido confundida
morfologicamente com G. corneum (Hudson) J.V. Lamouroux ou G. latifolium Bornet ex
Hauck. Portanto, a distribuicdo dessa espécie pode estar sendo subjetiva.

No Ceard, as praias de Taiba, Pacheco e Dois Coqueiros, para o COI-5P e coxl1,
possuem um haplétipo em comum (Hcl e Hx3), além de cada praia apresentar mais de um
unico haplétipo (Hc2-Hc3-Hc4 e Hx1-Hx2, respectivamente). Portanto, haplo6tipos
divergentes ocupando a mesma area geografica [(simpatricas), segundo Avise (2000)], ocorre
quando populacgbes isoladas no passado fazem contato novamente.

Algum fator ambiental ou fisico provavelmente esteja atuando como uma barreira
entre o Cearé e Rio Grande do Norte, pois, com excecdo do cox2-3, os demais marcadores ndo
tiverem hapl6tipos em comum entre Piaui-Ceard e do Rio Grande do Norte-demais regides
sentido sul.

Do Rio Grande do Norte até Alagoas foi a area em que houve o maior
compartilhamento de hapldtipos, com excecdo para 0 cox1l. Nessa regido, a amostragem nao
foi tdo ampla para cada estado quando comparada com os demais locais estudados. Um maior
esforco de coleta nessa area € importante para compreender e conhecer melhor quais sdo 0s
limites desses haplétipos compartilhados e dos presentes somente em determinado estado.

Aproximadamente na latitude 10°S (entre Alagoas e Sergipe), a Corrente Sul
Equatorial se bifurca formando a Corrente do Norte do Brasil (sentido leste-oeste) e a
Corrente do Brasil (sentido nordeste-sul) (Silveira et al. 2000). O Rio Sdo Francisco desagua
entre o limite dos estados de Alagoas com o Sergipe. No estado do Sergipe, as praias sdo
compostas por rochas, pedregulhos e areia fina, além de apresentar uma costa litoranea
recortada por estudrios e manguezais, resultando em pouca diversidade de macroalgas
(Miloslavich et al. 2016). O conjunto desses trés fatores provavelmente esteja agindo
fortemente como barreiras biogeograficas para a especie Gelidium lineare, visto que para 0s
marcadores analisados nenhum haplétipo encontrado que ocorreu até Alagoas esta presente na
Bahia e Espirito Santo e vice-versa. Mostrando que possivelmente essas populagdes nédo
realizam fluxo génico, porém maior amostragem nas areas de Alagoas, Sergipe e no norte da
Bahia se faz necessario para se confirmar essa hipotese.

O estado da Bahia corresponde a porgdo mais extensa do litoral brasileiro e, segundo
Nunes (2005) apresenta acidentes geograficos, riqueza e diversidade de substratos, que

resultam na grande diversificacdo da flora marinha. Essa regido foi bem amostrada, porém
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com gaps para o litoral norte e sul. Apesar disso, foi a que mostrou maior nimero de
haplotipos distintos para G. lineare. E assim como no Ceard, hapldtipos simpatricos foram
encontrados nas praias de Ponta Pond e Moreré, ambas no municipio de Cairu.

O ponto de coleta mais sul da Bahia foi em Moreré e 0 ponto mais ao norte do Espirito
Santo foi Enseada das Garcas, com distancia entre os dois pontos de 768 km. Esse intervalo
de area é recortado pela foz do Rio Jequitinhonha (Bahia) e do Rio Doce (Espirito Santo) e
faltam substratos disponiveis para o crescimento das algas, comprovadas durante a visita
realizada & costa dourada, proxima a foz do Rio Doce. Portanto, provavelmente esses dois rios
estdo atuando como barreiras fisicas para as populacdes de Gelidium, visto que elas
apresentaram haplotipos distintos e Unicos para todos os marcadores entre esses estados.
Entretanto, é valido ressaltar que ha necessidade de analisar mais amostras dessas areas para
se conhecer com exatiddo quais sdo os limites dos haplotipos presentes entre a Bahia e 0
Espirito Santo.

Espirito Santo possui a regido litoranea central caracterizada por formacgdes graniticas
e a costa sul por substrato rochoso com falésias de arenito (Miloslavich et al. 2016). As
amostras provenientes da Enseada das Garcas e da praia de CarapebUs, ambas pertencentes ao
litoral central, apresentaram diversidade intraespecifica com a sequéncia das amostras da
Praia dos Castelhanos (localidade tipo) localizada no litoral sul do Estado, para os marcadores
analisados rbcL-3P e COI-5P (ja que para 0 cox2-3 e cox1 ndo se tem sequéncia da localidade
tipo). Este resultado pode estar relacionada a diferenca de substratos das praias do litoral
central em relacdo ao tipo encontrado no litoral sul.

Gelidium lineare teve distribuicdo no Panama e no Brasil, desde o Piaui até o sul do
Espirito Santo. O estado do Rio de Janeiro, proximo a regido de Cabo Frio, sofre forte
influéncia do fendmeno de ressurgéncia, baixando muito a temperatura da 4gua e aumentando
0s nutrientes disponiveis na superficie (Brasileiro et al. 2009). Segundo Oliveira Filho (1977)
e Yoneshigue-Valentin & Valentin (1992), esse fendmeno atua como uma forte barreira
biogeogréafica para os organismos marinhos, limitando os limites de distribuicdo de alguns
taxons. Dessa forma, esse fator provavelmente esteja impedindo essa espécie de se expandir
para aléem do Espirito Santo. Para concluir, levando em consideracdo as divisoes
ficogeogréaficas propostas por Horta et al. (2001), Gelidium lineare s6 ocorreu na regido
tropical e na zona de transi¢do, 0 que caracteriza essa espécie de ter mais afinidades para

aguas mais quentes.

Pterocladiella beachiae: para o marcador rbcL-3P, com 30 sitios polimorficos, essa espécie

apresentou divergéncia intraespecifica de 0,3-0,5%, resultando em trés hapl6tipos (Hrb)
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(Figura 17A). O COI-5P, com 20 sitios polimorficos, resultou em oito hapl6tipos (Hcb)
(Figura 17B) divergentes em 0,2-2,9%. E possivel agrupar os haplotipos encontrados em
COI-5P em dois grandes grupos, um formado com individuos da Ameérica ocidental e outro da
Malésia, que diferenciam entre 2,3-2,9%. A divergéncia inter-hapltipos da América
ocidental foi de 0,2-0,4% e da Malésia de 0,2-0,9%. Por fim, o marcador cox2-3, com quatro
sitios polimorficos, apresentou quatro haplotipos (Hob) (Figura 17C) com uma diversidade
intraespecifica de 0,4-0,8%. Devido a baixa quantidade de sequéncias obtidas com o cox1 e

rbcL, esses marcadores ndo foram utilizados para a analise.
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Figura 17: Rede de haplétipos de Pterocladiella beachiae para o marcador rbcL-3P (A), COI-5P (B) e cox2-3 (C).
Cada circulo representa um haplétipo e seu tamanho ¢é proporcional a quantidade de sequéncias; divergéncias maiores
que 1bp estdo representados por nimeros na linha preta. (\) na linha indica divergéncia maior que 3 pares de bases.

Para o rbcL-3P, a diversidade intraespecifica de P. beachiae foi capaz de separar o
hapl6tipo mais comum (Hrb1), distribuido em todas localidades analisadas, de outros dois que
também ocorrem na Maléasia. Entretanto, o COI-5P mostrou ser mais Util e especifico para a
separacdo dos haplétipos de acordo com o contexto geografico, visto que foi possivel
determinar para essa espécie dois grupos bem distintos separados por uma alta diversidade
intraespecifica (2,3-2,9%), sendo um ocorrendo na América (Atlantico ocidental) e outro
somente na Malasia (Indo-Pacifica). Segundo o trabalho de Sohrabipour et al. (2013), a
analise morfoldgica do material da Malasia se mostrou muito similar ao material tipo, além
disso apesar da divergéncia significativa com o cox1, o rbcL mostrou serem conspecifica. E
para o coxl ja foi relatado divergéncia intraespecifica de até 2,74% para Gelidium crinale
(Kim & Boo 2012).

O Atlantico ocidental e a Malasia sdo geograficamente muito distantes. Esse fator
pode estar atuando como uma barreira biogeogréfica persistente impedindo o fluxo génico
entre esses grupos. Dessa maneira, segundo Avise (2000), a formacao de barreiras persistentes
causam alta diversidade genética como consequéncia de populacBes separadas por um longo

periodo de tempo. E segundo alguns trabalhos (Mclvor et al. 2001, Yow et al. 2011), a
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origem de uma espécie provavelmente é no local onde existe 0 mais alto nivel de variacdo
genética. Com isso, é possivel sugerir que P. beachiae tem como a Malasia seu ponto de
origem e dispersdo, e que o Atlantico ocidental foi colonizado por individuos provindos da
Malésia anterior ao Istmo do Panama, como também sugerido para Asparagopsis taxiformis
(Delile) Trevisan de Saint-Léon por Andreakis et al. 2007. Porém isso s6 poderd ser
confirmado com uma ampla abordagem de amostras e localidades examinadas.

Em relacdo as amostras do nordeste brasileiro, 0 cox2-3 apresentou uma diversidade
maior, com quatro haplétipos, do que o COI-5P, que foi idéntico para todas amostras dessa
regido. Contudo, de modo geral, a baixa quantidade de sequéncias e a falta de sequéncias das
localidades do sudeste brasileiro, Costa Rica, Panama e Malasia para esse marcador, ndo
permitem uma analise mais completa. Levando em consideracdo as regides ficogeogréaficas

propostas por Horta et al. (2001), P. beachiae ocorreu em todas as regides.

Pterocladiella capillacea: apresentou oito haplétipos para o rbcL-3P (Hrc), com 26 sitios
polimorficos, divergindo de 0,2-1,9% (Figura 18A). Estdo distribuidos da seguinte maneira:
Hrcl ocorrendo na Venezuela, ES, RJ, SP, SC, Franca, Ménaco, Acores, Italia, Coréia e
Japdo; Hrc2 na Australia; Hrc3 no Japédo; Hrc4 na Venezuela, Espanha e Italia; Hrc5 na Nova
Zeléndia; Hrc6 no Havai; Hrc7 na California e Hrc8 na Irlanda e Australia. Foi analisado o
marcador rbcL, pois verificou-se que ao comparar as mesmas sequéncias com o rbcL-3P, este
estava suprimento a divergéncia intraespecifica para essa espécie. Portanto, o rbcL mostrou
13 haplotipos (HIc) (Figura 18B), com 83 sitios polimérficos, divergindo de 0,1-1,6% e
distribuidos conforme a figura 18C. Para o COI-5P, com 12 sitios polimorficos, a diversidade
intraespecifica encontrada foi de 0,2-1,6% entre os sete haplétipos (Hcc) encontrados (Figura
18D). Os haplotipos presentes na costa brasileira divergem entre si em 0,2%. Por fim, o
marcador cox2-3, com trés sitios polimorficos, resultou em apenas dois hapl6tipos (Hoc) com
divergéncia de 1,1% (Figura 18E). Devido a baixa quantidade de sequéncias obtidas com o

cox1 para localidades diferentes, esse marcador ndo foi utilizado para a analise.
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Figura 18: Rede de haplétipos de Pterocladiella capillacea para o marcador rbcL-3P (A), rbcL (B), COI-5P (D)
e cox2-3 (E). Mapa da distribui¢do dos hapl6tipos com o marcador rbcL (C). Nas redes, cada circulo representa
um haplétipo e seu tamanho é proporcional a quantidade de sequéncias; divergéncias maiores que 1lbp estdo
representados por nimeros na linha preta. (\\) na linha indicam divergéncia maior que 6 pares de bases.

A hipotese testada de que Pterocladiella capillacea seja uma espécie de distribuicdo
cosmopolita foi feita molecularmente por Freshwater et al. (1995). Com o uso do rbcL, a
analise de alguns lugares dos oceanos Atlantico e Pacifico mostraram uma variacdo genética
de 0,2-1,3%. Além disso, 0s autores sugeriram que a auséncia de estrutura genética
correlacionada com o contexto geografico induz ser uma espécie de recente dispersao em todo
0 mundo. Boo et al. (2010) encontraram 12 hapl6tipos com o rbcL ao analisarem espécimes
da Coréia e Franca, juntamente com algumas sequéncias de outras localidades disponiveis no
GenBank (GB). Em ambos os trabalhos, os autores afirmaram que apesar do marcador rbcL
ser eficaz para separar as populagdes, ele ndo é suficiente para explicar a origem de disperséo

e variacdo genética para essa espécie.
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Neste trabalho foi verificado que o marcador rbcL-3P estava suprindo as informacdes
qguando comparado com o rbcL. Das amostras coletadas para este trabalho, o rbcL néo
apresentou diversidade intraespecifica. Com todas as sequéncias utilizadas na anélise, o Japéo
foi a regido com maior variacao genética. O Hlc2 é o Unico haplotipo presente no Pacifico que
também ocorre no Mar Mediterraneo. O Hlcl é o hapl6tipo mais comum nesta espécie, porém
com ocorréncia apenas no Atlantico. As regides mais amplamente amostradas até entdo séo o
Brasil, Coréia e Japdo, totalizando 46 sequéncias. Para uma melhor compreensdo da
distribuicdo, limites e relacdo dos haplétipos encontrados e entendimento das barreiras que
atuam sobre P. capillacea se faz necessario realizar uma analise com maior amostragem por
local de ocorréncia dessa espécie, como sugerido por Boo et al. (2010).

As amostras de P. capillacea do presente trabalho analisadas com o COI-5P foram
mais divergentes do que para o rbcL. Entretanto, existem apenas duas sequéncias disponiveis
no GB para esse marcador, referentes a da Coréia do Sul e da Australia, o que dificulta uma
analise mais ampla. Mesmo assim, essas duas sequéncias além das amostras obtidas da
Venezuela, Brasil e Agores apresentaram estrutura genética, sendo o Brasil a Gnica regido que
apresentou variacdo génica. Como sugerido por Freshwater et al. (1995) e Boo et al. (2010),
estudos com marcadores mais variaveis como, por exemplo, 0 marcador cox1, provavelmente
serdo mais eficazes para se conhecer a real diversidade genética e disperséo dessa espécie.

Para as amostras do Brasil, o rbcL-3P e o rbcL completo mostraram ser conservados,
ndo apresentando variagdo genética. Enquanto que os marcadores COI-5P e cox2-3 (mesmo
este tendo analisadas poucas sequéncias) foram variaveis, porém apresentaram baixissima
diversidade. A partir disso, o fator de variacdo genética ausente ou bem baixa, com base nos
padrdes filogeograficos propostos por Avise (2000), significa que as provaveis barreiras
biogeograficas presentes no sudeste e sul brasileiro ndo sdo persistentes e capazes de impedir
o fluxo génico entre essas populagdes ou os haplotipos encontrados podem ter sido separados
recentemente. Dessa maneira, esse fator pode indicar que a distribuicdo de P. capillacea para
0 Brasil seja devido a uma recente introducdo, assim como ja verificado para Gelidium
johnstonii Setchell & N.L. Garder na Coréia e Japdo (Boo et al. 2014) e em Asparagopsis
armata Harvey (Andreakis et al. 2007).

A distribuicdo de Pterocladiella capillacea para o Brasil ocorreu somente nas regides
Sudeste e Sul, corroborando os trabalhos de Ugadim (1988), Jamas (2015) e lha et al. (2015)
nos quais sugeriram que essa espécie ndo ocorre no nordeste do pais e a que ocorre
abundantemente nessa regido deve ser identificada com Gelidium lineare. Levando em
consideracdo as divisdes ficogeogréaficas propostas por Horta et al. (2001), P. capillacea s

ocorre na zona de transi¢éo e na regido subtropical.
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6. Consideracdes Finais

» Em conclusdo, as espécies inicialmente identificadas como Gelidium floridanum e
Pterocladiella capillacea, objeto do presente estudo, revelaram ser mais diversas,
resultando em nove taxons, sete pertencentes a Gelidium (G. floridanum, G. lineare,
Gelidium sp. 1, Gelidium sp. 2, Gelidium sp. 3, Gelidium sp. 4 e Gelidium sp. 5) e dois
a Pterocladiella (P. beachiae e P. capillacea), confirmando a hipo6tese de que no
Brasil hd mais de uma entidade taxon6mica sendo identificada como Gelidium

floridanum e Pterocladiella capillacea.

» A distribuicdo de Gelidium floridanum e Pterocladiella capillacea é disjunta,
ocorrendo em ambos os hemisférios, porém estdo ausentes no nordeste brasileiro.
Ambas as espécies apresentaram baixa diversidade intraespecifica no Brasil indicando

uma possivel recente introducao.

» Durante as coletas realizadas no litoral brasileiro, foi dificil identificar Gelidium
floridanum in situ e, na maioria das vezes, a espécie foi pré-identificada como

Pterocladiella capillacea. Isso resultou na baixa quantidade de individuos coletados.

» A distribuicdo cosmopolita de Pterocladiella capillacea sugere que se trata de uma
espécie com elevada variacdo genética. Porém, a falta de sequéncias de outras regides
em que ela ja foi citada impede estudos mais amplos e o real conhecimento sobre a sua
origem e dispersdo. Além disso, tendo as amostras do Brasil como base, foi possivel
perceber que os marcadores COI-5P e cox2-3, mesmo com baixa divergéncia
encontrada, mostraram ser mais varidveis que o rbcL. Portanto, sequéncias com
marcadores mais sensiveis e variaveis, provavelmente resultardo em um melhor

entendimento sobre a distribuicdo desta espécie.

> No Brasil, Gelidium lineare teve distribuicdo somente no nordeste e no Espirito Santo.
Esta espécie ocorre em ambientes similares a de G. floridanum e P. capillacea no

sudeste e sul e pode ser equivalente a estas espécies para o nordeste.

» Gelidium lineare foi a espécie que apresentou maior variagéo intraespecifica de acordo
com os haplotipos encontrados, confirmando a hipotese deste trabalho de que as
barreiras biogeograficas consideradas neste trabalho presentes no nordeste e Espirito
Santo atuam sobre seus individuos impedindo o fluxo génico entre algumas

populagdes.



57

» Pterocladiella beachiae teve distribuicdo em toda a costa brasileira com baixa
diversidade intraespecifica. Os estudos moleculares e morfologicos identificaram pela

primeira vez a ocorréncia desta espécie para Cuba.

» Os resultados obtidos neste estudo mostraram que os marcadores moleculares
utilizados nas analises filogeogréaficas foram satisfatorios para as espécies estudadas.
Grande parte das sequéncias de G. floridanum, G. lineare, P. beachiae e P. capillacea
disponiveis no banco de dados € com o rbcL, inviabilizando as analises com os outros

marcadores.

» Os marcadores rbcL-3P e rbcL foram facilmente amplificados, porém para este Gltimo
se fez necessario a amplificacdo fragmentada em duas ou trés partes. Para 0 COI-5P
inicialmente foram testados dois conjuntos de primers, porém o que melhor amplificou
e teve sequenciamento de boa qualidade para todas as espéecies foi com os primers
GWSFn e cox1R1. O cox1 também foi facilmente amplificado. A baixa quantidade de
sequéncias com cox2-3 foi devido a enorme dificuldade encontrada em amplificar e

purificar essa regiao para as espécies estudadas.
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Anexo

Anexo A. Listagem detalhada das amostras coletadas neste trabalho.

Espécie Codigo Voucher  Pais e Estado Praia, municipio, data e coletor Coordenada
Gelidium floridanum IBTI579 SP428770  Brasil, s ' raiade Carapebus, Se”,f‘/iaﬁ';gfma’ Gl Ran e L 20°14721"S/40°12'45"W
G. floridanum IBT1608 SP428760 Brasil, SP Praia de Cibratel, Itanhaém, 28.V.2013, M. Jamas 24°13'31"S/46°51'7"W
G. floridanum IBT1631 SP428877  Brasil sc  ©raiadaJoaquina, Florianopolis, 16.X1.2013, D. Milstein 27°37'44"S/48°26'55"W

& L.P. Machado
. Venezuela, Bahia de Manzanillo, Isla Margarita, 03.V.2015, A.
G. floridanum IBT1991 SP468853 Nueva Esparta Velasquez & M. Dugque -
. . Praia Grande (Ponta da Cabega), Arraial do Cabo, ccotran PGV
G. floridanum IBT2175 SP469569 Brasil, RJ 11.X1.2015, B.B. Souza 22°58'35"S/42°02'05"W
G. floridanum IBT2184  SP469721 Brasil, SP Praia do Eden. Guaruja, 17.1X.2016, B.B. Souza 23°59'14"S/46°11'08"W
G. floridanum IBT2185 SP469722  Brasil, SP Praia do Lazaro, Ubatuba, 14.X.2016, B.B. Souza 23°30'03"S/45°08'34"W
Gelidium lineare IBT0350 SP429049 Brasil, BA Praia da Penha, Itaparica, 29.1V.2010, M. Jamas 12°53'26"S/38°40'56"W
G. lineare IBT0524  SP468910 Brasil, PE Praia da Boa Viagem, Recife, 11.111.2009, M.T. Fujii 08°14'34"S/34°55'68"W
G. lineare IBT1523 SP429048  Brasil, PB  Barra do Mamanguape, Rio Tinto, 11.111.2013, M.T. Fujii 06°47'02"S/34°55'13"W
G. lineare IBT1566  SP469085 Brasil, P Praia do Cogueiro, "Lgs[)col\r/lriel';éizn5'v"2013* betk U (R 2°5426"S/41°35'8"W
G. lineare IBT1576 SP468888  Brasil, ES Enseada das Garcas, E“p“d&‘gci;% 12013, C.H. Kano & 20°01'52"5/40°09'42"W
G. lineare IBT1580 SP428757  Brasil, CE Plieli ol Pz, Caﬁcg'as’oz;'e\g o200, Gl et & 3°40'59"S/38°39'4"W
G. lineare IBT1581 SP428758  Brasil, cE | raia Dois Coqueiros, ?_ag"‘ggarzei'v"zm& C.H. Kano & 3°41'23"S/38°37'9"W
G. lineare ESeE SedmEEn D, E e GETEIRE, S5 COREID ol ez, 2L AUE, 3°30'14"S/38°5428"W
C.H. Kano & L.P. Soares
G. lineare IBT1688 SP469089  Brasil RN | raiado Cardeiro, Sdo Miguel do Gostoso, 29.111.2014, 6°10'20"S/34°55'52"W
M.T. Fujii & A. Leite

G. lineare IBT1700 SP429047  Brasil, RN " raiaRiodo Fogo, R'og‘j?AFﬁge?t’fO"”'ZOM' L= U5 AU 5°11'57"S/35°27'40"W
G. lineare IBT1717 SP429045  Brasil, pg | raiade Carapibus, Condf_’e?tle"v'zom’ M.T. Fujii & A. 6°10'63"S/34°48'10"W
G. lineare IBT1891 SP469095  Brasil, AL Porto da Rua, S ,'\\/I"'gule:'u?i‘i’se:\"z;l'agres’ U2 9°14'31"S/35°20'45"W
G. lineare IBT1892 SP469094  Brasil, AL Barra do Boqueirdo, Séo Miguel dos Milagres, 9°07'20"S/35°16'16"W

22.X1.2014, M.T. Fujii et al.
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Espécie Cddigo Voucher  Pais e Estado Praia, municipio, data e coletor Coordenada
G. lineare IBT1937  SP469567 Brasil, PE Itamaracd, Recife, 21.111.2015, M.T. Fujii 07°44'53"S/34°49'50"W
G. lineare IBT1938 SP469181  Brasil, PE Praia do Paiva, Cabo&efagu'ﬁ?““”ho' 20.111.2015, 08°15'37"S/34°5642"W
G. lineare IBT1948 SP468889  Brasil, Es ' raiade Carapebus, Serra, 28.V1.2013, G, Kano & L.P. 20°1421"S/40°12'45"W
G. lineare IBT2053 SP468911  Brasil, BA  "raiaPontaPond, Cairu (llha de Tinharé), 30.V11.2015, 13°27'14"5/38°53'17"W
M.T. Fujii & B.B. Souza
. . Praia Moreré (infralitoral), Cairu (llha de Tinharg), P .
G. lineare IBT2063 SP468915  Brasil, BA S T T B G 13°35'37"'S/38°53'37"W
G. lineare IBT2065 SP468917  Brasil, BA  FraiaMorere, Cairu (llha de Tinhare), 30.V11.2015, M.T. 13°35/37"5/38°53'37"W
Fujii & B.B. Souza
G. lineare IBT2078 SP468918  Brasil, BA ' raiadaBarra, Cairu (llha de Tinharé), 01.V11.2015, 13°34'37"S/38°55'00"W
M.T. Fujii & B.B. Souza
Gelidium sp. 1 IBT1052 SP468890  Brasil, Es ' aiade Carapebus, Se”,f‘/iaﬁa\légzom* C.H. Kano & L.P. 20°1421"S/40°12'45"W
Gelidium sp. 1 IBT2097 SP469566  Brasil, BA ' raiadeJaua, Camagari, 0536?1/;:'2015’ hibllo [ 1e5(252) 12°4925"S/38°13'11"W
Gelidium sp. 2 IBT1578 SP469177  Brasil, ES Praia de Capuba, Serrai\/lzié?}/ell 6%013' C.H. Kano & L.P. 20°6'29"S/40°10'19"W
Gelidium sp. 2 IEries  Sedpsrr? sl ms | on SO CHREEnes il 22 A, Gl N 20°48'50"S/40°37'55"W
& L.P. Machado
Gelidium sp. 2 IBT1824  SP469012 Brasil, ES Ponta dos Castelhanos, Anchieta, 09.1X.2014, M.T. Fujii 20°48'50"S/40°37'55"W
Gelidium sp. 3 IBT1825  SP469562 Brasil, ES Praia de Parati, Anchieta, 08.1X.2014, M.T. Fujii 20°48'21"S/40°36'01"W
Gelidium sp. 4 IBT1942  SP468893 Ci;‘;ggéos La Milpa, Bahia de Cienfuegos, 11.2015, A. Moreira 22004°N/80°27"W
Gelidium sp. 4 IBT1944  SP468893 Ci;‘;ﬁ’:éos La Milpa, Bahia de Cienfuegos, 11.2015, A. Moreira 22004"N/80°27° W
Gelidium sp. 5 IBT2079 SP469568  Brasil, BA ' raiadaBarra Cairu (liha de Boipeba), 01.VIII.2015, 13°34'37"S/38°55'00"W
M.T. Fujii & B.B. Souza
Pterocladiella beachiae ~ IBT0351 SP469096  Brasil, BA Praia da Penha, ltaparica, 29.1V.2010, S.M.P.B. 12°54'18"S/38°37'59"W
Guimardes & N.S. Yokoya
. . Praia de Vilas do Atlantico, Vila do Atlantico, o AN o) 1TRED
P. beachiae IBT1488 SP469128  Brasil, BA VAT, T, N 12°47'00"S/38°11'09" W
P. beachiae IBT1492 SP469103 Brasil, BA Praia de Stella Maris, Salvador, 13.X11.2011, J.M. Nunes 12°47'00"S/38°11'09"W
P. beachiae IBT1508 SP469119  Brasil, RN Praia do Meio, Natal, 17.X.2012, S.M.P.B. Guimaraes 5°46'13"S/35°11'40"W
P. beachiae IBT1583 SP428765  Brasil, CE  'aia Dois Coqueiros, cl_agcggarzei.w.zms, C.H. Kano & 3°4123"S/38°37'9"W
P. beachiae IBT1616  SP469123 Brasil, PE Praia de Porto de Galinhas, Ipojuca, 02.1X.2013, 8°30'26"S/34°59'59"W
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Espécie Cddigo Voucher  Pais e Estado Praia, municipio, data e coletor Coordenada
S.M.P.B. Guimaraes
P. beachiae IBT1620 SP469122 Brasil, PE Praia de Muro Alto, Ipojuca, 19.1X.2013, M.T. Fujii 8°25'47"S/34°58'41"W
P. beachiae IBT1622 SP469124 Brasil, PE Praia Tamandaré, Tamandaré, 18.1X.2013, M.T. Fujii 8°45'37"S/35°5'57"W
P. beachiae IBT1692 SP469117  Brasil, RN ' raiado Cardeiro, S:/CI’ E’;‘%‘;ﬁ'g‘;?osmso' 29.111.2014, 5°6'59"S/35°37'3"W
P. beachiae IBT1711 SP469120  Brasil, pB  DaiadaTraicdo, Baia da erl'l‘?ao S A0, (9 el 6°41'15"S/34°55'51"W
P. beachiae IBT1714 SP469120  Brasil,pp  DaiadaTraigdo, Bajada erl'l‘?ao 31.111.2014, M. Jamas 6°41'15"S/34°55'51"W
P. beachiae IBT1893  SP469180 Brasil, PE Praia de Boa Viagem, Recife, 18.111.2015, M.T. Fujii 08°14'34"S/34°55'68"W
P. beachiae IBT1945 Spagggos  Cubd Ciudad Playa, 11.2015, P. Gonzélez 23°06'N/82°28"W
de la Habana
P. beachiae IBT1946 Spagggos  Cuba Ciudad Playa, 11.2015, P. Gonzélez 23°06’N/82°28°W
de la Habana
P. beachiae IBT1951 SP468852  Brasil, BA Praia do Forte, Mata dj Oslfooyioao’ 07.1V.2015, N.S. 12°57'0"S/38°00'00" W
P. beachiae IS SedsenE  Daal ma L DASPEIEREE, CEEV{IIE e Vi), Sy L2, 13°27'14"S/38°53'17"W
M.T. Fujii & B.B. Souza
P. beachiae IBT2083 SP468920  Brasil, BA " raiadaBarra Cairu (liha de Boipeba), 01.VIII.2015, 13°34'37"S/38°55'00"W
M.T. Fujii & B.B. Souza
P. beachiae IBT2101 SP469570  Brasil, BA ' raiadeJaua, Camagari, Ogdh/;;"2015' bl AU LU A 2Rz 12°49'25"S/38°13'11"W
Pterocladiella capillacea - SP469574 Pzrtugal, Ilha de Sdo Miguel -
cores
P. capillacea IBTO095 SP428695  Brasil, SP Praia Brava, Ubatuba, 16.V/1.2007, M.T. Fujii 23°31'13"S / 45°09'58"W
P. capillacea IBT0172  SP469563 Brasil, SP Ilha Vitoria, Ubatuba, 19.V.2008, M.T. Fujii 23°25'39" S/45°3'48"W
P. capillacea IBTO300 SP468905  Brasil, SP Praia de Picinguaba, Ubatuba, 17.111.2010, M.T. Fujii 3°14'47"S/39°14'07"W
P. capillacea IBTO441  SP469564  Brasil, SP Praia de Cambriu, llha dglﬁﬁrdos"’ 30.V1.2010, M.T. 25°09'22"S/47°54'58" W
P. capillacea IBT1477  SP468903 Brasil, RJ Praia da Lagoinha, Buzios, 06.V.2012, M.T. Fujii 22°44'39"S/41°52'56"W
P. capillacea IBT1574 SP428766  Brasil, ES | raiadeParat, A”Ch'“"l"\'/lsczh\a’éfow” C.H. Kano & L.P. 20°48'21"S/40°36'01"W
P. capillacea IBT1575 SP428767  Brasil, S raiade Mangu'”hosl‘i ﬁerl\r;é (:2%;/(:.2013, Girh K <% 20°11' 20"S/40°11'24"W
P. capillacea IBT1577 SP428769  Brasil, ES ' 'aiade Carapebus, Se”l\a/iaﬁ';g(')zow' C.H. Kano & L.P. 20°1421"S/40°12'45"W
P. capillacea IBT1632 SP429065  Brasil, SC  Praia do Santinho, Florianopolis, 19.X1.2013, D. Milstein 27°27'42"5/48°22'34"W
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Espécie Cddigo Voucher  Pais e Estado Praia, municipio, data e coletor Coordenada
& L.P. Machado
P. capillacea IBT1684 SP401492  Brasil, sp ' raiaDomingas D'aS’LUPbaasgﬁsgé"zo“' D. Milstein & 23°29'45"S/45°02'29" W
P. capillacea IBT1767 SP428771 Brasil, RJ Prainha, Arraial do Cabo, 14.V.2014, M.T. Fujii 22°57'22"S/42°01'36"W
P. capillacea IBT1768 SP401494  Brasil,sC ' raiadaJoaquina, Florianopolis, 16.X1.2013, D. Milstein 27°37'44"S/48°26'55"W
& L.P. Machado

P. capillacea IBT1818  SP469572 Brasil, SP Ponta da Fortaleza, Ubatuba, 12.VI111.2014, M.T. Fujii 23°32'03"S / 45°09'35"W
P. capillacea IBT1826  SP469573 Brasil, ES Praia da Cruz, Marataizes, 10.X.2014, M.T. Fujii 21°01'56"S/40°48'44"W
P. capillacea IBT1827  SP469013 Brasil, ES Ponta dos Castelhanos, Anchieta, 09.X.2014, M.T. Fujii 20°50'04"S/40°37'21"W
P. capillacea IBT1828 SP469013 Brasil, ES Ponta dos Castelhanos, Anchieta, 09.X.2014, M.T. Fujii 20°48'50"S/40°37'55"W
P. capillacea IBT1936  SP468904 Brasil, RJ Praia da Lagoinha, Buzios, 05.V.2012, M.T. Fujii 22°44'39"S/41°52'56"W
P. capillacea IBT1939  SP469178 Brasil, RJ Prainha, Arraial do Cabo, 06.111.2015, V. Cassano 22°57'46"S/42°01'32"W
P. capillacea IBT1940 SP469179 Brasil, RJ Ilha do Vigia, Cabo Frio, 07.111.2015, V. Cassano 22°52'30"S/41°57'13"W
P. capillacea IBT1941 SP428768  Brasil, s Cnseadadas Gargas, E“P“dmciigg 12013, C.H. Kano & 20°01'52"S/40°09'42"W
P. capillacea IBT1950 SP468891  Brasil, ES ' raiade Carapebus, Se”lf‘/iazci';gf()ls* SabbElrdeatl 20°14'21"S/40°12'45"W
P. capillacea IBT1955  SP469565 Brasil, SP Praia Brava, Ubatuba, 22.V1.2016, B.B. Souza 23°31'20"S/45°09'58"W
P. capillacea IBT1977  SP469719 Brasil, SP Praia do Lazaro, Ubatuba, 14.X.2016, B.B. Souza 23°30'03"S/45°08'34"W
P. capillacea IBT1992  SP468855 V,‘;”ﬁ;;‘g? Corales, 20.V.2015, C. Pereira & V. Hernandez ;

P. capillacea IBT2100 SP469718 Brasil, SP Praia do Eden, Guaruja, 17.1X.2016, B.B. Souza 23°59'14"S/46°11'08"W
P. capillacea IBT2102  SP469575 Brasil, SP Praia da Lagoinha, Ubatuba, 15.X.2016, B.B. Souza 23°31'21"S/45°11'26"W

. . Praia Grande (Ponta da Cabeca), Arraial do Cabo, Y YRR

P. capillacea IBT2176  SP469571 Brasil, RJ 11.X1.2015, B.B. Souza 22°58'35"S/42°02'05"W
P. capillacea IBT2177  SP469561 Brasil, RJ Praia Rasa, Blzios, 13.X1.2015, M.T. Fujii 22°44'01"S/41°5727"W
P. capillacea - - Italia, Genova 1990, V. Cassano -
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