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RESUMO

As macroalgas verdes monostrométicas sdo especies folidceas com apenas uma camada de
células em espessura, pertencentes aos géneros Gayralia, Monostroma e Protomonostroma
(Ulotrichales), Kornmannia e Ulvaria (Ulvales). No Brasil, as espécies de
Gayralia/Monostroma sdo comuns em manguezais, estuarios e, eventualmente, em ambiente
marinho. No sudeste asiatico, as macroalgas verdes monostromaticas sdo conhecidas como
“parae”, “hitoegusa” e possuem elevado valor comercial por serem utilizadas na culindria
tradicional e sdo cultivadas ha séculos. Estudos recentes demonstraram grande potencial
biotecnoldgico dessas macroalgas, agregando valor como matéria-prima para novos segmentos
das industrias farmacéutica e cosmética. Entretanto, como o talo dessas macroalgas possui
morfologia simples, problemas taxondmicos sdo abundantes na literatura. Apesar do historico
de vida e ontogenia do talo auxiliarem a delimitacdo dos taxons, nem sempre sdo conclusivos
em nivel de género e espécie. O uso de técnicas de biologia molecular, associado a estudos de
morfologia, vem demonstrando grande potencial para a correta identificacdo dos taxons e a
descoberta de espécies cripticas. Assim, este trabalho visou analisar a diversidade de algas
verdes monostromaticas, por meio de estudos morfoldgicos e moleculares dos marcadores
plastidiais rbcL-5P e tufA e do nuclear ITS, para confirmar a identidade taxonémica das
amostras e avaliar as relacdes filogenéticas dentro do grupo. As algas foram coletadas
aleatoriamente nas seguintes localidades: Sdo Paulo - Rio Escuro, Praia do Lamberto e
Lagoinha (Ubatuba, litoral norte), Praia das Cigarras (Sdo Sebastido), Ilha do Cardoso e
Cananéia (litoral sul); Bahia - Estuério de Marau (Itacaré) e Ceara - Praia de Flecheiras (Trairi).
Material proveniente da Coreia do Sul e Peninsula Antartica também foram incluidas na anélise.
Quatro espécies foram identificadas neste estudo: Gayralia brasiliensis, Monostroma
oxyspermum, Monostroma hariotii e Monostroma kuroshiense, mas somente as duas primeiras
ocorrem no Brasil. Monostroma oxyspermum possui ampla distribuicdo nos dois hemisférios,
mas no Brasil estd mais restrita ao litoral sul e sudeste, nos ambientes estuarinos. Gayralia
brasiliensis esta mais bem distribuida nos ambientes estuarinos e marinhos do Brasil, desde
Cearad em direcdo ao sul do pais. Através dos marcadores tufA e ITS, foi confirmada a primeira
ocorréncia de G. brasiliensis no Oceano Pacifico (Havai, EUA) e no Oceano indico (india),
uma espécie até entdo endémica do Brasil. M. kuroshiense € o nome correto das macroalgas
verdes monostromaticas que ocorrem na Coreia do Sul e que vem sendo identificada com base
em morfologia como M. nitidum. Pela primeira vez foram obtidas as sequéncias de ITS para M.
hariotii da Peninsula Antartica (localidade tipo), tufA para G. brasiliensis do Brasil e tufA e
rbcL-5P para M. oxyspermum do Brasil, e com base nas filogenias desses trés marcadores
confirmaram que o género Monostroma é parafilético, estando presente em dois clados: um dos
clados corresponde a Ulvopsis e 0 outro, que contém espécies identificadas como Monostroma
e Gayralia, correspondem a um Gnico género, Monostroma. Os resultados obtidos no presente
estudo confirmam que o género Gayralia € parte do histérico de vida de Monostroma, como ja
havia sido apontado por outros autores. Ainda como resultado das analises filogenéticas, novas
combinagOes para Monostroma hariotii e Gayralia brasiliensis devem ser providenciadas
dentro de Ulvopsis e Monostroma, respectivamente. Os resultados destacam também o
potencial do uso de marcadores moleculares para auxiliar na identificagdo taxonémica de
espeécies de interesse comercial.

Palavras-chave: filogenia, ITS, rbcL-5P, tufA, Ulotrichales, Ulvales.
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ABSTRACT

The monostromatic green macroalgae are blade-shaped species with only one layer of cells in
thickness, belonging to the genera Gayralia, Monostroma and Protomonostroma
(Ulotrichales), Kornmannia and Ulvaria (Ulvales). In Brazil, Gayralia/Monostroma species are
common in mangroves, estuaries and, eventually, in the marine environment. In Southeast Asia,
monostromatic green macroalgae are known as “parae”, “hitoegusa” and have high
commercial value for being used in traditional cuisine and have been cultivated for centuries.
Recent studies have shown great biotechnological potential of these macroalgae, adding value
as a raw material for new segments of the pharmaceutical and cosmetic industries. However, as
the thallus of these macroalgae has a simple morphology, taxonomic problems abound in the
literature. Although the life history and ontogeny of the thallus help the delimitation of taxa,
they are not always conclusive at the genus and species level. The use of molecular biology
techniques, associated with morphology studies, has shown great potential for the correct
identification of taxa and the discovery of cryptic species. Thus, this work aimed to analyze the
diversity of monostromatic green algae, through morphological and molecular studies of the
plastid markers rbcL-5P and tufA and the nuclear ITS, to confirm the taxonomic identity of the
samples and evaluate the phylogenetic relationships within the group. The algae were randomly
collected in the following locations: S&o Paulo - Rio Escuro, Praia do Lamberto and Lagoinha
(Ubatuba, north coast), Praia das Cigarras (Sdo Sebastido), Ilha do Cardoso and Cananéia (south
coast); Bahia - Marau Estuary (Itacaré) and Ceara - Flecheiras Beach (Trairi). Material from
South Korea and the Antarctic Peninsula was also included in the analysis. Four species were
identified in this study: Gayralia brasiliensis, Monostroma oxyspermum, Monostroma hariotii
and Monostroma kuroshiense, but only the first two occur in Brazil. Monostroma oxyspermum
has a wide distribution in both hemispheres, but in Brazil it is restricted to the south and
southeast coast, in estuarine environments. Gayralia brasiliensis is better distributed in the
estuarine and marine environments of Brazil, from Ceard towards the south of the country.
Through the markers tufA and ITS, the first occurrence of G. brasiliensis in the Pacific Ocean
(Hawaii, USA) and in the Indian Ocean (India) was confirmed, a species until then endemic to
Brazil. M. kuroshiense is the correct name for the monostromatic green macroalgae that occurs
in South Korea and which has been identified based on morphology as M. nitidum. For the first
time, ITS sequences were obtained for M. hariotii from the Antarctic Peninsula (type locality),
tufA for G. brasiliensis from Brazil and tufA and rbcL-5P for M. oxyspermum from Brazil, and
based on the phylogenies of these three markers confirmed that the genus Monostroma is
paraphyletic, being present in two clades: one of the clades corresponds to Ulvopsis and the
other, which contains species identified as Monostroma and Gayralia, correspond to a single
genus, Monostroma. The results obtained in the present study confirm that the genus Gayralia
is part of the life history of Monostroma, as had already been pointed out by other authors. Also,
as a result of the phylogenetic analyses, new combinations for Monostroma hariotii and
Gayralia brasiliensis should be provided within Ulvopsis and Monostroma, respectively. The
results also highlight the potential of using molecular markers to assist in the taxonomic
identification of species of commercial interest.

Keywords: phylogeny, ITS, rbcL-5P, tufA, Ulotrichales, Ulvales.
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1. INTRODUCAO

As macroalgas verdes monostromaticas (MVM) compreendem um complexo de
géneros pertencentes as ordens Ulvales e Ulotrichales (classe Ulvophyceae) que exibem talos
foliaceos, as vezes tubulares, com uma camada de células (monostromaticos) em pelo menos
um estagio do historico de vida (Tatewaki 1969, Golden & Cole 1986). Os géneros mais
conhecidos e atualmente aceitos, incluindo os comestiveis, sdo Ulvaria Ruprecht e Kornmannia
Bliding (ordem Ulvales) e Monostroma Thuret, Protomonostroma K.L.Vinogradova e
Gayralia K.L.Vinogradova (ordem Ulotrichales). As espécies tém ampla distribuigdo mundial,
desde as regibes polares aos tropicos de ambos os hemisférios, ocorrendo principalmente em
aguas estuarinas, mas também em habitats marinhos (Guiry & Guiry 2022). Atualmente sdo
reconhecidas 40 espécies de MVVM, sendo 32 do género Monostroma, trés de Ulvaria, duas de
Gayralia, duas de Protomonostroma e uma de Kornmannia (Guiry & Guiry 2022).

Algumas espécies de Monostroma sao cultivadas ha séculos no sudeste asiatico para
fins de alimentacdo humana, devido a importantes fontes nutricionais e ricas em vitaminas B e
C, sendo conhecidas na Coreia do Sul como “parae” e no Japao como “hitoegusa” (Nisizawa et
al. 1987, Sanyal et al. 2019). Em 2019, a FAO registrou a producdo de 6.321 toneladas (massa
umida) de Monostroma (Cai et al. 2019). No entanto, esse nimero pode estar subestimado, pois
apenas a producdo de M. nitidum Wittrock na Coreia do Sul foi registrada. A producéo anual
de Monostroma somente em Okinawa, no Japao, foi cerca de 100 toneladas em 2016 (Tako et
al. 2017). Contudo, a aplicacéo incorreta de nomes também é comum, referindo-se Monostroma
como “aosa”, nome popular de Ulva Linnaeus, enquanto Enteromorpha Link pode ser rotulada
como “hitoegusa” e “aosa”, em vez de seu nome popular correto “aonori” (Kawashima et al.
2013).

No Brasil, as MVM ja foram exploradas em bancos naturais na regido sul do estado de
Séao Paulo por descendentes de imigrantes asiaticos e por pescadores locais no estado do Parana,
entre 1980 e 1990, que forneciam aos restaurantes japoneses (Braga et al. 1997, Pellizzari et al.
2008, Pellizzari & Reis 2011). No entanto, a atividade foi interrompida devido a diminuicdo
dos bancos naturais e incerteza de fatores comerciais (Pellizzari & Reis 2011).

Pellizzari et al. (2007) realizaram experimento de cultivo de Gayralia brasiliensis
Pellizzari, M.C.Oliveira & N.S.Yokoya, na Baia de Paranagua (Parand), utilizando redes de
polipropileno instaladas na margem do manguezal. Os autores observaram que o recrutamento
e producdo de G. brasiliensis ocorreram durante todo o ano, com maior taxa de crescimento e,
consequentemente, maior tamanho do talo e biomassa produzida durante o inverno e primavera.

Esses resultados demonstraram que o cultivo de G. brasiliensis no Brasil seria uma boa opgao
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de maricultura para as comunidades locais e uma alternativa para a reducdo da dependéncia de
importacdo de produtos provenientes de diferentes paises produtores de algas.

Estudos recentes demonstraram que polissacarideos com atividade bioldgica podem ser
extraidos das MVM. Por exemplo, o sulfato ramnano (SR), um polissacarideo composto por L-
ramnose e L-ramnose sulfatada é encontrado em algas verdes e possui diversas propriedades
(Shimada et al. 2021). Estudos com SR em Monostroma nitidum encontraram propriedades
antioxidantes (Hoang et al. 2015), anti-inflamatorias (Hoang et al. 2015, Terasawa et al. 2022),
hipolipemiante (Hoang et al. 2015) e gelificantes (Tako et al. 2017), além de melhorar a
constipacéo e alterar a microbiota do intestino (Shimada et al. 2021). SR de M. angicava
Kjellman possui atividade anticoagulante (Li et al. 2017) e de M. latissimum Wittrock, possui
atividade contra os enterovirus 71 (Wang et al. 2018), entre outros exemplos. Espécies de
Gayralia produzem heteroramnose sulfatada, e estudos com G. oxysperma (Kitzing)
K.L.Vinogradova ex Scagel & al. demonstraram propriedades contra o virus herpes simplex
(Cassolato et al. 2008), antitumorais (Ropellato et al. 2015) e antiveneno (Silva et al. 2018).
Analises bioquimicas preliminares corroboram 0s usos nutracéuticos e cosméticos de G.
brasiliensis (Pellizzari & Reis 2011), suas propriedades antioxidantes (Bernardi et al. 2016), de
inibicdo de migracdo e invasdo de células cancerigenas (Bellan et al. 2020) e acdo citotoxica
em células de glioblastoma (Mazepa et al. 2021). Este interesse recente no potencial
biotecnologico de MVVM pode aumentar a demanda por sua producdo comercial e reforca a
necessidade de identificacdo precisa das espécies, utilizando principalmente ferramentas
moleculares.

As MVM e outras espécies de Ulvophyceae sdo comuns em manguezais e estuarios
brasileiros, muitas vezes associadas com algumas algas vermelhas (Rhodophyta), em uma
comunidade definida por Post (1936) como “Bostrychietum”, crescendo sobre pneumatéforos
ou diretamente sobre o substrato (Eston et al. 1992, Braga et al. 1997). Estas macroalgas séo
importantes produtoras primarias deste ecossistema e fornecem abrigo para micro-
invertebrados (MMA 2018). As macroalgas interagem diretamente com as condigdes
ambientais dos manguezais, como a disponibilidade de luz, gradiente de salinidade e tipo de
substrato, que podem influenciar seu crescimento, sobrevivéncia e reproducao (Eston et al.
1991, Braga et al. 1997, Cunha & Costa 2002).

No Brasil, existem diversos registros de MVVM, mas apenas Gayralia brasiliensis e G.
oxysperma possuem ocorréncia confirmada por dados moleculares. G. brasiliensis foi descrita
a partir de material coletado do litoral do Parana por Pellizzari et al. (2013) e possui ampla
distribuicdo na costa brasileira, ocorrendo em estuarios e manguezais e também nos ambientes

marinhos, desde os estados do Para (Pedrini et al. 2021), Pernambuco, Bahia, Espirito Santo,
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Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana até Santa Catarina (Pellizzari et al. 2013). Contudo, essa
espécie era conhecida na costa brasileira com diferentes nomes, por exemplo, como
Monostroma sp. no Espirito Santo (Cordeiro-Marino et al. 1993) e Sdo Paulo (Braga 1997,
Braga et al. 1997), e como Protomonostroma sp. em Sdo Paulo (Coto 2007). J& para G.
oxysperma, Pellizzari et al. (2013) demonstraram, através do marcador nuclear ITS, uma
distribuicdo restrita aos estuarios e manguezais subtropicais dos estados de S&o Paulo, Parana
e Santa Catarina. Similarmente, G. oxysperma ja foi registrada em Sdo Paulo como M.
latissimum (Joly 1957), M. oxyspermum (Joly 1965), Ulvaria oxysperma var. oxysperma
(Ugadim 1973) e Ulvaria oxysperma (Kdtzing) Bliding (Braga 1997, Braga et al. 1997).

1.1. Historico de estudos taxonémicos das Macroalgas Verdes Monostromaticas

Linnaeus (1753) ao descrever o género Ulva, na primeira edicdo de “Species
Plantarum”, ndo especificou se as espécies folidceas apresentavam uma ou duas camadas de
células em espessura, ou seja, se eram monostromaticas ou distromaticas, respectivamente.
Assim, Kitzing (1843) propds que o género Ulva acomodasse as algas monostromaticas e
descreveu um novo género Phycoseris (atualmente sinbnimo de Ulva) para as espécies
distrométicas.

Ruprecht (1850) descreveu o género Ulvaria, primeiro género monostromatico (a
excecdo de Ulva, na época), com base nas estruturas de “frutificacdo” (reproducédo) de U. fusca
Postels & Ruprecht (= Ulvaria splendens (Ruprecht) K.L.Vinogradova). Thuret (1854), por
meio de estudos de anatomia interna, discordou de Kiitzing (1843) e propds que o género Ulva
fosse conservado para as macroalgas folidceas distromaticas, uma vez que as espécies
comumente estudadas pelos autores, como U. lactuca Linnaeus, U. rigida C.Agardh e U. linza
Linnaeus, sdo todas distromaticas. Dessa forma, Thuret (1854) sinonimizou Phycoseris a Ulva,
e descreveu 0 género Monostroma para as macroalgas folidceas monostromaticas. Kunieda
(1934) prop6s a nova familia Monostromataceae para abrigar o género Monostroma, pois
observou diferencas no historico de vida em relacdo a familia Ulvaceae, especialmente a
presenca de um esporofito do tipo “codiolum”.

Papenfuss (1960) examinou o material tipo do género Ulva, um exemplar de U. lactuca
depositado no herbario Lineano em Londres (Inglaterra) e concluiu que Thuret (1854) estava
correto e, de fato, Ulva era um género distromatico. Entdo, Papenfuss (1960) propds a
conservacdo do nome Monostroma para as algas monostromaéticas, tornando Ulvaria um
sinbnimo de Monostroma. Porém, no mesmo ano, Bliding (1960) sugeriu a manutencdo do
género Ulvaria para as espécies monostromaticas que possuem apenas reproducao assexual por

zooides biflagelados e Monostroma para as espécies que possuem uma geragao sexual e outra
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assexual em seu historico de vida. Como Ruprecht (1850) ndo designou um holétipo para o
género Ulvaria, Papenfuss (1960) designou Ulvaria fusca (= U. splendens (Ruprecht)
K.L.Vinogradova) como lectotipo.

Outra questdo alvo de debate taxondmico foi quais espécies constituiam o género
Monostroma, uma vez que Thuret (1854) ndo indicou o hol6tipo, mas mencionou duas espécies
na descricdo do género, M. bullosum (Roth) Thuret e M. oxycoccum Thuret (= Gayralia
oxysperma). Diante disso, Pfeiffer (1874) designou M. bullosum como lectotipo, porém
Papenfuss (1960) relectotipifica-0 com M. oxyspermum (Kutzing) Doty (= Gayralia
oxysperma). Kornmman (1964) discordou de Papenfuss (1960) e retornou a espécie tipo de
Monostroma para M. bullosum, a partir de estudos de ontogenia. Contudo, o historico de vida
e ontogenia do talo das duas espécies sdo diferentes: M. bullosum possui reproducdo sexual
com alternancia de geracfes heteromorficas e ontogenia do talo do tipo “disco-saco-lamina”
enquanto M. oxyspermum possui apenas reproducdo assexual com uma fase macroscopica
folidcea e ontogenia “filamento-saco-lamina” (Bliding 1968). Com base nessas diferencas,
Gayral (1964) descreveu o género Ulvopsis para abrigar as espécies com historico de vida
diplobionte e alternancia de geracdes heteromorficas, com U. grevillei (Thuret) Gayral da
Franca como espécie tipo. Bliding (1968) considerou que a descri¢do de Thuret (1854) para o
género Monostroma era mais semelhante a M. bullosum e transferiu M. oxyspermum para o
género Ulvaria. No mesmo trabalho, Bliding (1968) também transferiu duas espécies de
Monostroma, M. leptodermum Kjellman e M. zostericola Tilden [= Kornmannia leptoderma
(Kjellman) Bliding], para o novo género Kornmannia, com base em caracteristicas
morfolégicas e de histérico de vida, que eram diferentes de Monostroma. Como 0 género
Kornmannia ndo apresentava alternancia de geracdes isomorficas, caracteristico da familia
Ulvaceae, e nem alternancia de geragdes heteromarficas com um esporofito do tipo “codiolum”,
tipico de Monostromataceae, Golden & Cole (1986) transferiram o género Kornmannia para a
nova familia Kornmanniaceae.

Vinogradova (1969) ndo considerou Monostroma oxyspermum como pertencente ao
género Ulvaria, conforme proposto por Bliding (1968), devido as diferencas no historico de
vida e propds um novo género Gayralia para acomodar M. oxyspermum, como G. oxysperma.
A autora tambem prop6s o género Protomonostroma para acomodar M. undulatum Wittrock,
da Noruega. Vinogradova (1969) designou a nova familia Gayraliaceae para incluir 0s novos
géneros Gayralia e Protomonostroma.

Borzi (1895) descreveu a ordem Ulotrichales para acomodar a familia Ulvaceae,
anteriormente descrita como “Ulvaceés” por Lamouroux (1813) para agrupar todas as algas

verdes. A ordem Ulvales foi descrita alguns anos depois por Blackman & Tansley (1902),
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porém somente alguns autores aceitaram a necessidade de duas ordens para as algas verdes
foliaceas. O estudo de Floyd & O’Kelly (1984) foi inovador ao considerar a ultraestrutura das
células moveis (zooides, gametas e esporos) de varios géneros, além de caracteres morfoldgicos
e de histdrico de vida, para corroborar a separacao das ordens Ulvales e Ulotrichales. Somente
com o advento da biologia molecular e 0 aumento dos estudos sobre as algas verdes, a posi¢do
das ordens, familias e géneros vem sendo esclarecida (Hayden & Waaland 2002, Leliaert et al.
2012, Bast et al. 2015). Em nivel de ordem, por exemplo, dados filogenémicos recentes
suportaram Ulvales e Ulotrichales como ordens distintas e irmas na classe Ulvophyceae (Hou
et al. 2022). Dentre as macroalgas, as verdes foram as Gltimas a terem marcadores moleculares
especificos para DNA barcoding desenvolvidos e avaliados, sendo tufA o melhor marcador
selecionado, pois é o que possui maior universalidade, melhor qualidade de sequéncias e menor
taxa de contaminacédo (Saunders & Kucera 2010). O marcador rbcL foi considerado o segundo
melhor para as macroalgas verdes, porém poucos estudos de MVM utilizaram-no (Saunders &
Kucera 2010; Hayden & Waaland 2002; Shimada et al. 2003; Lin et al. 2013; Bast et al. 2015).
Entretanto, os Unicos estudos brasileiros de DNA barcoding sobre MVVM utilizaram o marcador
ITS, apesar deste anteriormente ter sido considerado dificil de amplificar e possuir variancia
muito alta para anélises ao nivel de género (Pellizzari et al. 2013; Silva et al. 2022).
A visdo geral desse histdrico é apresentada na Tabela 1.



Tabela 1. Resumo do histérico nomenclatural dos géneros de macroalgas verdes monostromaticas, por ordem cronoldgica, de acordo com Guiry & Guiry (2022). Comentarios
taxondmicos incluem os principais pontos para cada género.

Géneros Ulvaria Monostroma Ulvopsis Kornmannia Protomonostroma Gayralia
Descricéo - . .
original Ruprecht (1850) Thuret (1854) Gayral (1964) Bliding (1968) Vinogradova (1969) Vinogradova (1969)
Espécie tipo U. splendens M. bullosum U. grevillei K. leptoderma P. undulatum G. oxysperma
. . Ilhas Aleutian, Novaya Zemlya, Ilhas Nordland, Mar Baltico,
Localidade tipo Alasca Inglaterra Bretagne, Franga Artico russo Noruega Alemanha
Especies 03 32 i 01 02 02
aceitas
Ordem Ulvales Ulotrichales Ulotrichales Ulvales Ulotrichales Ulotrichales
América do Norte " America do Norte,
Distribuicio Ameérica do Sul ' llhas do Atlantico Artico, América do América do Norte, América do sul,
oulg P cosmopolita e x Norte, Norte da América do sul, América Central,
mundial Europa, Artico, Mar Béltico e Japdo P . P
Asi . Europa Europa, Asia, Antartica Europa, Africa e
sia e Oceania .
Oceania
Papenfuss (1960) Pfeiffer (1874)
considerou designou M.
sindnimo de bullosum como tipo. Proposto para
Monostroma. Papenffuss (1960) . Proposto para P P
- L - Atualmente é Proposto para acomodar M.
Comentarios Bliding (1960) designou M. P acomodar M. :
P : sindnimo de acomodar M. oxyspermum devido a
taxonémicos ressuscitou OXyspermum como leptoderma e M. . P
. : Monostroma . undulatum diferencas no historico
Ulvaria para tipo. Kornmman zostericola .
- . de vida
especies assexuais (1964) retornou a
com zooides espécie tipo para M.

biflagelados

bullosum




1.2 Historico de vida e ontogenia das Macroalgas Verdes Monostromaticas

Devido a simplicidade dos caracteres morfoldgicos, muitos autores optaram por estudos
de historico de vida e ontogenia do talo para a identificacdo das macroalgas verdes
monostromaticas. Trés padrdes de ontogenia do talo sdo atualmente reconhecidos nas MVM:
“disco-saco-lamina” (DSL), “filamento-saco-lamina” (FSL) e “filamento-lamina” (FL).
Contudo, nenhum dos tipos de ontogenia é exclusivo ou Unico para 0s géneros. Espécies do
mesmo género podem apresentar ontogenias do talo diferentes, como é o caso de Gayralia
oxysperma que possui ontogenia FSL e G. brasiliensis que possui ontogenia do tipo FL (Braga
et al. 1997, Pellizzari et al. 2013). Da mesma forma, espécies de géneros diferentes podem ter
ontogenias semelhantes, como é o caso de Monostroma grevillei e Kornmannia leptoderma,
ambas com ontogenia do tipo DSL (Bliding 1968). Um resumo dos principais padrdes de
ontogenia do talo e tipos de historico de vida em macroalgas verdes monostromaticas sdo

apresentados nas Figuras 1 e 2, respectivamente.

- 0.

9O 'O :ovce

» »

disco —saco — lamina filamento — saco —ldmina filamento — lamina

Figura 1. Padrdes de ontogenia do talo em macroalgas verdes monostromaticas (adaptado de Bast 2015).
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Figura 2. Tipos de historico de vida em macroalgas verdes monostromaticas. (a) Reproducdo sexual isomorfica.
(b) Reproducao sexual heteromorfica sem a fase “codiolum”. (c) Reprodugdo sexual heteromorfica com a fase
“codiolum”. (d) Reproducdo assexual monomorfica. (e) Reproducdo assexual heteromérfica.

Em Ulvaria ha alternancia de geracGes isomorficas (Figura 2a), onde o gametofito

macroscépico laminar libera isogametas quadriflagelados, que ap6s a fusdo, o zigoto se
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desenvolve novamente em uma fase laminar macroscépica; que por sua vez, libera zodsporos
quadriflagelados (Bliding 1968, O’Kelly et al. 1984).

O género Kornmannia possui histdrico de vida diplobionte e alternancia de geracoes
heteromdrficas: um esporo6fito macroscopico laminar libera zodsporos quadriflagelados, que
germinam em um gametofito discoidal microscopico (Figura 2b). Os discos liberam isogametas
quadriflagelados, que apds a fusdo se desenvolvem na fase laminar novamente (Golden & Cole
1986). A reproducdo assexual também ja foi relatada para o género, com zooides que se
desenvolvem em um disco, que por sua vez se desenvolve em uma lamina (Bliding 1968).

O género Monostroma historico de vida diplobionte e alternncia de geracdes
heteromorficas (Figura 2c), onde o gametdfito macroscopico laminar (haploide) libera
isogametas biflagelados e o zigoto formado pela fusdo dos gametas desenvolve um esporofito
unicelular chamado “codiolum” (diploide), que libera zodsporos flagelados e germinam na fase
laminar haploide (Bliding 1968, Horinouchi 2019). A reproducdo assexual também ja foi
observada no género (Figura 2d); neste caso a lamina macroscoépica libera zooides biflagelados
que, apds a germinacdo, se desenvolvem novamente em uma lamina macroscopica (Bliding
1968, Bast et al. 2009).

O género Ulvopsis, atualmente considerado sindbnimo de Monostroma, foi descrito como
possuindo reproducdo sexual, apresentando alternancia de geracdes heteromdrficas com
gametdfitos macroscopicos e espordofitos microscopicos, além de ontogenia do talo do tipo DSL
(Gayral 1964; Figura 2c).

No género Gayralia, apenas a reproducdo assexual é conhecida (Figura 2d). A alga
macroscopica laminar libera zooides biflagelados que germinam novamente num individuo
macroscopico laminar [Tatewaki 1969, Cordeiro-Marino et al. 1993 (como Ulvaria e
Monostroma), Braga et al. 1997 (como Ulvaria e Monostroma), Pellizzari et al. 2013].

No género Protomonostroma apenas a reproducdo assexual é conhecida, porém ha
alternancia de duas geracdes heteromorficas (Figura 2e): a fase macroscopica laminar libera
zooides quadriflagelados que, apds a germinacdo desenvolvem-se em um cisto unicelular
microscopico que, por sua vez, supbe-se que libera zooides quadriflagelados que germinam na
fase macroscépica laminar (Tatewaki 1969).

Apesar de grande avangco nos estudos taxonémicos de macroalgas verdes
monostromaticas ainda ha muitas divergéncias, pois os taxons possuem morfologia semelhante
e a sua distincdo é geralmente realizada através do estudo da ontogenia e historico de vida.
Entretanto, a descrigdo dos géneros a partir da ontogenia também néo é conclusiva, pois ha uma
grande variedade de estratégias reprodutivas e uma provavel perda da capacidade de reproducéo

sexuada também é comumente relatada (Cordeiro-Marino et al. 1993, Bast et al. 2009,
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Pellizzari et al. 2013). Assim, 0 uso de marcadores moleculares, tais como o gene nuclear que
codifica o espacador interno transcrito do rDNA (ITS) e os genes plastidiais que codificam o
fator de elongacdo Tu (tufA) e a enzima ribulose 1,5-bifosfato carboxilase/oxigenasse (rbcL),
tem se mostrado uma ferramenta de auxilio a taxonomia das MVM (Saunders & Kucera 2010,
Pellizzari et al. 2013, Du et al. 2014). Portanto, este trabalho visa contribuir para um melhor
conhecimento das espécies de macroalgas verdes monostromaticas que ocorrem principalmente
no Brasil, mas também de outras espécies que ocorrem na Peninsula Antartica e na Coreia do
Sul, com base em dados morfoldgicos e moleculares, para possibilitar uma visdo mais ampla

das relagdes filogenéticas de MVM dentro de Ulvophyceae.

2. OBJETIVOS

I.  Conhecer a diversidade de macroalgas verdes monostromaticas que ocorrem no Brasil
com base em morfologia aliada a dados moleculares;
Il.  Selecionar os caracteres morfoldgicos diagndsticos para a diferenciacdo dos taxons
encontrados;
I1l.  Avaliar as relagdes filogenéticas das macroalgas verdes monostromaticas baseando-se

em diferentes marcadores moleculares.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Coletas e processamento das amostras

As amostras foram coletadas entre junho e outubro de 2019, nos estados do Ceara, Bahia
e Sao Paulo. Adicionalmente, para uma melhor compreensdo da filogenia das macroalgas
verdes monostromaticas, espécimes coletados na Peninsula Antartica, em 2015, e na Coreia do
Sul, em 2019 e 2021, também foram incluidos no estudo. Detalhes dos locais de coleta, datas e
coletores das amostras estdo descritos na Tabela 2. As coletas foram realizadas manualmente
com o uso de uma espatula metélica, buscando conservar o apressorio, e as amostras foram
acondicionadas em sacos plasticos devidamente etiquetados. Todo o material coletado foi
levado ao Nucleo de Pesquisa em Ficologia do Instituto de Pesquisas Ambientais (IPA), Séo
Paulo. As siglas dos herbérios estdo de acordo com Thiers (2022). Ap6s serem limpas, por¢des
do talo foram desidratadas em silica gel para estudos moleculares e o restante foi mantido seco

para os estudos morfoldgicos.



Tabela 2. Espécies de macroalgas verdes monostromaticas com sequéncias produzidas; Coletas, depdsito e marcadores sequenciados.

Taxa Voucher Data e local Amostras Coletores N° de acesso GenBank/ codigo
ITS rbcL -5P tufA
Gayralia brasiliensis SP470472  18/07/2019, Rio Escuro, Ubatuba, Séo 4 H.R. Fragoso & L.P. RE3 MW242795
Paulo, Brasil Soares
SP514093  24/02/2021, Praia das Cigarras, S&o 1 L.P. Soares Cl1
Sebastido, Sdo Paulo, Brasil.
SP514086  04/06/2019, Rio Escuro, Ubatuba, Sao 1 H.R. Fragoso & M.T. RE1
Paulo, Brasil Fujii
SP514087  18/07/2019, Rio Escuro, Ubatuba, Séo 18 H.R. Fragoso & L.P. RE8
Paulo, Brasil Soares
SP514085  18/07/2019, Praia do Lamberto, 17 H.R. Fragoso & L.P. 101
Ubatuba, S&o Paulo, Brasil Soares
SP514090  07/07/2019, Estuario de Marau, Itacare, 3 M.T. Fujii BA1l
Bahia, Brasil
SP514091  07/07/2019, Estuario de Marad, Itacaré, 3 M.T. Fujii BA2
Bahia, Brasil
SP514088  26/10/2019, Cananeia, Ilha do Cardoso, 11 H.R. Fragoso & L.P. IC1
Séo Paulo, Brasil Soares
SP514089  26/10/2019, Cananéia, llha do Cardoso, 1 H.R. Fragoso & L.P. PO2
Sédo Paulo, Brasil Soares
SP514092  30/06/2019, Praia de Flecheiras, Trairi, 1 L.P. Soares CEl
Ceara, Brasil
Gayralia oxysperma SP470475  15/09/2019, Rio Lagoinha, Ubatuba, 5 M.T. Fujii M2 MW242794
Séo Paulo, Brasil
SP470473  04/06/2019, Rio Escuro, Ubatuba, Sdo 2 H.R. Fragoso & M.T. MW242792
Paulo, Brasil Fujii MW242796
SP470474  18/07/2019, Rio Escuro, Ubatuba, Sao 2 H.R. Fragoso & L.P. MW242793
Paulo, Brasil Soares
Monostroma nitidum SP514094  06/05/2019, Chaeseokgang, Buan-gun, 23 M.T. Fujii Co1 Co1
Jeollabuk-do, Coreia do Sul
NIBRCLO00 29/05/2021, Chaeseokgang, Buan-gun, 1 E.H. Bae D1 D1
0115738 Jeollabuk-do, Coreia do Sul
NIBRCLO00 29/05/2021, Chaeseokgang, Buan-gun, 1 E.H. Bae D2 D2
0115739 Jeollabuk-do, Coreia do Sul
NIBRCLO00 29/05/2021, Chaeseokgang, Buan-gun, 1 E.H. Bae D3 D3

0115740

Jeollabuk-do, Coreia do Sul
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Monostroma hariotii

NIBRCLOOQO
0115741
NIBRCLO00
0115742
SP514095

SP514096

29/05/2021, Chaeseokgang, Buan-gun,
Jeollabuk-do, Coreia do Sul
29/05/2021, Chaeseokgang, Buan-gun,
Jeollabuk-do, Coreia do Sul
08/01/2015, Demay, llha do Rei
George, Peninsula Antartica
20/01/2015, Baia de Dorian, llha
Wiencke, Peninsula Antartica

E.H. Bae

E.H. Bae

B.B. Souza

B.B. Souza

D4

D5

AT1

AT4

D4

D5

(-) Néo consta.
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3.2. Estudos morfoldgicos

As amostras coletadas foram analisadas minuciosamente sob estereomicroscopio (Zeiss
Stemi 2000-C), para observar a presenca de epifitas, o aspecto geral do talo, estruturas de
fixacdo e presenca de estruturas reprodutivas. Cortes anatbmicos a méo livre foram realizados
com o auxilio de ldmina de aco para observacao da estrutura interna sob microscopio optico
(Zeiss Primo Star). As imagens foram obtidas com camera digital (Canon IXUS 185)
diretamente acoplada ao estereomicroscépio e ao microscopio Optico. As exsicatas foram
depositadas no Herbario Maria Eneyda P. Kauffman Fidalgo (SP) do Instituto de Pesquisas

Ambientais, em Sdo Paulo. A nomenclatura dos tdxons seguiu Guiry & Guiry (2022).

3.3. Estudos moleculares

3.3.1. Extracédo de DNA: Porcdes limpas e livres de epifitas do talo desidratado foram
selecionadas sob estereomicroscopio e maceradas no homogeneizador de tecidos (Precellys®,
Bertin Instruments, Franga). Em seguida, a extragdo do DNA gendmico total foi realizada com
o uso do kit de extragdo de tecidos vegetais “NucleoSpin Plant II Kit” (Machery-Nagel,
Alemanha), de acordo com o protocolo do fabricante. Aliquotas de DNA foram armazenadas
no freezer a -22°C.

3.3.2. Amplificagéo, purificagéo e sequenciamento dos marcadores moleculares: O
DNA extraido foi utilizado na amplificacdo de marcadores selecionados com base na
guantidade de sequéncias disponiveis no GenBank, sendo esses: 1) ITS - espacador interno
transcrito do rDNA, incluindo ITS1 (separa as subunidades ribossomais 18S e 5.8S), gene 5.8S
e ITS2 (separa as subunidades ribossomais 5,8S e 26S); 2) tufA - gene plastidial que codifica o
fator de elongagdo Tu (media a entrada de um aminoacil-tRNA ao sitio receptor do ribossomo
durante a sintese proteica) e 3) rbcL-5P —porg¢do 5’ do gene plastidial que codifica a subunidade
grande da enzima ribulose 1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase (RuBisCo). Os marcadores
foram amplificados por meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), de acordo com as
condigdes descritas em Saunders & Kucera (2010, Tabela 3), e com o uso de primers

especificos para cada regido a ser amplificada (Tabela 4).
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Tabela 3. Etapas dos ciclos de PCR utilizados na amplificacdo dos marcadores selecionados.
O namero de ciclos se refere as etapas de desnaturacdo, anelamento e extenséo.

Marcador Desri\r?itcui;?géo Desnaturacéo Anelamento Extensdo Extensao final
A 94°C por 4’ 94°C por 1° 45°C por 30>’ 72°C por 1° 72°C por 7’
38 ciclos
rbel. - 5P 95°C por 2’ 93°C por 1” 54°C por 45’ 72°C por 2’ 72°C por 7
35 ciclos
ITS 94°C por 3’ 94°C por 30>’ 54°C por 40’ 72°C por 1°30” 72°C por 7’
38 ciclos

Tabela 4. Marcadores moleculares analisados e respectivos primers utilizados na PCR e
sequenciamento.

Marcador Primer Sequéncia 5° — 3’ Referéncia
tUfA tufA’F TGAAACAGAAMAWCGTCATTATGC Fama et al. (2002)
(807bp) tufA’R CCTTCNCGAATMGCRAAWCGC Fama et al. (2002)
rbel. - 5P GrbcL’nF GCTGGWGTAAAAGATTAYCG Saunders & Kucera (2010)
(559bp) GrbcL’R TCACGCCAACGCATRAASGG Saunders & Kucera (2010)
18S1763°F GGTGAACCTGCGGAGGGATCATT Hayden et al. (2003)
(GZ)EP) G4'R CTTTTCCTCCGCTTATTGATATG Harper & Saunders (2001)
JO6’R ATATGCTTAAGTTCAGCGGGT Lindstrom & Hanic (2005)

A amplificagdo dos marcadores foi realizada com o uso do GoTag® Green Master Mix
(Promega, Madison, Estados Unidos) e/ou do ilustra™ PureTaq Ready-To-Go PCR Beads (GE
Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido), em um volume final de 25 pL. As reacdes de PCR
foram realizadas no termociclador C1000 Touch (Biorad, California, EUA). Em seguida,
aliquotas de 4 pL dos produtos da PCR foram analisadas em eletroforese em gel de agarose
0,7% corado com GelRed® (Biotium, Califérnia, EUA) e com marcador de tamanho conhecido
(1kb DNA Ladder, Invitrogen®), para verificar o tamanho e a quantidade dos fragmentos
amplificados, bem como checar a auséncia de organismos contaminantes. Os fragmentos
amplificados foram purificados utilizando o Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification
Kit (GE Healthcare) de acordo com as instrugdes do fabricante. O DNA purificado foi
quantificado através de comparacéo visual, em eletroforese de gel de agarose 0,7%. Os produtos
purificados com sucesso foram submetidos a reagdo de sequenciamento utilizando o kit BigDye
Terminator v.3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Foster City, EUA) e em seguida
precipitados seguindo as instru¢fes do fabricante. Por fim, as amostras foram sequenciadas

comercialmente no Centro de Pesquisas sobre o Genoma Humano e Celulas-Tronco
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(Universidade de Séo Paulo), em um sequenciador automatico ABI 3730 (Applied Biosystems),
com os “primers” utilizados na PCR.

3.3.3. Alinhamento de sequéncias: As sequéncias obtidas para os trés marcadores, nas
direcOes direta e reversa, foram alinhadas e editadas manualmente no programa BioEdit versdo
7.2.6.1 (Hall 1999) para a obtencdo das sequéncias consenso de cada amostra. Os
cromatogramas foram checados visualmente para verificar a presenca de nucleotideos
ambiguos e as inconsisténcias foram manualmente corrigidas. Os primers foram retirados das
sequéncias, quando sua identificacdo foi possivel. A identidade molecular dos taxons estudados
foi previamente checada com o auxilio da ferramenta Basic Local Alignment Search Tool da
plataforma do The National Center for Biotechnology Information (BLAST, Altschul et al.
1997).

3.3.4. Analises filogenéticas: Sequéncias adicionais de representantes das ordens
Ulotrichales e Ulvales foram importadas do GenBank (Benson et al. 2018, tabela 5) e
adicionadas as matrizes de cada marcador, contendo as sequéncias geradas neste trabalho para
construir os alinhamentos finais. Quando possivel, sequéncias das espécies tipo e/ou da
localidade tipo foram selecionadas e indicadas nas analises filogenéticas. As sequéncias foram
alinhadas multiplas vezes com o programa online MAFFT versdo 7 (Katoh & Standley 2013).
Os valores de divergéncia genética foram estimados usando as distancias genéticas pareadas,
ndo corrigidas (p-distance) conforme implementado no programa MEGA X (Kumar et al.
2018). As reconstrucdes filogenéticas foram realizadas usando analise de méaxima
verossimilhanga (ML) no programa RAXML v8.2.X em uma sesséo do Windows PowerShell
(Stamatakis 2014) com 1000 réplicas de bootstrap, para avaliar a confiabilidade das topologias
(Felsenstein 1985). Membros do género Caulerpa J.V.Lamouroux (ordem Bryopsidales) foram
selecionados como grupo externo para todos os marcadores. Os modelos de substituicdo de
nucleotideos mais adequados, selecionados com o programa jModelTest v2.1.10 (Darriba et al.
2012, Guindon & Gascuel 2003), foram GTR+GAMMA para ITS e rbcL-5P, e
GTR+GAMMA+I para tufA. As arvores foram visualizadas com o auxilio do programa FigTree
v.1.4.4 (Rambaut 2018).



Tabela 5. Sequéncias importadas do GenBank para as andlises filogenéticas.

N° de acesso GenBank

Espécie Pais Voucher ITS tufA rbel Referéncia
Blidingia minima Japao NIES-1837 MG721599 Fang et al. 2018
Capsosiphon sp Antartica MLG_0523 MN145919 Dubrasquet et al. 2021
Caulerpa chemnitzia india CSIR-CSMCRI 645 JQ745718 JQ745704 Kazi et al. 2013
Caulerpa racemosa Japéao - AB038486 Hanyuda et al. 2000
Caulerpa racemosa var. £ CSIR-CSMCRI .
macrophysa India 20101230003 JQ745722 KC153520 Kazi et al. 2013
Caulerpa taxifolia Italia PhL249 MF172076 Miladi et al. 2018
Chlorothrix sp. Canada C167 AY653740 Lindstrom & Hanic 2005
Fernandinella sp. - Lukesova F4 MF000596 Skaloud et al. 2018
Gayralia brasiliensis Brasil SPF56198 KC143762 Pellizzari et al. 2013
Gayralia sp. EUA ALLHE-2TLT el 2 JF680967 Carlile et al. 2011.
06969
Gayralia sp. Tanzénia SPF57055 KC143771 Pellizzari et al. 2013
- - AF387112 Né&o publicado.
Canada GWS004830 HQ610252 HQ603384 Saunders & Kucera 2010
. india - JF918550 Gupta et al. 2015
Gayralia oxysperma
Austrélia - AY016306 Woolcott & King 1998
Brasil SPF56197 KC143758 Pellizzari et al. 2013



Gloeotilopsis planctonica
Hazenia mirabilis

Helicodictyon planctonicum

Kornmannia leptoderma

Kraftionema allantoideum

Monostroma angicava

Monostroma arcticum

Monostroma grevillei

Monostroma sp.1 grevillei

Monostroma sp.2 grevillei

Republica Tcheca

EUA

EUA

Dinamarca

Alemanha

EUA

Canada

Australia

Antértica

China

China

Alemanha

China

Irlanda

Reino Unido

Canada

EUA

Canada

SAG 29.93
SAG 1.87
UTEX LB1570
HCOP19

S_334

isolate DNAS-1E7-
197440

WTU344784

A-GW2014030903
A-GW2014030903
TWL-20110412-1

S_624

MonAl

GWS003763

GWS003588

GWS003787

HF570953

MG572118

KC411873

AF499456

GU062560

MH720542

MG944400

KX268524

MG646366

MH538599

HQ610256
HQ610255

HQ610261

AF499681 Hayden & Waaland 2002
Skaloud et al. 2013
KM464721 Fuéikova et al. 2014
Steinhagen et al. 2019
Weinberger et al. 2019
MH230065 Né&o publicado.
AF499677 Hayden & Waaland 2002
KX 268523 Wetherbee2<§41\6/erbruggen
Né&o publicado.
N&o publicado.
Du et al. 2014
Steinhagen et al. 2019
JN093111 Lin et al. 2013
Blomster et al. 2002
GU183089 Bast et al. 2015

Saunders & Kucera 2010

Saunders & Kucera 2010

Saunders & Kucera 2010
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Monostroma hariotii
Monostroma kuroshiense

Monostroma latissimum

Monostroma nitidum

Monostroma sp.
Planophila laetevirens
Planophila sp.

Protomonostroma sp.

Protomonostroma undulatum

Rhexinema paucicellulare

EUA
Antartica
Japao

Japéo

Japéo
Japéo
Canada
Italia
Costa Rica
Antartica
Canada
EUA
EUA
EUA

Canada

Republica Tcheca

GWS003626
ANT_2004-2
SAP108019

strain KUM 1

SCL16806

SAG 2008

SAG 32.98
MLG_0234A
GWS003761

GWS002668

UBC A93898
MAL_445

CCAC 3283B

GU062561

EU664977

AF415170

AF163111

AJ416102

DQ821517

MZ413899

HQ610262

MK507414

MZ401486

MF000595
MN145889
HQ610274

HQ610275

MZ401485

MF000601

AF387110

AF499680

Saunders & Kucera 2010
Dubrasquet et al. 2021
Bast et al. 2015
Bast et al. 2015
N&o publicado.

Né&o publicado.
Hayden & Waaland 2002
Woolcott et al. 2000
Lindstrom et al. 2021
Friedl & O'Kelly 2002
Skaloud et al. 2018
Dubrasquet et al. 2021
Saunders & Kucera 2010
Saunders & Kucera 2010
Hanic & Lindstrom 2008
Lindstrom et al. 2021

Lindstrom et al. 2021
Fucikova et al. 2014
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Republica Tcheca

Rhexinema sp. Suica
EUA
Sarcinofilum mucosum
EUA
Ulothrix flacca Noruega
Ulothrix sp. X1 EUA
Ulothrix sp. X3 EUA
Japéo
Ulothrix zonata EUA

Republica Tcheca

Ulva chaugulii india
Ulva compressa China
Alemanha
Ulva intestinalis
Reino Unido
Canada
Ulva lactuca

Japao

Ulva laetevirens China

Ulva rigida Irlanda

SAG 8.90 MF034601
SAG 466-2
SAG 24.93
SAG 24.93 MF034649

2016_BIO309A_86

- DQ821515
- DQ821516
NIES-537
UTEX 745
SAG 38.86
CAL/ALG./029 KT429218
RZ-20111206-2 KC411878
S_381
isolate Ul_LM_F1
GWS005842
SAP:095076
JZW-20111118-5 KC411866
GALWO0015523

MFO000600

MF000597

MN184608

MG721891

AY454424

MH538534

HQ610365

MG721865

AF499683

MF038885

AB097623

EU484408

Darienko & Proeschold 2017
Fu¢ikova et al. 2014
Skaloud et al. 2018
Darienko & Proeschold 2017
Bringloe et al. 2019
Hanic & Lindstrom 2008
Hanic & Lindstrom 2008
Fang et al. 2018
O’Kelly et al. 2004
Hayden & Waaland 2002
Kazi et al. 2013
Du et al. 2014
Steinhagen et al. 2019
Ghaderiardakani et al. 2017
Saunders & Kucera 2010
Shimada et al. 2003
Du et al. 2014

Loughnane et al. 2008
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Ulvaria splendens

Ulvaria obscura

Ulvaria obscura var. blyttii

Ulvaria sp.
Urospora neglecta
Urospora penicilliformis
Urospora wormskioldii

Vischerioclonium submersum

(-) Néo consta.

Japéo
Japéo
EUA
Canada
EUA
EUA
Canada
Canada
Canada
Canada

EUA

SAP:095049

KU-d13936

GWS003667

GWS037926

WTU 344838

1.AMW

GWS030975

SCL17354

strain Donna 6

GWS006374

UTEX 1913

ABO097637

LC507159

AY?260571

AY476811

MFO000586

LC507139
HQ610426

MH308688

AY 454402
KM255027

MZ401487

HQ610441

MFO000599
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AB097611 Shimada et al. 2003
Kawai et al. 2021
Saunders & Kucera 2010
Bringloe et al. 2020
AF499673 Hayden & Waaland 2002
O’Kelly et al. 2004
Saunders & Kucera 2010
Lindstrom et al. 2021
Lindstrom & Hanic 2005
Saunders & Kucera 2010

Skaloud et al. 2018
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4. RESULTADOS

4.1. Estudos moleculares

Um total de 30 sequéncias foram geradas neste trabalho, sendo dezoito de tufA (583-
860 bp), onze de ITS (571-682 pb) e uma de rbcL-5P (587 pb). Quatro entidades taxondmicas
distintas e previamente identificadas como Gayralia oxysperma (n = 5) e Gayralia brasiliensis
(n = 11) no Brasil, Monostroma hariotii Gain (n = 2) na Peninsula Antértica e Monostroma
nitidum (n = 9) na Coreia do Sul foram incluidas nas andlises filogenéticas.

4.1.1. Marcador plastidial tufA: O conjunto final de dados incluiu 57 sequéncias com
842 pb. Foram obtidas sequéncias para espécimes morfologicamente identificados como
Gayralia oxysperma (n = 3), G. brasiliensis (n = 9) e Monostroma nitidum (n = 6). A filogenia
de tufA (Figura 3) resolveu G. oxysperma do Brasil (n = 3) em um clado bem suportado (BS =
99) com um espécime do Canadd (HQ610252) e amostras previamente identificadas como
Kornmannia leptoderma da Alemanha (MG944400) e Dinamarca (MH720542), com uma
divergéncia intraespecifica variando de 0,0 a 0,7%. Gayralia oxysperma formou um clado
irmdo com um subclado que incluiu G. brasiliensis e M. nitidum, com total suporte filogenético
(BS = 100). As amostras de G. brasiliensis do Brasil (n = 9) formaram um clado (BS = 70),
com um espécime ndo identificado de Gayralia do Havai, EUA (JF680967), apresentando
divergéncia intraespecifica de 0,0 a 0,2%, sugerindo tratar-se de um mesmo taxon. As amostras
provenientes da Coreia do Sul, morfologicamente identificadas como Monostroma nitidum (n
= 6) foram agrupadas em um clado com alto suporte (BS = 99), irmdo de G. brasiliensis. A
divergéncia genética interespecifica total dentro do clado contendo G. brasiliensis, G.
oxysperma e M. nitidum variou de 1,0% (entre G. brasiliensis e M. nitidum) a 7,0% (entre G.

brasiliensis e G. oxysperma).
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—— LC507139 Ulvaria splendens Japao
Ulvales 99— MH538534 Ulva intestinalis Alemanha
100 HQ610365 Ulva lactuca Canada
KM255027 Ulvaria sp. Canada
AY454402 Ulvaria obscura var. blyttii EUA
100} MH308688 Ulvaria obscura Canada
HQ610426 Ulvaria obscura EUA
91 HQ610256 'Monostroma' sp.1 grevillei Canada
88 HQ610255 'Monostroma' sp.1 grevillei EUA
BOO MZ401486 'Monostroma' sp. Canada
MH538599 'Monostroma' grevillei Alemanha
HQ610261 "Monostroma'sp.2 grevillei Canada
91 HQB10262 'Monostroma' sp.2 grevillei EUA
100, MK507414 'Monostroma' hariotii Antértica " o 1
MG646366 'Monostroma' angicava Antartica I M. hariotii
MF000597 Sarcinofilum mucosum EUA
100 MG721891 Ulothrix zonata Japao
AY454424 Ulothrix zonata EUA
100 MF000599 Vischerioclonium submersum EUA
MW242793 'Gayralia’ oxysperma Brasil, Sao Paulo
i
99

100 K4

Ulvopsis

MW242796 'Gayralia’ oxysperma Brasil, Sao Paulo
HQ610252 'Gayralia’ oxysperma Canada M. oxyspermum
MG944400 'Kornmannia leptoderma' Alemanha
MW242794 'Gayralia’ oxysperma Brasil, Sao Paulo
MH720542 'Kornmannia leptoderma’ Dinamarca
CO1 Monostroma ‘nitidum’ Coreia do Sul, Chaeseokgang
D3 Monostroma ‘nitidum’ Coreia do Sul, Chaeseokgang
m 98| D4 Monostroma 'nitidum’ Coreia do Sul, Chaeseokgang
D5 Monostroma ‘nitidum’ Coreia do Sul, Chaeseokgang
D1 Monostroma ‘nitidum’ Coreia do Sul, Chaeseokgang
L' D2 Monostroma 'nitidum’ Coreia do Sul, Chaeseokgang
74 PO2 'Gayralia’ brasiliensis Brasil, Sdo Paulo
IC1 'Gayralia’ brasiliensis Brasil, Sao Paulo
CE1 'Gayralia’ brasiliensis Brasil, Ceara
] 70 JF680967 'Gayralia’ sp. EUA, Havai
L | 1 BA1 'Gayralia’ brasiliensis Brasil, Bahia
H MW242795 'Gayralia’ brasiliensis Brasil, Sao Paulo
1 UIOtHChaIeS 101 'Gayralia’ brasiliensis Brasil, Sao Paulo
BAZ2 'Gayralia’ brasiliensis Brasil, Bahia
RE1 'Gayralia’ brasiliensis Brasil, Sdo Paulo

RES8 'Gayralia’ brasiliensis Brasil, Sdo Paulo Monostroma

KX268524 Kraftionema allantoideum Australia
—I 100 |, MF000600 Rhexinema sp. Suica

MF000601 Rhexinema paucicellulare Republica Tcheca

100 ———— MF000595 Planophila sp. Costa Rica

L MF000596 Fernandinella sp.
MN145919 Capsosiphon sp. Antartica
HQ610441 Urospora wormskioldii Canada
MZ401487 Urospora neglecta Canada
MN145889 Protomonostroma sp. Antartica
MZ401485 Protomonostroma undulatum Canada
MH475501 Protomonostroma undulatum Alemanha
HQ610275 Protomonostroma undulatum EUA
HQ610274 Protomonostroma undulatum Canada
MN184608 Ulothrix flacca Noruega

100 KC153520 Caulerpa racemosa var. macrophysa india
MF172076 Caulerpa taxifolia Italia

M. kuroshiense

'G. brasiliensis’

grupo externo

0.1

Figura 3. Arvore filogenética de Maxima Verossimilhanca baseada em sequéncias do marcador plastidial tufA de
representantes das ordens Ulvales e Ulotrichales. (A) Clado do género Monostroma. (B) Clado do género Ulvopsis.
Os nimeros indicados nos ramos correspondem aos valores de suporte para 1000 réplicas de bootstrap. Somente
valores > 70 séo exibidos. Sequéncias em negrito foram geradas no presente trabalho.

4.1.2. Marcador plastidial rbcL-5P: O alinhamento final incluiu 22 sequéncias com
571 pb. Apesar de inimeras tentativas com diversas combinac@es de primers, ndo foi possivel
obter sequéncias para as demais amostras. A filogenia de rbcL (Figura 4) agrupou o espécime
de G. oxysperma de S&o Paulo (n = 1) em um clado totalmente suportado (BS = 100) com um
espécime da Columbia Briténica, Canada (HQ603384) e uma amostra identificada como
Kornmannia leptoderma proveniente de Nova York, EUA (MH230065). N&o foi observada

variacdo intraespecifica em G. oxysperma. Além disso, esse clado formado por amostras do
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oceano Atlantico e Pacifico foi irm&o de Monostroma nitidum do Japao (AF499680), com alto
suporte (BS = 99). A divergéncia genética entre G. oxysperma e M. nitidum variou entre 2,2 e
2,6%.

100 B AF387110 'Monostroma’ nitidum
E JN093111 'Monostroma’ grevillei China
GU 183089 'Monostroma’ grevillei Reino Unido U’VOPSJS

100 I AF499683 Ulothrix zonata Repulblica Tcheca
MG721865 Ulothrix zonata Japéao

KX268523 Kraftionema allantoideumn Australia
95 [ KM464721 Helicodictyon planctonicumn EUA
AF499681 Gloeatilopsis planctonica Republica Tcheca

— AF499680 Monostroma nitidum Japéo

Ulotrichales| L

00| HQBO3384 'Gayralia’ oxysperma Canada M. oxyspermum
MH230065 'Kornmannia leptoderma’ EUA Monostroma

MF038885 Ulva intestinalis Reino Unido

j MW242792 'Gayralia’ oxysperma Brasil, Sdo Paulo
1

100

80 AB097623 Ulva lactuca Japao
AF387112 'Gayralia oxysperma’
EU484408 Ulva rigida Irlanda
AB097611 Ulvaria splendens Japao

100 AF499673 Ulvaria obscura var. biyttii EUA

85 AF499677 Kormmannia leptoderma Canada
{MG?H 599 Blidingia minima Japao
100 r JQ745704 Caulerpa chemnitzia india
Al

B038486 Caulerpa racemosa Japao

Ulvales|

grupo externo

0.03

Figura 4. Arvore filogenética de Méaxima Verossimilhanca baseada em sequéncias do marcador plastidial rbcL-
5P de representantes das ordens Ulvales e Ulotrichales. (A) Clado do género Monostroma. (B) Clado do género
Ulvopsis. Os nimeros indicados nos ramos correspondem aos valores de suporte para 1000 réplicas de bootstrap.
Somente valores > 70 sdo exibidos. Sequéncias em negrito foram geradas no presente trabalho.

4.1.3. Marcador nuclear ITS: O conjunto de dados final incluiu 41 sequéncias com
755 pb. Gayralia brasiliensis (n = 2) de Sao Paulo (llha do Cardoso e Rio Escuro) formou um
subclado com alto suporte (BS = 99), juntamente com o hol6tipo da espécie (KC143762) e um
espécime identificado como G. oxysperma da india (JF918550), com distancia genética de 0,2-
0,5% (Figura 5). O espécime de G. oxysperma (n = 1) coletado em S&o Paulo (Lagoinha)
formou um subclado com alto suporte (BS = 93) com G. oxysperma da Australia (AY016306),
juntamente com uma amostra do Parana, Brasil, (KC143758), com uma divergéncia
intraespecifica de 0,4%. As amostras provenientes da Coreia do Sul identificadas como M.
nitidum (n = 3) foram agrupadas em um subclado com suporte moderado (BS = 79) em um
clado que contém o holétipo de M. kuroshiense do Japdo (GU062561) e um espécime japonés
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identificado como M. latissimum (EU664977). A divergéncia genética entre M. nitidum, M.
kuroshiense e M. latissimum foi 0,5-1,0%, indicando que correspondem a uma Unica espécie.
Dessa forma, esses espécimes sdo tratados neste trabalho como M. kuroshiense e a prévia
identificacdo das amostras da Coreia do Sul como M. nitidum é equivocada. Para a espécie M.
hariotii da Peninsula Antartica (I1lha Rei George e Ilha Wiencke) foram geradas duas sequéncias
idénticas, as quais agruparam em um clado com suporte maximo (BS = 100) com uma amostra
identificada como M. angicava da Ilha Rei George (MG572118), localidade tipo de M. hariotii,

com uma divergéncia intraespecifica de 0,0-0,9%.

CO1 Monostroma ‘nitidum’ Coreia do Sul, Chaeseokgang

79 'D1 Monostroma ‘nitidum’ Coreia do Sul, Chaeseokgang
D5 Monostroma ‘nitidum’ Coreia do Sul, Chaeseokgang M. kurOShiense
EU664977 Monostroma ‘latissimum’ Japao
GU062561 Monastroma kuroshiense Japéo (TIPO)
JF918550 ‘Gayralia oxysperma’ India
KC143762 ‘Gayralia’ brasiliensis Brasil, Parana (TIPO) o - "
o9g | | €N ‘Gayralia’ brasiliensis Brasil, Sao Paulo G' bras”’ens,s,
99 * RE3 ‘Gayralia’ brasiliensis Brasil, Sao Paulo
AF415170 ‘Monostroma’ nitidum China
90 - KC143771 ‘Gayralia’ sp. Tanzénia
KC143758 'Gayralia’ oxysperma Brasil, Parana

ﬁ‘{AYOIGBOS ‘Gayralia’ oxysperma Australia M. oxyspermum

93 M2 ‘Gayralia’ oxysperma Brasil, Sac Paulo Monostroma
MF034649 Sarcinofilum mucosum EUA
MF034601 Rhexinema pauciceliulare Republica Tcheca
HF570953 Hazenia mirabilis EUA

MF000586 Vischerioclonium submersum EUA, Texas

100 [ DQ821517 Protomonostroma undulatum EUA, Alasca
MZ413899 Protomonostroma undulatum EUA, Alasca
AY476811 Urospora penicilliformis Canada

AY653740 Chlorothrix sp. Canada

DQ821514 Pseudothrix borealis EUA, Alasca
DQ8215615 Ulothrix sp. X1 EUA, Alasca

99 - DQ821516 Ulothrix sp. X3 EUA, Alasca

U Iotri c h a I es 100 | AT1 ‘Monostroma’ hariotii Antartica, llha Rei George (TOPOTIPO) I ‘M. harioti’.,

AT4 ‘Monostroma’ hariotii Antartica, Baia de Dorian

MG572118 ‘Monostroma’ angicava China
AF163111 ‘Monostroma’ nitidum Jap&o
KC411873 ‘Monastroma’ grevillei var. arcticum China

AF499456 ‘Monaostroma’ grevillei Irlanda U ’ =
100 'GU062560 ‘Monostroma’ grevillei Irlanda VOp S"S
AJ416102 Planophila laetevirens Italia

76|/AB097637 Ulvaria splendens Japédo
4100‘ LC507159 Ulvaria splendens Japéo
U Iva Ies AY260571 Ulvaria obscura var. blyttii EUA

99 KC411878 Ulva compressa China
T'_E@m 866 Uiva australis China
95

KT429218 Ulva chaugulii india

[ JQ745718 Caulerpa chemnitzia India
100 L JQ745722 Caulerpa racemosa var. macrophysa India

grupo externo

e |
0.10

Figura 5. Arvore filogenética de Méaxima Verossimilhanca baseada em sequéncias do marcador nuclear ITS de
representantes das ordens Ulvales e Ulotrichales. (A) Clado do género Monostroma. (B) Clado do género Ulvopsis.
Os numeros indicados nos ramos correspondem aos valores de suporte para 1000 réplicas de bootstrap. Somente
valores > 70 s&o exibidos. Sequéncias em negrito foram geradas no presente trabalho.
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As trés filogenias demonstraram algumas inconsisténcias nas identificagbes com base
em dados morfologicos. Por exemplo, as amostras analisadas neste trabalho que foram
previamente identificadas como Monostroma hariotii (Peninsula Antartica) e M. nitidum
(Coreia do Sul), que deveriam corresponder ao mesmo género, foram resolvidas em clados
distantemente relacionados filogeneticamente. M. hariotii foi resolvida em um clado maior que
contém outras espécies identificadas como Monostroma, indicado como Clado B (ITS, Figura
5); enquanto M. nitidum foi agrupada em outro clado juntamente com diversas espécies de
Monostroma e Gayralia, indicado como Clado A (tufA, Figura 2; ITS, Figura 5). Esse padréo
foi observado nos trés marcadores e os dois clados foram devidamente indicados nas trés
filogenias (Figuras 3-5). O Clado A corresponde ao género Monostroma e o Clado B deve ser
identificado como Ulvopsis. As novas combinagdes necessarias e outras mudancas taxonémicas
serdo abordadas na secdo de estudos morfoldgicos. Os valores de divergéncia para os dois
clados em tufA, ITS e rbcL-5P se encontram nas tabelas do Anexo.

4.2. Estudos morfoldgicos

As quatro espécies identificadas neste trabalho sdo descritas a seguir como Gayralia
brasiliensis, Monostroma oxyspermum, M. kuroshiense e M. hariotii. As questdes
nomenclaturais sdo abordadas nos comentarios de cada espécie. Para cada uma é apresentada
uma descri¢cdo com medidas e ilustracfes, material examinado e distribuicdo. Para as espécies
que ja sdo bem conhecidas em termos de descricGes e ilustracdes, apenas uma breve descricao
foi fornecida.

Gayralia brasiliensis Pellizzari, M.C.Oliveira & N.S.Yokoya
Hol6tipo: SPF56198.
Localidade tipo: Baia de Guaratuba, Parana, Brasil.

Figura 6.

Descrigdo: Talo ereto, verde claro, laminas delicadas e expandidas, com até 10 cm de
comprimento e 9,5 cm de largura. Margens lisas ou irregulares, fixadas ao substrato por um
pequeno apressorio discoide, geralmente localizado em uma extremidade da lamina. O
apressorio é formado por um aglomerado de células rizoidais originadas pela extensdo das
células basais do talo. Em vista superficial, células poligonais com cantos arredondados, 2,5-

5,0 x 5,0-12,5 um, geralmente dispostas em pares. Em corte transversal, talo monostromatico
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com células quadraticas, mais altas que largas, 20 um de espessura e lumen celular de 7,6-9 x

7,7-12,4 um. N&o foram observadas estruturas reprodutivas.

Habitat: Espécie encontrada em varios ambientes, crescendo em costBes rochosos de
ambientes marinhos, na boca de rios, nos estuérios e formando grandes populagdes sobre 0s

pneumatoforos de manguezais. Durante a maré baixa suporta alto grau de ressecamento.

Distribuicao: Brasil: Ceard (presente trabalho), Pernambuco, Bahia, Espirito Santo, Rio de
Janeiro, Parand, Santa Catarina (Pellizzari et al. 2013). Estados Unidos: Havai.

Material analisado: Brasil, Bahia: Peninsula de Marau, Praia de Barra Grande (13°53'3.1"S
38°56'53.7"W), 07 de julho de 2019, M.T Fujii (SP514090, SP514091). Brasil, Ceara: Trairi,
Praia de Flecheiras (3°13'9.2"S 39°16'10.8"W), 30 de junho de 2019, L.P. Soares (SP514092).
Brasil, Sdo Paulo: Ubatuba, Praia do Lamberto (23°30'1,1"S 45°7' 6,8"W), 18 de julho de 2019,
H.R. Fragoso e L.P. Soares (SP514085) e 16 de outubro de 2019, H.R. Fragoso (SP514138).
Ubatuba, Rio Escuro (23°29'31,1"S 45°9'50,3"W), 04 de junho de 2019, H.R. Fragoso e M.T
Fujii (SP514086) e 18 de julho de 2019, H.R. Fragoso e L.P. Soares (SP470472, SP514087).
Ubatuba, Rio Lagoinha (23°31'13,1"S 45°11'22,1"W), 15 de junho de 2021, M.T Fujii
(SP514137), M.T Fujii. Sdo Sebastido, Praia das Cigarras (23°43'48.8"S 45°23'58.2712"W), 24
de fevereiro de 2021, L.P. Soares (SP514093). Cananéia, llha do Cardoso (25° 4' 3.3"S
47°55'14.9" W), 26 de novembro de 2019, H.R. Fragoso e L.P. Soares (SP514088, SP514141).
Cananéia, Porto Bacharel (25°0'56.9"S 47°55'34.9"W), 26 de novembro de 2019, H.R. Fragoso
e L.P. Soares (SP514089 e SP514142).

Comentarios: As caracteristicas morfologicas dos exemplares analisados foram similares ao
material tipo (Pellizzari et al. 2013), que descreveram a espécie com base em dados
ontogenéticos e moleculares. E uma espécie comum no litoral de S&o Paulo, sendo encontrada
em todas as coletas realizadas. Em campo, ndo é possivel distingui-la de G. oxysperma, o que

exige maior atencdo durante a coleta, ja que, muitas vezes, crescem simpatricamente.
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Figura 6. Morfologia de G:ﬂralia brasiliensis. (a) Exemplares crescendo no manguezal da Ilha do Cardoso,
Cananéia, Sao Paulo. (b) Ambiente marinho (Praia das Flecheiras, Ceara) onde foi coletado G. brasiliensis. (c)
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Detalhe de pequenos espécimes crescendo em estacas dos currais de pesca marinha. (d) Aspecto geral do talo. (e)
Porcéo basal do talo, mostrando células rizoidais e o apressorio discoide. (f) Vista superficial mostrando células
dispostas em pares. (g) Corte transversal mostrando o talo monostromatico. Escala: d,1 cm; e-g, 25 pm.

Monostroma oxyspermum (Kutzing) Doty
Basionimo: Ulva oxysperma Kutzing
Lectotipo: L 938.53.82a.

Localidade tipo: Mar Baltico, Alemanha.
Figura 7.

Descricdo: Talo formando pequenos e discretos tufos de até 3 cm de comprimento, em forma
de lamina, irregularmente arredondados a lobados, fixados ao substrato por uma zona rizoidal
composta por células extremamente alongadas, com até 125 um de comprimento. Algumas
dessas células podem apresentar extremidades inchadas, com a por¢do superior verde escura,
sugerindo que podem funcionar como propagulos. Em vista superficial, laminas com margens
lisas, células poligonais a retangulares, com cantos arredondados, 6-10 x 7,5-12,5 um,
geralmente dispostas aos pares. Células com cloroplasto parietal, com um, raramente dois
pirendides centrais. Em corte transversal, talo monostroméatico, com 25 um de espessura,
composto por uma camada de células quadraticas mais altas que largas, com lumen celular
medindo 5-7,5 x 7,5-12,5 um. Estruturas reprodutivas dispostas em uma margem verde-oliva
amplamente fértil. Em vista superficial, células férteis irregularmente arredondadas, 5-10 pm
de didmetro. A liberacdo de zodides ndo foi observada.

Habitat: Monostroma oxyspermum foi encontrada na regido entremarés superior nos estuarios
do Rio Escuro e Rio Lagoinha, em Ubatuba, geralmente coberta por lodo e sedimentos,
formando pequenos agrupamentos irregulares, como manchas, geralmente nas laterais
sombreadas do substrato rochoso, associadas a espécimes de Bostrychia Montagne, G.
brasiliensis, Rhizoclonium Kuitzing e Chaetomorpha Kitzing. Individuos férteis foram

observados em setembro. A espécie ndo foi encontrada em ambiente marinho.

Distribuicdo: amplamente distribuida em regides tropicais e temperadas da Europa, Ameéricas,

Asia, Africa e Oceania, em ambos os hemisférios (Guiry & Guiry 2022).

Material analisado: Brasil, Sdo Paulo: Ubatuba, Rio Escuro (23°29'31.1"S 45°9'50.3"W), 04
de junho de 2019, H.R. Fragoso e M.T. Fujii (SP470473), 18 de julho de 2019, H.R. Fragoso e
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L.P. Soares (SP470474). Ubatuba, Rio Lagoinha (23°31'13,1"S 45°11'22,1"W), 15 de setembro
de 2019, M.T Fujii (SP470475).

Comentarios: A espécie foi inicialmente proposta como Ulva oxysperma por Kiitzing (1843),
a partir de espécimes coletados no Mar Baltico, Alemanha. Posteriormente, a espécie foi
transferida para o género Monostroma por Doty (1947), para Ulvaria por Bliding (1968) e para
Gayralia por Vinogradova (1969). Com base em estudos moleculares usando o marcador ITS,
Bast (2015) retornou a espécie para o género Monostroma. No presente trabalho foi adotada a
proposicdo de Bast (2015), que também foi corroborada pelos novos dados moleculares que
foram gerados para os outros marcadores plastidiais.

No Brasil, a espécie foi encontrada apenas no estado de S&o Paulo, crescendo nos
estuarios de rios, sobre os matacdes cobertos por cracas e lama. A espécie possui a capacidade
de se fixar inclusive sobre o substrato lamoso devido a producdo de rizoides ou filamentos
longos a partir das células da regido basal que se entrelagam produzindo uma zona basal de
fixacdo, diferente dagquela observada em G. brasiliensis, que forma um pequeno apressorio
como resultado da unido das células basais rizoidais. Como resultado da formacéo de uma zona

rizoidal, o talo desta espécie estad sempre impregnado com lodo e gréos de areia.
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Figura 7. Morfologia de Monostroma oxyspermum do sudeste do Brasil. (a) Pequenas populagcées crescendo em
um costdo rochoso sombreado, associadas a Bostrychia spp. (b) Habito de alguns espécimes enterrados no lodo.
(c, d) Aspecto geral dos espécimes. Observe o aspecto intrincado das ldaminas e 0 acimulo de sedimentos na regido
de fixacdo ao substrato. (e) Por¢do basal do talo, mostrando o desenvolvimento inicial das células rizoidais. (f)
Detalhe de células rizoidais inchadas com extensdes multicelulares (setas). (g) Células rizoidais em forma de clava,
extremamente alongadas. (h) Detalhe da regido basal do talo mostrando a massa de filamentos rizoidais bem
desenvolvidos. (i) Vista superficial do talo mostrando células com 2 pirendides (setas). (j) Corte transversal
mostrando a estrutura monostromatica. (k) Vista superficial mostrando a zona da lamina reprodutiva, na cor verde-
oliva. (I) Detalhe das células férteis em vista superficial. Escala: ¢c-d, 530 um; h, 50 um; e-g e i-l, 25 pm.
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Monostroma kuroshiense F. Bast
Holotipo: SAP108021.
Localidade-tipo: Cultivo de Monostroma em Matsusaka, Mie Prefecture, Japéo.

Figura 8.

Descricdo: Talo verde-escuro a verde-claro, com laminas expandidas pouco a profusamente
recortadas, com aproximadamente 8 cm de comprimento, fixadas ao substrato por um pequeno
apressorio discoide. Em vista superficial, células poligonais a oblongas, 4,0-7,5 x 5,0-10,0 pum.
Em corte transversal, uma camada de células ovais, com 37,5 um de espessura e limen celular

de 5,0-7,5 x 2,5-7,5 um. Ndo foram observadas estruturas reprodutivas.

Habitat: Espécie encontrada crescendo sobre substrato rochoso na regido entremarés, de regido

estuarina.

Distribuicdo: Japao (Bast 2015) e Coreia do Sul (presente trabalho).

Material analisado: Coreia do Sul, Jeollabuk-do, Buan-gun, Chaeseokgang (35°37'26.2"N
126°27'58.7"E), 06 de maio de 2019, M.T.Fujii, N.S.Yokoya, B.Y.Won e T.O.Cho (SP514094,
SP514146) e 29 de maio de 2021, E.H. Bae (NIBRCL0000115738- NIBRCL0000115742).

Comentarios: Na Coreia do Sul a espécie vem sendo identificada como M. nitidum com base
apenas em dados morfoldgicos.

As plantas descritas por Bast (2015) alcancam até 30 cm de comprimento, enquanto 0s
espécimes da Coreia do Sul apresentaram menos de 10 cm. Além disso, M. kuroshiense da
Coreia do Sul apresentou uma evidente variacdo morfoldgica, exibindo talos com Iaminas

lobadas e inteiras a laminas intensamente ramificadas e recortadas.
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Figura 8. Morfologia de Monostroma kuroshiense de Chaeseokgang, Coreia do Sul. (a) Populagdo crescendo
aderida a substrato rochoso. (b-c) Aspecto geral dos espécimes e suas variagdes morfoldgicas. (d) Vista superficial
do talo, mostrando células com cantos angulares. (e) Corte transversal mostrando o talo monostromatico. Escala:
b-c,1 cm; d-e, 25 pum.

Monostroma hariotii Gain

Hol6tipo: N&o encontrado.

Localidade-tipo: Regido Antartica da América do Sul (Guiry & Guiry 2022).
Figura 9.

Descricdo: Talo verde escuro, em forma de saco, ndo ramificado, com até 12 cm de
comprimento, fixado ao substrato por um pequeno apressorio discoide. Em vista superficial,
células poligonais a arredondadas, muito préximas umas das outras, 7,5-10,0 x 5,0-15,0 um.
Em segdo transversal, ld&mina monostromatica de 54,3 pm de espessura com células
compactadas e alongadas com lumen celular de 4,5-5,2 x 21,1-24,1 um, geralmente dividida
em duas partes horizontais. N&o foram observadas estruturas reprodutivas.

Habitat: Espécie fixa ao substrato rochoso ou seixos na regido entremarés e no infralitoral raso
(Bernardi & Pellizzari 2013).

Distribuicdo: Argentina, Antartica, Ilhas Antarticas e llhas subantarticas (Guiry & Guiry
2022).
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Material analisado: Peninsula Antartica: llha Rei do George, Demay (62°12.1°15.4°’S
58°26°28.6°’W), 08 de janeiro de 2015, A. Desideri, A.P. Martins, B.B. Souza, K. Paresque,
M. Graminha e R.M. Pereira (SP514095); Baia Dorian, Ilha Wiencke (64°49'4,3"S
63°30'32,6"W), 15 de janeiro de 2015, A. Desideri, A.P. Martins, B.B. Souza, K. Paresque, M.
Graminha e R.M. Pereira (SP514096).

Comentarios: Os espécimes examinados por Gain (1911) e Bernardi & Pellizzari (2013)
apresentam uma espessura de talo menor (25 + 8,8 um) do que as amostras analisadas no

presente estudo (54,3 um de espessura). Observamos também que as células em corte

transversal do talo eram alongadas e justapostas.
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Figura 9. Morfologia de Monostroma hariotii da Peninsula Antartica. (a) Populacdo crescendo em substrato
rochoso da zona entremarés. (b-c) Aparéncia geral dos espécimes. Observe o aspecto em forma de saco do talo.
(d) Vista superficial mostrando células proximas umas das outras. (e) Corte transversal mostrando o talo
monostromatico. Observe as células alongadas e compactadas. Escala: b-c,1 cm; d-g, 25 um.
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5. DISCUSSAO

Os dados moleculares gerados no presente trabalho permitiram o reconhecimento das
espécies estudadas como pertencentes aos géneros Monostroma (Gayralia brasiliensis, M.
kuroshiense, M. oxyspermum) e Ulvopsis (M. hariotii). Estes géneros apresentaram alto suporte
filogenético e foram indicados como Clado A e B, respectivamente, nas filogenias dos
marcadores tufA, rbcL-5P e ITS. Essa posicdo taxondmica foi adotada apos revisdo das
tipificacGes e nomes historicamente propostos em macroalgas verdes monostromaticas.

Devido a morfologia simples das macroalgas verdes monostromaticas, estudos de
ontogenia do talo e histérico de vida tém sido usados para distinguir os géneros (Bliding 1968,
Tatewaki 1969, O’Kelly et al. 1984, Cordeiro-Marino et al. 1993, Braga et al. 1997, Pellizzari
et al. 2013). Um resumo das principais caracteristicas do histérico de vida e ontogenia do talo
dos géneros de MVVM é apresentado na Tabela 6. Contudo, esses caracteres nem sempre Sao
taxonomicamente satisfatorios, pois espécies de diferentes géneros podem ter ontogenia do talo
e/ou tipo de reproducdo semelhantes (Tatewaki 1969, Bast et al. 2009, Cordeiro-Marino et al.
1993, Braga et al. 1997, Pellizzari et al. 2013).

Tabela 6. Resumo das principais caracteristicas do histérico de vida e ontogenia do talo dos
géneros de macroalgas verdes monostromaticas.

Ordem Género l_gztsiggo N° de flagelos “Codiolum? Ontogenia
Ulvales Kornmapnia HS 4 efou 2 N%o DSL
Ulvaria IS 4e?2 Nao FSL
Gayralia MA 2 Néo FSL, FL
Ulotrichales Monostroma HS, MA 4 efou 2 Sim FSL, FL
Protomonostroma HA 4 Sim FL
Ulvopsis HS, MA 4 elou 2 Sim DSL, FSL, FL

Abreviagbes: Heteromorfico sexual (HS), isomorfico sexual (1S), heteromérfico assexual (HA), monomorfico
assexual (MA), disco-saco-lamina (DSL), filamento-saco-lamina (FSL) e filamento-lamina (FL).

A confusdo nomenclatural que envolve Monostroma (Thuret 1854), Ulvopsis (Gayral
1964) e Gayralia (Vinogradova 1969) ocorre principalmente porque Vinogradova (1969),
qguando descreveu Gayralia para acomodar M. oxyspermum, ndo considerou a proposicdo de
Ulvopsis, para M. bullosum, feita por Gayral (1964). O género monostromatico mais diverso,
Monostroma, foi proposto por Thuret (1854) sem designacédo de tipo, mas com as citacOes de
M. bullosum e M. oxycoccum (= M. oxyspermum). A partir de entdo, ocorreram trés episddios
envolvendo a lectotipificagdo de Monostroma. Inicialmente, Pfeiffer (1874) designou M.
bullosum da Inglaterra como lectotipo e uma segunda lectotipificacdo foi realizada por

Papenfuss (1960), com M. oxyspermum do Mar Baltico (Alemanha), pois este autor achou que
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a descrigdo de M. oxyspermum se enquadrava melhor no protélogo de Monostroma fornecido
por Thuret (1854). Posteriormente, Kornmann (1964) retornou o lectotipo de Monostroma para
M. bullosum, que € a proposi¢do taxonémica atualmente aceita na literatura (Guiry & Guiry
2022).

As diferencas no historico de vida entre Monostroma bullosum da Inglaterra (DSL,
heteromorfico sexual) e M. oxyspermum da Alemanha (FSL, monomdrfico assexual) levou
Gayral (1964) a propor o género Ulvopsis para acomodar M. bullosum. Dessa forma, M.
OXyspermum passou a ser a espécie tipo de Monostroma. Contudo, essa proposi¢éo taxondémica
aparentemente ndo foi considerada nos estudos subsequentes, embora o género Ulvopsis seja
mencionado em trabalhos europeus, envolvendo ultraestrutura flagelar (Moestrup 1978) e
aspectos ecoldgicos (Castro & Viegas 1987, Worm et al. 2000, Wahl et al. 2004). Baseando-se
em diferencas no historico de vida, Vinogradova (1969) descreveu Gayralia para incluir M.
oxyspermum. Contudo, a proposicao de Gayralia foi desnecesséria, pois Ulvopsis ja havia sido
proposto com base nas mesmas diferencas reprodutivas exibidas entre M. bullosum e M.
oxyspermum. Tendo em vista essas informacdes, Gayralia deve ser considerado sinénimo de
Monostroma, o que ja foi observado e proposto por Bast (2015), com base em dados
moleculares. Sendo assim, G. oxysperma deve retornar para Monostroma, como M.
oxyspermum, e novas combina¢des serdo propostas para ‘Gayralia’ brasiliensis €
‘Monostroma’ hariotii. A espécie da Coreia do Sul deve ser identificada corretamente como M.
kuroshiense.

Monostroma oxyspermum é uma espécie reconhecida como amplamente distribuida
(Guiry & Guiry 2022), principalmente com base em dados morfolégicos. De acordo com 0s
dados moleculares disponiveis, a ocorréncia desta espécie esta confirmada no Brasil, Estados
Unidos (Nova York), Canada (Columbia Britanica), Alemanha (localidade tipo), Dinamarca e
Austrélia. As sequéncias de tufA e rbcL-5P fornecidas neste trabalho sdo as primeiras para
espécimes do Brasil e poderdo ser utilizadas em futuros estudos de barcoding no grupo.
Conforme observado na filogenia de tufA, dois espécimes nomeados como Kornmannia
leptoderma da Dinamarca (MH720542) e Alemanha (MG944400), regido da localidade tipo no
Mar Baltico, correspondem na verdade a M. oxyspermum. A identificacdo errdnea destes
espéecimes europeus como K. leptoderma ocorreu devido a uma sequéncia de tufA proveniente
do Canada (HQ610252) que foi usada como referéncia para propor 0s novos registros de K.
leptoderma ao longo da costa alema por Steinhagen et al. (2019) e Weinberger et al. (2019).
Contudo, a amostra do Canada (como K. leptoderma) teve sua identificacdo recentemente
corrigida para M. oxyspermum (como G. oxysperma, Gary Saunders, comunicacao pessoal).

Devido a essa identificacdo molecular errénea, espécimes de M. oxyspermum do Mar Baltico
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(localidade-tipo), sequenciados por Steinhagen et al. (2019), também foram considerados K.
leptoderma. Devido a ontogenia do talo exibida pelos espécimes da Alemanha (DSL) e, mesmo
ndo observando fusdo de gametas, Weinberger et al. (2019) mantiveram o nome K. leptoderma
e apontaram a necessidade de um estudo taxondmico mais detalhado. Tradicionalmente, K.
leptoderma pode ser distinguida de M. oxyspermum por seu historico de vida (sexual
heteromorfico e assexuado, respectivamente) e ontogenia (DSL e FSL, respectivamente;
Golden & Cole 1986, Bast 2015, Braga et al. 1997, Pellizzari et al. 2013).

Kornmannia leptoderma é uma espécie monostromatica pertencente a ordem Ulvales,
descrita para o Estreito de Matochkin (Novaya Zemlya), Artico russo, e por muito tempo foi
conhecida como uma espécie circumboreal, restrita as aguas frias e com afinidades temperadas
(Bliding 1969 <1968’, Golden & Cole 1986, Fredriksen et al. 2014). O status taxonémico de K.
leptoderma permanece incerto, uma vez que ndo ha sequéncias de DNA da localidade tipo. De
acordo com a filogenia do marcador rbcL-5P obtida neste trabalho, um espécime da Columbia
Britanica depositado no GenBank como K. leptoderma talvez realmente corresponda a essa
espécie, diante do seu posicionamento filogenético na ordem Ulvales, proximamente
relacionada a Blidingia minima (Néageli ex Kitzing) Kylin do Jap&o. A elucidacdo deste taxon
monostromatico sé sera possivel apds sequenciamento do material tipo ou de topotipos. N0ssos
resultados reforgcam a necessidade de aliar dados moleculares aos caracteres morfoldgicos e
ontogenéticos para identificar com precisao as algas verdes monostromaticas, até mesmo em
nivel de género.

Gayralia brasiliensis foi descrita para o Brasil por Pellizzari et al. (2013), com
distribuicdo confirmada por dados moleculares entre as costas de Pernambuco e Santa Catarina.
O resultado do presente trabalho ampliou a distribuicdo de G. brasiliensis ao norte do Brasil,
até a costa do Ceard, apesar de Pedrini et al. (2021) terem registrado a espécie no Para, baseados
apenas em morfologia. Além disso, as novas sequéncias de tufA que foram geradas sdo inéditas
para a espécie. O marcador tufA é considerado um barcode primario para as algas verdes
(Saunders & Kucera 2010) e essas sequéncias servirdo de base para futuros estudos de
levantamento da biodiversidade. As primeiras ocorréncias de G. brasiliensis fora da localidade
tipo foram confirmadas no Havai (como Gayralia sp.; Carlile et al. 2011) e india (como G.
oxysperma; Gupta et al. 2015), por meio dos marcadores tufA e ITS, respectivamente. Estas sao
as primeiras sequéncias de tufA geradas para G. brasiliensis do Brasil. Esses dados demonstram
que G. brasiliensis ¢, até 0 momento, uma espécie com distribuicdo disjunta e podera ser
encontrada em outros locais, a medida que novos estudos moleculares forem realizados

mundialmente.
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No Brasil, as espécies identificadas como Gayralia brasiliensis e Monostroma
oxyspermum podem ser encontradas ocorrendo simpatricamente nos manguezais de Séo Paulo
(Braga 1997). Até entdo, o unico estudo molecular neste grupo havia sido realizado por
Pellizzari et al. (2013) e os autores distinguiram as duas espécies pela ontogenia do talo, fatores
ecoldgicos e dados moleculares. Apesar de ambas serem assexuadas e possuirem zooides
biflagelados, M. oxyspermum apresenta ontogenia do talo do tipo FSL, enquanto em G.
brasiliensis a ontogenia é do tipo FL (Cordeiro-Marino et al. 1993, Braga 1997, Braga et al.
1997, Pellizzari et al. 2013).

Em termos de tolerancia a fatores abidticos, Monostroma oxyspermum do Brasil
apresenta menor tolerancia a altas temperaturas e salinidade elevada, sendo encontrada apenas
em estuarios e manguezais. Gayralia brasiliensis, no entanto, pode crescer e se reproduzir em
30°C e ndo se restringe a aguas salobras, sendo também encontrada em costdes rochosos
marinhos (Braga et al. 1997, Pellizzari et al. 2008). Algumas caracteristicas observadas nos
espécimes analisados no presente trabalho podem ser Uteis na distin¢do das duas espécies. Em
Sédo Paulo, G. brasiliensis costuma formar popula¢des com espécimes bem mais desenvolvidos
gue M. oxyspermum, alcancando 10 cm de comprimento e fixos ao substrato por um distinto e
pequeno apressorio. As populacbes mais bem desenvolvidas foram observadas na llha do
Cardoso (Cananéia, estado de Sao Paulo), enquanto os espécimes coletados em praias foram
significativamente menores. Por outro lado, M. oxyspermum sempre foi encontrada formando
pequenos tufos nos matac6es onde crescem as cracas cobertas por lama, nos estuarios do Rio
Escuro e do Rio Lagoinha. Morfologicamente, foi observado que M. oxyspermum se fixa ao
substrato por um extenso sistema rizoidal formado por longos filamentos multicelulares que
sdo produzidos a partir das células basais. Tal sistema rizoidal bem desenvolvido também foi
observado em M. oxyspermum (como Ulvaria oxysperma) da Australia (Woolcott & King
1998) e do Uruguai (como G. oxysperma; Bernardi & Pellizzari 2013). Esta caracteristica
explica a dificuldade encontrada durante o processamento das amostras de M. oxyspermum, na
tentativa de separar individuos e retirar o excesso de sedimentos. Em relacdo a morfologia, 0s
espécimes de M. oxyspermum da localidade tipo examinados por Steinhagen et al. (2019) e
Weinberger et al. (2019) também exibiram pequenas dimensdes (1-5 cm), mas 0s autores ndo
mencionam a presenca de um extenso sistema rizoidal filamentoso como observado nos
espécimes do Brasil e da Australia, mas sim apenas células rizoidais com extremidades longas.
Conforme enfatizado por Woolcott & King (1998), detalhes da regido basal ndo s&éo comumente
descritos ou observados em estudos floristicos tradicionais. Essas evidéncias demonstram que

a regido basal do talo deve ser investigada com mais detalhes em outras espécies do género.
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Monostroma kuroshiense foi proposta por Bast (2015) para acomodar espécimes
identificados como pertencentes ao complexo M. latissimum-nitidum no Japdo e, até o
momento, era considerada uma espécie endémica daquela regido. No presente trabalho, foram
analisados espécimes da Coreia do Sul morfologicamente identificados como M. nitidum, uma
espécie amplamente citada naquela regido. As analises moleculares de tufA e de ITS
confirmaram a ocorréncia de M. kuroshiense na Coreia do Sul, com base na afinidade genética
entre a amostra da Coreia do Sul e da localidade tipo. Estas sao as primeiras sequéncias de tufA
e ITS de M. nitidum da Coreia do Sul

Monostroma latissimum e M. nitidum possuem histoérico de vida idéntico, com
diferencas apenas na ontogenia do talo: “filamento-lamina” em M. latissimum e “filamento-
saco-lamina” em M. nitidum (Bast 2015). A morfologia das duas espécies também é muito
semelhante, com diferenca minima na espessura do talo: 20-25 um em M. latissimum e 24-30
pm em M. nitidum (Wittrock 1866). Por meio de estudos de biologia molecular e de cruzamento
de gametas, Bast et al. (2015) observaram que M. latissimum e M. nitidum do Japdo
correspondem a uma Unica espécie (M. latissimum-nitidum) e que a diferenca na ontogenia do
talo € um indicio de uma provavel especiacdo simpatrica em andamento. Tendo em vista a
importancia econémica das MVM nos paises asiaticos, a correta identificacdo de espécimes
coreanos como M. kuroshiense é importante para agregar valor comercial a esse produto e evitar
a perpetuacdo de erros nomenclaturais. Na Coreia do Sul, ambas as espécies, M. latissimum e
M. nitidum, sdo registradas, porém como nao ha estudos ontogenéticos realizados com amostras
coreanas, nao sabemos qual desses dois nomes esta sendo substituido por M. kuroshiense. Além
disso, as filogenias de ITS e de rbcL-5P demonstraram que varias entidades taxonémicas séo
identificadas sob 0 nome de M. nitidum, mas na realidade correspondem a diferentes linhagens
dentro de Ulvopsis e Monostroma.

Da mesma forma, as filogenias de tufA e ITS demonstraram que duas entidades
geneticamente distintas estdo passando pelo nome de Monostroma grevillei (Thuret) Wittrock,
a espécie tipo do género Ulvopsis (Tabela 1). De acordo com os dados de tufA, existe uma
espécie que ocorre nas costas Pacifica (Columbia Britanica) e Atlantica do Canada (New
Brunswick) e Estados Unidos (Maine), sem variacdo intraespecifica; e uma segunda especie no
Mar Baltico (Alemanha) e da costa Atlantica do Canada (New Brunswick) e Estados Unidos
(Maine), com divergéncia genética de 0,1%. Do mesmo modo, a filogenia de ITS revelou
espécimes identificados como M. grevillei da Irlanda e China formando dois clados distintos.
Os dados de rbcL-5P mostraram M. grevillei em um clado Gnico com especimes da Irlanda,
China e, provavelmente, Australia. Como a localidade tipo de M. grevillei € a Franca, os clados

gue contém espécimes da Alemanha e Irlanda provavelmente correspondem a verdadeira M.



39

grevillei. Dessa forma, essa espécie deve ser investigada em mais detalhes, ja que é o tipo de
Ulvopsis, proposto por Gayral (1964) e que deve ser considerado um género aceito.

Inconsisténcias de identificacdo também foram observadas em Monostroma hariotii. As
duas sequéncias de ITS de M. hariotii da localidade tipo (Peninsula Antartica) primeiras
sequéncias de ITS para M. hariotii da Peninsula Antartica obtidas no presente estudo foram
idénticas a um espécime identificado como M. angicava, também da Peninsula Antartica. O
mesmo padrdo foi observado na filogenia de tufA, onde uma sequéncia de M. hariotii foi
idéntica a uma sequéncia de M. angicava, ambas da Peninsula Antartica (Dubrasquet et al.
2021). No entanto, como M. hariotii € uma espécie antartica e subantartica relativamente
comum e a localidade tipo de M. angicava é o Mar da Noruega, Oceano Artico Norte (Kjellman
1883), sua ocorréncia na Peninsula Antartica provavelmente corresponde a um erro de
identificacdo. Monostroma hariotii e as demais espécies filogeneticamente proximas devem ser
transferidas para o género Ulvopsis, pois sdo distantemente relacionadas ao verdadeiro clado
de Monostroma, que contém a espécie tipo M. oxyspermum da Alemanha (clado A na Figura
3).

A escassez de caracteres morfoldgicos que possam ser usados para distinguir as MVM
contribui para os diversos erros de identificacdo observados no grupo, além da presenca de
linhagens genéticas distintas dentro do que é considerado uma Unica espécie. Saunders &
Kucera (2010) relataram que a existéncia de espécies cripticas € comum em MVM,
demonstrada em suas analises, por exemplo, pela presenca de duas espécies identificadas sob o
nome de Monostroma grevillei. As diversas inconsisténcias nas identificagfes reconhecidas no
presente trabalho, além das novas ocorréncias de Gayralia brasiliensis no Indo-Pacifico e M.
kuroshiense na Coreia do Sul, sugerem que uma reavaliacdo taxondmica global do grupo, com
uma ampla amostragem de tdxons, é necessaria e sera crucial para a circunscricao precisa das
algas verdes monostromaticas. Essa questdo é também importante levando-se em consideracdo

as espécies que sdo exploradas comercialmente e que apresentam potencial biotecnolégico.

CONSIDERACOES FINAIS

» As filogenias dos marcadores utilizados demonstraram que o género Gayralia deve ser
considerado sinénimo de Monostroma e que o género Ulvopsis deve ser
taxonomicamente reconhecido. Novas combinagGes devem ser feitas para ‘G.
brasiliensis’ e ‘M. hariotii’ para acomoda-las em Monostroma e Ulvopsis,

respectivamente.
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O género Gayralia tornou-se supérfluo e, consequentemente, Gayralia oxysperma deve
retornar para o género Monostroma.

‘Gayralia’ brasiliensis e Monostroma oxyspermum sdo muito semelhantes
morfologicamente, mas em S&o Paulo M. oxyspermum pode ser reconhecida pelas suas
dimensGes menores e por comumente formar pequenas manchas isoladas, enterradas no
lodo e sedimento.

Monostroma oxyspermum se fixa ao substrato por um extenso sistema rizoidal
constituido por longos filamentos multicelulares produzidos a partir das células basais,
estrutura ausente em ‘G. brasiliensis’, que apresenta um pequeno apressorio discoide.
Novos registros de ‘G. brasiliensis’ no Havai (EUA) e na india, e de M. kuroshiense na
Coreia do Sul foram confirmados através de sequéncias de tufA e ITS, primeira
ocorréncia de ambas fora das localidades tipo, Brasil e Jap&o, respectivamente.

A distribuicdo de G. brasiliensis no Brasil foi expandida para a costa do Ceara, por meio
de dados moleculares.

Foram disponibilizadas as primeiras sequéncias de tufA e rbcL-5P para M. oxyspermum
do Brasil; tufA de ‘G. brasiliensis’ do Brasil; tufA e ITS para M. kuroshiense da Coreia
do Sul; e ITS de ‘M. hariotii’ da Peninsula Antartica.

Os marcadores tufA e ITS foram mais faceis de amplificar e sequenciar do que o rbcL-

5P, corroborando o seu uso como marcadores do tipo barcode.
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ANEXOS

Tabela A: Valores de divergéncia para o marcador tufA. Valores intraespecificos em negrito.

Monostroma spl. Monostroma sp2.

G. brasiliensis M. oxyspermum M. kuroshiense M. angicava L o M. hariotii
grevillei grevillei
G. brasiliensis 0-0,2
M. oxyspermum 59-70 0-0,7
M. kuroshiense 09-13 6,0-6,7 0
M. angicava 16,6 — 17,9 15,5-16,5 16,9-194 -
M. spl. grevillei 17,1-19,2 16,3 - 18,3 17,2-19,5 7,0-79 0
M sp2. grevillei 17,3-17,9 16,3 - 16,7 17,5-18,6 74-76 10-14 0-01
M. hariotii 16,8 - 17,9 15,6 — 16,6 17,0-194 0 70-79 75-76 -
Tabela B: Valores de divergéncia para o marcador rbcL-5P. Valores intraespecificos em negrito.
G. oxysperma M. nitidum (AF499680) M. grevillei M. nitidum (AF387110)
G. oxysperma 0
M. nitidum (AF499680) 2,2-25 -
M. grevillei 11,6-129 11,6 -12,2 1,4

M. nitidum (AF387110) 11,3-114 114 1,1-13 -




Tabela C: Valores de divergéncia para o marcador ITS. Valores intraespecificos em negrito
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G. G. Gayralia M. M. nitidum M. M. M. grevillei var. M. M. nitidum
brasiliensis ~ oxysperma sp. kuroshiense (AF415170) angicava  grevillei arcticum hariotii (AF163111)
G. brasiliensis 0-05
G. oxysperma 18,9-20,3 0-04
Gayralia sp. 6,672 18,8 -19,5 -
M. kuroshiense 7,3-8,4 19,3-20,3 7,7-8,2 0-0,6
M. nitidum
(AF415170) 69-71 19,3-19,7 2,8 8,0-8,6 =
M. angicava 228-252 19,9-20,7 23,1 24,2 - 26,3 2477 -
M. grevillei 24,2- 26,8 19,8-20,6 23,8-24,0 24,7 - 26,8 25,0-25,4 70-71 0,7
M. grevillei var. 248274 212-221 24,4 25271 25,8 6,7 4345 -
arcticum
M. hariotii 24,8 - 25,3 20,7-21,2 24,0-24,3 26 - 26,9 24,7 0-0,2 7,3-79 74-175 0
M. nitidum 267-276 22,1-226 253 26,9 27,4 26,4 8,3 6,2 33 83-8,7 -

(AF163111)




