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Resumo

Os representantes do género Halimeda (Bryopsidales, Chlorophyta) possuem talo
constituido por segmentos calcificados conectados entre si em juncdo nodal ndo
calcificada. S&o contribuintes de sedimento calcario na plataforma continental, por
apresentar carbonato de calcio em forma de aragonita em suas paredes celulares. No
Brasil, séo reconhecidas sete espécies: H. opuntia (L.) J. V. Lamour., H. tuna (J. Ellis &
Sol.) J. V. Lamour., H. gracilis Harv. ex J. Agardh, H. incrassata (J. Ellis) J. V.
Lamour., H. discoidea Decne., H. cuneata K. Hering e H. simulans M. Howe. No
entanto, devido a plasticidade fenotipica apresentada pelo género e a presenca de
espécies cripticas, este estudo teve como objetivo revisar o género Halimeda no litoral
brasileiro com base em marcadores moleculares e morfoldgicos. Para isso, foram
utilizadas amostras coletadas no litoral brasileiro no trecho compreendido entre o estado
do Maranhdo até o Espirito Santo, na regido entremarés até 24 metros de profundidade.
Para as analises moleculares dois marcadores plastidiais, tufA e rbcL, foram utilizados
para inferir as relaces filogenéticas das espécies que ocorrem no litoral brasileiro do
género, bem como avaliar seus limites de variagdo inter e intraespecificos. Foi gerado
um total de 40 novas sequéncias, sendo 30 sequéncias de tufA e 10 de rbcL. As analises
filogenéticas divergiram da morfologia para algumas espécies, mostrando que ha
espécies cripticas citadas para o Brasil, que podem ser novas espécies para 0 género.
Das espécies previamente registradas para a costa brasileira, neste estudo foram
confirmadas apenas as ocorréncias de H. opuntia, H. incrassata e H. simulans. As
demais divergiram geneticamente das amostras procedentes das localidades-tipo de cada

uma, indicando tratar-se de novos taxons.

Palavras-chave: tufA, rbcL, espécies cripticas,
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Abstract

The represents of the genus Halimeda (Bryopsidales, Chlorophyta) present thalli
composed of calcified segments interconnected by noncalcified nodal junctions. They
contribute to the carbonate sediment on the continental shelf, due to the presence of
calcium carbonate in the form of aragonite in their cell walls. In Brazil, seven species
are recognized: H. opuntia (L.) J. V. Lamour., H. tuna (J. Ellis & Sol.) J. V. Lamour.,
H. gracilis Harv. ex J. Agardh, H. incrassata (J. Ellis) J. V. Lamour., H. discoidea
Decne., H. cuneata K. Hering e H. simulans M. Howe. However, due to phenotypic
plasticity showed by the genus and to the presence of cryptic species, this study aimed
to confirm the occurrence of the species of the genus Halimeda on the Brazilian coast,
based on molecular and morphological markers. For this, the samples were collected at
Brazilian coast, from Maranh&o to Espirito Santo, in the intertidal zone up to 24 meters
deep. For molecular analyzes two plastid markers, tufA and rbcL were used to infer the
phylogenetic relationships of species of the genus, and to evaluate their limits of
variation inter- and intraspecific. A total of 40 new sequences were generated for both
molecular markers, of which 30 sequences regarded tufA and 10 rbcL. Phylogenetic
analysis diverged from morphology, showing that there are cryptic species cited for
Brazil, which may be new species of the genus. From the species previously recorded
for the Brazilian coast only occurrences of H. opuntia, H. incrassata and H. simulans
were confirmed. The other diverged genetically from samples obtained from the type-

localities of each, indicating the presence of new taxa.

Key-words: tufA, rbcL, cryptic species
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1. Introducéo Geral

A ordem Bryopsidales pertence ao filo Chlorophyta sendo representada por 540
espécies, agrupadas em 12 familias, estando a familia Halimedaceae, representada pelo
género Halimeda J. V. Lamour., o qual engloba 43 espécies, distribuidas na regido
tropical e subtropical no mundo (GUIRY; GUIRY, 2015). Em relacdo a sua
classificacdo infragenérica, as espécies estdo agrupadas em cinco Se¢des com base em
caracteres morfoldgicos e moleculares: Rhipsalis J. Agardh ex De Toni, Opuntia J.
Agardh ex De Toni, Halimeda J. Agardh ex De Toni, Micronesicae Hillis e Pseudo-
opuntia J. Agardh ex De Toni (KOOISTRA et al., 2002).

As espécies do referido género possuem talo constituido por segmentos
calcificados conectados entre si por sifoes medulares em juncdo nodal ndo calcificada.
A estrutura interna é constituida de filamentos medulares que se ramificam até o cortéx,
terminando em utriculos periféricos (DIJOUX et al., 2012). Podem crescer em
substratos arenoso-lamosos, fixas por um apressério bulboso macico de filamentos ndo
organizados, circundados por areia, ou em substrato rochoso ou arenoso presas por
filamentos frouxos ou emaranhados que saem da regido medular do talo (HILLIS-
COLINVAUX et al., 1988).

Os representantes do género Halimeda sdo importantes contribuintes de
sedimento calcério na plataforma continental de regides tropicais e subtropicais (RIES,
2009), por apresentar carbonato de célcio em forma de aragonita em suas paredes
celulares, pois seus segmentos acumulam-se apds a morte formando calcério recifal
(HILLIS-COLINVAUX, 1980), o qual pode ser extraido para producdo de cal e
utilizado em ragdes para animais (BANDEIRA-PEDROSA et al., 20043).

Devido a sua importancia nos ecossistemas marinhos, o género Halimeda tem
recebido uma grande atencdo na sua taxonomia, pois Seus representantes apresentam
diversidade de formas e habitat, além de marcado polimorfismo, dificultando a
identificacdo e delimitagéo das espéecies (VERBRUGGEN et al., 2005a, b; DIJOUX et
al., 2012). Alem disso, 0 género apresenta espécies cripticas (KOOISTRA et al., 2002)
e pseudo-cripticas (VERBRUGGEN et al., 2005c).

Para a separacdo das especies de Halimeda sdo levados em consideracéo
caracteres morfoldgicos externos (habito da planta, tamanho do talo, tipo de

ramificacdo, formato do apressorio, formato e tamanho dos segmentos basais e
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superiores e grau de calcificacdo), internos (nimero de camadas da regido cortical,
formato, largura e comprimento dos utriculos primérios, secundérios e terciérios, padrao
de fusdo nodal, aparéncia dos filamentos medulares) e reprodutivos (morfologia das
estruturas de reproducdo). No entanto, estes caracteres, s6 tém validade se forem
abordados em conjunto, uma vez que isolados podem levar a identificacbes erroneas,
tendo em vista a plasticidade morfologica apresentada pelo género (BANDEIRA-
PEDROSA et al., 2004a). Alguns autores hipotetizam que tal plasticidade seja uma
resposta a influéncias ambientais. Hillis-Conlivaux (1980) observou diferencas entre
exemplares mantidos em aquarios e espécimes coletados em seu habitat natural.
Bandeira-Pedrosa et al. (2004a) atribuiram essa variacdo morfoldgica a exposicdo as
ondas, enquanto Kooistra e Verbruggen (2005) relacionaram a plasticidade com a
proximidade as areas de manguezais.

No Brasil, sdo reconhecidas sete espécies: H. opuntia (L.) J. V. Lamour., H. tuna
(J. Ellis & Sol.) J. V. Lamour., H. gracilis Harv. ex J. Agardh, H. incrassata (J. Ellis) J.
V. Lamour., H. discoidea Decne., H. cuneata K. Hering e H. simulans M. Howe.
(BANDEIRA-PEDROSA et al. 2004a), ocorrendo desde o litoral do Maranhdo até Rio
de Janeiro, sendo encontrada da zona entremarés até 116 metros de profundidade.

Devido a dificuldade de delimitar espécies de algas e estabelecer relacdes
evolutivas entre linhagens fenotipicas com base apenas em caracteres tradicionais, como
morfologia, anatomia, historico de vida, entre outros, a tendéncia atual é utilizar dados
moleculares, pois esses contém informac6es obtidas direta ou indiretamente do genétipo
(OLIVEIRA; MILSTEIN, 2010).

Varios estudos moleculares tém sido empregados na delimitacéo das espécies do
género Halimeda em todo o mundo (KOOISTRA et al., 2002; VERBRUGGEN et al.,
2005d; VERBRUGGEN et al., 2007; DIJOUX et al., 2012). Esses estudos ajudaram na
compreensdo das relacfes evolutivas entre os taxons, na descoberta de novas especies e
no diagnostico de espécies cripticas (VERBRUGGEN et al., 2005c¢) e pseudo-cripticas
(VERBRUGGEN et al., 2005d).

No Brasil, os estudos taxonémicos prévios realizados com este género,
utilizaram caracteres morfo-anatbmicos e ultraestruturais para identificacdo das
especies. Contudo, devido a plasticidade morfoldgica, Bandeira-Pedrosa et al. (2004a)
sugeriram o uso de técnicas de biologia molecular para confirmacao da identificacdo das

espécies no litoral brasileiro.
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Neste contexto, esse trabalho tem por objetivo realizar um estudo taxonémico e
filogenético visando contribuir para o conhecimento da diversidade e o esclarecimento
das relagbes taxonémicas de espécies do género no litoral brasileiro com base em

marcadores moleculares plastidias (tufA e rbcL) e morfologicos.
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2. Revisao de Literatura

2.1. Revisdao Taxondmica

A primeira espécie descrita para o género Halimeda foi H. tuna, inicialmente
denominada Sertolara pelo naturalista Imperato (1599), em um trabalho sobre a flora do
Mar Mediterraneo (HILLIS-COLINVAUX, 1980). Sloane (1707), em seu trabalho
sobre a historia natural da Jamaica, descreveu cinco espécies para o género Corallina
L.: C. incrassata J. Ellis, C. tridens J.Ellis & Sol., C. monile J.Ellis & Sol., C. opuntia
L. e C. tuna J.Ellis & Sol., as quais foram aceitas por Linnaneus (1767). Enquanto,
Lamouroux (1816) separou as algas coralineas em dois grupos Corallina (Corallinales —
Rhodophyta) e Halimeda, transferindo as espécies descritas por Sloane (1707) para este
género.

Ap0s as descricBes das primeiras espécies de Halimeda, J. Agardh (1887)
reconheceu para o género quatro subcategorias informais de espécies, com base no
formato dos segmentos e habito, sendo eles denominados: Tunae, Pseudo-opuntiae,
Opuntiae e Rhipsales. De Toni (1889) usou as descri¢des de Agardh (1887) e chamou
essas subcategorias de Secdes. Askenasy (1888) foi o pioneiro no uso de caracteres
anatdmicos na taxonomia do género, pois notou diferencas significativas nas dimensdes
e formas dos utriculos primarios (periféricos).

A primeira revisdo taxonémica para o género Halimeda no mundo foi realizada
por Barton (1901) utilizando, de maneira pioneira, caracteres anatdmicos para distin¢ao
de sete espécies do leste do Oceano indico. A autora concluiu que o padrdo de fusdo dos
filamentos medulares nodais era a caracteristica mais consistente e com valor
taxonémico significativo. A autora estabeleceu trés padrdes de fusdo nodal: (1) todos os
filamentos fundidos em um, as vezes com poros conspicuos entre filamentos adjacentes
e, entdo, se separando; (2) filamentos fusionados aos pares, em curta distancia e, entéo,
se separando; (3) filamentos fusionados completamente em grupos de dois ou trés e ndo
se separando, se ramificando no segmento acima do né.

Além do padrdo de fusdo nodal, a autora incluiu duas caracteristicas para
distingdo das espécies: extensdo da adesdo dos utriculos periféricos e formato dos
segmentos. Com isso, especies com 0 mesmo padrdo de fusdo nodal, foram separadas
pelo formato dos segmentos. No entanto, algumas espécies que apresentavam
filamentos medulares ndo fusionados, como H. cryptica Hillis-Col. & E. A. Graham e
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H. micronesica Yamada foram problematicas para Barton, pois ndo se encaixavam em
nenhum dos trés padrdes por ela estabelecidos.

Apb6s a publicacdo de Barton (1901), varios pesquisadores passaram a
examinar as colecGes de herbarios para testar a validade do sistema criado pela autora.
Howe (1907) adicionou outras caracteristicas uteis: tamanho dos utriculos secundarios e
didmetro dos utriculos periféricos em vista superficial. Yamada (1941) acrescentou um
novo padrdo de fusdo nodal: filamentos permanecendo separados no né. Hillis-
Colinvaux e Graham (1964) acrescentaram o0 padrdo de n6 composto de um Unico
filamento (uniaxial).

A segunda revisdo taxonomica para o género foi realizada por Hillis (1959)
com colecbes do Caribe, das llhas Marshall e do Oceano Pacifico, reconhecendo 21
espécies. Nessa revisao, a autora utilizou os caracteres ja existentes e incluiu outros para
a distincdo das espécies, como: formato do apressorio, aparéncia do talo, formato e
tamanho dos utriculos e espessura do cortex.

Esse trabalho foi ampliado por Hillis-Collinvaux (1980) incluindo espécimes
dos Oceanos Indo-Pacifico e Atlantico. Para a separacdo das espécies, a autora utilizou
além dos caracteres macroscopicos e microscopicos usuais, a distribuicdo geografica e
aspectos ecoldgicos das espécies. Separou as espécies do Indo-Pacifico e do Atlantico,
sendo poucas consideradas pantropicais. Nesse trabalho, a autora usou os padrdes de
fusdo nodal para validar trés Secdes estabelecidas por De Toni (1889): Halimeda,
Opuntia e Rhipsalis, extinguiu a Secdo Pseudo-opuntia, migrando as espécies para a
Secdo Halimeda e criou duas novas Secdes: Crypticae e Micronesicae para agrupar as
espécies que possuem filamentos ndo fusionados na juncdo nodal, e se diferenciam por
apresentarem distribuicdo restrita, enquanto Crypticae reunia as espécies que ocorriam
no Mar do Caribe, Micronesicae continha espécies do Pacifico.

No Brasil, até o inicio de 2000 os representantes de Halimeda foram citados
apenas em levantamentos floristicos gerais, dentre estes, podemos destacar Nassar
(1994); Nunes (1998); Pereira; Accioly (1998); Pereira et al. (2002); Oliveira-Carvalho
et al. (2003), entre outros.

Bandeira-Pedrosa et al., (2004a) realizaram uma revisao do género para a costa
brasileira com base em dados morfologicos e anatdmicos, utilizado material coletado
em médio e infralitoral, até a profundidade de 116 metros, e também examinaram
exsicatas depositadas em herbarios institucionais do Brasil. Nesse estudo foram
registradas as ocorréncias das seguintes espécies: H. cuneata, H. opuntia, H. incrassata,
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H. gracilis, H. tuna, H. discoidea, H. simulans pertecentes as trés SecGes: Rhipsalis,
Opuntia e Halimeda. Os autores ressaltaram a plasticidade morfoldgica observada entre
as espécies, recomendando a realizacdo de novas pesquisas para a delimitacdo segura
delas.

Bandeira-Pedrosa et al. (2004b) registraram, pela primeira vez, a ocorréncia de
H. cuneata para o Atlantico brasileiro. Os autores comentaram sobre abundancia de
material dessa especie depositado em herbérios brasileiros e identificado erroneamente
como H. discoidea e H. tuna e, at¢é mesmo, como Halimeda sp. Além da descrigédo
morfologica detalhada, os autores descreveram pela primeira vez o gametangio e
incluiram informac6es sobre ultraestrutura e histoquimica da espécie. Os autores
sugeriram que a descoberta de H. cuneata no Brasil forneceu evidéncias adicionais
sobre as semelhancas entre a flora marinha do Oceano indico e do Sudoeste tropical do
Atlantico.

De acordo com a revisdo taxonémica realizada para o género a nivel mundial por
Hillis-Colinvaux (1980), foram reconhecidas 30 espécies, as quais foram agrupadas em
cinco Secdes: Micronesicae, Cryptica, Opuntia, Halimeda e Rhipsalis tendo como
critério o padrao de fusdo nodal. No Brasil, das sete espécies reconhecidas, estas foram
agrupadas em trés SecOes (Opuntia, Halimeda e Rhipsalis) descritas por Hillis-
Colinvaux (1980). As espécies brasileiras se distribuem do Maranhdo ao Rio de Janeiro,
no meso e infralitoral. Verifica-se que a maioria dos estudos referentes aos
representantes do género Halimeda na costa brasileira foram baseados apenas nos
caracteres morfoldgicos, e pouquissimos com estudos ultraestruturais. Até o presente
momento, nenhum estudo utilizou marcadores moleculares para confirmar a ocorréncia

das espécies brasileiras.

2.2. Uso de Marcadores Moleculares na Taxonomia

H& pelo menos duas deécadas, houve a incorporacdo de métodos de filogenia
molecular nos estudos de sistematica de algas e, com isso, varios estudos tém mostrado
gue o conhecimento taxondmico pode ndo corresponder a historia evolutiva inferida a
partir de sequéncias de DNA (VERBRUGGEN et al., 2005b).

Hillis et al. (1998) iniciaram o uso da taxonomia molecular como ferramenta
para inferir a validade das espécies tradicionalmente reconhecidas do género Halimeda.
Os autores sequenciaram espécimes dos oceanos Atlantico, Pacifico e Mar
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Mediterraneo, utilizando a regido 18S da subunidade pequena do ribossomo (SSU), e
adotando 23 caracteres morfoldgicos na elaboragdo de analises cladisticas. Foram
geradas arvores de méaxima parcimbnia com dados morfolégicos e maxima
verossimilhanca com dados moleculares que, por sua vez, apresentaram topologia
semelhante. No entanto, a gerada por sequéncias do 18S foi melhor resolvida. Os
resultados apresentados neste trabalho, demostraram o monofiletismo do género e das
SecOes Halimeda e Rhipsalis, e polifiletismo da Secdo Opuntia incluindo representantes
da Secdo Micronesicae no mesmo clado. Estas SecBes apresentam padrdes nodais
diferentes, enquanto a Secdo Opuntia apresenta fusdo nodal curta aos pares, a Se¢do
Micronesicae apresenta filamentos néo fusionados, mostrando que o marcador utilizado
apresentou falhas na distin¢do destas Secdes.

Com o mesmo marcador molecular utilizado por Hillis et al. (1998), Kooistra et
al. (1999) inferiram a filogenia de 48 amostras de Halimeda, a qual revelou uma
separacdo da Secdo monofilética Rhipsalis entre o Atlantico Ocidental e Pacifico
Ocidental. Além disso, os resultados apontaram que espécies morfologicamente
semelhantes dentro desta Secdo, como H. monilis (J. Ellis & Sol.) J.V. Lamour.
(Atlantico Ocidental) e H. cylindracea Decne. (Pacifico Ocidental), ndo eram taxons
irmaos, sugerindo que houve eventos vicariantes que separaram as regides tropicais do
Atlantico e Indo-Pacifico, explicando o padrdo biogeografico observado na Secdo
Rhipsalis.

Ainda utilizando o mesmo marcador, Kooistra et al. (2002) ampliaram o estudo
de Hillis et al. (1998) e Kooistra et al. (1999) com 1250 pares de bases do gene SSU
nrDNA, 5.8S rDNA e regibes espacadoras internas (ITS-1 e ITS-2), para um nimero
maior de espécies do género, inferindo extensas filogenias para examinar a evolucao do
fendtipo com tragos do histdrico de vida, e avaliar se a biogeografia e a ecologia dos
recifes afetaram a evolucdo das espécies. A arvore inferida por analises multi-loci
mostrou clados bem suportados correspondentes as cinco Se¢des do género Halimeda,
mas algumas espécies permaneceram mal posicionadas. Os agrupamentos formados
confirmaram a separam espécies do Atlantico das do Indo-Pacifico, com excec¢do de
Halimeda opuntia, que € uma espécie pantropical e formou um clado monofilético. Os
autores constataram que as sinapomorfias morfologicas para cinco linhagens sdo bem
suportadas; o ultimo ancestral comum da Secdo Rhipsalis invadiu substratos arenosos;

0os das SecOes Halimeda e Micronesicae se estabeleceram em habitats com
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hidrodinamismo moderado, e das Se¢bes Pseudo-opuntia e Opuntia foram adaptados a
ambientes fortemente protegidos e pastejados.

A mais recente revisdo do género foi realizada por Verbruggen e Kooistra
(2004) utilizando caracteres morfoldgicos e os mesmos marcadores nucleares e regies
espacadoras internas utilizados por Kooistra et al. (2002). Os autores revisaram as
identificacbes das espécies verificando as sinapomorfias dentro das linhagens e
correlacionaram cada linhagem criada por Kooistra et al. (2002) com as Secdes criadas
por Hillis-Conlivaux (1980), reorganizando-as dentro de cada Secéo.

Na tentativa de resolver problemas taxondmicos dentro do género, Verbruggen
et al. (2005a) testaram a utilizacdo de dados morfométricos aliados a filogenia inferida
com marcadores nucleares. Com base em andlises estatisticas, foi verificado que
segmentos apicais ndo calcificados apresentam medidas fora dos padrées em morfologia
e/ou anatomia, demonstrando a influéncia negativa destes segmentos sobre o valor
taxonémico dos dados e que a omissdo da morfometria dos segmentos néo calcificados
e apicais, bem como dos segmentos da regido basal do talo produziu resultados
melhores, levando os autores a recomendar a exclusdo desses tipos de segmentos em
estudos posteriores.

Com a recomendacdo da morfometria como ferramenta eficaz na distin¢do das
espécies, Verbruggen et al. (2005b) incluiram em seu estudo filogenético, dados
morfométricos, usando exemplares das cinco Secdes do referido género (Rhipsalis,
Halimeda, Opuntia, Micronesicae e Pseudo-opuntia), testando o uso da morfometria
aliada as sequéncias parciais de ITS1-5.85-1TS2. Os autores confirmaram a
importancia da morfometria junto a taxonomia classica, ndo somente para problemas
com espécies existentes como também na identificacdo de fosseis de espécies do
género.

Devido a maior representatividade de espécies e maior dispersdo da Secéo
Halimeda, Verbruggen et al. (2005c) sequenciaram a regido ITS1-5.85-1TS2 da SSU e
sequéncias parciais do marcador plastidial UCP7 (rpsl9-rps3) de espécimes
pertencentes a Secdo Halimeda, para examinar os padrdes biogeogréficos dentro da
Secdo como um todo, avaliando o status filogenético de H. cuneata, H. discoidea e H.
tuna e os padrdes filogeograficos em H. discoidea e H. cuneata. Os resultados deste
trabalho apontaram que cada uma das espécies, H. cuneata, H. discoidea e H. tuna

compreendeu dois ou mais grupos de gendtipos ndo reconhecidos primeiramente pela
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taxonomia classica. Isso mostrou que a morfologia ndo resolve problemas de
divergéncia genotipica, confirmando a presenca de diversidade criptica.

Com o intuito de delimitar as espécies da Secdo Rhipsalis, Verbruggen et al.
(2005d) sequenciaram regides do DNA ribossomal nuclear (ITS1-5.8S5-1TS2) e
plastidial (rps3) e obtiveram dados morfométricos externos e anatdmicos seguindo a
metodologia proposta Verbruggen et al. (2005a). Analises filogenéticas foram inferidas
a partir das sequéncias de DNA e os dados morfométricos foram submetidos a analises
estatisticas: analise de componentes principais (ACP) e analise discriminante (AD). Os
resultados mostraram agrupamentos bem definidos, sem sobreposicao de espécies, que
foram nomeados com base em aspectos morfologicos. As analises estatisticas
mostraram que a morfometria € uma ferramenta adequada para distincdo de espécies
dentro desta Secdo e 0s caracteres anatdmicos representam melhores marcadores do que
a morfologia externa.

Tendo em vista as dificuldades na separacdo de alguns representantes da Segéo
Opuntia com base nas descrigdes dos “tipos”, Kooistra e Verbruggen (2005)
sequenciaram regides do DNA ribossomal nuclear (ITS1-5.8S-1TS2 SSU) das espécies
H. opuntia, H. distorta (Yamada) Hillis-Col., H. hederacea Hillis-Col. e H. minima (W.
R. Taylor) Hillis-Col. Os grupos morfoldgicos obtidos foram comparados com os clados
na filogenia para definir t&xons monofiléticos e identificar seus limites. Com os dados
morfoldgicos, 0s autores separaram as espécies em H. opuntia e o complexo “distorta-
hederacea” e através dos de filogenia, separaram uma linhagem com H. opuntia e, uma
segunda, contendo o complexo “distorta-hederacea”, corroborando os dois principais
grupos morfolégicos. Diante dos resultados, os autores sinonimizaram H. hederacea
com H. distorta e a estrutura filogeogréafica obtida indicou que H. opuntia se dispersou
do Indo-Pacifico para o Atlantico.

Verbruggen et al. (2007) descreveram duas novas espécies: H. pygmaea H.
Verbruggen, D.S. Littler & M.M. Littler e H. pumila H. Verbruggen, D.S. Littler &
M.M. Littler, a partir de material coletado nas ilhas Fiji e Bahamas, respectivamente.
Embora as espécies se assemelhassem a H. cryptica Hillis-Col. & E. A. Graham por ter
um unico sifdo percorrendo os nds entre os segmentos calcificados, elas diferiram por
apresentar medidas menores nos segmentos do talo, diametro dos filamentos na regido
nodal e no meio do segmento e nas dimensdes dos utriculos (comprimento e diametro).
Dados de DNA do cloroplasto sustentaram a identidade de H. pygmaea e revelaram sua

posicdo filogenética como um tadxon irmdo de H. cryptica na Se¢do Micronesicae.

21



Dijoux et al. (2012) realizaram um levantamento floristico do género Halimeda
na Nova Caledonia, usando os caracteres morfologicos (tipo de apressério, habito da
planta, forma da regido basal do talo, formato do segmento, padrdo de fuséo nodal,
camada de utriculos, dimensbes dos utriculos primarios, adesdo dos utriculos apds
descalcificacdo e formato dos utriculos periféricos em vista superficial) e marcadores
moleculares plastidiais (tufA e rbcL). Nesse trabalho, os autores observaram que os
caracteres morfologicos externos podem ser usados para classificagdo priméaria dos
individuos em morfotipos. Padrdo de fusdo nodal, tamanho e forma dos utriculos foram
0s caracteres mais confiaveis para separacdo das espécies. Os autores validaram o tufA
como marcador do tipo DNA barcode para o delineamento de espécies de Halimeda,
indicando novas ocorréncias e revelando espécies cripticas.

Diante do exposto, pode-se observar que o uso de marcadores moleculares
possibilitou esclarecer relacbes evolutivas das espécies, mostrando padrbes
biogeograficos de dispersdo, 0s quais promoveu uma especiacdo reticulada que levou ao
surgimento de novas espécies, bem como, a descoberta de espécies cripticas (HILLIS et
al., 1980; KOOISTRA; COPPEJANS; PAYRI, 2002; VERBRUGGEN et al., 2005c;
VERBRUGGEN, LITTLER, LITTLER, 2007; DIJOUX et al., 2012). De acordo com 0s
trabalhos abordados pode-se observar que os marcadores plastidiais corroboraram na
delimitacdo das espécies dentro do género. No entanto, marcadores nucleares também
foram Uteis para separacdo de espécies dentro das Se¢fes Opuntia e Rhipsalis.

Entre as Secdes, a Secdo Halimeda é a que engloba o maior numero de
espécies, muitas representadas por espécies cripticas e com ampla dispersdo, sendo
encontradas tanto no Oceano Pacifico como no Atlantico. Nos estudos moleculares, as
Secbes Opuntia e Rhipsalis encontram-se bem definidas. As SecBes Micronesicae e
Pseudo-opuntia, seus representantes ainda ndo foram objeto de estudo direcionado
como as demais.

Atualmente, o género encontra-se representado por 43 espécies, mas sabe-se
que devido a separagdo das linhagens do Indo-Pacifico das do Atlantico, hé espécies
citadas para o Atlantico, que ocorrem apenas no Indo-Pacifico, ocasionando numa
subestimacdo no nimero de tdxons infragenéricos (KOOISTRA; COPPEJANS; PAYRI,
2002; GUIRY; GUIRY, 2015). Para delimitacéo precisa do nimero de espécies contidas
no género Halimeda s&o necessarios estudos taxondmicos com uso de marcadores
moleculares com novas descricbes de espécies com locais de distribuigdo melhor

definidos.
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Resumo

O género Halimeda tem recebido uma grande atencdo na sua taxonomia, pois apresenta
marcado polimorfismo, dificultando a identificacdo e delimitacdo das espécies, além da
ocorréncia de espécies cripticas e pseudo-cripticas. Estudos recentes vém utilizando a
técnica DNA barcoding para distincdo de especies de cloroficeas, utilizando o marcador
plastidial tufA. Este estudo teve como objetivo revisar o género para o Atlantico Sul
Ocidental, baseado em marcadores morfoldgicos e moleculares. Amostras do litoral
brasileiro desde o Maranhdo até o Espirito Santo foram utilizadas para estudos
moleculares. Foram obtidas sequéncias parciais dos marcadores tufA e rbcL as quais
subsidiaram andlises filogenéticas utilizando-se os métodos de Maxima Parcimonia,
Méaxima Verossimilhanca, Neighbor-Joining e Andlise Bayesiana. H. opuntia, H.
simulans e H. incrassata foram confirmadas por convergéncia filogenética com as
sequéncias dos exemplares da localidade-tipo. H. tuna, H. cuneata e H. gracilis ndo se
agruparam com as sequéncias das localidades-tipo, sugerindo serem novas espécies. H.
discoidea tem sua localidade-tipo desconhecida, impossibilitando confirmacdo da sua
identificacdo para o litoral brasileiro. Por sua vez, sequéncias nomeadas como H.
discoidea se distribuiram em quatro clados diferentes. Devido ao conhecimento sobre a
vicariancia das espécies do Indo-Pacifico e do Atlantico e, sabendo-se que algumas
espécies de macroalgas sofreram especiacdo reticulada, pode-se inferir que talvez tenha
sido o que ocorreu com espécies H. cuneata, H. tuna e H. gracilis que foram
previamente registradas no Brasil por apresentarem morfologia semelhante as
descri¢des destas espécies, que foram primeiramente descritas no Indo-Pacifico. No
presente trabalho, a eficiéncia do tufA como marcador do tipo Barcode foi corroborada,
tendo sido eficiente na delimitacdo de espécies, inclusive revelando espécies novas, e,
também, espécies cripticas.

Palavras-Chave: DNA-barcoding, tufA, rbcL, Brazil, macroalga, especiacdo
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Introducéo

O género Halimeda J. V. Lamour. (Bryopsidales — Chlorophyta), representado
por 43 espécies (Guiry & Guriy, 2015), é um importante contribuinte de sedimento
calcario na plataforma continental das regides tropicais e subtropicais do mundo (Ries,
2009) por apresentar carbonato de calcio em forma de aragonita em suas paredes
celulares (Hillis-Colinvaux, 1980), pois seus segmentos acumulam-se apds a morte
(Verbruggen et al., 2009), formando calcario recifal, o qual pode ser extraido para
producdo de cal e utilizado em ragdes para animais (Bandeira-Pedrosa et al., 2004a).

Devido a sua importancia nos ecossistemas marinhos, o género Halimeda tem
recebido uma grande atencdo na sua taxonomia, pois estas macroalgas apresentam uma
grande diversidade de formas e habitat, aléem de marcado polimorfismo, dificultando a
identificacdo e delimitacdo das espécies (Verbruggen et al., 2005a; Dijoux et al., 2012).
Além disso, 0 género contém espécies cripticas (Kooistra et al., 2002) e pseudo-
cripticas (Verbruggen et al., 2005b). Estudos moleculares recentes vém utilizando a
técnica DNA barcoding para definicdo das espécies de macroalgas (Fama et al., 2002;
Saunders; Kucera, 2010). Dijoux et al. (2012) utilizaram o marcador plastidial tufA para
delimitar espécies do género Halimeda na Nova Caled6nia, comprovando a eficécia
desse marcador para distinguir espécies cripticas.

No Brasil, os estudos previamente realizados sobre Halimeda utilizaram
caracteres morfoldgicos e ultraestruturais para identificacdo das espécies, registrando a
sua distribuicdo do Maranhéo até o Rio de Janeiro, na zona entremarés até 166 metros
de profundidade (Bandeira-Pedrosa et al., 2004a, b). Sete espécies sao reconhecidas no
litoral brasileiro: H. opuntia (L.) J. V. Lamour., H. tuna (J. Ellis & Sol.) J. V. Lamour.,

H. gracilis Harv. ex J. Agardh, H. incrassata (J. Ellis) J. V. Lamour., H. discoidea
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Decne., H. cuneata K. Hering e H. simulans M. Howe. No entanto, devido grande a
plasticidade morfologica, a presenca de espécies cripticas e, principalmente, pela falta
de dados moleculares para as espécies do litoral brasileiro, o presente estudo teve como
objetivo realizar uma revisao do género Halimeda para o Brasil acrescentando analises

moleculares com os marcadores plastidiais tufA e rbcL.
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Material e Métodos
Area de Estudo

A costa brasileira possui 7.491 km, a qual foi dividida por Horta et al. (2001) em
trés provincias ficofloristicas: Tropical, Zona de Transicdo e Temperada Quente. A
regido Tropical compreende o litoral do Nordeste e é caracterizada por aguas
oligotroficas que propiciam uma alta transparéncia, permitindo uma alta diversidade de
espécies de macroalgas se estabelecerem em grandes profundidades da plataforma
continental. A Zona de Transicdo compreende o litoral do Espirito Santo, que é
caracterizada por apresentar caracteristicas distintas devido ser banhado pela Corrente
de Bengala oriunda da Africa, se constituindo num veiculo de dispersdo de espécies
acarretando no alto grau de endemismo. A regido Temperada Quente compreendendo
desde o litoral do Rio de Janeiro até o Sul do Rio Grande do Sul, o qual apresenta

periodos ressurgéncia na regido de Cabo Frio (RJ).

Obtencao das amostras

As amostras foram coletadas em diversos pontos do litoral brasileiro, durante o
periodo de 2009 a 2014 (Apéndice 1) desde o litoral do Estado do Maranhdo (02° 31'
47" S; 44° 18' 10" W) até o litoral do Estado do Espirito Santo (20° 19' 10" S; 40° 20'
16" W). As coletas foram realizadas na regido entremarés e, quando possivel, no
infralitoral em profundidade de até 24 metros, através de mergulhos autdnomos. Os
especimes foram acondicionados em etanol absoluto ou silica gel para estudos

morfoldgicos e moleculares.
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Analise morfologica

A identificacdo taxonémica foi realizada no Laboratério de Ficologia do
Programa de P0Os-Graduacdo em Botanica (PPGB) da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE). Foram analisados os caracteres morfologicos internos e externos
de acordo com Hillis-Conlivaux (1980) e Bandeira-Pedrosa et al., (2004a). Para a
analise da morfologia interna, as amostras foram descalcificadas com HCI (20%) e os
filamentos foram dissociados com auxilio de estiletes. As observacdes e medicBGes dos
utriculos foram realizadas com auxilio de microscépio déptico (Zeiss Axioskop) com
ocular micrométrica (Zeiss) e microscopio estereoscopico (Leica S6D). Os espécimes
foram tombados e incorporados no Herbéario Professor Vasconcelos Sobrinho (PEUFR)

da Universidade Federal Rural de Pernambuco.

Extracdo de DNA e PCR.

Para a extracdo do DNA total, foram retirados fragmentos dos apices dos talos
das amostras coletadas (Apéndice 1), os quais foram escovados com escova de cerdas
flexiveis para a retirada de epifitas. As amostras foram secas em papel absorvente e
maceradas em nitrogénio liquido até obtencdo de pd fino. A extracdo do DNA foi
realizada através de protocolo manual CTAB (Brometo de Cetiltrimetilamonio)
(Oliveira-Carvalho et al., 2012).

Para a amplificacdo do gene tufA, foram utilizadas amostras de diferentes
morfotipos e diferentes localidades. Para o rbcL foram sequenciadas apenas espécies
diferenciadas geneticamente pelo tufA. Os primers utilizados para amplificar ambos

marcadores estdo listados na Tabela 1.
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A reagao de PCR foi realizada com volume final de 50 uL, sendo 37,25 pL de
agua mili-q autoclavada, 5 uLL de 10x PCR buffer, 1,5 pL 50nM MgCl,, 1 uL de dNTP,
1 puL de primer F, 1 uL de primer R, 3 puL de DNA total, 1,25 uL de Tag DNA
polimerase (Promega Corp., Madison, WI, EUA). A reacdo foi realizada no
termociclador Techne TC-4000 (Bibby Scientific Ltd., Staffordshire, UK). Para o tufA
foi utilizado o ciclo seguindo Fama et al. (2002). Para o rbcL, o ciclo de PCR adotado
foi de 94 °C por 30 segundos, 55 °C por 1 minuto e 72 °C por 1 minuto por 11 ciclos,
em que a cada ciclo, a temperatura de anelamento diminuia 1 °C até atingir 45 °C de
temperatura de anelamento dos primers, e 72 °C por 5 minutos para extensdo final,
mantendo-se assim por mais 24 ciclos, totalizando 35 ciclos (modificado de Curtis et
al., 2008).

Tabela 1 - Relacdo de primers direto (F) e reverso (R) para os marcadores

utilizados na PCR e sequenciamento.

Primer Sequéncia Referéncia
ufAF 5~ TGAAACAGAAMAWCGTCATTATGC-3’ Fama et al., 2002
tufAR 5°- CCTTCNCGAATMGCRAAWCGC-3’ Fama et al., 2002
égtl 5°- AAAGCNGGKGTWAAAGAYTA- 3’ Curtis et al., 2008
- 6r2b30_'g iz - TCWCAACCHTYTATGCGTTGG- 3' MOdiﬁ‘Z‘_}"oz‘é%g“”is o
. 6;%0_; i, 3 GCTTGWGMTTTRTARATWGCTTC-S’ Dijoux et al., 2012
R;$§;86 3~ TCAATAACCGCATGCATTGC-5’ Dijoux et al., 2012
o ;’fi 10a 5 -CTTATGCWAAAACATTYCAAGG-3' MOdiﬁCZﬁ? ngltz)ijoux et
ot 32)%"_"1 47, 3 AATTTCTTTCCAAACTTCACAAGC-S' Dijoux et al., 2012
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Os produtos de PCR foram purificados usando-se o Kit Illustra GFX™ PCR DNA
and Gel Band Purification (GE Helathcare, Buckinghamshire, Inglaterra) segundo as
instrucdes do fabricante. Os produtos purificados foram sequenciados, utilizando-se o
Kit de sequenciamento “BigDyeWI Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction”
(Applied Biosystems, Foster City, EUA), usando-se 0s mesmos primers da PCR. A
reacao foi feita com volume final de 10 uL (1 a 4 uL de produto purificado da PCR, 2
uL de 5x buffer, 2 uL de dideoxinucleosideos, 2 a 5 pL de agua mili-q autoclavada) e
realizada no mesmo termociclador da PCR com 40 ciclos a 96 °C por 10 seg, 54 °C por
20 seg e 60 °C por 4 min.

Os produtos da reacdo de sequenciamento foram precipitados em EDTA 125 mM,
Acetato de Sodio 3M e etanol 100%, seguido de lavagem em etanol 70%, segundo
recomendacdo da Applied Biosystems para a remogdo de residuos. As amostras foram
sequenciadas nos sequenciadores automaticos ABI PRISM™ 3100 ou ABI PRISM™
3730 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, EUA). As sequéncias obtidas
foram alinhadas usando o programa BioEdit (Hall, 1999).

Um total de 87 sequéncias de tufA (Apéndice 2) e 36 de rbcL (Apéndice 3),
geradas neste estudo e obtidas do Genbank, foi utilizado para compor as matrizes de
sequéncias do género Halimeda para o0 mundo. Para as analises filogenéticas, o modelo
de evolucéo foi selecionado pelo MrModeltest 3.06 (Posada; Crandall, 1998) usando-se
o0 Akaike Information Criterion (AIC). As andlises moleculares foram feitas utilizando-se
0 método de distancia (Neighbour-Joining, NJ, com modelo de substituicdo Tamura;
Nei, 1993, com 2000 réplicas de boostrap), maxima parciménia (MP, com busca
heuristica, com 2000 réplicas de boostrap), e maxima verossimilhanca (ML, com 100

réplicas de boostrap) utilizando-se o programa PAUP 4.0b10 (Swofford, 2002); e
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analise Bayesiana com o programa MrBayes v.3.1.2 (Huelsenbeck; Ronquist, 2001),
utilizando-se de 2 corridas com 4 cadeias de Markov, 4.000.000 de geracGes com
amostragens a cada 100, e as gerag¢des iniciais correspondentes ao “burn in” foram
descartadas. “Gaps” foram considerados dados faltantes e todas as posigdes foram
consideradas com 0 mesmo peso.

Foram adotadas como grupo externo sequéncias de Derbesia marina (Lyngb.)
Solier (JN645169), Bryopsis plumosa (Huds.) C. Agardh (JQ755423), B. vestita J.V.
Lamour. (HF549172) e Caulerpa racemosa (Forssk.) J. Agardh (AB038486). Para as
matrizes tanto do tufA como do rbcL, foram calculadas as porcentagens de divergéncia

intraespecificas e interespecificas usando-se uncorrected ‘p’ distances no PAUP.
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Resultados e Discussao

Morfologia

Foram obtidas 37 amostras de Halimeda provenientes de seis estados brasileiros:

Maranhdo, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Bahia e Espirito Santo,

coletadas na regido entremarés e até 24 metros de profundidade (Fig. 1).
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Figura 1 — Mapa com a distribuicdo geogréaficas das espéecies do género Halimeda

no litoral do Brasil (Adaptado de Oliveira-Carvalho et al. 2010).

Sete espécies tiveram suas ocorréncias confirmadas para o Brasil, por dados

morfologicos: Halimeda incrassata e H. simulans (Se¢do Rhipsalis); H. opuntia (Secao

Opuntia); H. discoidea, H. tuna e H. cuneata (Se¢do Halimeda) e H. gracilis (Se¢éo
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Pseudo-opuntia) (Fig. 2), corroborando com os dados morfolégicos apontados por
Bandeira-Pedrosa et al. (2004a).

As espéecies da Secdo Rhipsalis sdo distinguiveis das demais pela presenca de
apressorio bulboso e de poros nodais na regido nodal dos filamentos medulares (Hillis-
Conlivaux, 1980; Bandeira-Pedrosa et al., 2004a; Verbruggen; Kooistra, 2004).
Halimeda simulans se distingue de H. incrassata por possuir apressorio maior e por
apresentar segmentos com formato diferentes, enquanto que H. simulans apresenta
segmentos basais subcuneados e segmentos apicais reniformes e estriados; H.
incrassata apresenta segmentos basais subcilindricos. Anatomicamente, ha diferenca no
aspecto dos utriculos primarios entre essas espécies: H. simulans apresenta utriculos
alongados e H. incrassata apresenta utriculos arredondados.

A Secdo Opuntia, representada no Brasil apenas por Halimeda opuntia, é
reconhecida pela presenca de multiapressorios e por apresentar fusdo nodal curta aos
pares e, ocasionalmente, em grupo de trés. H. opuntia apresentou uma maior area de
distribuicdo, sendo registrada na costa do Nordeste, do litoral do Rio Grande do Norte
até a Bahia, formando extensos bancos. Morfologicamente, essa espécie apresenta a
maior plasticidade fenotipica com relacdo ao habito e formato dos segmentos (Bandeira-
Pedrosa et al. 2004a). Barton (1901) estabeleceu categorias infraespecificas para
agrupar a variacdo morfologica apresentada por essa espécie. Contudo, esses taxons
foram elevados a categoria de espécies, como por exemplo, Halimeda opuntia var.
hederacea (E.S.Barton) Hillis que passou a ser H. hederacea (E.S.Barton) Col. E,
atualmente, esta como sinénimo de H. distorta (Yamada) Hillis-Col. (Kooistra &

Verbruggen, 2005).

37



Figura 2 — Aspecto geral das espécies estudadas. (1) Halimeda simulans; (2) H.

incrassata; (3) H. gracilis; (4) H. cuneata; (5) H. discoidea; (6) H. tuna; (7) H. opuntia.

Escala: 1 cm.
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A Secdo Halimeda, representada por Halimeda cuneata, H. tuna e H. discoidea,
apresenta fusdo nodal completa. H. cuneata, referida para o Atlantico por Bandeira-
Pedrosa et al. (2004b), apresenta apressorio distinto, pequeno, filamentoso, talo pouco
calcificado, medindo entre 4,8-9,7 cm de comprimento, ramificacdo di, tricotdmica até
policotdmica e segmentos basais cilindricos a subcilindricos e, em grande parte,
segmentos arrendondados, subcuneados e discoides, medindo de 0,5-1,9 cm de largura e
0,4-1,4 cm de comprimento. E constituida por quatro ou cinco camadas de utriculos.
Utriculos secundarios medindo de 75-175 um de comprimento, ramificando-se
dicotomicamente. Utriculos primarios, eventualmente fusionados, com formatos
variados, medindo de 60-162,5 um de comprimento e 50-75 pum de didmetro.
Filamentos medulares se fusionando completamente aos pares.

Halimeda tuna apresenta apressorio distinto, cilindrico, talo calcificado medindo
entre 3,8-5 cm de comprimento, ramificacdo predominantemente dicotémica, podendo
apresentar-se tricotdbmica e politbmica, em varios planos, formando tufos densos, eretos,
segmentos basais subcuneados e segmentos medianos e apicais reniformes, discoides e
subcuneados, medindo de 0,5-1,1 cm de comprimento e 0,7-1,5 cm de largura.
Anatomicamente, é constituida por trés camadas de utriculos. Utriculos secundarios
medindo de 52,5-90 um de comprimento, ramificando em dois ou quatro utriculos
primarios, alogados em forma de tagca, medindo de 50-125 um de comprimento e 27,5-
50 um de diametro. Filamentos medulares se fusionando completamente aos pares.

Halimeda discoidea apresenta apressorio distinto, filamentoso, talo moderamente
calcificado medindo até 2,5 cm de comprimento, pouca ramificagdo, apresentando
dicotomias e tricotomias, em mais de um plano, formando tufos densos, eretos,

segmentos reniformes, grandes, medindo de 0,9-1,6 cm de comprimento e 1,5-2 cm de
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largura. Anatomicamente, € constituida por duas camadas de utriculos. Utriculos
secundarios medindo de 115-225 pm de comprimento, ramificando em quatro utriculos
primarios, com apice truncado, medindo 47,5-75 pum de didmetro e 25-85 um de
comprimento. Utriculos primarios fusionados em grupo de dois ou trés. Filamentos
medulares se fusionando curtamente ou completamente aos pares.

Halimeda gracilis, representante da Secdo Pseudo-opuntia, também apresenta
fusdo longa aos pares ou em grupos de trés; sdo fortemente calcificadas, medindo de 6-
17 cm de comprimento do talo, sendo amostrada apenas em profundidade no litoral do
Espirito Santo. Apresenta segmentos reniformes, cuneados e multilobados, medindo de
5,5-9 cm de comprimento e 7-13 cm de largura. E diferenciada das demais espécies por
apresentar varios utriculos primarios saindo de cada utriculo secundario, em alguns

casos, ndo € possivel mensurar pela sobreposicdo dos utriculos.

Analises moleculares

Um total de 37 sequéncias de tufA e 10 sequéncias de rbcL foram obtidas para o
género Halimeda do litoral do Brasil. Nao foi possivel obter sequéncias de qualidade do
marcador rbcL para as espécies Halimeda gracilis e H. discoidea e, por isso, essas
espécies foram excluidas das analises. Para o gene tufA foi construida uma matriz com
120 sequéncias, acrescidas 83 sequéncias obtidas do GenBank (Apéndice 2), gerando
um alinhamento final de 792 nucleotideos. Para o gene rbcL foi construida uma matriz
com 45 sequéncias, acrescidas 35 do GenBank (Apéndice 3) com um alinhamento final
de 734 nucleotideos.

As andlises das 120 sequéncias do tufA (Fig. 3) e 45 sequéncias de rbcL (Fig. 4)

confirmaram que o género Halimeda é monofilético com alto suporte para todas as
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analises (99% de NJ; 100% de MP, 91% de ML, 100% de PP para o tufA) e (100% de
NJ; 100% de MP, 95% de ML, 100% de PP para o rbcL) . Cinco clados foram formados
para ambos marcadores correspondentes as SecGes do género Halimeda, com altos a
moderados valores de suporte (> 70%), confirmando o monofiletismo das linhagens,
exceto para a Secdo Micronesicae que ndo teve suporte na analise de ML para o
marcador rbcL e para a Secdo Halimeda, que ndo apresentou suporte nas analises do
tufA e teve suporte baixo para o rbcL.

A Tabela 2 mostra os valores de divergéncia interespecifica para o marcador tufA,
que variou entre 0,9% (Halimeda simulans — H. incrassata) e 12,7% (H. tuna — H.
gracilis). Para o rbcL (Tabela 3), a divergéncia interespecifica variou entre 0,8% (H.
simulans — H. incrassata) e 11,7% (H. simulans — H. cuneata).

Tabela 2 — Valores de divergéncia interespecifica para os representantes do género
Halimeda coletados no litoral brasileiro, para o marcador tufA. Porcentagem de
divergéncia esta indicada na porcao inferior e 0 numero de nucleotideos divergentes na

porcao superior. Valores méximo e minimo estdo destacados em negrito.

Téaxons 1 2 3 4 5 6 7
1. H. simulans ID 7 78 96 96-97 75 97
2. H. incrassata 0,9 ID 76 94 95-96 75 95
3. H. opuntia 99 96 ID 76 86-88 65 84
4. H. tuna 123 12 9,6 ID 68-72 100 68
5. H. cuneata 124 12 10,9-112 8,6-9,1 ID 97-98 70-73
6. H. gracilis 95 95 9,9 12,7 12,3 ID 96
7. H. discoidea 123 12 10,7 8,6 8,9-9,3 1272 ID
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Figura 3 — Arvore consenso de Neigbour-joining (NJ) enraizada pelos grupos externos Caulerpa racemdsa, Bryopsis plumosa e Derbesia
marina construida para as 42 sequéncias do tufA de diferentes amostras de Halimeda. Os taxons Bryopsis plumosa e Derbesia marina foram
omitidos da figura, para melhor visualizacdo da arvore. Os valores de bootstrap maiores que 70% estdo indicados nos ramos, Neighbor-Joining
(NJ), Méxima Parciménia (MP) em italico (2000 réplicas), méaxima verossimilhanca (ML) em negrito (100 réplicas) — NJ/MP/ML. As
probabilidades a posteriori (pp) estdo representadas na espessura dos ramos, segundo a legenda na figura. Os ramos com * indicam valores
méaximos de suporte para as quatro analises. As amostras brasileiras geradas nesse trabalho estdo em negrito. O nimero de acesso para as

amostras obtidas no GenBank esta entre parénteses, seguido pela localidade de coleta. LT indica a localidade-tipo.

42



Caulerpa racemosa AB038486

Bryopsis vestitaHF549172

H. opuntia Alagoas, Brasil
H. opuntia Jap&o (ABO38489)
H. opuntia EUA (AY942174)
H, velasquezi Filipinas (FJB24507) (LT)
H. velasqueziNova Caledbnia (JNB44754)
Hafimeda sp. lihas Marianas (FJ824508)

H. opuntia Japao (AB700355)

wil__+

H.

Opuntia
H. distorta Polinésia Francesa (FJ624505)

H. minima Filipinas (FJ624504)
H. renschii Tanzania (FJ624501)

H. goreauii Panama (FJ624509)
copiosa Jamaica (FJB24508) (LT)

@H gracilis Nova Caleddnia (JNB44741)
H. Incrassata Tamandare, Pernambuco, Brasil

H. gracilis Jamaica (FJ624494)
H. lacrimosa Bahamas (FJ624485)(LT) Pseudo-Opuntia

100,

WML M, heteromorpha Polinesia Francesa (FJ624511)(LT)

H. Incrassatallha de Santo Aleixo, Pernambuco. Brasil

H. incrassata FJ715719

H. simulans Bahia, Brasil

H. simulans Jamaica (FJB24517)

H. monile Panama (FJ6245186)

H. borneensis Japho (AB619275)

M borneensis Polinésia Francesa (FJ624514)
M. eylindracea Yémen (FJE24510)

H macroloba Tanzdnia (FJ624513)

Rhipsalis

H. micronesicallhas Wallls (FJ624468)
H. cryptica Jamaica (FJ624496) (LT)

Micronesicae

100¢ 1 Oped

— 5D
05%0-0M
070-089

#a

4{
H. cuneata Bahia, Brasil 1497

H. tuna Maranhao, Brasil
H. tuna Bahia. Brasil
H, tuna Alagoas, Brasil

H. tuna Jamaica (FJ624524)

H. tuna EUA (AY942177)

M. scabra Bahamas (FJ624523)

2K H. cuneata Espirito Santo, Brasil
H. cuneata Bahia, Brasil 2549

Halimeda

H. lacunalis Australia (FJ624521)
M lacunalis Nova Caledonia (JNG44745)
H. discoidea Japdo (ABO38488)
H. discoideaNava Caledénia (JNB44737)
H. cuneata Africa do Sul (FJ624533) (LT)
H. taenicola Polinesia Francesa (FJ624529)
H. macrophysa Filipinas (FJ624526)

~ H. magnidisca Australla (FJ624530) __ 0.005 substitutions/she

Figura 4 - Arvore consenso de neigbour-joining (NJ) enraizada pelo grupo externo

Caulerpa racemosa e Bryopsis vestita construida com as sequéncias do rbcL de

diferentes amostras de Hali

meda. Os valores de bootstrap estdo indicados nos ramos,

Neighbor-Joining (NJ), Mé&xima Parcimonia (MP) em itdlico (2000 réplicas), maxima

verossimilhanga (ML) em

negrito (100 réplicas) — NJ/MP/ML. As probabilidades a
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posteriori (pp) estdo representadas na espessura dos ramos, segundo a legenda na
figura. Os ramos com * indicam que apresentaram valores maximos de suporte. As
amostras brasileiras geradas nesse trabalho estdo em negrito. O numero de acesso das
amostras obtidas no GenBank esta entre parénteses, seguido pela localidade de coleta.
LT indica localidade tipo.

Tabela 3 — Valores de divergéncia interespecifica para os representantes do género
Halimeda coletados no litoral brasileiro, para o marcador rbcL. Porcentagem de
divergéncia esta indicada na porcédo inferior e 0 numero de nucleotideos divergentes na

porcdo superior. Valores maximo e minimo estdo destacados em negrito.

Téaxons 1 2 3 4 5
1. H. opuntia ID 46 48-49 38 39
2. H. tuna 8,2 ID 47-48 54 53

3. H. cuneata 8,5-8,7 8,4-8,5 ID 65-66 64-64
4. H. simulans 6,8 9,6 11,6-11,7 ID 4
5. H. incrassata 7 9,4 11,4116 0,8 ID

A Secdo Rhipsalis representada pelas sequéncias de Halimeda simulans e H.
incrassata do Brasil agruparam-se com suas respectivas sequéncias do banco de dados
para ambos os marcadores, confirmando a identificacdo morfoldgica. A localidade-tipo
de H. simulans é Porto Rico (Hillis-Colinvaux, 1980) e as sequéncias disponiveis no
banco de dados para ambos marcadores sdo referidas para a Jamaica, portanto, regido
préxima a localidade tipo, ambas pertencentes ao Mar do Caribe. Halimeda incrassata
possui como localidade-tipo as llhas Virgens Britanicas no Caribe (Guiry & Guiry,
2015). A sequéncia brasileira dessa espécie proveniente de Pernambuco nédo diferiu da
sequéncia da localidade-tipo disponivel no banco de dados para o tufA (FJ624534),

confirmando que o material brasileiro corresponde de fato a H. incrassata (Fig. 3). A
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sequéncia do rbcL de H. incrassata (FJ715719) ndo possui identificacdo de localidade,
embora se agrupe com as sequéncias brasileiras dessa espécie, ambas de Pernambuco.
Halimeda simulans e H. incrassata apresentaram as menores divergéncias
interespecificas para ambos os marcadores estudados, 0,9% para o tufA e 0,8% para o
rbcL (Tabelas 2, 3). Resultados semelhantes foram encontrados por Verbruggen et al.
(2006) e Dijoux et al. (2012) com o tufA e também por Verbruggen et al. (2009) através
de analises concatenadas de rbcL, tufA, UCP3, UCP7, 18S e ITS. Como verificado
neste trabalho, essas espécies se agruparam em clados irméos, confirmando a estreita
relacdo entre elas (Hillis-Conlivaux, 1980).

A Secdo Opuntia, representada neste estudo apenas por H. opuntia, formou um
clado com suporte alto a moderado para ambos marcadores (Figs 3, 4). Halimeda
opuntia € uma espécie pantropical, sendo a Jamaica sua localidade-tipo (Hillis-
Colinvaux, 1980). As sequéncias do tufA de H. opuntia para diferentes estados
brasileiros foram 100% idénticas e agruparam-se com duas outras amostras de H.
opuntia do banco de dados (Polinésia Francesa e Filipinas), com valores de suporte
altos (99% de NJ, 95% ML, 100% PP) a moderado (83% de MP), confirmando sua
identificacdo morfoldgica e que a variacdo observada é apenas fenotipica, talvez
influenciada por fatores ambientais (Hillis-Colinvaux, 1980; Bandeira-Pedrosa et al.,
2004a; Kooistra; Verbruggen, 2005). As porcentagens de divergéncia de H. opuntia e
especies molecularmente relacionadas sdo mostradas na Tabela 4.

De acordo com a divergéncia intraespecifica de Halimeda opuntia para o tufA, as
sequéncias do Brasil foram 100% idénticas as amostras da Polinésia Francesa e
Filipinas. Entretanto, as amostras brasileiras divergiram em 0,9% de H. opuntia da

Nova Caleddnia, que se agrupou com H. distorta da Polinésia Francesa (Fig. 3) com 0%
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de divergéncia, indicando que sdo a mesma espécie e que, possivelmente, houve um
erro de identificacdo dessa amostra.

Tabela 4 — Valores de divergéncia intraespecifica e interespecifica de espécies de
H. opuntia do Brasil e espécies proximamente relacionadas para o marcador tufA.
Porcentagem de divergéncia esta indicada na porcéo inferior e 0 niUmero de nucleotideos

divergentes na por¢édo superior. Valores maximo e minimo estdo destacados em negrito.

. H. opuntia Brasil 0O 0 09 ID 12 9 10

Téaxons 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1. H. opuntia PolinésiaFrancesa ID 0 7 0 7 8 12 9 10
2. H. opuntia Filipinas o b 7 0 7 8 12 9 10
. H. opuntia Nova Caleddnia 09 09 ID 7 0 9 13 10 7
7 8
9

3

4

5. H distorta Polinésia Francesa 09 09 0 09 ID 13 10 7
6. H. distorta Nova Caledonia 1,1 11 12 11 12 ID 4 3 8
7
8
9

. H. distorta Tanzania 16 16 1,7 16 17 06 ID 7 10
. H. distorta Filipinas 12 12 13 12 13 04 09 ID 11
. Halimeda sp. llhas Marianas 1,3 13 09 13 09 11 13 14 ID

Para o rbcL, Halimeda opuntia foi agrupada com suporte alto (99% de NJ; 95%
de PP) a moderado (88% de MP; 79% ML) e formou dois subclados, no qual H. opuntia
do Brasil ocupou uma posicédo divergente inicial em relacdo a todas as demais (Fig. 4).
Os dois subclados agruparam amostras de H. opuntia provenientes do Japdo e dos
Estados Unidos e outras amostras de H. velasquezii W. R. Taylor. As porcentagens de
divergéncia deste clado sdo mostradas na Tabela 5.

Para o marcador rbcL, Halimeda opuntia do Brasil divergiu em 0,9% das demais
sequéncias da mesma espécie depositadas no banco de dados e em 0,3% de Halimeda
sp. das llhas Marianas e H. distorta da Polinésia Francesa. Considerando que a menor

divergéncia interespecifica para o Brasil é 0,8% entre H. simulans e H. incrassata, entéo
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H. opuntia estaria mais proxima de Halimeda sp. e H. distorta. Como observado, H.

distorta da Polinésia Francesa € idéntica a H. opuntia da Nova Caledbnia para o tufA

(Tab. 4) e muito proxima a H. opuntia do Brasil para o rbcL, reafirmando que pode ter

havido um erro na identificacdo dessa espécie. Ambas sequéncias de tufA e rbcL de H.

distorta se referem ao mesmo voucher, portanto as sequéncias foram geradas a partir da

mesma amostra.

Tabela 5 — Valores de divergéncia intraespecifica e interespecifica de H. opuntia

do Brasil e espécies proximamente relacionadas para o marcador rbcL. Porcentagem de

divergéncia esta indicada na porcédo inferior e 0 numero de nucleotideos divergentes na

porcdo superior. Valores maximo e minimo estdo destacados em negrito.

Téaxons 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1. H. opuntia Brasil ID 3 3 3 2 2 1 1 4 3
2. H. opuntia Japdo 1 09 ID 4 4 3 3 2 2 3 3
3. H. opuntia Japdo 2 09 12 ID O 1 1 2 2 3 2
4. H. opuntia EUA 09 12 0 ID 1 1 2 2 3 2
5. H. velasquezii Filipinas 06 09 03 03 ID O 1 1 4 2
6. H. velasquezii Nova Caledonia 06 09 03 03 0 ID 1 1 4 2
7. Halimeda sp. llhas Marianas 03 06 06 06 03 03 ID O 3 2
8. H. distorta Polinésia Francesa 03 06 06 06 03 03 0O ID 3 3
9. H. minima Filipinas 12 09 09 09 12 12 09 09 ID 2
10. H. renschii Tanzania 09 09 09 06 06 06 06 09 06 |ID

A Secdo Halimeda, na qual esté incluida a maior parte das espécies do Brasil,

apresentou de alto a baixo valores de boostrap para as analises com o rbcL (95% ML;

72% NJ), assim como para a analise bayesiana (73%), e ndo apresentou suporte para

nenhuma analise como marcador tufA (Fig. 4).
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Nas analises do tufA, os representantes de Halimeda tuna do Brasil apresentaram
baixa divergéncia intraespecifica (0% a 0,2%) e aparecem como grupo irmao do
subclado formado por H. tuna do México e por H. scabra das Bahamas, com valores
altos de boostrap (99% NJ, 95% MP e 98% ML), porém com baixo suporte para a
analise bayesiana (87%). Os valores de divergéncia para esse marcador sdo mostrados
na Tabela 6. Halimeda tuna do Brasil apresentou menor divergéncia intraespecifica com
H. tuna do México (1,2%) e divergiu em 0,7% de H. scabra, indicando que pode ter
havido um erro de identificacdo dessa amostra ou que molecularmente podem se tratar
de uma mesma espécie, embora sejam bem distintas com base em caracteres
morfologicos (Hillis-Colinvaux, 1980). Os espécimes brasileiros ndo se agruparam com
H. tuna da Itdlia e da Franca, paises banhados pelo Mar Mediterraneo, que é referido
como sua localidade-tipo. A divergéncia entre os espécimes brasileiros e os da
localidade tipo variou de 10,5%-19,9% (83-157pb). Vale ressaltar que as amostras da
localidade tipo disponiveis no GenBank divergem entre si em 10% (79 pb). Uma mais
alta divergéncia foi observada entre as amostras de H. tuna da localidade tipo e da
Polinésia Francesa (15,5-24,3%, 122-192pb). A amostra da Polinésia Francesa
(AY826368) agrupou-se com uma amostra de H. gracilis, da mesma localidade, com
altos valores de boostrap, dentro de outra Segdo, Pseudo-Opuntia (Fig. 3).
Possivelmente ha um erro na identificagdo destes espécimes.

Resultados semelhantes foram encontrados por Kooistra et al. (2002) utilizando
sequéncias de ITS e SSU (marcadores nucleares) e por Verbruggen et al. (2005) com o
marcador plastidial rps, que ao estudar a evolucdo e filogeografia da Secdo Halimeda
encontraram uma divergéncia de 20% entre Halimeda tuna (Caribe) e H. tuna (Mar

Mediterraneo), sua localidade-tipo. Ambos trabalhos mostraram uma clara separacéo
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entre H. tuna do Atlantico e do Mar Mediterraneo. Verbruggen et al. (2005) observaram
também que ha separacdo entre as espécies do Indo-Pacifico e as do Atlantico,
confirmando a hipdtese de vicariancia proposta por Kooistra et al. (1999) ocasionada
pelo Istmo do Panama.

Tabela 6 — Valores de divergéncia intraespecifica e interespecifica de H. tuna do
Brasil e espécies proximamente relacionadas para o marcador tufA. Porcentagem de
divergéncia esta indicada na porcédo inferior e 0 numero de nucleotideos divergentes na

porcdo superior. Valores maximo e minimo estdo destacados em negrito.

Téaxons 1 2 3 4 5 6
1. H. tuna Italia (¥) ID 122 87 83 79 84
2. H. tuna Polinésia Francesa 155 ID 101 100 192 99
3. H. tuna México 11 128 ID 9 160 5
4. H. tuna Brasil 105 12,7 12 ID 157 6
5. H. tuna Franca (*) 10 243 20,3 199 ID 157
6. H. scabra Bahamas 10,7 125 0,7 08 199 1ID

(*) Sequéncia da localidade-tipo: Mar Mediterraneo.

Para o rbcL, as sequéncias brasileiras H. tuna se agruparam em um subclado,
porém sem suporte para as analises de MP e PP e com baixo valor de boostrap para NJ
e ML (73% e 89%, respectivamente). Os especimes brasileiros aparecem como grupo
irmdo do subclado formado por H. tuna da Jamaica e dos Estados Unidos, porém sem
suporte para todas as analises. Nesse agrupamento, H. scabra das Bahamas ocupa uma
posicdo divergente inicial formando um clado com alto suporte para todas as analises
(Fig. 3). Os valores de divergéncia para esse agrupamento sao mostrados na Tabela 7.

As sequéncias de H. tuna do Brasil apresentaram uma variacdo intraespecifica de
(0,2-0,9%). A divergéncia intraespecifica entre os espécimes brasileiros e os da Jamaica

e dos Estados Unidos variou de 0,62-0,93% (4-6 pb), indicando que todas se tratam da
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mesma espécie. As sequéncias da Jamaica e dos Estados Unidos tiveram a menor
divergéncia intraespecifica observada (0,31%, 2 pb). Halimeda scabra das Bahamas
mostrou baixa divergéncia interespecifica com H. tuna, variando de 0,78-1,09% (5-7
pb), corroborando os resultados obtidos com o tufA, cuja divergéncia observada com os
espéecimes brasileiros foi de 0,7%. N&o ha sequéncias da localidade-tipo disponiveis no
Genbank que permita uma comparagdo para o rbcL.

Tabela 7 — Valores de divergéncia intraespecifica e interespecifica de H. tuna do
Brasil e espécies proximamente relacionadas para o marcador rbcL. Porcentagem de
divergéncia esta indicada na porcédo inferior e 0 numero de nucleotideos divergentes na

porcdo superior. Valores maximo e minimo estdo destacados em negrito.

Téaxons 1 2 3 4
1. H. tuna Brasil ID 4 6 5
2. H. tuna Jamaica 0,62 ID 2 5
3. H. tuna EUA 093 031 ID 7

4. H. scabra Bahamas 0,78 0,78 1,09 ID

Os representantes brasileiros de H. cuneata, cuja distribuicdo foi ampliada para o
Oceano Atlantico por Bandeira-Pedrosa et al. (2004b), se agruparam com alto suporte
(99% NJ; 100% MP; 100% ML e 100% PP) para as analises com o tufA (Fig. 2) e se
mantiveram separados dos demais espécimes sequenciados para outras partes do
mundo, incluindo a localidade tipo, Africa do Sul. Os valores de divergéncia para esse
marcador sdo mostrados na Tabela 8.

Halimeda cuneata apresentou uma variacao intraespecifica de 0,2-0,7% (1-5 pb)
para as sequéncias do Brasil; estas divergiram das sequéncias de diferentes paises de
8,5-12,5% (67-99 pb). A maior divergéncia observada (12,5%) ocorreu entre amostras

do Brasil e da Africa do Sul, que representa a localidade tipo de H. cuneata. Este valor é
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considerado alto em comparacdo com a divergéncia interespecifica do género para o
Brasil, indicando que a chamada H. cuneata brasileira possivelmente ndo ¢é auténtica.
Tabela 8 — Valores de divergéncia intraespecifica e interespecifica de H. cuneata e
espécies proximamente relacionadas para o marcador tufA. Porcentagem de divergéncia
estd indicada na porcao inferior e 0 nimero de nucleotideos divergentes na porgédo

superior. Valores maximo e minimo estdo destacados em negrito.

Téxons 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1. H. cuneata Sri Lanka ID 77 8 78 60 74 46 51 6
2. H. cuneata Espirito Santo* 98 ID 4 1 67 97 74 72 78

3. H. cuneata Espirito Santo 10,2 06 ID 5 69 99 75 73 81
4. H. cuneata Bahia 1497 99 02 07 ID 68 98 75 73 79
5. H. cuneata Africado Sul 1** 76 85 88 86 ID 65 46 43 58
6. H. cuneata Africado Sul 2** 9,4 123 125 124 83 ID 59 59 76
7. H. cuneata Austrélia 59 94 95 95 59 75 ID 37 45
8. H. cuneata Guam 65 91 93 93 55 75 47 ID 50
9. H. cuneata Yémen 08 99 103 10 74 96 57 64 ID

(*) Sequéncia retirada do Genbank. (**) Sequéncias da localidade-tipo: Natal, Africa do
Sul.

Verbruggen et al. (2005) apontaram resultados semelhantes utilizando o marcador
plastidial rps e o marcador nuclear ITS. Para o rps, H. cuneata do Brasil, divergiu em
torno de 10% das demais, e em torno de 5% para o ITS, corroborando nossos dados. No
presente trabalho, H. cuneata se posicionou em cinco clados diferentes nas analises com
o tufA, inclusive as duas amostras da localidade tipo, que ndo se agruparam,
posicionando-se em dois subclados distintos (Fig. 2). Em todas as analises realizadas,
H. cuneata do Brasil ndo se agrupa com H. cuneata de outros lugares, incluindo a
localidade tipo, reforgando a ideia de que H. cuneata do Brasil pode ser uma espécie

nova.
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Para o gene rbcL, H. cuneata formou um agrupamento com alto suporte em todas
analises (Fig. 4). Os valores de divergéncia para esse marcador sdo mostrados na Tabela
9. A divergéncia intraespecifica entre os espécimes brasileiros variou de 0,17-0,34% (1-
2 pb) e com a sequéncia da localidade tipo de 8,74-8,91% (52-53 pb).

Tabela 9 — Valores de divergéncia intraespecifica de H. cuneata para o marcador
rbcL. Porcentagem de divergéncia estd indicada na porcéo inferior e o numero de
nucleotideos divergentes na porcdo superior. Valores maximo e minimo estdo

destacados em negrito.

Téaxons 1 2 3 4
1. H. cuneata Espirito Santo ID 2 1 53
2. H. cuneata Bahia, 2549 0,34 ID 1 53
3. H. cuneata Bahia, 1497 0,17 0,17 ID 52
4. H. cuneata Africado Sul (*) 8,91 8,91 8,74 ID

(*) Sequéncias da localidade-tipo: Natal, Africa do Sul.

Igualmente para o rbcL, as amostras brasileiras ndo se agruparam com H. cuneata
da localidade-tipo, Africa do Sul, como também n3o se agruparam com nenhuma outra
espécie do banco de dados, corroborando os resultados obtidos com o tufA e reforcando
que o material brasileiro pode se tratar de uma espécie nova para o género Halimeda.

Para o marcador tufA, Halimeda discoidea formou agrupamento com a sequéncia
proveniente da Espanha (AY826361) e apareceu como clado-irméo de H. discoidea da
Jamaica (AY826362) com altos valores de suporte para as todas analises, e separada de
H. discoidea da Nova Caledonia. A localidade-tipo referida para esta espécie é
Kamtschatka, Russia. Contudo, esta informacdo é duvidosa segundo Hillis-Conlivaux

(1980). Sendo assim, ndo ha como comparar a sequéncia do Brasil com a da localidade-
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tipo a fim de confirmar a identificacdo desta espécie. A Tabela 10 apresenta os valores
de divergéncia intraespecifica para as sequéncias disponiveis.

Tabela 10 — Valores de divergéncia intraespecifica de H. discoidea para o
marcador tufA. Porcentagem de divergéncia esta indicada na porcéo inferior e 0 numero
de nucleotideos divergentes na porcdo superior. Valores maximo e minimo estdo

destacados em negrito.

Téaxons 1 2 3 4
1. H. discoidea Espirito Santo ID 8 34 80
2. H. discoidea Espanha 1 ID 30 79
3. H. discoidea Jamaica 43 38 ID 79

4. H. discoidea Nova Caledonia 1024 10 10 ID

Halimeda discoidea apresentou divergéncia intraespecifica variando de 1-10,1%
(8-80pb) em relacdo as sequéncias de diferentes paises. A maior divergéncia observada
(10,1%) ocorreu entre a amostra do Brasil e da Nova Caledonia e a menor (1%) entre
Brasil e Espanha. Comparando estes valores, com a divergéncia interespecifica das
espécies do Brasil, possivelmente estas quatro sequéncias, tratam-se de espécies
diferentes. Verbruggen et al. (2005) encontraram resultados semelhantes, observando
que houve formacgédo de mais de um clado para as sequéncias de Halimeda discoidea,
sendo a Secdo Halimeda, um grupo formado por diversas espécies em processo de
especiacdo reticulada e por apresentar espéecies cripticas. Podemos perceber que as
quatro espécies contidas nessa Secao, que ocorrem no Brasil, estdo sob essa situacao.

Para a Secdo Pseudo-opuntia, cujos representantes foram agrupados com altos

valores de boostrap e probabilidade a posteriori para ambos marcadores, apenas
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Halimeda gracilis ocorre no Brasil (Fig. 3). No entanto, ndo foi possivel obter
sequéncias de rbcL para essa espécie.

Nas andlises com tufA, H. gracilis do Brasil ndo se agrupou com a sequéncia da
localidade-tipo, Sri Lanka, sugerindo que talvez ndo sejam a mesma espécie. Os valores
de divergéncia para esse marcador sdo mostrados na Tabela 11. Ndo houve divergéncia
intraespecifica entre as sequéncias de H. gracilis do Brasil. A divergéncia
intraespecifica para essa espécie variou de 0,3-7,2 % (2-57 pb). Halimeda gracilis do
Brasil apresentou menor divergéncia intraespecifica com H. gracilis do EUA (2,4%, 19
pb) e divergiu em 3,8% (30 pb) de H. gracilis da localidade-tipo.

Tabela 11 — Valores de divergéncia intraespecifica e interespecifica de H. gracilis
e espécies proximamente relacionadas para o marcador tufA. Porcentagem de
divergéncia esta indicada na porcédo inferior e 0 numero de nucleotideos divergentes na

porcdo superior. Valores maximo e minimo estdo destacados em negrito.

Téaxons 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1. H. gracilis EUA ID 30 33 52 32 19 30 49 30
2. H. gracilis Jamaica 1 38 ID 14 57 34 25 32 5 31
3. H. gracilis Jamaica 2 42 18 ID 53 32 29 33 51 32
4. H. gracilis Filipinas 66 72 67 ID 51 53 51 4 49
5. H. gracilis Polinésia Francesa 4,1 43 41 65 ID 32 17 48 19
6. H. gracilis Brasil 24 32 37 67 41 ID 30 50 30
7. H. gracilis Tanzénia 38 41 42 65 22 38 ID 48 2
8. H. gracilis Africa do Sul 62 70 65 06 61 64 61 ID 46
9. H. gracilis Sri Lanka (*) 38 40 41 62 24 38 03 59% ID

(*) Sequéncias da localidade-tipo.
O posicionamento filogenético e os valores de divergéncia encontrados indicam
que H. gracilis do Brasil pode ser uma nova espécie. Halimeda gracilis das Filipinas

(FJ624727) e da Africa do Sul (JN644680) foram as mais divergentes em relaco as
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demais amostras desta espécie (7-7,2%, 55-57 pb), e formaram um clado divergente
inicial dentro de Pseudo-opuntia (Fig. 2), indicando que essas amostras podem ndo se
tratar de H. gracilis e precisam ser revistas.

O percentual de divergéncia intraespecifica variou de 0-0,9% para o tufA e O-
1,2% para rbcL, enquanto que a variagdo interespecifica variou de 0,9-12,7% para o
tufA e 0,8-11,7% para o rbcL.

De acordo com o conceito de espécies cripticas, que sao espécies impossiveis de
se definir com base apenas em caracteres morfoldgicos, e com o conhecimento prévio
de que o género apresenta espécies cripticas e pseudo-cripticas, pode-se afirmar que das
seis espécies estudadas nesse trabalho, trés se encaixam no grupo das espécies cripticas
(H. cuneata, H. tuna e H. gracilis), pois sdo morfologicamente compativeis com as suas
descricdes, mas geneticamente diferentes das sequéncias das suas respectivas
localidade-tipo. Dado o relato de que houve um evento vicariante que promoveu a
divergéncia das espécies do Indo-Pacifico das do Atlantico (Kooistra et al., 1999,
2002), e que algumas sofreram especiacgéo reticulada, pode-se inferir que talvez tenham
ocorrido com tais espécies no Brasil.

O marcador tufA, utilizado para inferéncias filogenéticas, também foi proposto
como um marcador padrdo para DNA Barcoding de macroalgas verdes marinhas
(Saunders; Kucera, 2010), e tem sido utilizado no delineamento de espécies de
Halimeda (Verbruggen et al., 2009; Dijoux et al., 2012). No presente trabalho, a
eficiéncia do tufA como marcador do tipo Barcode foi corroborada, uma vez que este
foi eficiente na delimitacdo de espécies, inclusive relevando espécies novas, e também

na distincao de espécies cripticas.
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Através do presente estudo, pode-se concluir que a utilizacdo de marcadores
moleculares mostrou-se bastante eficaz na delimitacdo taxonémica das espécies
estudadas. Observou-se que das sete espécies previamente registradas para a costa
brasileira (Bandeira-Pedrosa et al., 2004a) apenas trés foram confirmadas (Halimeda
opuntia, H. incrassata e H. simulans) com base nos caracteres morfoldgicos e em
sequéncias geradas para ambos marcadores plastidiais. As especies previamente
identificadas como H. cuneata e H. gracilis para o Brasil, tratam-se de td&xons novos
para o género. Halimeda tuna ndo se agrupou com as sequéncias da localidade tipo, Mar
Mediterraneo, e apareceu no mesmo clado que H. scabra e H. tuna do México, da
Jamaica e dos Estados Unidos, indicando ser um epiteto mal aplicado para o Oceano
Atlantico, e requer estudo mais aprofundado para alocar esse taxon (Halimeda tuna) sob
novo epiteto. No entanto, Halimeda discoidea, que possui sua localidade-tipo
desconhecida, apareceu em trés agrupamentos distintos para o marcador tufA, sugerindo

tratar-se trés novos taxons.
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Apéndices

Apéndice 1 — Listagem das amostras brasileiras do género Halimeda obtidas no presente trabalho.

Estado  Espécie Local de coleta (Praia, Municipio, Latitude, Longitude) Coletor(es) Marcadores Voucher
tufA  rbcL
AL  H.opuntia Praia da Pajucara, Pajucara, 09°40°21"S, 35°42°43"W S. Rodrigues X 52096
_ C. F. Ximenes, M. F. Oliveira-Carvalho, S.
AL  H. opuntia Praia da Pajugara, Pajugara, 09°40°21"S, 35°42°43"W ) X 52100
Rodrigues
] ) ] ] C. F. Ximenes, M. F. Oliveira-Carvalho, S.
AL  H.opuntia Praia da Pajucara, Pajucgara, 09°40°21"S, 35°42°43"W _ X 52101
Rodrigues
_ ) _ . C. F. Ximenes, M. F. Oliveira-Carvalho, S.
AL  H. opuntia Praia de Maragogi, Macei6, 09°00'49"S, 35°13'04"W ) X 52098
Rodrigues
_ ) o ) C. F. Ximenes, M. F. Oliveira-Carvalho, S.
AL  H. opuntia Praia de Paripueira, Maceio, 09°28'26"S, 35°32'37"W ] X X 52099
Rodrigues
AL  H. opuntia Praia de Ponta Verde, Macei0, 09°39'39"S, 35°42'11"W S. Rodrigues X 52097
] o » C. F. Ximenes, M. F. Oliveira-Carvalho, S.
AL H. tuna Praia de Paripueira, Macei0, 09°28'26" S, 35°32'37"W Rodri X X 52109
odrigues

BA  H.cuneata Praiado Espelho, Porto Seguro, 16°43'35.8"S, 39°07'27.8"W B. N. Torrano-Silva, J. Pires, A. S. Santos X X 52075

Praia Ponta do Corumbau, Prado, 16°53'52.8"S,
BA  H.cuneata B. N. Torrano-Silva, J. Pires, A. S. Santos X X 52076
39°06'34.7"W
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(Cont.) Apéndice 1 — Listagem das amostras brasileiras do género Halimeda obtidas no presente trabalho.

Estado Espécie Local de coleta (Praia, Municipio, Latitude, Longitude) Coletor(es) Marcadores Voucher
tufA rbcL
Praia de Itacimirim, Camacari, 12°36'50.0"S, o
BA H. cuneata M. F. Oliveira-Carvalho X 52077
38°02'50.0"W
Praia de Stella Maris, Salvador, 12°55'51.3"S, C. Azevedo, T. Vieira-Pinto, B. N. Torrano-
BA H. cuneata ) X 52079
38°19'12.4"W Silva, M. Jamas
Recifes de Caramuanos, Ilha de Itaparica, 13°07'55.3"S, C. Azevedo, T. Vieira-Pinto, B. N. Torrano-
BA H. cuneata ] X 52080
38°45'45.3"W Silva, M. Jamas
_ Recifes de Caramuanos, Ilha de Itaparica, 13°07'55.3"S, C. Azevedo, T. Vieira-Pinto, B. N. Torrano-
BA H. opuntia ] X 52102
38°45'45.3"W Silva, M. Jamas
_ ) _ C. Azevedo, T. Vieira-Pinto, B. N. Torrano-
BA H. opuntia Praia de Jaua, Camacari, 12°49'51.0"S, 38°13'44.1"W ) X 52103
Silva, M. Jamas
BA H. opuntia Praia de Jaua, Camagari, 12°49'51.0"S, 38°13'44.1"W M. F. Oliveira-Carvalho X 52104
_ Praia da Coroa, llha de Itaparica, 13°00'21.2"S, C. Azevedo, T. Vieira-Pinto, B. N. Torrano-
BA  H.simulans X X 52105
38°38'16.0"W Silva, M. Jamas
BA H. tuna Praia de Ondina, Porto Seguro, 13°00'40"S, 38°30'31"W M. F. Oliveira-Carvalho X X 52111
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(Cont.) Apéndice 1 — Listagem das amostras brasileiras do género Halimeda obtidas no presente trabalho.

Estado Espécie Local de coleta (Praia, Municipio, Latitude, Longitude) Coletor(es) Marcadores Voucher
tufA  rbcL
Praia de Castelhanos, Anchieta, 20°48'45.4"S,
ES H. cuneata F. Scherner X 52078
40°38'05.6"W
Praia de Castelhanos, Anchieta, 20°48'45.4"S,
ES H. cuneata F. Scherner X X 52081
40°38'05.6"W
ES  H.discoidea Arquipélago de Trindade, Vitoria, 20°31'29"S, 29°19'29"W M. Sissini X 52082
ES H. gracilis Praia de Guarapari, Escalvada, 20°40'00"S, 40°29'00"W F. Scherner X 52083
ES H. gracilis Praia de Guarapari, Escalvada, 20°40'00"S, 40°29'00"W F. Scherner X 52084
ES  H.simulans Arquipélago de Trindade, Vitoria, 20°31'29"S, 29°19'29"W M. Sissini X 52106
MA H. tuna Parcel Manoel Luis, Sdo Luiz, 00°50'00"S, 44°15'00"W M. Sissini X X 52107
PB H. opuntia Picdozinho, Jodo Pessoa, 07°06'54"S, 34°51'47.2"W M. F. Oliveira-Carvalho, D. C. Burgos X 52089
PB H. tuna Picdozinho, Jo&o Pessoa, 07°06'54"S, 34°51'47.2"W M. F. Oliveira-Carvalho, D. C. Burgos X 52108
PE H.incrassata Praiada Perua Preta, Tamandaré, 08°44'11"S, 35°05'18"W D. C. Burgos X X 52085
_ Ilha de Santo Aleixo, Sirinhaém, 08°36'46.4"S, o
PE H.incrassata M. F. Oliveira-Carvalho, D. C. Burgos X 52086
35°01'22.6"W
) Ilha de Santo Aleixo, Sirinhaém, 08°36'46.4"S, o
PE H. opuntia M. F. Oliveira-Carvalho X 52090
35°01'22.6"W
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(Cont.) Apéndice 1 — Listagem das amostras brasileiras do género Halimeda obtidas no presente trabalho.

Estado Espécie Local de coleta (Praia, Municipio, Latitude, Longitude) Coletor(es) Marcadores Voucher
tufA  rbcL
) Ilha de Santo Aleixo, Sirinhaém, 08°36'46.4"S, o
PE H. opuntia M. F. Oliveira-Carvalho X 52091
35°01'22.6"W
PE H. opuntia  Praia da Perua Preta, Tamandaré, 08°44'11"S, 35°05'18"W D. C. Burgos, F. Scherner X 52092
PE H. opuntia Praia do Janga, Paulista, 07°56'21"S, 34°49'35"W D. C. Burgos X 52093
PE H. opuntia Praia de Serrambi, Ipojuca, 08°33'30"S, 35°00'58"W M. F. Oliveira-Carvalho X 52094
PE H. opuntia Praia de Serrambi, Ipojuca, 08°33'30"S, 35°00'58"W M.E. Bandeira-Pedrosa X 52095
_ Recifes de Pirangi do Sul, Nisia Floresta, 05°59'01"S, ) )
RN H. opuntia C. F. Ximenes, M. E. Bandeira-Pedrosa X 52087
37°07'20"W
_ Recifes de Pirangi do Sul, Nisia Floresta, 05°59'01"S, ) )
RN H. opuntia C. F. Ximenes, M. E. Bandeira-Pedrosa X 52088
37°07'20"W
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Apéndice 2 - Sequéncias do género Halimeda J. V. Lamour. obtidas do banco de

dados GenBank do marcador tufA, utilizadas nas analises filogenéticas.

Espécie Localizacao Referéncia Acesso
Genbank
Bryopsis plumosa (Huds.) C. Argentina Cianciaetal., 2012 JQ755423
Agardh
Caulerpa racemosa (Forssk.) J. Nova Sauvage et al., 2013  JN645169
Agardh Caledbnia
Derbesia marina (Lyngb.) Solier EUA Saunders & Kucera, HQ610250
2010
Halimeda borneensis W. R. Taylor Nova Dijoux etal., 2012  JN644651
Caledobnia
H. borneensis Polinésia Dijoux etal., 2012  JN644647
Francesa
H. copiosa Goreau & E. A. Jamaica Verbruggen et al., EF667065
Graham 2007
H. copiosa Jamaica Verbruggen. et al., FJ624646
2009
H. copiosa Jamaica Verbruggen. et al., FJ624647
2009
H. cryptica Hillis-Col. & E. A. Jamaica Verbruggenetal.,,  EF667057
Graham 2007
H. cuneata K. Hering Africado Sul  Verbruggen.etal., AY826353
2005b
H. cuneata Africado Sul  Verbruggenetal., AY826354
2005b
H. cuneata Sri Lanka Verbruggen et al., FJ624537
2009
H. cuneata Brasil Verbruggenetal., AY826358
2005b
H. cuneata Austrélia Verbruggenetal.,  AY826355
2005b
H. cuneata Guam Verbruggenetal.  AY826357
2006
H. cuneata Yémen Verbruggenetal., AY826356
2006
H. cylindracea Decne. Nova Dijoux et al., 2012  JN644653
Caledobnia
H. cylindracea Yémen Verbruggenetal.,, AMO049956
2006
H. discoidea Descne. Espanha Verbruggenetal.,, AY826361
2005b
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(cont.) Apéndice 2 - Sequéncias do género Halimeda J. V. Lamour. obtidas do

banco de dados GenBank do marcador tufA, utilizadas nas andlises filogenéticas.

Espécie Localizacédo Referéncia Acesso

Genbank

H. discoidea Jamaica Verbruggen et al., AY826362
2005b

H. discoidea Nova Caleddnia  Dijoux et al., 2012 JN644661

H. distorta (Yamada) Hillis- Filipinas Verbruggen et al., FJ624653
Col. 2009

H. distorta Polinésia Verbruggen et al., FJ624709
Francesa 2009

H. distorta Nova Caledonia  Verbruggen et al., FJ624652
2009

H. distorta Tanzania Verbruggen et al., FJ624658
2009

H. fragilis W. R. Taylor Ilhas Mariana Verbruggen et al., FJ624640
2009

H. fragilis Nova Caledonia  Dijoux et al., 2012 JN644673

H. fragilis Maldivas Dijoux et al., 2012 JN644671

H. gigas W. R. Taylor Tanzénia Verbruggen et al., FJ624539
2009

H. gigas Maldivas Dijoux et al., 2012 JN644674

H. goreauii W. R. Taylor Jamaica Verbruggen et al., FJ624662
2009

H. goreauii Panama Verbruggen et al., FJ624659
2009

H. gracilis Harv. ex J. EUA Verbruggen et al., FJ624731
Agardh 2009

H. gracilis Tanzania Verbruggen et al., FJ624725
2009

H. gracilis Africa do Sul Verbruggen et al., FJ624726
2009

H. gracilis Sri Lanka Verbruggen et al., FJ624724
2009

H. gracilis Jamaica Verbruggen et al., FJ624719
2009

H. gracilis Jamaica Verbruggen et al., EF667063
2007

H. gracilis Polinésia Verbruggen et al., AMO049965
Francesa 2006

H. gracilis Filipinas Verbruggen et al., FJ624727
2009
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(cont.) Apéndice 2 - Sequéncias do género Halimeda J. V. Lamour. obtidas do

banco de dados GenBank do marcador tufA, utilizadas nas andlises filogenéticas.

Espécie Localizacédo Referéncia Acesso
Genbank
H. gracilis Africado Sul  Dijoux et al., 2012 JN644680
H. heteromorpha N'Yeurt Filipinas Verbruggen et al., FJ624535
2009
H. heteromorpha Polinésia Dijoux et al., 2012 JN644683
Francesa
H. hummii D. L. Ballant. Panama Verbruggenetal.,  AMO049988
2005b
H. incrassata (J. Ellis) J. V. Havai Verbruggenetal.,  AMO049959
Lamour. 2006
H. incrassata Ilhas Virgens  Verbruggen et al., FJ624534
Britanicas 2006
H. incrassata Bahamas Verbruggen et al., AMO049958
2006
H. incrassata Polinésia Verbruggenetal.,  AMO049957
Francesa 2006
H. kanaloana VVroom Nova Dijoux et al., 2012 JN644685
CaledoOnia
H. lacrimosa M. Howe Bahamas Verbruggen et al., EF667064
2007
H. lacunalis W. R. Taylor Nova Dijoux et al., 2012 JN644689
Caledobnia
H. lacunalis Guam Verbruggen et al., AY826363
2005b
H. macroloba Decne. Tanzania Verbruggenetal.,  AMO049960
2006
H. macroloba Austrélia Waegele et al., 2011 HM140244
H. macrophysa Askenasy Nova Verbruggenetal.,,  AMO049989
Caledobnia 2005b
H. magnidisca Noble Guam Verbruggen et al., AY 826364
2009
H. magnidisca Austrélia Verbruggen et al., FJ624536
2009
H. melanesica Valet Nova Dijoux et al., 2012 JQ432551
Caledobnia
H. melanesica Filipinas Verbruggenetal.,  AMO049961
2006
H. micronesica Yamada Fiji Verbruggen et al., EF667061
2007
H. minima (W. R.Taylor) Hillis- Nova Dijoux et al., 2012 JN644697
Col. CaledoOnia
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(cont.) Apéndice 2 - Sequéncias do género Halimeda J. V. Lamour. obtidas do

banco de dados GenBank do marcador tufA, utilizadas nas andlises filogenéticas.

Espécie

Localizacédo

Referéncia

ACEesso

Genbank

H. monile (J. Ellis & Sol.) J.V. Panama Verbruggenetal.,  AMO049962
Lamour. 2006
H. opuntia J.V. Lamour. Polinésia Verbruggen et al., EF667066
Francesa 2007
H. opuntia Filipinas Verbruggen et al., FJ624690
2009
H. opuntia Nova Dijoux etal., 2012  JN644713
Caledobnia
H. pygmaea Verbruggen, Littler Fiji Verbruggen et al., EF667062
& Littler 2007
H. renschii Hauck Tanzania Verbruggen et al., FJ624717
2009
H. scabra M. Howe Bahamas Verbruggen et al., FJ624540
2009
H. simulans M. Howe Jamaica Verbruggen et AMO049963
al.2006
H. taenicola W. R. Taylor Polinésia Verbruggen et al., AY826365
Francesa 2005b
H. taenicola Nova Dijoux etal., 2012  JN644717
Caledobnia
H. taenicola Maldivas Dijoux etal., 2012  JN644723
H. tuna (J. Ellis & Sol.) J. V. Polinésia Verbruggenetal.,,  AY826368
Lamour. Francesa 2005b
H. tuna México Verbruggenetal.,,  AY826367
2005b
H. tuna Italia Verbruggenetal.,,  AY826366
2005b
H. tuna Polinésia Verbruggen et al., AY826368
Francesa 2005b
H. tuna Franca Handeler et al.,, 2010 GU592574
H. velasquezii W. R. Taylor Tanzénia Verbruggen et al., FJ624718
2009
H. velasquezii Filipinas Verbruggen et al., FJ624699
2009
H. velasquezii Filipinas Verbruggen et al., FJ624697
2009
H. velasquezii EUA Verbruggen et al., FJ624694
2009
H. xishaensis Tseng & Dong Maldivas Dijoux et al., 2012 JN644728
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(cont.) Apéndice 2 - Sequéncias do género Halimeda J. V. Lamour. obtidas do

banco de dados GenBank do marcador tufA, utilizadas nas andlises filogenéticas.

Espécie Localizacédo Referéncia Acesso
Genbank
Halimeda sp. llhas Verbruggen et al., FJ624704
Marianas 2009
Halimeda sp. Ilhas Verbruggen et al., FJ624705
Marianas 2009
Halimeda cf. stuposa W. R. Nova Dijoux etal., 2012  JN644714
Taylor Caled6nia
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Apéndice 3 - Sequéncias do género Halimeda J. V. Lamour. obtidas do banco de

dados GenBank do marcador rbcL, utilizadas nas analises filogenéticas.

Espécie

Localizacédo

Autores

ACEesso

Genbank

Bryopsis vestita Nova Zelandia Hollants et al., dados nédo HF549172
J. V. Lamour. publicados

Caulerpa Japéo Hanyuda et al., 2000 AB038486
racemosa

Halimeda Japéo Maeda et al., 2012 AB619275
borneensis

H. borneensis Polinésia Francesa Verbruggen et al., 2009 FJ624514
H. copiosa Jamaica Verbruggen et al., 2009 FJ624508
H. cryptica Jamaica Verbruggen et al., 2009 FJ624496
H. cuneata Africa do Sul Verbruggen et al., 2009 FJ624533
H. discoidea Japédo Hanyuda et al., 2000 AB038488
H. discoidea Nova Caledodnia Dijoux et al., 2012 JN644737
H. distorta Polinésia Francesa Verbruggen et al., 2009 FJ624505
H. goreauii Panama Verbruggen et al., 2009 FJ624509
H. gracilis Jamaica Verbruggen. et al., 2009 FJ624494
H. gracilis Nova Caledbnia Dijoux et al., 2012 JN644741
H. heteromorpha Polinésia Francesa Verbruggen et al., 2009 FJ624511
H. incrassata - Cocquyt et al., 2010 FJ715719
H. lacrimosa Bahamas Verbruggen et al., 2009 FJ624495
H. lacunalis Austrélia Verbruggen et al., 2009 FJ624521
H. lacunalis Nova Caleddnia Dijoux et al., 2012 JN644745
H. macroloba Tanzania Verbruggen et al., 2009 FJ624513
H. macrophysa Filipinas Verbruggen et al., 2009 FJ624526
H. magnidisca Austrélia Verbruggen et al., 2009 FJ624530
H. micronesica Ilhas Wallis Verbruggen et al., 2009 FJ624499
H. minima Filipinas Verbruggen et al., 2009 FJ624504
H. monile Panamé Verbruggen et al., 2009 FJ624516
H. opuntia Japéo Hanyuda et al., 2000 AB038489
H. opuntia USA Lam & Zechman, 2006 AY942174
H. opuntia Japdo Maeda et al., 2012 AB700355
H. renschii Tanzania Verbruggen et al., 2009 FJ624501
H. scabra Bahamas Verbruggen et al., 2009 FJ624523
H. simulans Jamaica Verbruggen et al., 2009 FJ624517
Halimeda sp. Ilhas Mariana Verbruggen et al., 2009 FJ624506
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Apéndice 3 - Sequéncias do género Halimeda J. V. Lamour. obtidas do banco de

dados GenBank do marcador rbcL, utilizadas nas analises filogenéticas.

Espécie Localizacao Autores Acesso
Genbank
H. taenicola Polinésia Francesa Verbruggen et al., 2009 FJ624529
H. tuna Florida Lam & Zechman, 2006 AY942177
H. tuna Jamaica Verbruggen et al., 2009 FJ624524
H. velasquezii Filipinas Verbruggen et al., 2009 FJ624507
H. velasquezii Nova Caleddnia Dijoux et al., 2012 JN644754
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For new descriptions:
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Porphyra olivii Orfanidis, Neefus & T. Bray, sp. nov. (Figs 1-5)
Diagnosis: Lamina monostromatica, tenuis, 15-30 pm crassa, ................

Gametangial blade monostromatic, thin, 15-30 pm ...................
[N.B. a strict English translation of the diagnosis or description is not essential if a fuller Description ,
referenced to Figures, is also given]

Holotype: Collected as an epiphyte of Gracilaria sp. ............. deposited in the Natural History Museum, London,
UK (BM).

Isotypes: Fisheries Research Institute, Kavala (Greece), University of Copenhagen, Copenhagen (C)....

Type locality: ...............

Etymology: The name olivii is after G. Olivi (1769-1795), who was ........

Description
The gametangial thallus is foliose (Figs 2-5) with .................

For taxonomic / nomenclatural revisions:

Gloiocladia repens (C. Agardh) N. Sanchez & Rodriguez-Prieto, comb. nov. (Figs 1-36)
Basionym: Sphaerococcus repens C. Agardh, 1822, Species Algarum : 244-245.

Synonyms: Gracilaria repens (C. Agardh) J. Agardh, 1842: 152.

Lectotype, designated here: Agardh herbarium, LD 25705.

Type locality: Atlantic coast near Cadiz, Spain.

Distribution: Mediterranean Sea and East Atlantic (Iberian Peninsula, Morocco and Canary Islands). In our
opinion, records from the Maldives (Hackett, 1977) need to be verified.

Description

Thallus decumbent, to 25 cm high and 18 cm wide (Figs. 1-6), primarily attached to the substratum by a
discoid holdfast (Fig. 5). ....ccccc.....

For papers incorporating comparative accounts of a series of taxa:

Cryptochloris sp. (Figs 2-5)

Light microscopy . Cells are 4.8-7.2 ym long and 3.0-4.0 pm wide, elliptical in ventral view, with a rounded
anterior and pointed posterior end (Figs 2, 3).

Electron microscopy . The most distinctive feature is the presence of a conspicuous furrow with thickened
margins, extending for about half the cell length (Fig. 4).

Phycobiliproteins . Cells appear light brown/orange in healthy cultures.
Notes . The genus comprises a single species, C. vittata Schiller, which was originally described from the

Adriatic Sea (Italy) as having flagella of different lengths (Schiller 1925). Like specimens observed in the North

For further guidance please see recent issues of the journal or contact the editorial office

(cmagill02@qub.ac.uk ).

6. The Discussion evaluates the significance of the results obtained in the context of the literature in this
area.

7. Acknowledgements should be given under a single heading at the end of the article.
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Full page groups of figures must not be referred to as plates with individual figures indicated by letters.
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all the figures in a plate (e.g. Figs 3-7 . Cell walls of Chlorella sp.) and provide enough information for
interpretation of the figure, with all abbreviations used. All terms, abbreviations, and symbols should
correspond with those used in the text. List scales at the end of the legend for each plate as follows. Scale
bars: Fig. 1, 20 mm; Figs 2-4, 50 nm.

Useful instructions on the preparation of figures are available

athttp://journalauthors.tandf.co.uk/preparation/artwork.asp

Line drawings and diagrams must be prepared at a minimum of 600 dpi final size. Computer-generated
figures and graphs with two vertical axes must have both labels running the same way. Letters and numerals
must be large enough to be readable when printed. Figure numbers should not be encircled.
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