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RESUMO

TAXONOMIA DE ALGAS CALCARIAS NAO GENICULADAS (RHODOPHYTA,
CORALLINALES) E A INFLUENCIA DO HIDRODINAMISMO NAS CARACTERISTICAS
MORFOLOGICAS DE RODOLITOS NA ARMAGAO DOS BUZIOS, RJ.

Luana Miranda Coutinho
Orientadores: Dra. Marcia A. de O. Figueiredo & Dra. Maria Beatriz B. de B. Barreto

A identificacdo das algas calcarias ndo geniculadas é considerada dificil e problematica por possuir
uma grande plasticidade fenotipica. Devido a dificuldade de identificacdo, estudos com a taxonomia
classica tém se aliado a analise molecular para esclarecer duvidas em relagdo ao correto
enquadramento dos taxa. Estas algas estdo presentes em quase todos os ambientes marinhos, e podem
crescer formando estruturas calcarias de vida livre chamadas de rodolitos. Os rodolitos apresentam
grandes variedades de tamanhos, formas e densidade de ramos, que 0s tornam uma estrutura
tridimensional, possibilitando a criacdo de nichos ecoldgicos. O movimento da agua tem sido
considerado um fator importante na distribuicdo e morfologia dos rodolitos. Sendo assim este
trabalho teve como objetivo identificar os taxa de algas calcarias ndo geniculadas, descrever a
variacdo nas caracteristicas morfoldgicas dos rodolitos e relaciona-las ao hidrodinamismo em um
banco de rodolitos na Ilha Feia, Armacdo dos Bulzios, Rio de Janeiro. Foram realizados cortes
histologicos para analise morfoanatdmica, e as analises moleculares se basearam em sequéncias de
DNA dos marcadores cox1 e psbA, sendo que para cada marcador foram geradas analise de distancia,
de Méaxima Verossimilhanca e Anélise Bayesiana. Para a caracterizacdo morfol6gica dos rodolitos no
ambiente foi quantificado o grau de esfericidade, o tamanho médio, a densidade e a frequéncia das
formas de crescimento dos rodolitos em um ponto voltado para o continente e outro voltado para o
oceano. Como resultado, foram identificados: Mesophyllum engelhartii, Mesophyllum sp.1 e sp.2,
Lithothamnion sp., Lithophyllum sp., e uma amostra de Melobesioideae indeterminada. Dados
moleculares corroboraram com a identificacdo da maioria dos taxa. Os marcadores coxl e psbA
foram eficientes na separacéo a nivel especifico apresentando filogramas semelhantes. Os resultados
das caracteristicas dos rodolitos mostraram que nao teve diferenca no grau de esfericidade nos dois
lados da llha, apesar de possiveis diferencas na exposicdo a ondulacdes e correntes de fundo. A
maioria dos rodolitos variaram de forma esférica a sub-esférica e o valor médio do tamanho dos
rodolitos ficou na faixa entre 1,6-3 cm para ambos 0s pontos estudados, menor que em muitos bancos
de rodolitos no Brazil. A forma de crescimento fruticoso foi predominante no lado voltado para o
continente e a forma incrustante foi predominante no lado voltado para o oceano, onde houve uma
maior e menor densidade de rodolitos, respectivamente. O menor tamanho dos rodolitos sugere uma
limitacdo no crescimento provavelmente dada a turbidez e deposicdo de sedimentos enquanto que a
variacdo nas formas de crescimento indicam condi¢cBes ambientais variaveis. Os dados obtidos neste
estudo representam um avanco na taxonomia das algas calcarias ndo geniculadas do Brasil, sendo
pela primeira vez baseada em caracteristicas morfoldgicas e moleculares para Armacao dos BUzios.

Palavras-chave: algas calcarias ndo geniculadas; analise molecular; cox1; psbA; hidrodinamismo;
Armagcéo dos Buzios.
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ABSTRACT

TAXONOMY  OF NON-GENICULATE  CALCAREOUS  ALGAE (RHODOPHYTA,
CORALLINALES) AND HYDRODYNAMIC INFLUENCE IN THE MORPHOLOGICAL
FEATURES OF RHODOLITHS AT ARMACAO DOS BUZIOS, RJ.

Luana Miranda Coutinho
Supervisors: Dra. Marcia A. de O. Figueiredo & Dra. Maria Beatriz B de B Barreto

The identification of non-geniculate calcareous algae is difficult and a complicate task due to a large
phenotypic plasticity. In consequence, classic taxonomic studies have been carried out with
molecular biology to clarify questions regarding the appropriate identity of taxa. These algae are
present in almost all marine environments and they may grow into free-living calcareous structures
called rhodoliths. The rhodoliths present a great variety of sizes, shapes and branch density, which
turn them into three-dimensional structures, possibly creating ecological niches. Water movement has
been considered an important factor in the distribution and morphology of rhodoliths. In this way,
this work aimed to identify taxa of non-geniculate calcareous algae, describe morphological variation
of rhodoliths and its relationship to the hydrodinamic of a rhodolith bed at Ilha Feia, Armag&o dos
Buzios, Rio de Janeiro. Histological sections were made for morphological analysis, the molecular
analysis were based on DNA sequences of coxl e psbA markers, and distance analysis were
generated to each marker as well as the Maximum Likelihood and bayesian analysis. The
morphological characterization of rhodoliths was related to their environment by measuring the
degree of sphericity, the average size and density of rhodoliths as well as the frequency of calcareous
algae growth-forms in inshore and offshore sampling sites. The results were six identified taxa:
Mesophyllum engelhartii, Mesophyllum sp.1 and sp.2, Lithothamnion sp., Lithophyllum sp., and one
unidentified sample of Melobesioideae. Molecular data confirmed the identification of most taxa.
The cox1 and psbA markers were efficient in separating at the species level similar phylogeny clades.
The rhodolith features results demonstrated that there were no differences in the sphericity degree
between the two sides of the island, although there were probable differences in the exposition to
waves and bottom currents. The majority of rhodoliths varied from spherical to sub-spherical shapes
and their average size around 1.6-3 cm in both study sites was smaller than in most rhodolith beds of
Brazil. The fruticose growth-form dominated the inshore side of the island and the incrusting growth-
form dominated offshore where, respectively, there were high and low rhodolith densities. The small
size of rhodoliths suggested a limitation of growth probably due to the turbidity of water and
sediment deposition, meantime the range of calcareous algae growth-forms indicated a variable
environmental condition. Data from this work represent an advanced step into the taxonomy of non-
geniculate calcareous algae, based on morphological and molecular features for the first time in
Armagcéo dos Buzios.

Key-words: non-geniculate calcareous algae; molecular analysis; coxl; psbA; hydrodynamism;
Armacéo dos Buzios.
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| - INTRODUCAO

As algas vermelhas (Filo Rhodophyta) sdo um grupo de organismos antigos e diversificados,
que vdo desde espécies unicelulares até espécies multicelulares complexas, que ocorrem
principalmente no ambiente marinho em todo o mundo (Robba et al., 2006). A ordem Corallinales
representa um grupo taxonémico de algas vermelhas pertencentes a classe Florideophyceae, cuja
principal caracteristica é a impregnacdo de carbonato de célcio na forma de cristais de calcita em
sua parede celular (Cabioch & Giraud, 1986). Essas algas calcarias sdo divididas em dois grupos, de
acordo com a sua morfologia: as geniculadas (ou articuladas) apresentam formas que possuem
partes ndo calcificadas (geniculos) intercaladas por segmentos calcificados (intergeniculos) (Fig.
1A); e as ndo geniculadas (ou nédo articuladas) sdo formadas por talos completamente calcificados

(ndo possuem geniculos), tratadas no presente estudo (Fig. 1B).

Figura 1. Morfologia de algas vermelhas coralinaceas. A. Alga calcaria mostrando geniculos (setas) e
intergeniculos (i). B. Alga calcéaria ndo geniculada formando um rodolito.

.1 - IDENTIFICACAO DOS TAXA DE ALGAS CALCARIAS NAO GENICULADAS

A identificacdo das algas calcérias ndo geniculadas a nivel genérico ou especifico é
considerada, por muitos ficologos, dificil e probleméatica devido a sua plasticidade fenotipica
(Horta, 2000), ou seja, as caracteristicas vegetativas como protuberancias e ramos na superficie do
talo podem variar de acordo com as condigdes ambientais (e.g. corrente, herbivoria e
luminosidade), permitindo que géneros e espécies distintas se tornem semelhantes no aspecto
externo (Irvine & Chamberlain, 1994). Além disso, a dificuldade na identificacdo também se deve

ao fato de que a maioria dos caracteres taxondmicos sd@o baseados nas estruturas reprodutivas
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(Riosmena-Rodriguez et al., 2007), que s6 podem ser observadas através de microscopia optica e
eletronica de varredura, impossibilitando reconhecé-las em campo, levando em muitos casos a
coleta de individuos ndo ferteis (Vidal et al., 2003).

Os estudos iniciais sobre a taxonomia de algas calcarias ndo geniculadas ocorreram nas
décadas de 60 e 70 no Brasil (revisdo em Horta, 2000). Apoés trés decadas foi que, efetivamente,
esses estudos comegaram a avancar com uma abordagem mais adequada, seguindo aspectos
modernos tratados na literatura e, em colaboragdo com especialistas no grupo taxondmico.
Figueiredo (1997) descreveu uma espécie tipica de recifes caribenhos pela primeira vez para o
Brasil, Porolithon pachydermum (Foslie) Foslie 1909, coletada no Arquipélago dos Abrolhos e,
posteriormente, Figueiredo & Steneck (2002) listaram 11 taxa dessas algas calcarias, incluindo
rodolitos, para a regido dos Abrolhos. Villas-Boas et al. (2005) reencontraram P. pachydermum e a
descreveram para os recifes do Atol das Rocas. Horta (2000) descreveu sete espécies de algas
calcarias ndo geniculadas da regido sul e sudeste do Brasil. Tamega & Figueiredo (2005)
descreveram, para a Armacgdo dos Buzios, Hydrolithon samoénse (Foslie) Keats & Y.M.
Chamberlain, pela primeira vez para o pais. Em 2005, Nunes descreveu trés espécies para o estado
da Bahia, sendo Lithophyllum stictaeforme (Areschoung in J. Agardh) Hauck uma nova ocorréncia
para o pais. Rocha et al. (2006) descreveram trés espécies de algas calcarias ndo geniculadas da Ilha
do Arvoredo. Nunes et al. (2008) reencontraram em &guas rasas uma espécie descrita anteriormente
para aguas profundas e a descreveram, Sporolithon episporum (M. Howe) E.Y. Dawson, além de
outras duas espécies no Estado da Bahia. Farias (2009) descreveu Mesophyllum engelhartii (Foslie)
Adey, Lithothamnion superpositum Foslie como novas ocorréncias para o Brasil. Em 2008, Villas-
Bbas descreveu quatro espécies de Lithophyllum, sendo uma nova espécie para a ciéncia e duas
novas ocorréncias da subfamilia Mastophoroideae para o pais. Os resultados foram posteriormente
publicados: Lithophyllum corallinae (P.Crouan & H.Crouan) Heydrich, Lithophyllum johansenii
Woelkerling & Campbell, Lithophyllum stictaeforme (Areschoug) Hauck, Lithophyllum depressum
Villas-Boas, Figueiredo et Riosmena-Rodriguez, Neogoniolithon cf brassica-florida e Hydrolithon
rupestre (Foslie) Penrose (Villas-Boas et al., 2009; Villas-B6as et al. no prelo). Henriques et al.
(2011) identificaram para bancos de profundidade no Espirito Santo, uma nova ocorréncia para o
Atlantico Sul, Lithothamnion glaciale Kjellman, e ampliaram a distribuicdo de duas espécies para
58 m de profundidade. Bahia et al. (2011) descreveram Sporolithon ptychoides Heydrich como
primeira ocorréncia no Brasil. Horta et al. (2011) descreveram detalhadamente Mesophyllum
erubescens (Foslie) Me. Lemoine para Ilha do Arvoredo, até entdo conhecida somente para o

nordeste brasileiro. Em 2012, Mariath et al. descreveram para Porto Seguro no Estado da Bahia,



Pneophyllum conicum (Dawson) Keats, Chamberlain et Baba uma nova ocorréncia para o pais e
Lithothamnion steneckii Mariath & Figueiredo uma nova espécie para a ciéncia. Figueiredo et al.
(2012), identificaram pela primeira vez para aguas profundas Mesophyllum engelhartii na Bacia de
Campos. Khader (2012) identificou oito espécies de algas calcarias ndo geniculadas para regido de
Cabo Frio, sendo uma delas nova espécie para a ciéncia, Lithophyllum caissara Khader, Figueiredo
et Riosmena-Rodriguez. Em 2013, Bahia et al. identificaram uma nova espécie para ciéncia
Sporolithon tenue Bahia, Amado-Filho, Maneveldt et Adey, atraves de dados morfoanatémicos e
moleculares. Recentemente, Bahia et al. (2014) identificaram Sporolithon molle (Heydrich)
Heydrich como uma nova ocorréncia para o Oceano Atlantico. Por dltimo, Henriques et al. (2014)
extenderam o limite batimétrico e descreveram seis espécies sendo, Hydrolithon breviclavium
(Foslie) Foslie e H. onkodes (Heydrich) D.Penrose & Woelkerling novos registros para a plataforma

continental brasileira.

1.2 - BIOLOGIA MOLECULAR NA IDENTIFICACAO DE ALGAS CALCARIAS NAO GENICULADAS

Devido a dificuldade de identificar e delimitar as espécies desse grupo de algas calcarias,
estudos seguindo a taxonomia classica tém se aliado a analise molecular para esclarecer dividas em
relagdo ao correto enquadramento dos taxa (Huisman et al., 2004). O estudo de sistemética
molecular para algas esta baseado no sequenciamento de DNA que pode ser obtido a partir de
diferentes regides genbmicas (nuclear, mitocondrial e plastidial) denominadas de marcadores
moleculares. Existem na literatura, diversos marcadores que sdo utilizados em algas vermelhas.
Maggs et al. (2007) fizeram um levantamento da frequéncia de trabalhos que utilizaram marcadores
de diferentes regides genémicas, no periodo de 1990 até 2006, para filogenia das algas vermelhas
(Tab. 1). Muitos marcadores vém sendo utilizados para estudos em varios niveis taxonémicos,
entretanto, genes mitocondriais e plastidiais sdo, na sua maioria, usados para resolver as relagdes
entre espécies pertencentes a um género ou uma familia (Maggs et al., 2007). Observando 0s
resultados da tabela 1, até 2006, apenas um trabalho foi publicado utilizando o marcador cox1 e
quatro publicagOes para psbA.

Recentemente, tem se utilizado o marcador molecular mitocondrial coxl que codifica a
subunidade | da enzima citocromo ¢ oxidase como um DNA Barcode, ou “codigo de barras do
DNA” (Hebert et al., 2003a; Stoeckle, 2003). O sistema de DNA Barcoding tem como objetivo
identificar as espécies baseadas em pequenas sequéncias de DNA (marcador molecular).
Inicialmente, este marcador foi estabelecido como DNA Barcode para animais (Hebert et al.,
2003a;b), entretanto, varios estudos ja foram feitos para algas, principalmente as do Filo
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Rhodophyta, que ja utilizaram este marcador molecular (Saunders, 2005; Robba et al., 2006;
Geraldino et al., 2009; Bittner et al., 2011; Milstein et al., 2012; Kato et al., 2013; Pefia et al.,
2014). Saunders (2005), afirmou que o cox1-5’ é um aliado na identificacdo das espécies de algas
vermelhas, entretanto muitos autores ressaltam que é necessario testa-lo e ainda avaliar suas taxas
de divergéncias, de grupo para grupo, o que até o presente momento ndo foi realizado para as algas
calcérias ndo geniculadas (Vieira-Pinto, 2011).

Outro marcador que vem sendo amplamente utilizado em algas vermelhas é o psbA
(codifica o polipeptideo D1 do fotossistema Il). Seo et al. (2003) e Yang & Boo (2004) utilizaram
este marcador plastidial para ordem Ceramiaceae. Kim et al. (2006) utilizaram este marcador para
determinar afinidades filogenéticas entre as espécies achatadas de Gracilaria Greville na Coréia.
Tronholm et al. (2010) analisaram marcadores mitocondrial (coxl), plastidial (psbA) e nuclear
(LSU) para detectar hibridos ou introgressdo em populagfes de Dictyota J.V. Lamour da Europa e
definir ESUS (Evolutionarily Significant Unit) para o género. Para a ordem Corallinales, Broom et
al. (2008) consideraram o psbA um potencial marcador por ser de facil amplificacdo e mais variavel

que o nSSU.

Tabela 1. Tipos de marcadores moleculares de algas vermelhas e a frequéncia de uso em artigos de 1990 a
2006 (Maggs et al. 2007). *Marcador utilizado no presente estudo.

Regido Marcador

Gendmica Molecular Tipo Referéncia Frequéncia
Nuclear 5S DNA Ribossoémico Hori et al. (1985) 3
18S DNA Ribossémico Bhattacharya et al. (1990) 62
28S DNA Ribossémico Freshwater & Bailey (1998) 21
ITS D0 CETpARIOE Steane et al. (1991) 17
ribossémicos
Actin Gene Hoef-Emden et al. (2005) 1
Mitocondrial cox2-3 Espacador intergénico  Zuccarello et al. (1999) 11
cox1* Gene Saunders (2005) 1
Plastidial 16S DNA Ribossoémico Olson et al. (2005) 3
rbcL Gene Freshwater et al. (1994) 77
rbcS Gene Lee et al. (2001) 2
RuBisCo Espacador intergénico  Destombe & Douglas (1991) 22
psaA Gene Yang & Boo (2004) 3
psaB Gene Yoon et al. (2004) 1
psbA* Gene Seo et al. (2003) 4
psbC Gene Yoon et al. (2002, 2006) 1
psbD Gene Yoon et al. (2002, 2006) 1
tufA Gene Yoon et al. (2004) 1
URP markers  Genes e espagadores Provan et al. (2004) 1




Trabalhos de algas calcarias ndo geniculadas com dados moleculares vém sendo cada vez
mais realizados no mundo (Bailey & Chapman, 1996; 1998; Bailey, 1999; Harvey et al., 2002;
Schaeffer et al., 2002; Vidal et al., 2002; Harvey et al., 2003a; Vidal et al., 2003; Bailey et al.,
2004; Broom et al., 2008; Hughey et al., 2008; Vidal et al., 2008; Aguirre et al., 2010; Le Gall et
al., 2010; Bittner et al., 2011; Kato et al., 2011; Smith et al., 2012; Kato et al., 2013, Pefia et al.,
2014). No Brasil apenas trés trabalhos foram recentemente publicados com dados moleculares. Em
2011, Vieira-Pinto trabalhou os aspectos morfoanatdmicos, reprodutivos e moleculares do género
Lithophyllum do sul do Brasil utilizando os seguintes marcadores moleculares: SSU rDNA, cox1 e
UPA. Sissini (2013) contribuiu com diversidade morfoldgica e molecular das espécies de
Hapalidiaceae no litoral brasileiro com os seguintes marcadores: UPA, psbA e rbcL. Bahia et al.
(2014) descreveram uma espécie nova para a ciéncia, Sporolithon tenue, também com abordagens
morfoanatémicas e moleculares, utilizando o psbA como marcador molecular.

Devido ao aumento do uso da biologia molecular na identificacdo das algas calcarias,
algumas mudangas taxondmicas destas algas vieram ao longo do tempo baseando-se em uma
combinacdo de dados morfolégicos, anatdbmicos, bioguimicos, ultraestruturais e moleculares
(Bailey & Chapman 1996, 1998; Bailey 1999, Harvey et al. 2002, 2003a). Em 2007, Le Gall &
Saunders propuseram a cria¢do de uma subclasse Corallinophycidae Le Gall & Saunders, dentro da
classe Florideophyceae, com base em estudos filogenéticos. Nessa subclasse foram reposicionadas
as ordens Corallinales e Rhodogorgonales. Le Gall et al. (2010) propuseram a criagdo de uma nova
ordem para as algas calcérias, a ordem Sporolithales Le Gall, Payri, Bittner & Saunders, que
compreende uma Unica familia, Sporolithaceae, com dois géneros — Sporolithon e Heydrichia (Tab.
2). Para sustentar a proposta de criar a nova ordem Sporolithales, os autores utilizaram como
evidéncia morfo-anatdmica o padrdo de divisdo dos esporos (que em Sporolithales é cruciada e em
Corallinales, zonada) e no tipo da estrutura de reproducdo (em Sporolithales, os tetrasporangios se

desenvolvem em compartimentos calcificados e em Corallinales, em conceptaculos).

Tabela 2. Classificacdo taxondmica das algas calcarias proposta do Le Gall et al. (2010).

Ordem Familias e Subfamilias

Corallinaceae - Metagoniolithoideae, Corallinoideae, Mastophoroideae e

Corallinales Lithophylloideae

Hapalidiaceae - Austrolithoideae, Choreonematoideae e Melobesioideae

Sporolithales Sporolithaceae




A abordagem molecular para este grupo de algas calcarias é bastante esclarecedora e
importante, visto que h4 uma grande lacuna sobre os estudos dessas algas no Brasil. Henriques
(2010) mostra que o Rio de Janeiro e o Espirito Santo sdo Estados que possuem a maior riqueza de
familias das Ordens Corallinales e Sporolithales. Entretanto, estudos sobre a taxonomia de algas
calcérias formadoras de rodolitos nesta regido sdo poucos, principalmente na Regido de Cabo Frio,
onde o municipio de Armacdo dos Buzios estd inserido. No Brasil foram identificados até o
momento 48 taxa, sendo 15 para o Estado do Rio de Janeiro, (Yoneshigue, 1985; Horta, 2000;
Tamega & Figueiredo, 2005; Henriques 2010; Figueiredo et al., 2012; Khader, 2012). Contudo,
somente dois taxa foram identificados em aguas brasileiras através de dados morfoanatbmicos e
moleculares, uma nova espécie para ciéncia, Sporolithon tenue Bahia, Amado-Filho, Maneveldt et
W.H. Adey (Bahia et al. , 2013) e uma nova ocorréncia para o0 Oceano Atlantico, Sporolithon molle
(Heydrich) Heydrich et Adey (Bahia et al. , 2014).

A regido de Cabo Frio, no norte fluminense, é caracterizada pelo fenbmeno oceanogréafico
da ressurgéncia, que ¢ o afloramento de aguas com baixas temperaturas (< 18°C), ricas em
nutrientes e que se deslocam do fundo para a superficie, provenientes da regido central do Atlantico
Sul, denominada de Agua Central do Atlantico Sul (ACAS). Esse fenémeno é mais comum no
periodo entre a primavera e o verdo (Brasileiro et al., 2009). Deste modo, nesta regido podem ser
encontrados taxa tipicamente tropicais, bem como, taxa tipicos de regifes temperadas com
afinidade por aguas mais frias (Yoneshigue-Valentin & Valentin, 1992), proporcionando uma
grande riqueza e abundancia de espécies marinhas. Apesar de ser considerada uma area com
elevado interesse para a conservacao e uso sustentavel dos recursos marinhos (MMA, 2002), até o
momento ha apenas cinco trabalhos publicados sobre esse grupo de algas calcarias na regido
(Yoneshigue, 1985; Tamega & Figueiredo, 2005; Henriques 2010; Figueiredo et al., 2012; Khader,
2012). Nessa regido, o municipio da Armacdo dos Buzios é considerado de grande importancia pela
existéncia de areas protegidas, como o Parque dos Corais, a Area de Prote¢cdo Ambiental Marinha
de Buzios e a Reserva Marinha Extrativista de Arraial do Cabo. Nestas duas primeiras areas
protegidas destaca-se a Ilha Feia com um banco de rodolitos muito préximo aos costfes rochosos,
onde predominam estruturas de pequeno tamanho e de formas complexas e muito variavel e
ramificado que podem ser caracterizadas como maérl (Hall-Spencer, 1998). Sendo assim, a analise
molecular pode servir como um meio que permitirda uma confirmacdo da identificacdo rapida e
precisa, facilitando o conhecimento das espécies que tem uma grande plasticidade fenotipica

(Milstein et al., 2012), como no caso das algas calcarias formadoras de rodolitos (Horta, 2001).



1.3 - CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DOS RODOLITOS NO AMBIENTE

As algas calcérias ndo geniculadas estdo presentes em quase todos os ambientes marinhos,
onde podem crescer firmemente aderidas a um substrato consolidado, como costdes rochosos e
recifes biologicos, ou desprendidas do substrato, formando estruturas calcarias de vida livre
chamadas de rodolitos ou maérl. Os rodolitos sdo formados, principalmente, por algas calcarias nao
geniculadas. Um rodolito ¢ considerado “verdadeiro” quando composto exclusivamente por uma ou
mais espécies dessas algas calcérias (Foster, 2001), e quando tem a contribuicdo de outros
organismos incrustantes e/ou perfurantes, tais como briozoarios, foraminiferos, gastropodes,
formando uma estrutura denominada de boxwork (Basso, 1998).

Os rodolitos apresentam grandes variedades de tamanho, forma e densidade de ramos, que
os fornecem uma estrutura tridimensional e assim possibilita a criagdo de nichos ecol6gicos.
Quando se agrupam formando os bancos de rodolitos, aumentam a heterogeneidade do substrato, ou
seja, fornece superficies onde outras macroalgas possam se fixar e 0s invertebrados se assentarem
(Kamenos et al., 2004; Steller & Carcéres-Martinez, 2009), alojarem-se (Bordehore et al., 2003)
e/ou se refugiarem de potenciais predadores (Steller et al., 2003; Figueiredo et al., 2007). Os bancos
de rodolitos sdo, portanto, ecologicamente importantes ao modificarem a heterogeneidade do fundo,
de modo a sustentar uma maior riqueza de comunidades do que em outros substratos como
cascalho, fundos de areia ou substratos com granulometria equivalente (Keegan, 1974). Além disso,
seus esqueletos podem persistir ao longo do tempo geoldgico formando depdsitos calcarios, praias
ou depositos fosseis (Foster 2001).

Os bancos de rodolitos sdo mundialmente distribuidos, possuindo uma ampla faixa de
ocorréncia desde regibes tropicais até regides polares, da zona entre marés até grandes
profundidades na zona fética (Foster, 2001). A costa brasileira possui a maior extensao de bancos
de rodolitos do mundo (Foster, 2001), cerca de 4000 km de linha de costa, que vai do Estado do
Maranhdo ao Estado do Rio de Janeiro (Kempf, 1970; Lavrado, 2006), desde &guas rasas até 250 m
de profundidade (Henriques et al., 2014), com ocorréncias isoladas ao sul na Reserva Bioldgica
Marinha do Arvoredo no estado de Santa Catarina (Gherardi, 2004).

A maioria dos bancos de rodolitos do mundo é composto por duas ou trés espécies de algas
calcérias (Konar et al., 2006), porém, a composicado destes bancos varia nos oceanos, podendo ser
mono ou multiespecificos. Até 0 momento, todos os bancos de rodolitos brasileiros estudados sdo
multiespecificos. Villas-Bbas (2008) identificou sete espécies para o sul do Estado do Espirito

Santo. Bahia (2010) definiu cinco taxa para um Unico banco na Praia de Itapud em Salvador, Estado



da Bahia e Henriques (2010) identificou onze espécies em bancos de profundidade do norte do
Estado do Rio de Janeiro ao sul da Bahia.

Enquanto a luz, a temperatura e a salinidade parecem influenciar na distribuicéo batimétrica
e biogeografica das espécies de algas calcarias (Adey, 1966; Steneck 1986; Figueiredo & Steneck,
2002), o movimento da agua tem sido considerado um fator importante na distribuicdo e morfologia
dos rodolitos (Steneck, 1986; Atabey, 1998; Marrack, 1999). O forte movimento da &gua e
bioturbacdo podem fragmentar os rodolitos ou transporta-los para habitats desfavoraveis para o seu
crescimento (Steller et al., 2009). Os bancos de rodolitos, portanto, geralmente ocorrem em
ambientes com um hidrodinamismo moderado (Foster et al., 1997), onde se mantem soltos e
insepultos (Foster et al., 1997; Marrack, 1999).

O movimento moderado da &gua tem sido associado a persisténcia dos bancos de rodolitos,
uma vez que reduz a deposicdo de sedimentos finos e a sua acumulacdo através da ressuspensao.
Em qualquer profundidade, a rotacdo causada pelas ondas, correntes de fundo e bioturbacéo,
permite que a luz atinja toda a superficie do rodolito além de evitar que sejam enterrados e
incrustados por outros organismos (Steneck, 1986; Steller et al., 2009). Steller & Foster (1995)
transplantaram rodolitos abaixo dos limites inferiores do banco, onde foram soterrados por
sedimento fino e morreram. Em laborat6rio, Wilson et al. (2004) mostraram que anoxia associada
com sedimento fino pode matar as algas calcarias formadoras de rodolitos em duas semanas. Hall-
Spencer et al. (2006) sugeriram que essas algas nos rodolitos morrem por condigdes andxicas
causadas pela deposicdo de sedimentos finos organicamente enriquecidos. Villas-Boas et al. (2014)
testaram, em laboratdrio, o soterramento de algas calcarias dominantes em rodolitos na Bacia de
Campos, concluindo que a granulometria do sedimento tem um forte efeito negativo sobre a
fotossintese em um tempo relativamente curto.

Bancos de rodolitos sujeitos a acdo das ondas ocorrem geralmente em aguas relativamente
rasas (3-12 m) em fundos levemente inclinados, onde o rolamento dos rodolitos tende a reduzir o
acumulo de sedimentos. J& nos bancos em &guas de maior profundidade com fundos planos, o
rodolito é transportado pelas correntes de fundo (Riosmena-Rodriguez et al., 2010). Marrack (1999)
afirma, através de videos e mergulho autbnomo, que os rodolitos em bancos pouco afetados por
correntes na sua margem mais profunda, s6 podem mover-se, ocasionalmente, devido a bioturbagéo
e fortes tempestades.

O movimento da agua também afeta a densidade, o tamanho e a forma dos rodolitos como
também o padrdo de ramificacGes das algas calcarias nos rodolitos (Bosence, 1976; Steller et al.,

2003; Sciberras et al., 2009). De acordo com Steller & Foster (1995), as formas dos rodolitos estdo



relacionadas com o aumento do gradiente de profundidade, uma vez que a sua movimentacao tende
a diminuir com o aumento da profundidade. Sciberras et al. (2009) afirmam que rodolitos esféricos
e densamente ramificados sdo tipicos de regimes com movimento de agua elevados, enquanto
rodolitos com ramificagcbes mais abertas sdo encontradas em ambientes mais estaveis. Alguns
autores relatam a transicdo das formas esféricas para planas de acordo com a diminuicdo de
correntes (Bosence, 1976; Prager & Ginsburg, 1989). Outra caracteristica importante, além da
forma dos rodolitos, é a forma de crescimento das algas calcarias (sensu Woelkerling et al., 1993),
que descreve o padrdo das ramificacdes. O grau de ramificacdo, geralmente diminui com o aumento
da profundidade em func¢éo da circulacao de correntes, (Bosence, 1983a).

No Brasil, pouco se sabe sobre a influéncia de fatores ambientais na morfologia das algas
calcarias tal como demonstrado para a densidade e forma dos rodolitos. Um estudo realizado por
Figueiredo et al. (2007) descreveu as relacbes morfométricas temporais entre rodolitos e a
densidade de ramificagcbes em um banco exposto a acdo das ondas no Arquipélago dos Abrolhos.
Amado-Filho et al. (2007) determinou a densidade e dimensdes fisicas dos rodolitos em fungéo da
profundidade no sul do Espirito Santo. Villas-Boas et al. (2008) e Berlandi et al. (2012) descrevem
as caracteristicas estruturais dos rodolitos, denominados boxworks, dadas pela presenca de outros
organismos incrustantes na sua construcdo. Na regido de Cabo Frio, caracterizada pelas fortes
ondulacBes dada a exposicdo da costa, estudos apontam a importdncia da temperatura e do
hidrodinamismo na distribuicdo de outros grupos de macroalgas epiliticas (Yoneshigue, 1985), sem

considerar as algas calcarias ndao geniculadas.



Il - OBJETIVOS

I1.1- GERAL

Identificar os taxa de algas calcarias ndo geniculadas, descrever a variacdo das
caracteristicas morfoldgicas dos rodolitos e relaciona-las ao hidrodinamismo dado pela localizagao
em um banco de rodolitos na Ilha Feia, municipio da Armacdo dos Blzios, Estado do Rio de

Janeiro.

11.2- ESPECIFICOS

— ldentificar os taxa mais abundantes de algas calcarias na cobertura viva dos rodolitos no
banco estudado.

— Confirmar, através de ferramentas moleculares, a validade dos caracteres morfoldgicos
empregados para distinguir estes taxa usando conceitos modernos na taxonomia do grupo.

— Descrever as formas de crescimento das algas calcarias e as caracteristicas morfoldgicas

dos rodolitos, em dois pontos de um mesmo banco.

10



Il - MATERIAL E METODOS

I11.1 - AREA DE ESTUDO

A area de estudo localiza-se na llha Feia (Fig. 2), situada a 2,82 km de distancia da costa,
proxima da Praia Rasa, no municipio da Armac¢ao dos Buzios (22°44°S e 41°53°0), costa sudeste
brasileira. O banco de rodolitos encontra-se ao redor da llha Feia, estando protegido a
moderadamente exposto a um maior hidrodinamismo, dependendo da localizacdo. Devido as suas
aguas pouco profundas mesmo uma menor agitacdo provoca uma turbidez quase que constante na
area.

A temperatura superficial da agua varia entre 18° a 26°C devido a influéncia da Corrente do
Brasil. Os ventos de nordeste sopram de novembro a fevereiro, quando ocorre o fenbmeno da
ressurgéncia na regido, e os de sudoeste, a partir de marco a junho. A ressurgéncia de aguas frias,
que ocorre na regido de Cabo Frio, raramente influencia a regido da Armacdo dos BUzios
(Yoneshigue-Valentin & Valentin, 1992). De agosto a setembro ocorrem tanto os ventos de sudeste
quanto de nordeste, porém os que prevalecem sao os ventos de sudeste (Oigman-Pszczol & Creed,
2007).

Figura 2. Localizacdo dos pontos de estudo na llha Feia, municipio de Armagdo dos Buzios, RJ. O ponto
amarelo lado voltado para o continente e ponto vermelho lado voltado para o oceano. Fonte: Google Earth,
2013.
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111.2— COLETA E AMOSTRAGEM

Foram realizadas duas coletas através de mergulho autbnomo. A primeira coleta foi no dia
05/02/2013 em um Unico ponto voltado para 0 oceano, apenas para coletar os rodolitos para
identificacdo morfologica e molecular das algas. E a segunda, foi realizada em 30/04/2013, em dois

pontos para a descricdo das caracteristicas morfoldgicas dos rodolitos. O primeiro ponto esta

localizado na parte voltada para o continente (22°43°31.6” S / 41°55°24.4” O), e o segundo ponto,

localizado na parte voltada para o oceano (22°43°19.2” S/ 41°55°06.4” O) (Fig. 2).

I11.2.1 — Identificacdo morfoldgica e molecular das algas calcéarias

Para a identificacdo morfoldgica e molecular, os rodolitos foram coletados qualitativamente,
visto que a maioria dos caracteres utilizados atualmente na identificacdo morfoldgica esta
relacionada a estruturas reprodutivas sendo necessario coletar individuos férteis. As algas foram
coletadas de acordo com sua diversidade morfolégica e formas de crescimento. A coleta foi
realizada em uma profundidade que variou de 5 a 9 m. Os individuos foram armazenados em sacos
plasticos com agua do mar e colocados dentro de caixas plasticas no escuro durante o transporte

para o laboratério para manter a coloragdo natural.

I11.2.2 — Descricdo da morfologia dos rodolitos

As amostragens foram realizadas em duas areas do banco de rodolitos, uma voltada para o
continente e outra voltada para o oceano. Em cada area foi delimitada uma matriz para coleta das
amostras. Para definir a localizacdo dos pontos foram distendidos trés transectos, cada um com 30
m de extensdo e distanciados em 2 m entre si, paralelos a linha de costa, em uma faixa de
profundidade de 4 a 11 m. Em cada transecto foram marcados 20 pontos aleatorios, totalizando
assim 60 rodolitos em cada lado da ilha (exposto e protegido) (Fig. 3). Cada amostra foi colocada

separadamente em um saco plastico durante a coleta (unidade amostral).
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Figura 3. Desenho amostral para coleta de rodolitos em uma matriz formada por trés transectos (T4, To e T3),
distanciados em 2 m entre si, com 20 pontos aleatérios (azul) em cada transecto.

Foi estimada a densidade no fundo, quantificando o ndmero de rodolitos em uma &rea
determinada pelo quadrado (0,25 m?) posicionada ao longo de 10 pontos aleatérios demarcados em

cada transecto nas duas areas de coleta (Fig. 4).

2m™
Fillll—l— - Rl e
2 m-

Figura 4. Desenho amostral da densidade de rodolitos, determinada pelo quadrado (0,25 m?) em uma matriz
composta porl0 pontos aleatérios em cada transecto (T4, T, e Ts).

111.3 - ANALISE MORFOLOGICA DAS ALGAS

11.3.1 - Triagem dos morfotipos e armazenamento das amostras

Em laboratério, as amostras de rodolitos foram separadas de acordo com os morfotipos
dominantes de algas calcérias, através de uma triagem feita por observacdes em microscopio

estereoscdpico das seguintes caracteristicas da morfologia externa:

Coloracéo do talo;

e Forma de vida (Bosence, 1983b);

e Forma de crescimento dada pela morfologia da superficie do talo (Woelkerling et al.,
1993): incrustante, verrucoso, protubertante e fruticoso.

e Tipo das estruturas reprodutivas: uniporados, multiporados ou em formas de soros.

e Posicéo das estruturas reprodutivas no talo: elevado, plano e afundado.
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A partir da triagem dos morfétipos, cada espécime selecionado teve um fragmento cortado

para analise molecular e outro para analise morfolédgica. Os fragmentos separados para morfologia

foram fixados em formol 4% em &gua do mar e os demais armazenados em silica gel. Toda a

colecdo foi incorporada no Herbario do Jardim Botanico do Rio de Janeiro (RB) e apenas o0s taxa

identificados ao nivel de espécie foram incorporados no Herbario do Museu Nacional (R).

I11.3.2- Microscopia Optica

Para identificacdo morfologica foi utilizado a metodologia de emblocamento em historesina

proposta por Moura et al. (1997) que consiste na descalcificacdo, desidratacdo, infiltracéo,

polimerizacdo, cortes em micrétomo rotatorio e preparo de laminas histoldgicas para a analise no

microscopio optico. As caracteristicas observadas foram:

1- Caracteristicas vegetativas:

Conexodes citoplasmaticas secundarias e/ou fusao;
Células epiteliais e subepiteliais (forma e tamanho);
Organizacao do talo (dimero ou monémero);

Tricocistos (presencga e localizagdo).

2- Caracteristicas reprodutivas:

Estruturas reprodutivas esporangiais na forma de conceptaculos;
Conceptéculos tetra / bispéricos (uni ou multiporados);

Posicéo das estruturas reprodutivas no talo (elevados, nivelados ou afundados);
Forma das estruturas reprodutivas (dimens@es da cavidade interna);

Posicdo dos esporangios, quando presentes.

As estruturas encontradas foram observadas, fotografadas e medidas. Na identificacdo dos

géneros foram utilizadas chaves de identificagdo (Woelkerling, 1988; Horta, 2002) e as

identificacGes das espécies foram baseadas em trabalhos de literatura especializada e revisdes

taxonémicas do grupo (Irvine & Chamberlain, 1994; Woelkerling, 1996a;b;c).
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111.4 — ANALISE MOLECULAR DAS ALGAS CALCARIAS
I11.4.1- Triagem dos morfétipos e armazenamento das amostras
Os rodolitos triados (conforme descrito no item 11.3.1) foram armazenados em sacolas

plasticas com silica gel (Harvey et al., 2003a).

I11.4.2- Limpeza das amostras

Para minimizar as chances de amplificar outros organismos, as amostras foram observadas
em microscopio estereoscopico para a melhor remocéo de epifitas e da fauna associada que estdo na
superficie e no interior dos rodolitos. Em seguida, pequenos fragmentos da parte apical dos talos
dos espécimes de rodolitos foram cuidadosamente cortados com ajuda de alicates e pingas. Estes
fragmentos foram pesados em balanca de precisdo e a biomassa utilizada variou de 95 a 105 mg. Os
fragmentos foram lavados com etanol 70% e depois, com agua destilada. Apo6s a lavagem, esses

fragmentos foram secos em papel de filtro (Vidal et al., 2002).

111.4.3 - Extracio de DNA

Em cadinhos, os fragmentos foram macerados apds o congelamento rapido em nitrogénio
liquido para a lise de tecidos e células. A extracdo de DNA foi realizada com o kit de extracdo
(DNeasy Plant Mini Kit - Qiagen, Hilden, Germany) e a metodologia seguiu conforme a orientacéo
do fabricante (Kato et al., 2011).

111.4.4 - Amplificacéo por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR):

A reacdo em cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction) é um método de
amplificacdo (de criacdo de multiplas copias) de DNA in vitro, que utiliza primers especificos para
delimitar a regido de interesse a ser amplificada. No presente estudo, foram utilizados marcadores
moleculares: cox1 e psbA. O marcador cox1 codifica a subunidade | da enzima citocromo c oxidase,
composto por aproximadamente 710 pb. Este foi escolhido com o propdsito de utilizagdo como
barcode (projeto de padronizacdo da identificagdo molecular de diversos organismos) das algas
calcérias ndo geniculadas do Brasil, pratica que tem sido uma tendéncia académica mundial para
algas vermelhas. O gene plastidial psbA codifica o polipeptideo D1 do fotossistema Il. O psbA é
um segmento de DNA de aproximadamente 950 pb.

Para a preparacdo da reacdo em cadeia da Polimerase (PCR) com um volume final de 50uL

foi utilizado a seguinte proporgédo de reagentes:
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e coxl: 32 uL de H,0 milliQ; SuL de tampao da GoTaqg® DNA Polymerase (10X); 2,5uL
de MgCl; (50 mM); 1uL de ANTP (10 mM); 1,5uL de cada primer (10 uM) (Tab. 3); 1uL
de albumina sérica bovina (10 mg/mL); 0,5uL de Taq polymerase (5U/ul); e 5 uL de
DNA total (~20 ng/pl).

e psbA: 28,1 uL de H,O milliQ; 5uL de tampédo da GoTaqg® DNA Polymerase (10x); 2,5
puL MgCl, (50 mM); 4uL de dNTP (10 mM); 2 uL de cada primer (10 uM) (Tab. 3); 1pL
de Albumina Sérica Bovina (10 mg/mL); 0,4 pL de Taq Polymerase (5U/ul) e 5 pL de
DNA (=20 ng/ul).

Tabela 3. Sequéncia dos primers utilizados nas reacdes de amplificacdo e sequenciamento dos
marcadores cox1 e psbA.

Primers Sequéncias Referéncias

GAZF1 5- TCAACAAATCATAAAGATATTGG -3"  Saunders, 2005
GAZR1  5-ACTTCTGGATGTCCAAAAAAYCA -3'"  Saunders, 2005
psbA-F1 5'- ATGACTGCTACTTTAGAAAGAC - 3' Yoon et al, 2002
psbA-R2 5'- TCATGCATWACTTCCATACCTA -3 Yoon et al, 2002

Foram realizados também, controles negativos de PCR (todos os reagentes menos DNA) a
fim de verificar a pureza dos reagentes. A reacdo de PCR foi realizada em termociclador

GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems) nos seguintes ciclos para cada marcador:

e coxl1: um ciclo de 1 min a 94°C; 5 ciclos de 1 min a 94°C, 1,5 min a 45°C e 1,5 min a
72°C; 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1,5 min a 50°C e 1 min a 72°C e por fim, um ciclo de 5
min a 72°C (Hebert et al., 2003a).

e psbA: um ciclo de 2 min a 94°C; 5 ciclos de 30 s a 94°C, anelamento por 30 s a 45°C,
extensdo durante 1 min a 72°C; depois 35 ciclos de 94°C durante 30 s, anelamento por 30
s a 46,5°C, extensdo a 72°C durante 1 min; seguido da extensédo final por 7 min a 72°C
(Saunders & Moore, 2013).

Apdbs a PCR, foi realizada a eletroforese em gel de agarose para verificar o tamanho e a
quantidade de DNA amplificado comparando com o bandeamento de um marcador de peso
molecular (Ladder). Desta forma, uma aliquota de 5 pL do DNA amplificado foi submetida a

eletroforese em gel de agarose 1% em TBE e corado com GelRed™ 10000X, em cuba de
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eletroforese; posteriormente o gel foi observado em transluminador UV e com a camera acoplada ao

transluminador, registrou-se a foto de cada gel.

111.4.5 — Purificacdo e sequenciamento
A purificacdo e o sequenciamento das amostras foram realizados comercialmente na

empresa Macrogen Inc., Seul, Coréia do Sul.

I11. 4.6- Edicao e alinhamento de sequéncias

As sequéncias geradas foram comparadas nas bases de dados do National Center of
Biotechnology Information (NCBI) através do Basic Local Alignment Search Tool - BLAST
(Altschul et al., 1990) e do Barcode of Life Data Systems - BOLD (Ratnasingham & Hebert, 2007).
As sequéncias direta (foward) e reversa (reverse) obtidas foram editadas utilizando-se o programa
BioEdit 7.2.2 (Hall, 1999). Todos os alinhamentos foram revistos manualmente utilizando o
cromatograma das sequéncias. As sequéncias consenso obtidas foram alinhadas utilizando o
programa SeaView versdo 4.4.2 (Galtier et al., 1996).

Para o marcador coxl, foi gerada uma matriz de distancia genética de 671 posi¢cGes com 30
OTUs sendo, 10 sequéncias geradas no presente estudo e 20 disponiveis no banco de dados
GenBank (Anexo 1). A matriz de distancia genética de psbA possui 941 posicBes com 35
sequéncias sendo 6 geradas neste estudo e 29 retiradas do GenBank (Anexo 2).

111.4.7- Andlise filogenética

Para 0 método de distancia foram construidas arvores de agrupamento de vizinhos
(Neighbor-Joining - NJ), desenvolvido por Saitou & Nei (1987), no programa MEGA versdo 5
(Tamura et al., 2011) com 2000 réplicas de bootstrap. A matriz de distancia genética (distancia p)
foi feito no programa MEGA 5.2 (Tamura et al., 2011). Através do programa jModelTest 2.1.4
(Darriba et al., 2012) foi selecionado, usando o Akaike Information Criterion (AIC), o modelo
evolutivo GTR (General time reversible - GTR) com uma proporg¢do de sitios invariaveis (1) e
distribuicdo gama (G) para acomodar as diferentes taxas para sitios variaveis. Para 0 marcador cox1
o valor foi igual a 0.3600 para | e 0.2540 para G. Ja para psbA o valor foi 0.6150 para | e 1.3140
para G.

A andlise de méaxima verossimilhanca (ML) foi feita atraveés do programa MEGA versao 5
(Tamura et al., 2011) usando o método de bootstrap (2000 réplicas) e modelo evolutivo

selecionado. Foram plotados apenas os valores iguais ou maiores que 70% para bootstrap ou
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quando uma das analises teve alto suporte. Ja a andlise bayesiana foi feita no MrBayes v3.2.2
(Ronquist et al., 2012, utilizando-se duas corridas com duas cadeias de Markov, 200000 de
geracdes. As cadeias foram iniciadas em arvores aleatorias, amostradas a cada 500 geragdes e as
250 geracdes iniciais correspondentes ao burn-in, foram descartadas. A probabilidade a posteriori é

dada nos ramos das arvores e representa a probabilidade daquele clado ser verdadeiro.

111.5 — ANALISE DAS CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DOS RODOLITOS

I11.5.1 — Tamanho médio dos rodolitos e analise do grau de esfericidade

O tamanho médio dos rodolitos foi estimado com a média de trés eixos ortogonais. As
medidas dos rodolitos foram quantificadas com auxilio de um paquimetro. As amostras de rodolitos
foram classificadas dentro de cinco classes de tamanho: 0-15 mm; 16-30 mm; 31-45 mm; 45-60
mm e >60 mm. O grau de esfericidade dos rodolitos foi calculado seguindo o método utilizado por
Bosence (1983b) e a classificacdo de Sneed & Folk (1958), considerando-se trés eixos ortogonais
(a- eixo maior, b- eixo intermediario e c- eixo menor) e usando as férmulas: c/a; a-b/a-c e (c*/ab)**.
Para a anélise de esfericidade foi gerado diagramas, utilizando-se o programa Triangular Diagram

Plotting Spreadsheet (TRI-PLOT) (Graham & Midglay, 2000).

111.5.2 — Quantificacdo da frequéncia das formas de crescimento dos rodolitos

A forma de crescimento das algas calcarias reflete, de certo modo, a complexidade do talo
dada pelo grau de ramificacdo. Deste modo, também foi quantificada a frequéncia das formas de
crescimento seguindo a classificacdo de Woelkerling et al. (1993), que descreve dez formas de
crescimento encontradas nas algas calcarias ndo geniculadas. Dentre estas, quatro foram utilizadas

para a descricdo de taxa no presente trabalho: incrustante, verrucosa, protuberante e fruticosa.
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IV — RESULTADOS

IV.1 - ANALISE MORFOLOGICA

Foram identificados 6 taxa sendo um pertencente a subfamilia Lithophyloideae e cinco da

subfamilia Melobesioideae. Dentre estes taxa, foram preparadas laminas e identificados trés géneros

com base em caracteres morfoldgicos: Lithophyllum e Mesophyllum e Lithothamnion (Tab. 4).

Tabela 4. Taxa analisados no presente estudo mostrando os que tiveram analise morfoldgica e/ou

molecular.

Taxa Sigla Morfologia Molecular
Lithophyllum sp. LMC 12 v v
Mesophyllum engelhartti LMC 6 v v
Mesophyllum engelhartti LMC 9 v v
Mesophyllum engelhartti LMC 8 4 v
Mesophyllum engelhartti LMC 21 - v
Mesophyllum sp.1 LMC 10 4 v
Mesophyllum sp.2 LMC 11 v v
Lithothamnion sp. LMC5 v v
Melobesioideae indeterminada LMC1 v v
Melobesioideae indeterminada LMC 16 - v
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Ordem CORALLINALES Silva & Johansen 1986:250
Familia CORALLINACEAE J.V. Lamouroux 1812:185.

Subfamilia LITHOPHYLLOIDEAE Setchell 1943: 134.

Talo ndo geniculado com células vegetativas de filamentos adjacentes unidas
exclusivamente por ligagOes celulares secundarias. Esporangio que produz esporos zonados

ocorrendo em conceptaculos uniporados que ndo possuem tampdes apicais (Woelkerling, 1996a).

Lithophyllum Philippi 1837:387
Lithophyllum sp. - LMC 12
Figura 5 A-E
Tabela 5

MATERIAL EXAMINADO: llha Feia, Armacdo dos Buzios, Brasil (22°43°19.2”S/ 41°55°06.4”0 - RB609177 -
9m).

ASPECTO GERAL DO TALO
Talo ndo geniculado, formando rodolitos de coloragdo rosa-claro, tendo a forma de

crescimento do tipo incrustante. (Fig. 5A).

ASPECTOS VEGETATIVOS

Talo pseudoparenquimatoso com 36-48 camadas de células. Organizacdo celular dimera
(Fig. 5C). Regido do hipotalo (medula) com células quadréticas, ndo palicadas, medindo 10-12 um
de comprimento e 7-13,5 um de didmetro. Regido do peritalo (cortex) com células quadréticas,
arredondadas e/ou cilindricas, medindo 8,5-11 pum de comprimento e 6,5-9,5 um de didmetro.
Células epiteliais achatadas medindo 2,5-4,5 um de comprimento e 6,5-9,5 um de didmetro e
células subepiteliais arredondadas medindo 7-12 um de comprimento e 6,5-11 um de diametro (Fig.
5D). Células de filamentos adjacentes ligadas por conexdes celulares secundarias (Fig. 5E). Foram

observados tricocistos solitarios (Fig. 5D) e agrupados.

ASPECTOS REPRODUTIVOS

Ndo foram observados conceptaculos esporangiais. Conceptaculo espermatangial
(gametofito masculino) medindo 31-54 um de comprimento ¢ 88-115 pm de didmetro, afundados
no talo com espermatangios ndo ramificados no piso da cdmara (Fig. 5B; 5F; 5G).
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Figura 5. A. Morfologia de Lithophyllum sp. mostrando o talo incrustante. Escala: 0,5 cm. B. Vista
superficial do conceptaculo espermatangial. Escala: 800 um. Corte longitudinal de Lithophyllum sp.
mostrando: C. A organizagdo celular dimera. Escala: 100 um; D. As células epiteliais achatadas (seta preta) e
subepiteliais arredondadas (seta branca) com tricocistos solitario (t). Escala: 10 um; E. As conexdes celulares
secundarias (setas). Escala: 10um; F. Conceptaculo espermatangial. Escala: 20 pum; G. Conceptaculos
espermatangiais afundados no talo. Escala: 50 um.
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Tabela 5. Resumo comparativo das espécies do género Lithophyllum que foram descritas para o Brasil e que ocorrem em outras partes do mundo.

Caracteristicas Lithophyllum sp. L. stictaeforme L. stictaeforme L. corallinae L. johansenii L. margaritae
(Presente estudo)  (Austréalia)* (Brasil)® (Austréalia)* (Austréalia)® (Golfo da Califérnia)*
Incrustante, Incrustante, Fruticoso, folioso,
Forma de Incrustante a Protuberante e/ou
crescimento Incrustante rotuberante Verrucosa e protuberante e VEITUCOSO Verrucoso, protuberante,
P protuberante Verrucoso parcialmente incrustante
Tricocistos Solitarios e em Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
campos
Organizagao Dimero Monbmero Monémera Monbmero Dimero Monbmero
celular do talo
Altura da celula 2,4-4,7 3-6 47 3-6 4-6 2-4
epitelial (um)
Didmetro da
célula 6,6-9,6 4-11 7-11 6-10 6-9 6-10
epitelial (um)
Formz?l dgs_celulas Arredondadas - Alongadas - - -
subepiteliais
Altura do
conceptaculo 31,2-54,7 20-30 59-102 30-35 32-47(-80) 30-60
espermatangial
(jum)
Diametro do
conceptaculo 88,3-115,6 85-95 98-135 110-120 80-100 100-150
espermatangial
(jum)
Forma C!o teto do vaglado ou Ligeiramente Ligeiramente Ligeiramente va_elado ou Nivelado ou ligeiramente
conceptaculo ligeiramente ligeiramente
. protuberante protuberante protuberante protuberante

masculino protuberante protuberante

. nao ramificado; ndo ramificado; ndo ramificado;  ndo ramificado;  ndo ramificado; x . )
Filamentos ndo ramificado;
espermatanaiais assoalho do assoalho do assoalho do assoalho do assoalho do assoalho do concentaculo

P g conceptaculo conceptéculo conceptaculo conceptéculo conceptéculo P

YHarvey et al. (2009); 2Khader (2012); *Woelkerling & Campbell (1992); “Riosmena-Rodriguez et al. (1999).
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Familia HAPALIDIACEAE J.E. Gray 1864:22

Tetra ou bisporangios que produzem esporos zonados em conceptaculos multiporados
(Harvey et al., 2003b).

SUBFAMILIA MELOBESIOIDEAE Bizzozero 1885:109
Talo ndo geniculado com células vegetativas de filamentos adjacentes unidas por fusdes
celulares. Tetra ou bisporangios que produzem esporos zonados em conceptaculos multiporados

com tampdes apicais (Harvey et al., 2003Db).
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Mesophyllum Me.Lemoine, 1928
Mesophyllum engelhartii (Foslie) Adey 1970: 23 - LMC 6, LMC 8, LMC 9e LMC 21

Figura 6 A-D
Figura 7 A-F
Tabela 6

BAsIONIMO: Lithothamnion engelhartii Foslie, 1900b:18
HOLOTIPO: TRH, sem nimero (Woelkerling & Harvey, 1993: 583).

LOCALIDADE TIPO: Cape Jaffa, Sul da Australia (Woelkerling & Harvey 1993: 583).

SINONIMOS HOMOTIPICOS:

Lithothamnion engelhartii f. imbricata Foslie, 1900b: 18

SINONIMOS HETEROTIPICOS:
Lithothamnion engelhartii f. umbornata Foslie, 1900b: 18
Lithothamnion engelhartii f. imbricata Foslie, 1900b: 18

REFERENCIAS: Woelkerling 1993: 84; Woelkerling & Harvey 1993: 583; Chamberlain & Keats
1995: 134; Woelkerling et al. 2005: 349.

DISTRIBUICAO GEOGRAFICA: Sul da Australia, a partir da ilha de Rottnest, Australia
Ocidental,Victoria e no leste e sul da Tasméania. Subantértica, Ilhas Auckland; como Lithothamnion
fumigatum f. auckladica Foslie. Os registros de Mesophyllum engelhartii de Leigh na Nova
Zelandia como Lithothamnion engelhartii f. umbonata e nas ilhas Fiji ndo foram verificados
(Woelkerling & Harvey, 1993). Eagle Bluff, Shark Bay, Australia Ocidental, Baia Kitty Miller,
llhas Phillip, Victoria, Costas leste e sul da Tasmania (Woelkerling, 1996b), na Africa do Sul
(Chamberlain & Keats, 1995) e Brasil (ES e SC - Farias, 2009; ES - Amado et al., 2010; ES -
Henriques, 2010; RJ - Khader, 2012; RJ - Figueiredo et al., 2012; RJ - Villas-Boas et al., 2014).

MATERIAL EXAMINADO: llha Feia, Armacgdo dos Buzios, Brasil (22°43°19.2”S/ 41°55°06.4”0 —
RB609178 e R223094 - 9m).
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ASPECTO GERAL DO TALO
Talo ndo geniculado, com coloracdo rosa a vermelho, que possui forma de crescimento

incrustante, verrucoso e protuberante (Fig. 6A-D).

ASPECTOS VEGETATIVOS

Talo pseudoparenquimatoso com organizacgdo celular monémera coaxial (Fig. 7A). Regido
do hipotalo (medula) com células medindo 8-20 um de comprimento e 6-10,5 um de didmetro.
Regido do peritalo (cértex) com celulas medindo 6,5-13,5 pum de comprimento ¢ 5-9 pum de
diametro. Células epiteliais achatadas a arredondadas com 3-6 um de comprimento ¢ de 7-10,5 um
de didmetro e células subepiteliais maiores ou do mesmo tamanho que as células subjacentes
medindo 4-8 pum de comprimento e de 4,5-9 um de didmetro. (Fig. 7B). Células de filamentos

adjacentes ligadas por fus6es celulares (Fig. 7C).

ASPECTOS REPRODUTIVOS

Conceptéculo tetrasporangial multiporado levemente elevado e afundado quando senescente
(Fig. 7D), com 4-6 células no teto da camara do conceptaculo. Camara do conceptaculo medindo de
80,5-116 pum altura e 213-280 pum de didmetro, ndo apresentando columela. Tetrasporo zonado
presente na camara dos conceptéaculos, com 61-76 um de comprimento e 28-50 um de diametro.
Poros delimitados por células semelhantes em tamanho e forma quando comparadas com as demais
células do teto do conceptaculo e presenca de tampdes apicais (Fig. 7E). Tais poros séo circundados

por 5-7 células em roseta (Fig. 7F).

CARACTERISTICA DIAGNOSTICA
Mesophyllum engelhartii se diferencia de outras espécies de Mesophyllum principalmente
pela seguinte combinacdo de caracteristicas:
e Conceptaculos esporangiais elevados em relacéo a superficie vegetativa adjacente do talo;
e Topo do conceptaculo esporangial plano;
e Celulas que delimitam o canal do poro do conceptaculo esporangial semelhantes em forma e

tamanho as demais células do teto do conceptaculo.
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Figura 6. Aspecto geral de diferentes formas de crescimennto de Mesophyllum engelhartii. A. Morfologia
geral de um espécime com forma de crescimento verrucoso (LMC 8). Escala: 2 cm; B. Morfologia geral de
um espécime com forma de crescimento protuberante (LMC 9). Escala: 0,5 cm; C. Morfologia geral de um
espécime com forma de crescimento incrustante (LMC 6). Escala: 1 cm; D. Morfologia geral de um
espécime com forma de crescimento verrucoso (LMC 21). Escala: 1 cm.
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Figura 7. Aspectos vegetativos e reprodutivos de Mesophyllum engelhartii. A. Corte longitudinal mostrando
organizacdo celular mondémera coaxial. Escala: 50 um; B. Células epiteliais achatadas (seta preta) e as
células subepiteliais alongadas (seta branca). Escala: 10 um; C. Fusdes celulares (setas). Escala: 10 um; D.
Conceptéculo tetrasporangial elevado com detalhe para o esporo (seta). Escala: 25 um; E. Detalhe do poro
com células indiferenciadas dispostas verticalmente e tampdes apicais. Escala: 10 um; F. Detalhe dos poros
de um conceptéaculo multiporado com 6 células em roseta ao seu redor. Escala: 10 pum.
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Tabela 6. Resumo comparativo das caracteristicas de Mesophyllum engelhartii descrita para o Brasil e outras partes do mundo.

M. engelhartii M. engelhartii M. engelhartii M. engelhartii M. engelhartii M. engelhartii M. engelhartii M. engelhartii M. engelhartii

Caracteristicas (Presente (Golfo da (Africa do (Sul da N4 N5 16 N7 .1\8
estudo) California)* sul)? Austrélia)® (RN, Brasil) (BA, Brasil) (ES, Brasil) (RJ, Brasil) (RJ, Brasil)
Forma de Incrustante a Incrustante a Incrustante a Incrustante e
crescimento Verrucoso Verrucoso - VITUCOSO Incrustante VITUCOSO Incrustante VeITUCOSO Protuberante
a protuberante
Morfologia do Elevado ou Elevado ou Elevado ou Elevado ou Elevado ou Elevado ou
teto achatado achatado achatado achatado achatado achatado Elevado Elevado Elevado
Organizagéo Mon6mero Monomero Mondmero
9 ¢ . Mondmero - coaxial a ndo . Mondmero Mondmero Mondmero Mondmero
celulardo talo coaxial - coaxial
coaxial
Diametro do
conceptaculo 213-323 142-319 182-238 160-500 186-510 250-400 189-226 222- 421 345-491
esporangial
(pm)
Altura do
conceptaculo 80,5-133 74-159 104-208 65-260 122-271 130-200 110-115 148-246 217-241
esporangial
(um)
Células a0 Similar em Similar em Similar em Similar em Similar em Similar em Similar em Similar em Similar em
redor do poro tamanho tamanho tamanho tamanho tamanho tamanho tamanho tamanho tamanho
P e forma e forma e forma e forma e forma e forma e forma e forma e forma
N° de células
no teto do 4-6 35 4-6 3-10 5.7 5.7 5-7 5.7 6-8
conceptaculo
esporangial

TRiosmena-Rodriguez & Vasques-Elizondo (2012); *Chamberlain & Keats (1995); *Woelkerling & Harvey (1993); *Farias (2009); >Amado-Filho et al. (2010); ®*Henriques (2010);
"Khader (2012); 8Figueiredo et al. (2012).



Mesophyllum sp. 1 - LMC 10
Figura 8 A-E
Tabela 7

MATERIAL EXAMINADO: llha Feia, Armacédo dos Buzios, Brasil (22°43°19.2”S / 41°55°06.4°0 — RB609179 -
9m).

ASPECTO GERAL DO TALO
Talo ndo geniculado, em forma de rodolito com coloracdo vermelha, possuindo a forma de
crescimento incrustante (Fig. 8A).

ASPECTOS VEGETATIVOS

Talo pseudoparenquimatoso com organizacao celular monémera coaxial (Fig. 8B). Regido
do hipotalo (medula) com células medindo 6-8,5um de comprimento e 9-15,5 um de didmetro.
Regido do peritalo (cortex) com células medindo 8,5-11,5um de comprimento e 5,5-7 pm de
didmetro. Células epiteliais achatadas com 2-3 pum de comprimento e de 4-6,5 um de didmetro e
células subepiteliais maiores ou do mesmo tamanho que as células subjacentes medindo 4-6,5 pm
de comprimento e de 3-4,5 um de didmetro. (Fig. 8C). Células de filamentos adjacentes ligadas por

fusdes celulares. Nao foram observados tricocistos.

ASPECTOS REPRODUTIVOS

Conceptéculo tetrasporangial multiporado afundado em relacdo a superficie do talo quando
senescente. Camara do conceptaculo medindo de 105-117 um altura e 187-190 um de didmetro
(Fig. 8D). Teto do conceptaculo esporangial sendo formado por 3-5 camadas de células. Canal do
poro delimitado por células mais estreitas do que as demais células do teto do conceptaculo
tetrasporangial, sendo a basal mais alongada (Fig. 8E); presenca de tampdes apicais. Tetrasporo
zonado presente na cdmara dos conceptaculos, com 54 um de comprimento e 25 um de diametro.
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Figura 8. A. Morfologia de Mesophyllum sp.1 mostrando o talo incrustante. Escala: 1 cm. Corte longitudinal
de Mesophyllum sp.1 mostrando: B. Organizacdo celular monémera coaxial. Escala: 50 um; C. As células
epiteliais achatadas (seta preta) e as células subepiteliais arredondadas (seta branca). Escala: 5 um. D.
Conceptaculo tetrasporangial multiporado afundado. Escala: 20 um. E. Detalhe do canal do poro com células
mais estreitas ao redor do poros (setas pretas), sendo a basal mais alongada (seta branca). Escala: 5 um.
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Tabela 7. Resumo comparativo das espécies de Mesophyllum que possuem células diferenciadas ao redor do poro e ocorrem no Brasil e em outras
partes do mundo.

o M. incisum . . . . M. erubescens
Caracteristicas Mesophyllum sp.1 M. prlntzlla}nulm (Australia e Africa M. I|chen0|d4es M. sphaerlc%m M. maceqonls s (SC,BA RJ-
(Presente estudo) (Australia) 23 (Espanha) (Espanha) (Mediterraneo) . 1789
do Sul) Brasil)
Forma de monte ou ~. Forma de monte ou
Forma gxterna do achatado; sem borda Forma de vulcéo achatado; sem borda Formade monte Formade montee  Forma plana
conceptaculo iféri | e placa central com iferi | - e placa central sem placa central sem e placa central
esporangial periierica € placa borda perrierica %E,’ aca borda borda sem borda
central central®
. 2 Fruticoso,
Forma de Incrustante Incrustante_z, Folioso a verrugoso Lamelado densamente Folioso Verrgcoso a
crescimento verrucoso fruticoso Incrustante e fruticoso
ramificado
Organizagdo Mondmero l\ggg)c:irglego (I:/(I)(;?(?arlr;%rg Mondmero Mondmero Mondmero Mondmero
celulardo talo coaxial nio coaxial nio coaxial? coaxial coaxial ndo coaxial- coaxial
Altura do 130-2652 84-153
conceptéculo 105-117 175-190 115-190° 300-380 143-300 110-125 (150)’
esporangial (num) (124-150)°
Diametro do 340-6552 254-551
conceptaculo 187-190 185-420 9954007 520-800 225-540 320-500 (195-310)’
esporangial (um) (175-260)°
N° de células no
teto do 4-7° 57
. 3-5 3-6 3 6-7 5-6 4-5 (4-5)
conceptéaculo 3-8 8
X (5-6)
esporangial
Fggrgsl idniist;?rl]u;as Mais estreitas e Mais estreitas e Mais estreitas e Curtas e Mais estreitas e Mais estreitas e Basal alonaada
q basal alongada basal alongada basal alongada®® quadradas basal alongada basal alongada g

canal do poro

N° de células de

delimitam o 3-5 - - 7-10 - - -
canal do poro

"Woelkerling & Harvey (1993); “Woelkerling & Harvey (1992); °Keats & Maneveldt (1997); *Athanasiadis & Neto (2010); >Pefia et al (2011); ®Athanasiadis
(1999); "Horta et al. (2011); ®Nunes et al. (2008), Khader (2012).




Mesophyllum sp. 2 - LMC 11

Figura9 A-G
Tabela 8

MATERIAL EXAMINADO: llha Feia, Armacédo dos Buzios, Brasil (22°43°19.2”’S / 41°55°06.4”0 — RB609180 -
9m).

ASPECTO GERAL DO TALO
Talo nédo geniculado, em forma de rodolito com coloragéo vermelha que possui forma de

crescimento incrustante (Fig. 9A).

ASPECTOS VEGETATIVOS

Talo pseudoparenquimatoso com organizacdo celular monémera coaxial (Fig. 9C). Regido
do hipotalo (medula) com células medindo 6,1-12,9 um de comprimento e 5,3-7,9 um de didmetro.
Regido do peritalo (cortex) com células medindo 6-11,1 um de comprimento ¢ 5,3-7,5 um de
didmetro na regido do cortex. Células epiteliais achatadas com 2,1-3,5 pum de comprimento ¢ de 5,9-
7,4 um de didmetro e células subepiteliais maiores ou do mesmo tamanho que as células
subjacentes medindo 5,9 - 8,6 um de comprimento ¢ de 4,3 - 6,1 um de didmetro (Fig. 9D). Células

adjacentes ligadas por fusdes celulares (Fig. 9E). Nao foram observados tricocistos.

ASPECTOS REPRODUTIVOS

Conceptaculo tetrasporangial multiporado levemente elevado com 3-6 células acima da
camara do conceptaculo. Camara do conceptaculo medindo de 74-116 pm altura e 140-278 pm de
didmetro, ndo apresentando columela (Fig. 9B, 9F). Tetrasporo zonado presente na camara dos
conceptaculos, com 47-86 um de comprimento e 28-43,5 um de didmetro (Fig. 9F). Poros
delimitados por células semelhantes em tamanho e forma as demais células do teto do conceptaculo

e presenca de tampdes apicais (Fig. 9G).
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Figura 9. A. Morfologia de Mesophyllum sp. 2 mostrando o talo incrustante. Escala: 1 cm. B. Vista
superficial dos conceptaculos multiporados. Escala: 1000 um. Corte longitudinal de Mesophyllum sp. 2
mostrando: C. A organizacdo celular mondmera coaxial. Escala: 100 um; D. Células epiteliais achatadas
(seta preta) e subepiteliais arredondadas (seta branca). Escala: 5 um; E. Fus6es celulares (seta). Escala: 10
um; F. Conceptéculo tetrasporangial multiporado com tetrasporo zonado (seta). Escala: 20 um; G. Poros
delimitados por células iguais as demais células do teto com tamp&o no canal do poro (setas pretas). Escala:
5 pm.
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Tabela 8. Resumo comparativo de espécies de Mesophyllum que possuem células ndo diferenciadas ao redor do poro e ocorrem no Brasil e outras

partes do mundo.

M. crassiusculum

Mesophyllum sp.2 M. funafutiense M. engelhartii M. engelhartii

Caracteristicas 5 oconte estudo) (Amg‘:'tg";‘ldo (Africa do Sul)* (Africado Sul)®  (Brasil)*
Form_a de Incrustante Incrustante Incrustante - Incrustante
crescimento
Organizagdo Mondmero Mondmero Mondmero ) Mondmero
celulardo talo coaxial coaxial coaxial coaxial
Aparénciado teto  Elevado ou Elevado ou Elevado ou Elevado ou Elevado ou
do conceptéculo achatado achatado achatado achatado achatado
Diametro do
conceptaculo 140-278 250-410 500-575 182-238 186-407
esporangial (um)

Altura do

concpeptaculo 74-116 130-190 186-225 104-208 122-271
esporangial (um)

N° de células no

tetodo 3-6 6-10 7-10 4-6 5-7
conceptéaculo

esporangial

Células dos Similar em Similar em Similar em Similar em Similar em

filamentos que tamanho e forma tamanho e forma tamanho e forma tamanho e forma tamanho e forma
delimitam o canal as demais células as demais células as demais células as demais células as demais células
do poro do teto do teto do teto do teto do teto

!Athanasiadis et al. (2004); “Keats & Chamberlain (1994); *Chamberlain e Keats (1995); “Farias 2009.
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Lithothamnion Heydrich, 1897: 412
Lithothamnion sp. - LMC 5
Figura 10 A-F

MATERIAL EXAMINADO: llha Feia, Armacédo dos Buzios, Brasil (22°43°19.2”S / 41°55°06.4”0 — RB609182 -
9m).

ASPECTO GERAL DO TALO
Talo ndo geniculado, em forma de rodolito com coloracdo vermelha que possui forma de

crescimento protuberante (Fig. 10A).

ASPECTOS VEGETATIVOS

Talo pseudoparenquimatoso com organizacdao celular mondémera (Fig. 10B). Regido do
hipotalo (medula) com células medindo 9,5-19,9 um de comprimento ¢ 8,9-23,6 um de diametro.
Regido do peritalo (cortex) com células medindo 10,9-18,1 um de comprimento e 7,6-12,1 um de
didmetro na regido do cortex, terminando em uma unica camada de células epiteliais achatadas com
3,5-4,1 um de comprimento e de 8,1-11 um de diametro (Fig. 10C). Células adjacentes ligadas por

fus@es celulares (Fig. 10D). Nao foram observados tricocistos.

ASPECTOS REPRODUTIVOS

Né&o foi encontrada nenhuma estrutura reprodutiva.
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Figura 10. A. Morfologia de Lithothamnion sp. mostrando o talo protuberante. Escala: 1 c¢cm. Corte
longitudinal de Lithothamnion sp. mostrando: B. A organizagédo celular mondmera coaxial. Escala: 100 pm;
C. Células epiteliais em forma de taca (seta preta) e subepiteliais arredondadas (seta branca). Escala: 10 pm;
D. Fus6es celulares (setas). Escala: 10 pm.
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Melobesioideae indeterminada - LMC 1 e LMC 16

Figura 11 A-F
Tabela 9

MATERIAL EXAMINADO: llha Feia, Armacédo dos Buzios, Brasil (22°43°19.2”’S / 41°55°06.4”0 — RB609181 -
9m).
ASPECTO GERAL DO TALO

Talo ndo geniculado, em forma de rodolito que possui forma de crescimento fruticoso com

coloracdo vermelha (Fig. 11A).

ASPECTOS VEGETATIVOS

Talo pseudoparenquimatoso com organizacdo celular monémera (Fig. 11C). Regido do
hipotalo (medula) com células cilindricas medindo 12-20 uym de comprimento e 7,5-13 pum de
didmetro. Regido do peritalo (cortex) com células arredondadas a cilindricas medindo 8,0-14 um de
comprimento e 5,5-9,5 um de didmetro. Células epiteliais em forma de taga com 2,5-4,4 um de
comprimento e de 5,5-9,5 um de didmetro e células subepiteliais do mesmo tamanho ou maiores
que as células subjacentes, medindo 6,5-12,5 um de comprimento e 6,5-10,5 um de didmetro. (Fig.
11B). Células de filamentos adjacentes conectadas apenas por fusdes celulares (Fig. 11E). Néo

foram observadas conexdes celulares secundarias e tricocistos.

ASPECTOS REPRODUTIVOS — CONCEPTACULO ESPORANGIAL

Conceptaculo tetrasporangial multiporado elevado em relacdo a superficie do talo. Teto da
camara do conceptaculo tetrasporangial formado por 3-4 células. Camara do conceptaculo
tetrasporangial medindo 73,5-96 um de comprimento e 274-437 pm de diametro (Fig. 11D). Poros
do conceptéculo tetrasporangial em depressao (Fig. 11D - seta preta). Tetrasporangios contendo
quatro tetradsporos zonadamente divididos. Cada tetrasporangio mede 74-96 um de comprimento €
17-30,5 pm de diametro (Fig. 11D - seta branca).

ASPECTOS REPRODUTIVOS — CONCEPTACULO CARPOSPORANGIAL

Conceptéaculo carposporangial uniporado elevado em relagdo a superficie do talo. Camara
medindo 238-257,5 um de comprimento e 480-501 um de didmetro (Fig. 11F). Poro do
conceptaculo carposporangial formado por 9-10 células. Carposporangio medindo 131,5-137 um de
comprimento e 66,5-85,5 um de didametro, presente tanto no assoalho como nas paredes do

conceptaculo carposporangial.
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Figura 11. A. Morfologia de Melobesioideae indeterminada mostrando o talo fruticoso. Escala: 1 cm. Corte
longitudinal de Melobesioideae indeterminada mostrando: B. As células epiteliais em forma achatada (seta
preta) e subepiteliais arredondadas (seta branca). Escala: 10 um; C. A organizacdo celular monémera.
Escala: 100 um; D. Conceptaculo tetrasporangial multiporado com detalhe do esporo (seta preta) e tetrasporo
(seta branca). Escala: 50 um; E. Fusdes celulares (seta). Escala: 10 um; F. Conceptaculo carposporangial
com carsporangios (setas). Escala: 50 pm.
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Tabela 9. Resumo comparativo da Melobesioideae indeterminada com as espécies proximas de Lithothamnion para o Brasil.

Melobesioideae

L. superpositum

Caracteristicas indeterminada L. steneckii L. brasiliense (RN. BA, SC - L. glaciale L. muelleri L. superpositum L. crispatum

(Presente (BA, Brasil)* (BA, Brasil)? E’:rasiyl)e' (ES, Brasil)* (ES, Brasil)* (ES, Brasil)° (RJ, Brasil)°
estudo)

Form_a de Fruticoso Incrus_,tante a Incrustante a Fruticoso Fruticoso Protuberante Verrucoso Verrucoso

crescimento fruticoso protuberante

Organizagao Monbmero Monbmero Monbmero Mondmero Mondmero Monbmero Monbémera Monbmera

celular do talo

Formas das

células epiteliais Taca Taca Taca Taca Taca Taca Taca Taca

Altura do

conceptaculo 73,5-90 90-200 100-180 150-230 160-280 130-220 210-340 170-260

esporangial

(pm)

Diametro do

conceptaculo 274-437 195-330 300-500 250-525 300-430 400-520 530-600 387-610

esporangial

(um)

Ne de células no

teto do 3-4 46 46 45 2-3 6-7 5.7 3.5

conceptéculo
esporangial
Tipo de
conexdo celular

Fusao celular

Fusao celular

Fusao celular

Fusao celular

Fusao celular

Fusao celular

Fusao celular

Fusao celular

Poros dos Presente Presente
conceptaculos Presente 2 células ao Presente Presente Presente Acima do teto Presente Presente
ptacu Em depressdo Em depressdo Nivelado ) Em depressédo Em depressdo
esporangiais redor conceptaculo
Células
diferenciadas
- Presente - Presente Presente Ausente Ausente -
ao redor do
poro

"Mariath et al. (2012); *Bahia et al. (2010); °Farias et al. (2010); *Henriques et al. (2011); *Henriques (2010); °Khader (2012).
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IV.2- ANALISE MOLECULAR
No presente estudo foram geradas 16 sequéncias, sendo 10 sequéncias para o marcador cox1

e 6 sequéncias para o marcador psbA.

IV.2.1- Analise do cox1

Para as analises geradas a partir do marcador cox1 foi montada uma matriz de distancia
genética com 615 posicOes e 43 sequéncias incluindo sequéncias retiradas do GenBank (Anexeo 1).
Foi feito uma matriz de distancia genética e a variacao entre as sequéncias obtidas até 0 momento
foi de 0-27,1% (Anexo 3). A partir desta matriz, foi possivel identificar quais amostras sdo mais
proximas entre si. A figura 12 apresenta o filograma referente as andlises de Maxima
Verossimilhanga (ML) e os valores obtidos referentes as outras analises estdo plotados nos ramos.

O grupo Lithophyllum possui apenas uma Unica sequéncia do presente estudo: Lithophyllum
sp. (LMC 12). A divergéncia genética entre as espécies deste grupo foi de 0,2-16,3%. Lithophyllum
sp. (LMC12) se agrupou com Lithophyllum kotschyanum Unger 1858 (HQ423072) com baixo
suporte de bootstrap para NJ e ML (53%), porém apresentou 0,98 de probabilidade a posteriori
para andlise bayesiana. A divergéncia genética entre estes dois taxa foi de 11,3%, sendo
considerado um valor alto para se considerar a mesma espécie. Apesar de ter apenas uma sequéncia
disponivel no GenBank para o género Titanoderma Néageli 1858, até 0 momento, esta se mostrou
como um grupo irmdo do clado Lithophyllum. Titanoderma sp. (KJ418416) tem uma divergéncia de
14,4% com Lithophyllum sp. (LMC 12).

O clado monofilético formado pela espécie Mesophyllum engelhartii, proveniente apenas da
Ilha Feia, possui valor maximo em todas as analises. O marcador coxl evidenciou uma maior
identidade entre as sequéncias de M. engelhartii LMC 6 e LMC 9, com 0% de divergéncia genética.
E também evidenciou a maior identidade de M. engelhartii LMC 8 e LMC 21 com divergéncia
genética de 0,2%. A divergéncia final entre os quatro taxa variou de 0-1,6%. Como o coxl é um
marcador variavel, este valor ainda é considerado a mesma espécie. O taxon Mesophyllum sp.1
(LMC 10) é um grupo proximo ao M. engelhartii do presente estudo, entretando a divergéncia
variou de 10,8-11,2%. Além disso, as morfologias internas sdo completamente diferentes.

Mesophyllum sp.2 (LMC 11) se posicionou em um ramo isolado nas analises de ML, NJ e
Bayesiana. Este taxon apresentou uma alta divergéncia interespecifica em relacdo as demais
espécies do género Mesophyllum (14,7-17,8%). Se considerarmos 0s taxa Melobesioideae
indeterminada (LMC1 e LMC16) sendo uma espécie de Mesophyllum, esta divergéncia aumenta
para 20,1%, podendo ser considerado um possivel género novo.
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A espécie tipo Mesophyllum lichenoides (J.Ellis) Me.Lemoine 1928 da Franca (ndo € da
localidade tipo) aparece como um grupo irmdo dos taxa Melobesioideae indeterminada (LMC 1 e
LMC 16) e de um agrupamento com dois clados, um contendo Mesophyllum sp. (Espanha) e outro
com dois taxa de Mesophyllum sp. (Portugal). A divergéncia da espécie tipo com as do presente
estudo variou de 18,3-18,8%. E entre os taxa de Mesophyllum sp. variou de 10,6-12,1%. A variacao
entre os taxa LMC1 e LMC 16 foi 0,3%.

O taxon Lithothamnion sp. (LMC 5) se posicionou como um grupo irmdo dos clados de
Lithothamnion e Phymatolithon Foslie 1898 com baixo valor em todas as analises, possuindo uma
divergéncia interespecifica com o clado de Lithothamnion de 15,7-18,2% e com o clado de
Phymatolithon de 15-17,4%.
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Figura 12. Filograma de Maxima Verossimilhanca (ML) para as sequéncias do marcador coxl. Os valores
de bootstrap (2000 réplicas) estdo indicados nos ramos e foram plotados apenas os valores acima de 70 ou
quando uma das andlises obteve alto suporte. Os valores plotados nos ramos estdo na seguinte ordem:
Neighbor-Joining (NJ), ML e a probabilidade a posteriori da Anélise Bayesiana. Os ramos com (*) possuem
100% de NJ e ML e 1,0 para probabilidade a posteriori. Os nomes circulados em vermelho s&o os taxa do
presente estudo seguidas das suas respectivas siglas. As sequéncias disponiveis no GenBank estdo seguidas
do nimero de acesso e do pais de coleta. Escala: substitui¢do por sitio.
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IV.2.2- Analise do psbA

Para a analise utilizando o marcador psbA foi gerado um alinhamento de 762 posi¢des com
84 sequéncias incluindo as do GenBank (Anexo 2). Foi gerada uma matriz de distancia genética que
variou de 0-18,1%. (Anexo 4). A figura 12 apresenta o filograma referente as analises de Maxima
Verossimilhanca (ML) e os valores obtidos referentes as outras analises estdo plotados nos ramos.
Este filograma apresentou a topologia semelhante a arvore gerada para o alinhamento do cox1.

O filograma mostra que o agrupamento Lithophylloideae & monofilético. No primeiro clado
o taxon Lihophyllum sp. (LMC 12) se agrupou com alto suporte em todas as anlises com
Lithophyllum margaritae (Hariot) Heydrich 1901 (JQ896253) proveniente da localidade tipo da
espécie (México), entretanto a divergéncia foi de 3,7%, sendo considerada alta para afirmar ser a
mesma espécie. L. kotschyanum (Japdo) é um grupo irmdo deste clado com 8,3% de divergéncia
com LMC12. Outro taxon de L. margaritae (JQ896235), ndo é da localidade tipo, porém apareceu
como um grupo irmdo do agrupapamento Lithophylloideae. Os dois taxa de Titanoderma sp.,
provenientes dos EUA, apareceram como grupo irmdo do clado com os taxa de L. kotschyanum
(Japdo), L. impressum e L. riosmenae (N. Zelandia). As espécies tipo L. incrustans, provenientes da
Espanha e Franca (ndo sdo da localidade tipo), formaram dois clados com os taxa L. dentatum
(Irlanda e Espanha, respectivamente) ambos com alto suporte. Os taxa L. byssoides, provenientes da
Espanha, apareceram como grupo irméo deste clado com baixo suporte.

No grupo da Melobesioideae, o taxon M. engelhartii (LMC 9) formou um clado com 100%
de bootstrap para NJ e ML e 1,0 de probabilidade a posteriori, com M. engelhartii (JQ896243)
proveniente do México (divergéncia genética de 1,8%). Mesophyllum sp.1 (LMC 10) aparece como
grupo irmdo do clado de M. engelhartii com baixo suporte para NJ e ML (49%), porém 1,0 de de
probabilidade a posteriori. O posicionamento de Melobesioideae indeterminada (LMC 1) foi
semelhante ao encontrado para o coxl. O taxon se agrupou com Mesophyllum sp., proveniente da
Espanha e Portugal, em um clado com alto valor de suporte de bootstrap (100% para NJ e ML) e
1,0 de probabilidade a posteriori. A divergéncia genética entre os taxa variou de 4,0-4,3%.

Mesophyllum sp.2 (LMC 11) estda em um clado com valor de bootstrap baixo (valores
abaixo de 70% ndo foram plotados). Este taxon aparece como grupo irmdo do clado de
Phymatolithon repandum (Foslie) Wilks & Woelkerling 1994 (N. Zelandia), cuja distancia genética
entre eles sdo 7,3-8,0%. O taxon Lithothamnion sp. (LMC 5) aparece como um grupo irmdo dos
clados de L. coralloides, L. crispatum, L. glaciale, e L. muelleri. A divergéncia interspecifica variou
de 5,8-8,0%. A menor divergéncia (5,8%) foram com as espécies L. coralloides, provenientes da
Franca e Espanha. E a maior foi com L. muelleri (8%), proveniente do México.
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Figura 13. Filograma de Méxima Verossimilhanca (ML) para as sequéncias do marcador psbA. Os valores
de bootstrap (2000 réplicas) estdo indicados nos ramos e foram plotados apenas os valores acima de 70 ou
quando uma das andlises obteve alto suporte. Os valores plotados nos ramos estdo na seguinte ordem:
Neighbor-Joining (NJ), ML e a probabilidade a posteriori da Analise Bayesiana. Os ramos com (*) possuem
100% de NJ e ML e 1,0 para probabilidade a posteriori. Os nomes circulados em vermelho sé&o os taxa do
presente estudo seguidas das suas respectivas siglas. As sequéncias disponiveis no GenBank estdo sequidas
do nimero de acesso e do pais de coleta. Escala: substituicdo por sitio.
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V- CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DOS RODOLITOS NO AMBIENTE

V.1- DENSIDADE DE RODOLITOS

A distribuicdo dos rodolitos pode ser esparsa ou agregada, consequentemente, a densidade
de rodolitos influencia as formas e os tamanhos dado o quanto rolam no fundo. A densidade de
rodolitos foi quantificada para cada ponto de coleta. No lado protegido, a densidade média foi de 37
rodolitos/m? e no lado exposto teve uma densidade média significativamente menor de 18
rodolitos/m? (Fig. 14; Tab. 10).
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Figura 14. Densidade média de rodolitos para o lado protegido e exposto da llha Feia. As barras acima das
colunas representam o erro padrdo.

Anélise de variancia unifatorial mostrou significancia na diferenca em densidades de

rodolitos entre os lados protegido e exposto (Tab. 10).

Tabela 10. Analise de variancia da densidade de rodolitos nos pontos de estudo.

Fonte da variacao gl MQ F valor-P
Pontos de Estudo 1 36,50667 7,455412 0,052418
Erro 4 4,896667

45



V.2 — FORMA DE CRESCIMENTO DE ALGAS CALCARIAS

As formas de crescimento das algas calcarias ndo geniculadas encontradas na camada viva
dos rodolitos variaram de incrustante a fruticosa (sensu Woelkerling et al., 1993) (Tab. 11). Do lado
voltado para o continente, foi observada a predominancia da forma de crescimento fruticoso (58%),
seguido da incrustante (20%), protuberante (17%) e verrucoso (5%). De outro modo, no lado
voltado para o oceano predominou a forma incrustante (55%), seguida do verrucoso (26%),
protuberante (19%), ndo sendo encontrada nenhuma forma de crescimento fruticoso. A forma
laminar n&o foi encontrada em nenhum lado da ilha, por isso ndo foi considerada no presente

estudo.

Tabela 11. Formas de crescimento segundo Woelkerling et al. (1993), encontradas nos dois pontos de estudo
na llha Feia.

Forma de Crescimento Descricéo Imagem

Plantas crostosas com superficie

Incrustante A
sem protuberancias e ramos.

Plantas com protuberancias
Verrucoso verrucosas menores do que 3 mm de
comprimento ndo ramificados.

Plantas com protuberancias irregulares,
Protuberante geralmente nodulares e contiguas, raramente
ramificadas.

Plantas com protuberancias cilindricas maiores

Fruticoso - o
que 3 mm de comprimento e ramificadas
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V.3- TAMANHO MEDIO DOS RODOLITOS

Foi quantificado um total de 127 rodolitos nos dois pontos de coleta. Os rodolitos foram
agrupados em cinco classes de tamanho conforme o didmetro médio. A maior frequéncia do
tamanho médio dos rodolitos ficou na classe de 16-30 mm seguida da classe de 31-45 mm,
relativamente frequente em ambos os pontos de coleta (Fig. 15A-B). As classes de tamanho de 0-15
mm, 46-60 mm e >60 mm tiveram uma frequéncia inferior a 10%. Para a classe de tamanho >60
mm praticamente ndo foram observados rodolitos do lado voltado para o continente (Fig. 15A) e no
lado voltado para o0 oceano teve uma menor frequénia que as demais classes de tamanho (Fig. 15B).
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Figura 15. Frequéncia do diametro médio dos rodolitos por classes de tamanho nos pontos de estudo. (A)
lado voltado para o continente e (B) lado voltado para o oceano. As barras acima das colunas representam o

erro padréo.
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V.4- ANALISE DO GRAU DE ESFERICIDADE

Nos trés transectos realizados nos locais voltados para o oceano e para o continente, as formas

esférica e sub-esférica foram as predominantemente encontradas, conforme a representacdo gréfica

realizada através do programa TRI-PLOT (Graham & Midglay, 2000) (Fig. 16).

A Esférico

by [ T I i I
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Figura 16. Diagrama de esfericidade dos rodolitos nos pontos de estudo: lado voltado para o continente (A)
e lado voltado para o oceano (B). Diametros médios representados por: a= comprimento, b= largura, c=

altura.
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VI- DISCUSssAO

V1.1- CONSIDERAGCOES TAXONOMICAS

Na familia Corallinaceae, foi identificada a espécie Lithophyllum sp. (LMC 12. por
apresentar as caracteristicas diagnosticas do género. Lithophyllum é morfologicamente semelhante a
Titanoderma Négeli, da mesma subfamilia Lithophylloideae. Porém, pode ser distinguido pela
proporcdo de células basais em forma de palicadas e ndo palicadas. Lithophyllum é reconhecido por
apresentar a maioria ou todas as células basais ndo palicadas e Titanoderma por apresentar
exclusivamente células basais em palicadas (Campbell & Woelkerling, 1990). Contudo,
Woelkerling & Campbell (1992) consideraram Titanoderma como sinonimia de Lithophyllum
baseado no fato de que células basais em forma de palicada também sdo encontradas em algumas
espécies do género Lithophyllum. Recentemente, estes géneros foram diferenciados pelo
crescimento das margens de seus talos (Chamberlain, 1996). Lithophyllum possui uma margem
polistromatica, caracterizada por sucessivas divisdes celulares (Woelkerling, 1996a), enquanto que
Titanoderma tem a margem do talo distromética (Chamberlain 1996).

Para as algas calcarias ndo geniculadas apenas as caracteristicas vegetativas e gametofiticas
sdo insuficientes para a identificacdo final da espécie devido a semelhanca das estruturas e a
sobreposicdo das medidas. Por exemplo, a forma do teto dos conceptaculos espermatangiais, 0s
espermatangios e as medidas das células epiteliais e do cortex de Lithophyllum sp. (LMC 12) sdo
semelhantes aos encontrados nas espécies L. coralline (P.Crouan & H.Crouan) Heydrich, L.
johansenii Woelkerling & Campbell, L. margaritae (Hariot) Heydrich e L. stictaeforme
(Areschoug) Hauck (Tab. 5), ndo sendo possivel identificar a nivel especifico o taxon Lithophyllum
sp., devido a auséncia de estruturas esporangiais. Entretanto, com o auxilio das analises moleculares
juntamente com o0 conjunto de caracteristicas vegetativas como células adjacentes unidas
exclusivamente por conexdes celulares secundarias, presenca de células epiteliais achatadas (nunca
em forma de taca) e crescimento dimero com células basais ndo palicadas asseguraram que se trata
de uma espécie do género Lithophyllum.

Dentro da familia Hapalidiaceae foram encontrados dois géneros da subfamilia
Melobesioideae: Mesophyllum Me. Lemoine e Lithothamnion Heydrich. Trés taxa foram
identificados para o género Mesophyllum: M. engelhartii (LMC 6, LMC 8, LMC 9 e LMC 21),
Mesophyllum sp.1 (LMC 10) e Mesophyllum sp.2 (LMC 11), concordando com as caracteristicas
disgnosticas do género, segundo Woelkerling & Harvey (1993). M. engelhartii tem como
caracteristicas diagndsticas a presenga de conceptaculos multiporados esporangiais de forma
elevada em relacdo a superficie do talo, com assoalho da cAmara plano e células que delimitam o

canal do poro iguais em forma e dimens&o as demais celulas do teto (Woelkerling & Harvey, 1993).
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Estas caracteristicas foram descritas no material examinado no presente trabalho. Esta espécie foi
encontrada formando rodolitos nas profundidades de 1 a 100 m e com uma ampla distribuicdo no
Brasil, semdo descrita para o Arquipélago Fernando de Noronha (Amado-Filho et al, 2012a,b) e
paea os Estados de Espirito Santo (Farias, 2009; Amado-Filho et al., 2010; Henriques, 2010 e
Bahia, 2014), Rio de Janeiro (Figueiredo et al, 2012) e Santa Catarina (Farias, 2009). No mundo, a
espécie foi descrita para a Africa do Sul no Oceano Atlantico (Chamberlain & Keats, 1995) e para o
Golfo da California, Australia e Nova Zelandia no Indo-Pacifico (Woelkerling & Harvey, 1993;
Harvey & Bird, 2008; Riosmena-Rodriguez & Vasques-Elizondo, 2012 ).

Os espécimes de M. engelhartii no presente estudo estdo de acordo com os encontrados na
literatura, principalmente com os limites propostos para os espécimes do Pacifico. Neste estudo, o
didmetro (213-323 um) e altura (80,5-133 um) do conceptaculo esporangial se assemelha ao
encontrado para o Golfo da California (142-319 um de diametro e 74-159 um de altura) e também
para a Australia (160-500 um de didmetro ¢ 65-260 um de altura). Para a mesma regido do presente
estudo, Khader (2012) e Figueiredo et al. (2012) encontraram as medidas maiores (222- 421 pum de
didmentro e 148-246 pm de altura; 345-491 um de didmetro e 217-241 pum de altura,
respectivamente).

As caracteristicas do canal do poro e do teto da camara dos conceptaculos esporangiais
foram consideradas estaveis por Woelkerling e Harvey (1993) e Keats e Chamberlain (1994). O
numero de células no teto do conceptéaculo esporangial foi idéntico ao da Africa do Sul (4-6), e se
sobrepbs com as outras espécies descritas na Tabela 6.

M. engelhartii se diferencia de Mesophyllum erubescens (Foslie) Me. Lemoine por este
apresentar o canal do poro do conceptaculo esporangial delimitado por célula basal mais alongada
que as demais células do teto do conceptéaculo. Até o momento, M. engelhartii e M. erubescens sao
as Unicas espécies do género publicadas para o Brasil. Deve-se ressaltar que Sissini (2013)
identificou uma nova espécie para o género e, além disso, descreveu pela primeira vez para o Brasil
Mesophyllum cf. incisum, com dados moleculares. Esta ultima espécie ficou como conferatum
devido as divergéncias encontradas quando comparadas com sequéncias disponiveis no GenBank,
sugerindo a existéncia de espécies distintas sob 0 mesmo epiteto.

Mesophyllum sp.1 (LMC 10) se diferencia de M. engelhartii e Mesophyllum sp.2 por
apresentar células que delimitam o canal do poro mais estreitas que as demais células do teto do
conceptaculo tetrasporangial, sendo a basal mais alongada (Woelkerling & Harvey, 1993). Na
literatura, Mesophyllum printzianum Woelkerling & A.S.Harvey também apresenta células mais
estreitas com a basal alongada, porém se distingue de Mesophyllum sp.1 por possuir o teto do

conceptaculo esporangial em forma de vulcdo (volcano-like) composto por borda periférica e
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porcdo central afundada contendo os canais dos poros (Woelkerling & Harvey, 1993). Ja
Mesophyllum incisum (Foslie) W.H.Adey, que também possui células diferenciadas no canal do
poro, tem a forma externa do teto do conceptaculo elevado e arredondado ou achatado sem se
diferenciar em borda periférica e por¢do central (Woelkerling & Harvey, 1992), semelhante ao
Mesophyllum sp.1. Porém, as medidas dos conceptaculos tetrasporangiais sdo inferiores. No
presente estudo as medidas variam de 187-190 um de didmetro e 105-117 um de altura e para M.
incisum os valores séo de 340-655 um de diametro e 130-265 pum de altura. M. lichenoides (J.Ellis)
Me. Lemoine se diferencia de Mesophyllum sp.1 por apresentar células curtas e quadradas sem
célula basal alongada delimitando o canal do poro. E M. erubescens se diferencia por apresentar
apenas células basais alongadas no canal do poro.

Mesophyllum sp.2 (LMC 11) possui caracteristicas muito semelhantes ao M. engelhartii. As
medidas dos conceptaculos esporangiais (74-116 um de altura e 140-278 um de didmetro) e o
numero de células no teto do conceptaculo (3-6) se sobrepfem com as espécies descritas para 0
mundo, principalmente para a Africa (Chamberlain & Keats 1995) e Brasil (Farias, 2009). Porém,
se diferencia de M. crassiusculum e M. funafutiense principalmente pelo nimero de células no teto
do conceptaculo esporangial (6-10 e 7-10, respectivamente) e o didametro do conceptaculo
esporangial (250-410 um e 500-575 pm, respectivamente).

Para o género Lithothamnion foi identificado Lithothamnion sp. (LMC 5), concordando com
as caracteristicas descritas para o género, segundo Woelkerling (1988). Devido a auséncia de
estruturas reprodutivas de Lithothamnion sp. ndo foi possivel definir a espécie, contudo, as analises
moleculares corroboraram para a defini¢éo do taxon.

O taxon Melobesioideae indeterminada (LMC 1 e LMC 16) recebeu este nome devido a
diferenca encontrada entre a morfologia e as analises moleculares. Esta questdo sera discutida mais
adiante. Morfologicamente, este taxon possui caracteristicas de Lithothamnion crispatum Hauck,
principalmente pela presenga do poro em depressdo. O didmetro interno dos conceptaculos
esporangiais (274-437 um) e o ntimero de células no teto do conceptaculo (3-4) se sobrepdem com
as espécies descritas por Khader (2012) para o Estado do Rio de Janeiro (387-610 pm; 3-5).
Lithothamnion superpositum Foslie descrito por Farias (2009) também possuem células em
depressdo e o diametro interno (250-525 um) semelhante ao do presente estudo. L. superpositum se
tornou um sindnimo de L. crispatum quando Basso et al. (2011) fizeram uma reavaliagdo de L.
crispatum da colegdo original de Hauck comparando com espécies de Lithothamnion indicum
Foslie, lectotipo descrito no sul da Australia por Wilks & Woelkerling (1995), o holétipo de
Lithothamnion heteromorphum (Foslie) Foslie, e L. superpositum ocorrentes no Brasil (Farias, et
al., 2010), espécies descritas para a Africa do Sul (Keats et al., 2000) e Sudeste da Australia
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(Harvey et al., 2003b), sugerindo ser a espécie do Mediterraneo como sinénimo das outras descritas

para outras regides do mundo.

V1.2- CONSIDERACOES MOLECULARES

As analises moleculares foram feitas através de dois marcadores. O primeiro é 0 gene
mitocondrial cox1 que codifica a subunidade I da enzima citocromo ¢ oxidase. Este marcador é um
segmento de DNA relativamente curto, de aproximadamente 710 pb, tem sido escolhido como o
principal marcador para o0 DNA barcoding (Hajibabaei et al. 2007). Em 2005, Saunders utilizou a
regido 5’ do coxl em Rhodophyta, analisando 15 familias em 6 ordens para tentar resolver
problemas como plasticidade fenotipica, espécies cripticas e diferencas morfologicas observados
neste filo, baseando-se no fato de que este marcador foi indicado para resolver os mesmos
problemas em animais. Sendo assim, verificou que coxl se mostrou adequado para a distingdo de
espécies nos grupos de algas vermelhas estudados.

O segundo marcador utilizado no presente estudo é o gene plastidial psbA que codifica o
polipeptideo D1 do fotossistema 1. O psbA é um segmento de DNA de aproximadamente 950 pb e
vem sedo utilizado em algas vermelhas para diferentes niveis taxonémicos por ser de féacil
amplificacdo (Bahia et al., 2013; Saunders & Moore 2013). Broom et al. (2008) afirmaram que este
marcador é mais variavel do que nSSU, mostrando uma variacao significativa entre géneros e entre
os taxa. No entanto, a variacdo pode ser pequena dentro de um mesmo taxon. O uso de Vvarios
marcadores moleculares esta se tornando comum em muitos trabalhos de reconstrucao filogenética
(De Clerck et al., 2006; Lane et al., 2006; Yoon et al., 2006; Broom et al., 2008). Esta combinacéo
de marcadores moleculares mais e menos variados permite resolver problemas infragenéricos,
interespecifico e intraespecifico.

Para 0 marcador cox1, a divergéncia intragenérica de Lithophyllum variou de 0,2-16,3%. No
género Mesophyllum foi de 0-20,1% (considerando Melobesioideae indeterminada como uma
espécie de Mesophyllum). Lithothamnion apresentou a variacdo de 0,2-18,2% e Phymatolithon
variou de 0,2-14,9%. O limite maximo de variacdo intragenérica de Phymatolithon foi semelhante
ao encontrado por Milstein et al. (2012) para espécies do género Porphyra C.Agardh, cuja variagao
foi 9,1-14,9% e tambeém para as especies do género Mazzaella G.De Toni, coletadas no Canada,
cuja divergéncia foi de 5,3-13,7% (Saunders, 2005). Entre espécies de Gracilaria, Yang et al.
(2008) reportaram uma variagdo maior (3,2-16,1% - 41 a 201 pb) em um total de 1245 posic¢oes, se
assemelhando aos valores encontrados para 0s géneros Lithophyllum, Mesophyllum e
Lithothamnion. Por ser um gene mitocondrial, 0 marcador cox1 é extremamente variavel e o alto

valor de divergéncia genética é esperado.
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O valor da divergéncia intraespecifica, para o marcador coxl, encontrada entre os taxa
identificados como M. engelhartii (LMC 6, LMC 8, LMC 9 e LMC 21) do presente estudo variou
de 0-1,6% (1-13 pb). Este valor esta acima do esperado para outros géneros do filo Rhodophyta.
Yang et al. (2008) encontraram uma divergéncia de 0,9% (11 pb) para espécie Gracilaria
vermiculophylla da Coréia e Japdo. Medeiros (2013) encontrou também uma divergéncia
intraespecifica de 0-0,9% (0-6 pb) para diferentes espécies de Rhodophyta. Entre os taxa de
Melobesioideae indeterminada (LMC1 e LMC 16) a variacéo intraespecifica foi de 0,3%. Este valor
esta dentro do esperado para Saunders (2005) para Gigartinales e Rhodymeniales (0-03% - 0-2 pb).
Vieira-Pinto (2011) também encontrou valor semelhante para o género Lithophyllum para o sul do
Brasil (0,2-0,4%).

A menor divergéncia encontrada para Mesophyllum sp.1 (LMC 10 foi de 10,8% com a
espécie M. engelhartii (LMC8 e LMC21). Ja Mesophyllum sp.2 (LMC 11) possui a menor
divergéncia (14,6%) com Lithothamnion sp. proveniente da Irlanda do Norte. Lithophyllum sp.
(LMC 12) teve a sua menor divergéncia (12%) com a espécie L. kotschyanum (HQ423072)
proveniente do Hawai. Lithothamnion sp. (LMC 5) possui a menor divergéncia (15%) com
Phymatolithon calcareum (KC861547, KC861546; KC8611545) proveniente da Inglaterra, Espanha
e Franca, respectivamente. Esses valores, apesar de ser 0 menor para 0s taxa do presente estudo, sao
considerados alto para afirmar ser da mesma espécie ou até mesmo género. Devido as poucas
sequéncias de coxl para algas calcarias ndo geniculadas, o0 marcador ndo ajudou na defini¢do de
espécie, apenas para corroborar na definicéo final do género juntamente com a morfologia.

Para o marcador psbA a divergéncia intragenérica/interespecifica foi de 0,3-13,9% para
Lithophyllum, 0-12% para Mesophyllum, 0-8% para Lithothamnion. As variacBes obtidas para este
marcador estd um pouco acima do limite da faixa de amplitude de variacdo verificada por Bahia et
al. (2013) para o género Sporolithon (9,5-10,4%). Para Dictyota, Tronholm et al. (2010)
encontraram a variacdo de 2-8,1%. Seo et al. (2003) e Yang & Boo (2004) encontraram uma
divergéncia de 1,87-6,24% e 1-11,1%, respectivamente, para Ceramiaceae.

As variagOes intraespecificas para o psbA corroboraram com a identificacdo de M.
engelhartii. A divergéncia encontrada entre a espécie do presente estudo (LMC 9) e a do México
(JQ896243) foi de 1,8% (15 pb). Tronholm et al. (2010) encontraram uma divergéncia
intraespecifica para Dictyota implexa de 1,4% e para Dictyota spiralis de 1,7%. Entretanto a
maioria das divergéncias intraespecificas para o marcador psbA sdo inferiores a 1%.

Lithophyllum sp. (LMC 12) apesar de estar em um clado com alto suporte com L.
margaritae (JQ896253), a divergéncia entre eles foi de 3,7% (40 pb) sendo considerada uma

divergéncia interespecifica. Meier et al. (2008) afirmaram que devido ao uso de poucos espécimes
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por espécies (em alguns casos um unico espécime por espécie), ndo é possivel estabelecer um limite
confiavel entre os valores de divergéncias intraespecifica e interespecifica para os diferentes
géneros, sendo necessario para que as identificacbes das espécies sejam bem sucedidas.

Mesophyllum sp.2. (LMC 11) é morfologicamente semelhante ao M. engelhartii. Apesar da
semelhanca, a alta divergéncia genética encontrada para os marcadores analisados sugere a
existéncia de espécies cripticas. Broom et al. (2008) observaram uma grande variedade genética em
M. erubescens e Spongites yendoi da Nova Zelandia sugerindo que existem espécies cripticas dentro
destes taxa. Cianciola et al. (2010) afirmaram que o aparecimento de espécies cripticas pode ser
resultado de uma convergéncia evolutiva ou de um processo de especiacdo recente.

Melobesioideae indeterminada (LMC 1 e LMC 16) possui todas as caracteristicas
morfoldgicas diagnosticas do género Lithothamnion, porém, através das analises moleculares, o
taxon Melobesioideae permanece indeterminado porque se agrupou no clado de Mesophyllum para
ambos os marcadores analisados. Usando a divergéncia genética do psbA, por ser mais conservado
que o coxl, a variacdo das espécies do género Lithothamnion com LMC1 foi de 9,7-11,5% e para as
espécies de Mesophyllum a variagdo foi 4-10,9%. Risomena-Rodriguez (comunicagdo pessoal)
também observou que algumas espécies morfologicamente identificadas como Lithothamnion estdo
se agrupando com os taxa de Mesophyllum. Athanasiadis & Ballantine (2014) sugeriram a criacao
de um novo género, para melhor acomodar as espécies de Mesophyllum, entretanto a caracterizacao
do género esta baseada principalmente em caracteristicas gametofiticas e as analises moleculares
foram feitas com sequéncias de outros estudos.

A diferenca entre 0s géneros Lithothamnion e Mesophyllum é a forma das células epiteliais.
Para Lithothamnion as células epiteliais sdo em forma de taca e para Mesophyllum séo arredondadas
ou achatadas, mas nunca em forma de taca. Robinson (2013) relatou que a utilizacdo de células
epiteliais para reconstrucdo do estado ancestral de caracteres morfolégicos para 0s géneros
Lithothamnion, Mesophyllum e Phymatolithon n&o s&o consistentes com dados moleculares. Burdett
el al (2012) demonstraram que estas células podem ser danificadas por certas condi¢des ambientais
como, por exemplo, baixo pH. Devido a incosisténcia morfoldgica com a molecular, foi escolhido o
nome Melobesioideae indeterminada para caracterizar este taxon, necessitando de mais analises
moleculares e cortes histoldgicos para definir exatamente o nome final do taxon.

Para a subfamilia Lithophyloideae, os filogramas gerados, para ambos os marcadores,
mostraram que o clado de Lithophyllum é monofilético com alto suporte para todas as analises. Este
resultado corrobora com o encontrado por Bailey (1999) que verificou que as espécies tipo de
Lithophyllum (Lithophyllum incrustans) e de Titanoderma (Titanoderma pustulatum) séo

filogeneticamente distintas (com base no marcador molecular 18S rRNA). Porém, Bittner et al.
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(2011), fizeram anélises multigénicas com marcador mitocondrial (cox1), plastidial (psbA) e
nuclear (SSU e LSU) e concluiram que a subfamilia Lithophylloideae mantém a monofilia, porém
0s géneros Lithophyllum e Titanoderma necessitam de mais estudos anatdmicos e moleculares para
melhor enquadrar estes dois taxa. Apesar da analise filogenética feita por Bailey (1999) encontrar a
monofilia entre Lithophyllum e Titanoderma, a pequena quantidade de sequéncias analisadas (uma
para Titanoderma e duas para Lithophyllum) faz com que este resultado seja revisto.

Para ambos o0s marcadores estudados, a familia Hapalidiaceae ndo recuperou o
monofiletismo como havia sido descrito por Pefia et al. (2011) que utilizaram o marcador SSU que
é mais conservado e por Broom et al. (2008) que fizeram analises com psbA e SSU. No presente
estudo, o filograma gerado para coxl mostrou a formacdo de dois clados para o clado de
Melobesioideae. O primeiro clado, onde s6 encontra espécies do género Mesophyllum, teve um
baixo suporte para todas as analises. O segundo clado, onde estdo posicionadas espécies do género
Lithothamnion e Phymatolithon, também néo tiveram suporte para ambas as analises. A analise
feita com psbA formaram-se quatro clados. O primeiro clado teve alto suporte onde estdo
posicionadas as espécies de Lithophyllum e Titanoderma. O segundo clado é formado por taxa de
Mesophyllum e Phymatolithon, possuindo baixo suporte. O terceiro clado se refere aos taxa de
Lithothamnion e Phymatolithon, também com baixo suporte. E por Gltimo, um clado com quatro

espécies de Phymatolithon também com baixo suporte para ambas as analises.
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V1.3- CONSIDERAGOES SOBRE O TAMANHO E FORMAS DOS RODOLITOS

As algas calcérias ndo geniculadas possuem uma alta plasticidade morfoldgica (Woelkerling
et al., 1993). A esfericidade dos rodolitos e a forma de crescimento das algas calcarias podem variar
com as condi¢cdes ambientais, tais como a luz, a disponibilidade de nutrientes, temperatura,
movimento da &gua e as espécies que os compdem (Foster, 2001). O resultado mostrou que 0s
rodolitos em ambos os lados da Ilha sdo predominados por formas esféricas e sub-esféricas. Esse
padrdo concorda com os resultados encontrados por Foster et al. (1997), em aguas rasas (5-12 m),
onde 100% dos rodolitos tem formas esféricas no Golfo da California. No Brasil, Amado-Filho et
al. (2007) também afirmaram que os rodolitos encontrados nas profundidades entre 4 a 55 m sdo
esféricos. Outros trabalhos afirmaram que rodolitos com formas esféricas e elipsoides em aguas
rasas sdo provavelmente resultados de ambientes com movimentacéo intensa da agua (Bosellini &
Ginsburg, 1971; Bosence, 1983a, b; Minnery, 1990; Steller & Foster, 1995). Em contraste,
trabalhos como Bassi et al. (2009), Sciberras et al. (2009) e, Figueiredo et al. (2012) mostraram que
rodolitos encontrados em aguas profundas possuem uma maior frequéncia de formas planas.

No presente estudo, o diametro médio dos rodolitos, na faixa entre 16-30 mm para ambos
0s pontos estudados, foi abaixo da maioria dos bancos de rodolitos no Brasil. No extremo sul de
distribuicdo, Gherardi (2004) encontrou rodolitos com didmetro médio de 50-100 (200) mm, entre
7-20 m de profundidade no banco do Arvoredo. No Estado do Espirito Santo, em profundidades
entre 4-18 m, a classe de tamanho dominante foi de 31-60 mm (Amado Filho et al., 2007),
atingindo a 18 m de profundidade um didmetro de (40) 100 (240) mm (Villas-Boas et al., 2014).
Em &guas oceénicas a 100 m de profundidade, o tamanho médio de 40-60 mm foi registrado para a
regido de Cabo Frio (Figueiredo et al., 2012). Tamanho préximo foi encontrado em &guas rasas,
profundidades até 5 m, onde a média foi 27,8 mm para um banco de rodolitos no Estado da Bahia
(Bahia et al., 2010). Rodolitos menores que 40 mm em didmetro, no entanto, foram encontrados no
Estado do Rio Grande do Norte (Testa & Bosence, 1999). Rodolitos extremamente pequenos, entre
3-10 mm de diametro, foram registrados em bancos rasos sujeitos a fortes ondulacGes ou correntes,
como nos bancos do Arvoredo (Gherardi, 2004) e Arquipélago dos Abrolhos (Figueiredo et al.,
2007).

O presente resultado concorda ainda com o tamanho dos rodolitos descritos em outros
bancos rasos no mundo, com didmetros de 10-40 mm no Golfo da Califérnia (Steller et al., 2003), e
em maiores profundidades onde exista um forte movimento de correntes, onde o didmetro ndo
ultrapassa 40-50 mm, como no Mediterraneo (Sciberras et al., 2009). Mundialmente, os tamanhos

de rodolitos vivos variam de 10 a mais de 300 mm, com médias mais comumente na faixa de 40-80
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mm (Bosellini & Ginsburg, 1971; Scoffin et al., 1985; Littler et al., 1991; Konar et al., 2006; Pena
& Barbara, 2008; Rosas-Alquicira et al., 2009; Sciberras et al., 2009).

Na llha Feia, devido a sua proximidade com o rio Una, ha uma grande quantidade de
sedimento suspenso na coluna d’agua, tornando-a turva, possivelmente sendo a causa do tamanho
médio inferior ao da maioria dos outros bancos. Diferencas no didmetro médio de rodolitos podem
ser explicadas devido a influéncia da irradiancia, reduzida pela maior quantidade de particulas
suspensas na agua ou depositadas em uma fina camada no fundo, o que pode limitar a fotossintese e
consequentemente o crescimento das algas (Wilson et al., 2004; Harrington et al., 2005; Riul et al.,
2008; Figueiredo et al., 2012; Villas-Boas et al., 2014). Bahia et al (2010) justificaram o tamanho
médio inferior dos rodolitos devido ao aporte de sedimentos pela proximidade do continente, onde é
estreita a plataforma continental brasileira (distante 20 km da costa), em contraste as &guas claras
em profundidades maiores que 20 m (distancia de 2 km da costa).

Um conjunto de fatores (sedimentacdo e hidrodinamismo) deve explicar a dominancia da
forma de crescimento fruticosa em relacdo a forma incrustante das algas calcarias nos rodolitos. No
lado da ilha voltado para o continente, a maioria dos rodolitos foram fruticosos, densamente
ramificados, enquanto que a forma incrustante dominou no lado voltado para o oceano. A
abundancia da forma fruticosa indica que o banco seja regido pela acdo do hidrodinamismo
(Bosence, 1983b). Rodolitos esféricos e densamente ramificados tem sido reportado como tipicos
de regimes com alto hidrodinamismo (Steneck, 1986; Di Geronimo & Giaccone, 1994; Steller et al.,
2003; Gherardi, 2004; Figueiredo et al., 2007; Sciberras et al., 2009). Segundo Bosence (1976), a
ramificacdo do talo aumenta com a intensidade da exposi¢do as ondas, ou seja, quando o rodolito
rola no fundo resulta no desgaste das extremidades apicais de espécies ramificadas, ocasionando um
crescimento intercalar ou lateral, aumentando o nimero de ramos.

Por outro lado, a forma de crescimento incrustante como dominante (55%; sem ramos),
sugere que uma parte do banco seja de um ambiente exposto a um menor hidrodinamismo no fundo.
Porém, como todos os rodolitos tendem para formas esféricas e a densidade dos rodolitos foi baixa,
préxima a descrita por Amado-Filho et al. (2007) é provavel que haja grande influéncia de correntes
de fundo assim como caracterizado por Steller et al. (2009) para um banco de rodolitos no Golfo da
Califérnia. A auséncia da forma laminar pode ser explicada pelo fato de que essas formas
geralmente ocorrem em condigdes relativamente calmas e em sedimentos lodosos (Sciberras et al.,
2009).

Fatores ambientais como condig¢des hidrodinamicas, profundidade, morfologia da costa ou
bioturbacdo, tém sido relatados na literatura como as causas das diferentes formas de crescimento

encontradas nos rodolitos (Bosellini & Ginsburg 1971, Riosmena-Rodriguez et al., 1999; Goldberg,
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2006; Gagnon et al,. 2012). Steller & Foster (1995) sugeriram que, devido a variabilidade na
densidade de ramos e os diferentes tamanhos de rodolitos encontrados no Golfo da California, a
morfologia dos rodolitos ndo poderia ser influenciada apenas pela movimentagdo da agua.

De um modo geral a forma do rodolito é a mesma (grau de esfericidade), porém existe uma
variabilidade na morfologia (forma de crescimento) do talo das algas calcarias. No presente estudo,
foram coletados e identificados como M. engelhartii quatro individuos (LMC 6, LMC 8, LMC 9 e
LMC 21). Esta espécie foi a dominante na area de estudo, possuindo uma grande plasticidade
fenotipica. A forma de crescimento variou de incrustante, verrucosa a protuberante para 0 mesmo
lado da ilha (voltado para o oceano). Esta variedade de formas de crescimento observadas neste
banco de rodolitos foi maior do que em outros bancos do mundo. Na Australia (Woelkerling &
Harvey, 1993) e no Brasil (Amado-Filho et al. 2010; Khader 2012) foram observados rodolitos com
formas de crescimento incrustante a verrucoso. No Golfo da California (Riosmena-Rodriguez &
Véasques-Elizondo, 2012) foi observada somente a forma verrucosa. Figueiredo et al. (2012)
observaram somente o crescimento protuberante em profundidade de 90-100 m na Bacia de
Campos. Porém Henriques (2010) encontrou o crescimento incrustante na profundidade de 65 m no
Espirito Santo. Todavia ndo foi observada a forma fruticosa formando a espécie M. engelhartii.

Outros autores verificaram plasticidade morfoldgica para uma mesma espécie, assim como
no presente estudo. Riosmena-Rodriguez el al. (1999) reexaminaram as espécies identificadas para
0 género Lithophyllum e concluiram que todas as espécies deste género, no Golfo da California,
eram apenas uma espécie polimorfica: L. margaritae. Em 2002, Schaeffer et al. analisaram quatro
diferentes populacdes de L. margaritae com duas formas de crescimento (foliosa e fruticosa) para o
Golfo da Califérnia e afirmaram, através de ferramentas moleculares, que as duas morfologias sao
geneticamente distintas possuindo uma troca genética limitada entre as diferentes formas de
crescimento, sugerindo que as formas de crescimento dos rodolitos parecem ser resultado de uma
interacdo entre composicao genética e condi¢cbes ambientais.

Morfologicamente, as medidas das estruturas reprodutivas das diversas formas de
crescimento de M. engelhartii, foram semelhantes, principalmente a anatomia do conceptaculo
tetrasporangial e molecularmente, a divergéncia genética encontrada entre os individuos foi no
méaximo 1,6% (para o marcador cox1). O resultado acima concorda que as formas de crescimento
dos rodolitos podem ser causadas por uma caracteristica genética, ou seja, uma caracteristica
plesiomorfica herdada de um ancestral comum (Robinson et al., 2013 apud Hernandez-Kantum

dados nédo publicados) e ndo apenas por influéncia ambiental.
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VII- CONCLUSOES

Quanto as caracteristicas das algas calcarias ndo geniculadas e a sua identificagdo com bases

morfoldgicas e moleculares, conclui-se que:

1. Os dados obtidos neste estudo representam um avango na taxonomia das algas calcéarias
ndo geniculadas do Brasil, porque demonstra pela primeira vez que a identificacdo de uma espécie
com grande plasticidade baseada em caracteristicas morfoldgicas possa ser confirmada com base
molecular.

2. O uso da ferramenta molecular mostrou que alguns caracteres morfologicos utilizados, até
0 momento, na taxonomia moderna, ndo possuem validade para distinguir géneros e espécies, sendo
necessario urgentemente uma reavaliacdo detalhada baseada em caracteristicas morfoanatdmicas e
moleculares, principalmente para delimitar os géneros das algas calcarias.

3. Foram identificados seis taxa, entre os quais tendo o primeiro registro de Mesophyllum
engelhartii para a regido da Armacéo dos Buzios, confirmado com base em caracteres morfologicos
e moleculares.

4. Mesophyllum sp.1 apresentou caracteristicas morfoldgicas e moleculares distintas, podendo
ser uma possivel espécie nova para a ciéncia.

5. Mesophyllum sp.2 apresenta caracteristicas morfoanatdmicas de M. engelhartii, porém
possui uma alta divergéncia genética, sendo uma possivel espécie criptica.

6. O taxon Melobesioideae indeterminada apresentou conflito entre caracteristicas
morfoanatbmicas e moleculares, sendo necessaria uma reavaliacdo cautelosa para delimitar o
género.

7. Os dois marcadores utilizados (coxl e psbA) foram eficientes na separacdo a nivel

especifico apresentando filogramas semelhantes.

Quanto as caracteristicas morfologicas dos rodolitos e a influéncia do hidrodinamismo

conclui-se que:

1. O grau de esfericidade dos rodolitos ndo teve diferenca significativa para os dois lados da
ilna, a despeito da densidade de rodolitos ser significativamente menor entre os locais,
provavelmente devido a diferenca na acdo do hidrodinamismo, quer seja por ondulagdes e/ou
correntes de fundo.

2. As classes de tamanho mais frequentes foram as mesmas para ambos os lados da ilha,

sendo observados menores tamanhos dos rodolitos em relacdo a outros bancos de rodolitos no
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Brasil, o que indica uma limitagdo no crescimento das algas calcarias, quer seja pela elevada
turbidez ou sedimentacdo no local de estudo.

3. A forma de crescimento fruticoso foi a mais frequente no lado da ilha voltado para o
continente, porém ndo houve uma dominéncia para quaisquer formas de crescimento no lado
voltado para o oceano, o que pode ser associado a diferentes condi¢fes ambientais.

4. Mesophyllum engelhartii apresentou trés formas de crescimento distintas (verrucoso,
protuberante e incrustante) para o0 mesmo lado da llha. E Melobesioideae indeterminada apresentou

forma de crescimento fruticoso para ambos os lados da Ilha Feia.
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Espécie

Acesso GenBank

Referéncia

Localidade

Lithophyllum kotschyanum
Lithophyllum insipidum
Lithophyllum insipidum

Lithophyllum sp.
Lithophyllum sp.
Lithophyllum sp.
Lithophyllum sp.
Titanoderma sp.
Mesophyllum erubescens
Mesophyllum erubescens

Mesophyllum sphaericum

Mesophyllum sphaericum

Mesophyllum sphaericum

Mesophyllum sp.
Mesophyllum sp.
Mesophyllum sp.
Mesophyllum lichenoides
Lithothamnion glaciale

Lithothamnion glaciale
Lithothamnion sp.
Lithothamnion sp.

Lithothamnion corallioides
Lithothamnion corallioides
Lithothamnion corallioides
Phymatolithon purpureum
Phymatolithon purpureum
Phymatolithon calcareum
Phymatolithon calcareum
Phymatolithon calcareum
Phymatolithon sp.
Phymatolithon sp.
Phymatolithon sp.
Sporolithon ptychoides

HQ423072
HQ423068
HQ423075
KJ418418

KJ418419

KC861446
KC861444
KJ418416

HQ422717
HQ422718
KC861525
KC861526
KC861527
KC861523
KC861518
KC861520
KJ960853

KC861507

HM918812
KC861511
KC861516

KC861500
KC861487
KC861450
KC861661
KC861662
KC861546
KC861545
KC861547
KC861667
KC861669
KC861663
HQ422711

Sherwood et al. 2010
Sherwood et al. 2010
Sherwood et al. 2010
Richards 2014
Richards 2014
Pardo et al. 2013
Pardo et al. 2013
Richards 2014
Sherwood et al. 2010
Sherwood et al. 2010
Pardo et al. 2013
Pardo et al. 2013
Pardo et al. 2013
Pardo et al. 2013
Pardo et al. 2013
Pardo et al. 2013
Robuchon et al. 2014
Pardo et al. 2013

Le Gall et al 2010
Pardo et al. 2013
Pardo et al. 2013

Pardo et al. 2013
Pardo et al. 2013
Pardo et al. 2013
Pardo et al. 2013
Pardo et al. 2013
Pardo et al. 2013
Pardo et al. 2013
Pardo et al. 2013
Pardo et al. 2013
Pardo et al. 2013
Pardo et al. 2013
Sherwood et al. 2010

EUA
EUA
Irlanda
Franca
EUA

Espanha
Espanha
Espanha
Espanha
Portugal
Portugal
Franca
Noruega
Canada

Irlanda do Norte
Islandia

Franca
Pais de Gales
Espanha
Portugal
Espanha
Espanha
Franca
Inglaterra
Portugal
Portugal
Franca

Anexo 1. Lista de espécies de cox1 retiradas do Genbank utilizadas no estudo molecular: espécie,
numero de acesso no Genbank, referéncia e localidade.
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Espécie

Acesso GenBank

Autor

Local

Lithophyllum stictaeforme
Lithophyllum carpophylli
Lithophyllum sp.
Lithophyllum pustulatum
Lithophyllum incrustans
Lithophyllum incrustans
Lithophyllum margaritae
Lithophyllum margaritae
Lithophyllum dentatum
Lithophyllum dentatum
Lithophyllum byssoides
Lithophyllum byssoides
Lithophyllum impressum
Lithophyllum kotschyanum
Lithophyllum kotschyanum
Lithophyllum kotschyanum
Lithophyllum stictaeforme
Lithophyllum stictaeforme
Lithophyllum stictaeforme
Lithophyllum johansenii
Lithophyllum johansenii
Lithophyllum pustulatum
Lithophyllum pustulatum
Lithophyllum sp.
Lithophyllum riosmenae
Lithophyllum carpophylli
Lithophyllum carpophylli
Lithophyllum corallinae
Lithophyllum corallinae
Lithophyllum johansenii
Titanoderma sp.
Titanoderma sp.
Mesophyllum engelhartii
Mesophyllum engelhartii
Mesophyllum sp.
Mesophyllum sp.
Mesophyllum sp.
Mesophyllum macroblastum
Mesophyllum macroblastum
Mesophyllum macroblastum
Mesophyllum macroblastum
Mesophyllum macroblastum

DQ167970
DQ167984
DQ167958
DQ167872
Q896236
JQ896256
Q896235
JQ896253
JQ896255
Q896237
Q896252
JQ896251
JQ917416
AB576031
AB576030
AB576029
FJ361442
FJ361581
FJ361446
FJ361408
FJ361549
FJ361749
FJ361746
FJ361730
FJ361615
FJ361554
FJ361555
FJ361409
FJ361544
DQ167963
KJ418413
KJ418412
FJ361517
1Q896243
KC819269
KC819252
KC819249
DQ167993
DQ167918
FJ361453
FJ361550
FJ361519

Hart et al. 2005
Hart et al. 2005
Hart et al. 2005
Hart et al. 2005
Hernandez-Kantun 2012
Hernandez-Kantun 2012
Hernandez-Kantun 2012
Hernandez-Kantun 2012
Hernandez-Kantun 2012
Hernandez-Kantun 2012
Hernandez-Kantun 2012
Hernandez-Kantun 2012
Maneveldt et al.2012
Kato & Suda 2010
Kato & Suda 2010
Kato & Suda 2010
Broom et al. 2008
Broom et al. 2008
Broom et al. 2008
Broom et al. 2008
Broom et al. 2008
Broom et al. 2008
Broom et al. 2008
Broom et al. 2008
Broom et al. 2008
Broom et al. 2008
Broom et al. 2008
Broom et al. 2008
Broom et al. 2008
Hart et al. 2005
Richards 2014
Richards 2014
Broom et al. 2008
Hernandez-Kantun 2012
Pardo et al. 2013
Pardo et al. 2013
Pardo et al. 2013
Hart et al. 2005
Hart et al. 2005
Broom et al. 2008
Broom et al. 2008
Broom et al. 2008

Nova Zelandia
Nova Zelandia
Nova Zelandia
Nova Zelandia
Espanha
Franca
México
México
Espanha
Irlanda
Espanha
Espanha
Japéo
Japéo
Japéo
Nova Zelandia
Nova Zelandia
Nova Zelandia
Nova Zelandia
Nova Zelandia
Nova Zelandia
Nova Zelandia
Nova Zelandia
Nova Zelandia
Nova Zelandia
Nova Zelandia
Nova Zelandia
Nova Zelandia
Nova Zelandia
EUA
EUA
Nova Zelandia
México
Espanha
Portugal
Espanha
Nova Zelandia
Nova Zelandia
Nova Zelandia
Nova Zelandia
Nova Zelandia

Anexo 2. Lista de espécies de psbA retiradas do Genbank utilizadas no estudo molecular: espécie,
referéncia, nUmero de acesso no Genbank e localidade.
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Anexo 2. Continuacéo.

Espécie Acesso GenBank Autor Local
Mesophyllum sphaericum KC819268 Pardo et al. 2013 Espanha
Mesophyllum sphaericum KC819262 Pardo et al. 2013 Espanha
Mesophyllum sphaericum JQ896245 Hernandez-Kantun 2012 Espanha
Mesophyllum erubescens JQ896246 Hernandez-Kantun 2012 Espanha
Mesophyllum erubescens AB576043 Kato & Suda 2010 Japéo
Mesophyllum erubescens AB576044 Kato & Suda 2010 Japéo
Mesophyllum lichenoides JQ896244 Hernandez-Kantun 2012 Irlanda

Mesophyllum vancouveriense JQ917418 Maneveldt et al.2012 =
Lithothamnion glaciale JQ896233 Hernandez-Kantun 2012 Irlanda
Lithothamnion glaciale JQ422235 Hinda & Saunders 2012 -
Lithothamnion glaciale KC819271 Pardo et al. 2013 Noruega

Lithothamnion corallioides KC819256 Pardo et al. 2013 Espanha
Lithothamnion corallioides KC819265 Pardo et al. 2013 Franca
Lithothamnion corallioides JQ896234 Hernandez-Kantun 2012 Franca
Lithothamnion crispatum KC963420 Nelson et al. 2013 Nova Zelandia
Lithothamnion crispatum FJ361502 Broom et al. 2008 Nova Zelandia
Lithothamnion muelleri JQ896241 Hernandez-Kantun 2012 México
Phymatolithon sp. KC819250 Pardo et al. 2013 Portugal
Phymatolithon sp. FJ361384 Broom et al. 2008 Nova Zelandia
Phymatolithon sp. FJ361381 Broom et al. 2008 Nova Zelandia
Phymatolithon sp. FJ361422 Broom et al. 2008 Nova Zelandia
Phymatolithon sp. KC819254 Pardo et al. 2013 Portugal
Phymatolithon calcareum KC819266 Pardo et al. 2013 Franca
Phymatolithon calcareum KC819243 Pardo et al. 2013 Inglaterra
Phymatolithon calcareum JQ896231 Hernandez-Kantun 2012 Inglaterra
Phymatolithon repandum DQ167950 Hart et al. 2005 Nova Zelandia
Phymatolithon repandum DQ167920 Hart et al. 2005 Nova Zelandia
Phymatolithon repandum DQ167890 Hart et al. 2005 Nova Zelandia
Phymatolithon repandum FJ361395 Broom et al. 2008 Nova Zelandia
Phymatolithon repandum FJ361477 Broom et al. 2008 Nova Zelandia
Phymatolithon lenormandii JQ896249 Hernandez-Kantun 2012 Irlanda
Phymatolithon lamii JQ896248 Hernandez-Kantun 2012 Irlanda
Phymatolithon purpureum JQ896232 Hernandez-Kantun 2012 Irlanda
Phymatolithon purpureum KC819253 Pardo et al. 2013 Portugal
Phymatolithon purpureum KC819260 Pardo et al. 2013 Espanha
Sporolithon ptychoides KC870927 Bahia et al. 2013 Brasil
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Anexo 3. Matriz de distancia genética par a par entre as sequéncias de cox1 das algas calcérias do presente estudo e a sequéncias retiradas do GenBank
(codigo de acesso do GenBank).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42
1-LMC12
2-LMC6 15,7%
3-LMC9 157% 0,0%
4-LMC8 16,8% 14% 14%
5-LMC21 16,8% 16% 16% 02%
6- LMC10 14,5% 11,2% 11,2% 10,8% 10,8%
7-LMC11 16,4% 16,1% 16,1% 16,3% 16,3% 16,0%
8 LMC1 21,8% 16,2% 16,2% 16,4% 16,6% 16,0% 20,1%
9-LMC16 22,3% 16,2% 16,2% 16,4% 16,6% 16,3% 20,1% 0,3%
10- LMC5 185% 17,6% 17,6% 181% 18,3% 17,3% 19,2% 21,8% 21,8%
11- HQ423072 12,0% 17,0% 17,0% 17,6% 17,4% 16,3% 20,3% 23,3% 23,8% 19,6%
12- HQ423068 139% 18,5% 18,5% 18,8% 18,8% 159% 19,5% 21,9% 22,1% 21,0% 13,4%
13- HQ423075 13,9% 18,3% 18,3% 18,5% 18,5% 15,9% 19,2% 21,9% 21,9% 20,7% 13,4% 0,2%
14-KJ418418 14,6% 17,6% 17,6% 17,9% 17,9% 17,2% 18,9% 23,6% 23,6% 18,4% 14,2% 14,8% 14,5%
15-KJ418419 14,8% 17,9% 17,9% 18,1% 18,1% 17,4% 19,1% 239% 23,9% 18,6% 14,4% 150% 14,7% 0,2%
16- KC861446 154% 20,1% 20,1% 21,1% 21,3% 18,9% 19,4% 24,1% 24,1% 19,4% 152% 152% 15,0% 14,2% 14,5%
17- KC861444 159% 20,4% 20,4% 21,8% 22,1% 20,3% 21,3% 25,8% 256% 20,4% 16,3% 16,0% 158% 14,9% 151% 34%
18- KJ418416 14,4% 17,1% 17,1% 17,2% 17,5% 152% 18,7% 22,1% 22,7% 19,1% 15,8% 15,7% 15,7% 14,8% 15,0% 150% 155%
19- HQ422717 18,5% 16,2% 16,2% 16,2% 16,2% 14,1% 17,8% 18,4% 18,4% 20,2% 18,7% 16,9% 16,7% 18,3% 18,5% 20,6% 23,1% 21,0%
20- HQ422718 185% 16,2% 16,2% 16,2% 16,2% 14,1% 17,8% 18,4% 18,4% 20,2% 18,7% 16,9% 16,7% 18,3% 18,5% 20,6% 23,1% 21,0% 0,0%
21-KC861525 18,5% 13,7% 13,7% 13,7% 13,7% 12,6% 14,7% 150% 15,0% 18,3% 17,8% 16,6% 16,3% 15,7% 159% 18,7% 20,8% 19,8% 11,8% 11,8%
22-KCB61526 185% 13,7% 13,7% 13,7% 13,7% 12,6% 14,7% 15,0% 15,0% 18,3% 17,8% 16,6% 16,3% 15,7% 159% 18,7% 20,8% 19,8% 11,8% 11,8% 0,0%
23-KC861527 185% 13,7% 13,7% 13,7% 13,7% 12,6% 14,7% 150% 150% 18,3% 17,8% 16,6% 16,3% 157% 159% 18,7% 20,8% 19,8% 11,8% 118% 00% 0,0%
24-KC861523 19,2% 159% 159% 15,7% 159% 13,2% 15,9% 10,6% 11,1% 18,8% 20,6% 18,6% 18,6% 18,1% 18,4% 20,0% 20,9% 17,6% 16,3% 16,3% 13,5% 135% 13,5%
25- KC861518 19,2% 16,0% 16,0% 15,7% 16,0% 13,7% 15,0% 11,6% 12,1% 19,7% 20,7% 20,1% 20,1% 20,0% 20,3% 21,0% 215% 18,4% 16,7% 16,7% 14,0% 14,0% 14,0% 4,1%
26- KC861520 19,2% 16,0% 16,0% 15,7% 16,0% 13,7% 150% 11,6% 12,1% 19,7% 20,7% 20,1% 20,1% 20,0% 20,3% 21,0% 21,5% 18,4% 16,7% 16,7% 14,0% 14,0% 14,0% 4,1% 0,0%
27-KJ960853 19,0% 17,0% 17,0% 17,0% 17,0% 16,7% 17,9% 18,3% 18,8% 20,1% 22,4% 20,1% 20,1% 18,2% 18,4% 21,0% 22,5% 17,6% 18,0% 18,0% 15,0% 15,0% 150% 14,2% 15,3% 153%
28-KC861511 169% 153% 153% 16,1% 16,4% 14,2% 14,6% 19,4% 19,4% 16,4% 19,6% 20,2% 19,9% 16,2% 16,4% 18,9% 19,5% 17,2% 20,6% 20,6% 17,1% 17,1% 17,1% 14,2% 14,2% 14,2% 16,7%
29-KCB61516 17,2% 155% 155% 16,4% 16,6% 14,5% 14,9% 19,7% 19,7% 16,6% 19,9% 20,4% 20,2% 16,4% 16,6% 19,1% 19,8% 17,5% 20,8% 20,8% 17,4% 17,4% 17,4% 14,4% 14,4% 14,4% 17,0% 0,2%
30- KC861507 20,2% 16,3% 16,3% 17,0% 17,2% 16,2% 16,9% 22,0% 21,8% 17,7% 23,0% 24,0% 23,7% 18,1% 18,3% 20,3% 20,6% 20,2% 21,1% 21,1% 17,6% 17,6% 17,6% 17,9% 18,1% 18,1% 19,4% 62% 63%
31- HVI918812 19,9% 16,7% 16,7% 17,4% 17,6% 16,6% 169% 22,0% 21,7% 18,2% 22,5% 23,7% 23,4% 18,2% 18,5% 20,7% 21,2% 19,9% 21,3% 21,3% 17,6% 17,6% 17,6% 17,6% 18,1% 18,1% 19,6% 58% 6,0% 0,9%
32-KC861500 19,6% 17,6% 17,6% 18,0% 18,3% 16,8% 17,2% 21,2% 21,2% 15,8% 21,3% 21,1% 20,9% 18,7% 18,9% 19,4% 20,6% 17,9% 18,8% 18,8% 18,0% 18,0% 18,0% 16,9% 16,8% 16,8% 19,7% 12,0% 12,2% 12,3% 11,8%
33-KC861487 19,6% 17,6% 17,6% 18,0% 18,3% 16,3% 17,6% 21,1% 21,1% 157% 21,3% 21,1% 20,9% 19,2% 19,4% 19,4% 20,6% 17.9% 17,9% 17,9% 185% 185% 185% 16,9% 16,8% 16,8% 20,1% 12,4% 12,6% 12,7% 12,2% 0,7%
34- KC861450 19,9% 17,.9% 17,9% 18,3% 18,5% 16,5% 17,9% 21,4% 21,4% 16,0% 21,6% 21,3% 21,1% 19,4% 19,6% 19,6% 20,8% 18,1% 18,1% 18,1% 18,7% 18,7% 18,7% 17,1% 17,0% 17,0% 20,4% 12,6% 12,8% 12,9% 12,4% 05% 02%
35- KC861661 16,1% 159% 15,9% 16,1% 16,4% 15,1% 17,1% 20,0% 20,0% 16,3% 15,9% 19,2% 18,9% 16,4% 16,6% 19,4% 19,8% 18,2% 17,4% 17,4% 15,0% 15,0% 150% 155% 16,2% 16,2% 19,1% 13,5% 13,7% 150% 15,0% 15,7% 16,6% 16,4%
36- KCB61662 16,1% 159% 159% 16,1% 16,4% 15,1% 17,1% 20,0% 20,0% 16,5% 159% 18,9% 18,7% 16,2% 16,4% 19,4% 19,8% 18,2% 17,1% 17,1% 150% 15,0% 15,0% 15,5% 16,2% 16,2% 18,8% 13,5% 13,7% 15,0% 15,0% 157% 16,6% 16,4% 0,2%
37- KC861547 18,4% 18,0% 18,0% 17,1% 17,3% 16,3% 18,7% 19,7% 19,7% 15,0% 22,1% 20,1% 19,9% 20,7% 21,0% 20,0% 20,2% 17,9% 18,3% 18,3% 19,8% 19,8% 19,8% 16,0% 158% 15,8% 20,7% 14,1% 14,4% 15,7% 15,7% 151% 15,6% 15,8% 13,9% 13.9%
38-KC861546 18,1% 17,8% 17,8% 17,3% 17,6% 16,0% 189% 19,5% 19,5% 150% 21,9% 19,9% 19,6% 20,3% 20,5% 19,7% 20,0% 17,7% 185% 18,5% 19,7% 19,7% 19,7% 16,2% 158% 15,8% 20,9% 14,1% 14,4% 15,7% 15,7% 14,.9% 153% 15,6% 13,7% 13,7% 0,7%
39- KCB61545 18,1% 17,8% 17,8% 17,3% 17,6% 16,0% 189% 19,5% 19,5% 150% 21,9% 19,9% 19,6% 20,3% 20,5% 19,7% 20,0% 17,7% 18,5% 18,5% 19,7% 19,7% 19,7% 16,2% 158% 15,8% 20,9% 14,1% 14,4% 15,7% 15,7% 14,9% 153% 15,6% 13,7% 13,7% 0,7% 0,0%
40- KC861667 18,0% 16,7% 16,7% 16,2% 16,4% 15,3% 18,2% 19,5% 19,5% 16,4% 20,6% 18,0% 17,8% 20,4% 20,7% 18,4% 19,3% 17,7% 17,4% 17,4% 18,6% 18,6% 18,6% 14,3% 14,4% 14,4% 21,0% 14,3% 14,5% 16,1% 159% 152% 152% 154% 139% 139% 65% 63% 63%
41- KC861669 15:3% 157% 157% 16,4% 16,6% 14,9% 17,6% 19,8% 19,8% 16,8% 16,0% 19,0% 18,7% 16,4% 16,6% 17,8% 18,9% 185% 17,9% 17,9% 159% 159% 15,9% 16,0% 17,1% 17,1% 19,5% 139% 14,2% 14,6% 14,6% 153% 16,2% 16,0% 19% 2,1% 14,8% 14,6% 14,6% 14,7%
42-KCB61663 19,1% 18,4% 18,4% 18,0% 18,2% 16,2% 19,5% 20,3% 20,3% 17,4% 21,3% 18,4% 18,2% 20,6% 20,9% 19,7% 20,2% 18,4% 18,5% 18,5% 19,2% 19,2% 19,2% 14,9% 16,1% 16,1% 22,9% 14,9% 152% 17,7% 17,0% 16,7% 16,7% 16,9% 14,1% 14,1% 82% 7,6% 7,6% 3,0% 14,9%
43- HQ422711 22,8% 22,8% 22,8% 23,1% 23,1% 22,6% 23,8% 26,8% 27,1% 21,4% 224% 23,4% 23,4% 22,5% 22,7% 24,0% 24,2% 21,8% 24,9% 24,9% 21,0% 21,0% 21,0% 21,5% 20,6% 20,6% 21,4% 21,8% 22,1% 24,7% 24,6% 23,0% 22,7% 23,0% 23,9% 239% 21,1% 21,3% 21,3% 21,1% 24,2% 22,5%
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Anexo 4. Matriz de distancia genética par a par entre as sequéncias de psbA das algas calcarias do
presente estudo e a sequéncias retiradas do GenBank (codigo de acesso do GenBank).

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

7- DQ167970
8- DQ167984

9- DQ167963

10- DQ167958
11- DQ167872
12- JQ896236
13- JQ896256
14- Q896255
15- JQ896253
16- JQ896252
17- JQ896251
18- JQ896237
19- JQ896235
20- AB576031
21- AB576030
22- AB576029
23- JQU17416
24- FJ361749
25- FJ361555
26- FJ361442
27- FJ361408
28- FJ361746
29- FJ361730
30- FJ361615
31- FJ361544
32- FJ361554
33- FJ361549
34- FJ361446
35- FJ361581
36- FJ361409
37- KJ418413
38- KJ418412
39- JQ422235
40- KC963420
41- KC819271
42- KCB19265
43- KCB19256
44- JQ896241
45- JQ896234
46- JQ896233
47- FJ361502
48- DQ167993
49- DQ167918
50- KC819269
51- KC819268
52- KC819262
53- KC819252
54- KC819249
55- JQ896246
56- JQ896245
57- JQ896244
58- JQ896243
59- AB576044
60- AB576043
61- JQ917418
62- FJ361550
63- FJ361453
64- FJ361519
65- FJ361517
66- DQ167950
67- DQ167920
68- DQ167890
69- KC819266
70- KC819260
71- KC819254
72- KC819253
73- KC819250
74- KC819243
75- JQ896249
76- JQ896248
77- 3Q896232
78- JQ896231
79- FJ361477
80- FJ361422
81- FJ361395
82- FJ361384
83- FJ361381
84- KC870926

7,5%
9,1%
8,5%
11,7%
12,9%
15,0%
15,2%
12,5%
15,3%
13,4%
12,3%
11,8%
12,3%
12,8%
14,1%
14,7%
12,3%
13,3%
13,4%
14,4%
13,6%
13,3%
14,2%
15,0%
13,6%
12,3%
13,1%
12,9%
14,4%
13,4%
15,0%
12,3%
14,9%
15,3%
13,6%
14,9%
14,2%
10,2%
10,2%
10,4%
9,7%
9,7%
11,5%
9,7%
10,9%
10,2%
8,9%
10,9%
4,3%
8,9%
8,9%
4,0%
4,3%
9,9%
8,9%
9,9%
7,7%
10,4%
10,2%
8,0%
10,5%
10,7%
10,5%
9,4%
8,6%
9,1%
9,4%
10,1%
10,9%
10,9%
10,9%
10,9%
10,1%
11,5%
10,5%
10,9%
10,1%
9,6%
10,2%
9,1%
9,6%
9,6%
13,4%

6,9%
9,4%
10,4%
13,1%
15,2%
13,7%
12,0%
15,2%
13,6%
12,9%
13,1%
13,7%
12,5%
14,4%
14,7%
12,9%
13,7%
12,3%
14,5%
14,1%
12,8%
12,8%
13,6%
12,1%
11,8%
11,7%
13,3%
13,6%
12,6%
13,6%
11,8%
14,4%
15,3%
12,8%
15,0%
14,9%
9,4%
9,1%
9,4%
7,8%
7.8%
10,1%
7,8%
10,4%
9,3%
10,7%
10,4%
7,3%
8,6%
8,6%
7,3%
7.3%
9,4%
8,6%
11,0%
1,8%
9,4%
10,5%
8,6%
9,9%
10,2%
9,9%
10,4%
8,1%
8,8%
8,8%
9,7%
11,5%
11,5%
11,5%
9,7%
9,7%
9,7%
10,2%
11,5%
9,7%
8,6%
9,3%
8,8%
8,6%
8,6%
12,0%

9,3%
10,4%
12,6%
14,7%
15,0%
12,5%
15,8%
15,2%
13,6%
14,5%
14,9%
12,9%
14,9%
15,3%
13,6%
15,0%
13,4%
14,7%
14,5%
13,9%
14,9%
14,9%
14,5%
12,3%
14,1%
12,9%
14,4%
13,3%
14,9%
12,3%
15,0%
15,3%
13,1%
15,2%
15,2%

9,9%

9,3%

9,9%

8,5%

8,5%
11,2%

8,5%
10,7%

9,4%

9,6%
11,2%

8,6%

8,6%

8,6%

8,1%

8,6%

9,6%

8,6%
10,7%

7,5%
10,5%
10,4%

8,6%
10,7%
11,0%
10,7%

9,6%

7,0%

7,3%

7,3%
11,0%
10,4%
10,4%
10,4%
10,9%
11,0%
11,0%
10,7%
10,4%
11,0%

9,3%

9,9%

7,3%

9,3%

9,3%
12,1%

10,2%
12,1%
14,4%
15,0%
12,6%
14,9%
14,5%
12,5%
12,5%
14,1%
12,9%
14,5%
14,9%
12,5%
13,9%
12,9%
15,3%
14,5%
12,8%
14,9%
15,2%
14,5%
12,5%
14,1%
13,3%
14,5%
12,9%
15,2%
12,5%
14,1%
14,5%
12,8%
13,9%
13,6%
9,1%
9,1%
9,3%
8,9%
8,9%
10,7%
8,9%
9,7%
9,3%
8,5%
10,2%
8,9%
7.2%
7.2%
9,6%
8,9%
9,1%
7,2%
10,7%
9,9%
9,4%
10,4%
8,0%
9,9%
10,1%
9,9%
9,4%
7.3%
8,0%
8,0%
11,2%
10,9%
10,9%
10,9%
11,8%
11,2%
11,7%
10,2%
10,9%
11,2%
8,0%
8,9%
8,0%
8,0%
8,0%
13,7%

13,9%
15,2%
14,2%
13,3%
14,9%
15,0%
13,7%
14,1%
14,7%
13,9%
15,5%
16,0%
13,7%
16,1%
13,7%
15,2%
15,0%
14,1%
15,0%
14,1%
15,0%
13,1%
14,5%
13,1%
14,5%
14,5%
14,1%
13,1%
14,5%
15,3%
14,4%
14,4%
14,9%
6,9%
6,2%
6,7%
5,8%
5,8%
8,0%
5,8%
6,7%
6,4%
10,1%
12,1%
11,5%
9,7%
9,7%
11,0%
11,5%
9,9%
9,7%
12,1%
9,7%
9,6%
12,0%
10,2%
12,0%
12,0%
12,0%
10,7%
9,3%
9,4%
9,7%
8,0%
9,4%
9,7%
9,4%
8,3%
8,0%
8,5%
7.7%
9,4%
8,0%
10,9%
11,8%
9,4%
10,9%
10,9%
11,8%

10,1%
10,9%

8,8%
10,5%
10,5%

8,0%

8,6%

8,6%

3,7%

9,4%

9,9%

8,0%
10,7%

8,3%
11,2%
11,5%

8,0%
10,2%
11,0%
11,0%

8,6%
10,4%

9,4%

9,4%

8,9%
11,0%

8,6%
11,2%
10,5%

9,1%

9,9%

9,7%
12,0%
12,5%
12,1%
12,9%
12,9%
13,6%
12,9%
12,0%
12,6%
12,5%
13,1%
13,4%
10,5%
10,5%
13,4%
13,4%
11,7%
10,5%
14,5%
13,9%
11,0%
12,0%
12,3%
13,4%
12,9%
13,4%
12,6%
13,6%
13,1%
13,1%
12,8%
12,6%
12,9%
12,6%
13,7%
12,8%
13,4%
13,4%
12,6%
12,8%
11,8%
11,8%
13,1%
11,8%
11,8%
15,5%

9,7%

8,8%

4,3%
10,4%
10,9%
11,3%
12,1%
10,7%
12,6%
12,9%
10,9%
13,4%
11,0%
12,1%
12,3%
10,7%
10,1%

9,9%
10,1%

8,6%

9,7%
10,5%
13,3%

8,8%

9,9%

8,6%

4,2%

1,8%

8,6%
12,5%
12,1%
14,5%
15,2%
14,7%
14,4%
14,4%
15,7%
14,4%
14,7%
15,3%
15,0%
17,1%
16,0%
13,7%
13,7%
15,8%
16,0%
14,4%
13,7%
16,8%
15,3%
14,4%
13,9%
15,8%
16,6%
16,9%
16,6%
14,5%
15,0%
14,9%
14,9%
16,5%
15,7%
15,7%
15,7%
16,5%
16,5%
15,5%
15,3%
15,7%
16,5%
15,0%
14,9%
14,9%
15,0%
15,0%
16,8%

7,0%

9,9%

7,7%

9,3%
11,3%
10,7%
11,2%

8,9%

9,6%

9,3%
13,3%
11,3%
11,0%
11,8%

9,9%

6,2%

0,2%

6,7%

7,2%

6,4%

8,9%
12,3%

7,7%

0,2%

7.2%

8,0%

8,9%

7,5%
11,2%
11,3%
14,4%
13,3%
14,5%
13,3%
13,3%
14,7%
13,3%
14,4%
13,4%
14,2%
16,8%
14,2%
14,2%
14,2%
15,2%
14,2%
13,4%
14,2%
16,8%
13,1%
13,3%
15,2%
16,0%
16,3%
16,6%
16,3%
14,9%
14,1%
13,9%
13,9%
14,7%
15,8%
15,8%
15,8%
14,7%
14,7%
14,5%
15,3%
15,8%
14,7%
16,1%
16,1%
13,9%
16,1%
16,1%
17,3%

8,9%

8,1%

8,3%

8,5%

8,9%

8,6%

9,9%
10,5%

8,3%
11,2%
10,4%
10,1%
10,4%

8,5%

7.5%

7,2%

8,0%

0,2%

7,3%

8,8%
10,2%

4,6%

7.2%

0,2%

8,0%

9,1%

4,8%
11,0%
10,2%
13,1%
12,8%
13,3%
12,5%
12,5%
14,2%
12,5%
13,3%
12,9%
12,8%
13,1%
12,8%
12,6%
12,6%
12,9%
12,8%
12,3%
12,6%
14,4%
12,0%
11,8%
14,1%
12,8%
13,4%
12,9%
13,4%
12,6%
12,1%
12,5%
12,5%
12,9%
12,9%
12,9%
12,9%
13,3%
12,9%
13,6%
14,4%
12,9%
12,9%
13,6%
13,6%
12,5%
13,6%
13,6%
14,7%

10,7%
10,9%
10,7%
11,8%
11,3%
12,6%
13,3%
10,9%
12,8%
10,9%
13,1%
13,1%
11,5%
10,4%
10,1%
10,7%

8,8%
10,4%
11,3%
13,3%

8,9%
10,1%

8,8%

3,8%

3,8%

9,1%
11,8%
11,8%
14,2%
14,2%
14,4%
14,1%
14,1%
15,7%
14,1%
14,4%
14,4%
14,5%
16,6%
16,8%
15,0%
15,0%
16,8%
16,8%
15,0%
15,0%
16,5%
15,3%
14,4%
14,1%
15,3%
16,8%
16,5%
16,8%
14,7%
14,5%
14,7%
14,7%
16,5%
16,1%
16,1%
16,1%
16,5%
16,5%
15,5%
15,7%
16,1%
16,5%
16,0%
15,8%
14,7%
16,0%
16,0%
17,4%

9,7%

9,9%

9,9%
10,2%

9,9%
10,9%

9,7%
12,1%
11,0%
11,7%
11,8%

8,9%

7,5%

7,8%

7,7%

8,0%

7,3%

9,6%
12,5%

8,3%

7,8%

8,0%

9,1%

9,4%

8,5%
11,2%
11,8%
13,9%
14,1%
14,1%
13,7%
13,7%
14,4%
13,7%
13,7%
14,1%
13,1%
15,0%
14,1%
13,4%
13,4%
14,4%
14,1%
14,1%
13,4%
16,1%
13,3%
13,6%
15,2%
13,7%
14,7%
14,9%
14,7%
14,2%
14,1%
14,1%
14,1%
15,0%
14,5%
14,5%
14,5%
15,3%
15,0%
14,9%
14,5%
14,5%
15,0%
14,1%
13,7%
14,1%
14,1%
14,1%
16,1%

4,8%

4,0%

8,8%

8,1%

9,3%

0,0%
10,9%

9,6%
11,2%
11,2%

9,1%

9,3%

9,4%
10,5%

8,5%
10,2%

8,8%

9,6%

8,9%

9,4%

8,5%

9,1%
10,7%

9,1%

9,7%

9,9%
12,1%
11,5%
12,0%
12,3%
12,3%
13,7%
12,3%
12,0%
11,7%
12,0%
12,9%
12,3%
12,5%
12,5%
12,8%
12,3%
12,3%
12,5%
15,3%
13,3%
11,5%
14,1%
12,8%
12,6%
12,8%
12,6%
12,3%
13,4%
12,9%
12,9%
13,3%
13,6%
13,6%
13,6%
13,7%
13,3%
14,2%
14,5%
13,6%
13,3%
12,0%
12,0%
12,9%
12,0%
12,0%
15.2%

3,5%

8,3%

8,9%
10,4%

4,8%
11,5%
10,7%
12,0%
12,0%

9,4%

9,9%
11,5%

9,9%

8,3%

9,3%
10,4%
11,7%

9,6%
11,5%

8,3%

9,7%
11,2%

9,7%
11,3%
11,0%
13,3%
12,1%
13,1%
12,6%
12,6%
13,7%
12,6%
13,1%
12,3%
12,3%
13,7%
12,5%
12,1%
12,1%
12,9%
12,5%
13,1%
12,1%
15,0%
13,1%
12,0%
13,3%
12,3%
13,7%
13,6%
13,7%
12,8%
13,4%
13,6%
13,6%
13,9%
13,3%
13,3%
13,3%
14,4%
13,9%
14,2%
14,7%
13,3%
13,9%
13,4%
13,4%
13,6%
13,4%
13,4%
15,8%

8,8%

8,5%

9,6%

4,0%
11,7%
10,9%
12,1%
12,1%

9,7%

9,4%
10,5%
10,7%

9,1%
10,4%
10,4%
11,5%

9,7%
10,5%

9,1%
10,7%
11,3%

9,9%
11,8%
11,2%
13,1%
12,9%
12,9%
13,1%
13,1%
14,2%
13,1%
13,1%
13,1%
12,5%
13,7%
12,0%
12,8%
12,8%
12,5%
12,0%
12,9%
12,8%
15,2%
13,7%
11,8%
13,6%
13,3%
13,4%
13,6%
13,4%
12,1%
14,2%
13,7%
13,7%
13,9%
13,1%
13,4%
13,1%
14,5%
13,9%
15,7%
14,7%
13,1%
13,9%
12,8%
12,8%
13,7%
12,8%
12,8%
16,0%

9,6%
10,4%

8,8%
10,4%

8,0%
10,2%
10,4%

8,0%
10,2%
11,0%
11,0%

8,5%
10,4%
10,1%
10,9%

8,9%
11,0%

8,5%
10,9%
11,2%

9,1%
10,4%
10,1%
12,8%
13,1%
12,9%
12,8%
12,8%
12,6%
12,8%
13,3%
13,1%
12,1%
12,8%
13,3%
11,8%
11,8%
13,6%
13,3%
11,7%
11,8%
14,7%
13,3%
11,0%
12,5%
12,6%
13,1%
12,6%
13,1%
12,0%
13,6%
13,1%
13,1%
12,3%
12,1%
12,5%
12,1%
12,9%
12,3%
12,8%
12,6%
12,1%
12,3%
12,3%
12,3%
13,1%
12,3%
12,3%
14,2%

1,4%

8,1%
12,9%
10,7%
11,7%
11,8%
10,1%
10,7%

9,1%
11,5%
10,1%
10,9%
11,3%
11,3%

9,9%

9,1%
10,1%
10,5%
12,0%
10,1%
11,5%
11,3%
14,4%
13,6%
14,5%
14,4%
14,4%
16,0%
14,4%
15,0%
13,7%
14,4%
14,9%
13,1%
13,6%
13,6%
13,7%
13,1%
12,9%
13,6%
15,8%
14,1%
12,3%
14,5%
14,7%
14,5%
14,7%
14,5%
13,3%
12,8%
12,5%
12,5%
14,4%
14,4%
14,4%
14,4%
14,7%
14,4%
14,2%
15,5%
14,4%
14,4%
14,2%
14,1%
12,5%
14,2%
14,2%
17,6%

9,3%
13,4%
10,5%
11,8%
12,0%
10,7%
11,3%

9,7%
12,1%
10,7%
11,5%
11,7%
12,1%
10,2%

9,7%
10,7%
11,2%
12,3%
10,4%
11,8%
11,7%
14,9%
14,4%
15,0%
15,2%
15,2%
16,3%
15,2%
15,2%
14,5%
15,2%
15,0%
14,1%
13,7%
13,7%
14,7%
14,1%
13,4%
13,7%
16,3%
14,4%
12,8%
14,7%
15,5%
14,7%
14,9%
14,7%
14,1%
13,6%
13,3%
13,3%
15,0%
14,9%
14,9%
14,9%
15,3%
15,0%
14,5%
15,5%
14,9%
15,0%
14,7%
14,5%
13,3%
14,7%
14,7%
18,1%

10,9%

9,6%
11,2%
11,2%

9,1%

9,3%

9,4%
10,5%

8,5%
10,2%

8,8%

9,6%

8,9%

9,4%

8,5%

9,1%
10,7%

9,1%

9,7%

9,9%
12,1%
11,5%
12,0%
12,3%
12,3%
13,7%
12,3%
12,0%
11,7%
12,0%
12,9%
12,3%
12,5%
12,5%
12,8%
12,3%
12,3%
12,5%
15,3%
13,3%
11,5%
14,1%
12,8%
12,6%
12,8%
12,6%
12,3%
13,4%
12,9%
12,9%
13,3%
13,6%
13,6%
13,6%
13,7%
13,3%
14,2%
14,5%
13,6%
13,3%
12,0%
12,0%
12,9%
12,0%
12,0%
15,2%

12,9%
12,8%
12,6%
10,9%
13,4%
13,1%
13,6%
11,0%
12,9%
13,7%
12,8%
12,1%
13,1%
11,0%
12,1%
13,4%
12,3%
13,3%
13,3%
14,7%
15,2%
14,9%
15,7%
15,7%
14,1%
15,7%
15,3%
15,2%
12,9%
13,3%
13,7%
14,9%
14,9%
13,9%
13,7%
14,5%
14,9%
16,0%
13,7%
13,9%
15,8%
14,5%
14,1%
13,1%
14,1%
14,2%
15,2%
15,3%
15,3%
16,3%
15,2%
15,2%
15,2%
16,6%
16,3%
15,3%
15,0%
15,2%
16,3%
13,9%
14,2%
15,3%
13,9%
13,9%
17,7%

12,0%
12,1%

9,7%
11,7%
11,5%
12,1%
10,2%
12,1%
10,5%
11,7%
10,2%
11,5%
10,2%
10,1%
11,5%
10,4%
11,5%
11,5%
13,3%
12,0%
13,4%
11,3%
11,3%
13,4%
11,3%
13,1%
12,1%
13,4%
13,9%
13,9%
12,0%
12,0%
13,9%
13,9%
13,1%
12,0%
15,0%
12,8%
12,5%
14,2%
12,9%
13,9%
13,7%
13,9%
13,3%
12,9%
12,9%
12,9%
13,3%
14,4%
14,7%
14,4%
13,9%
13,3%
12,8%
13,6%
14,4%
13,3%
12,9%
12,9%
12,9%
12,9%
12,9%
14,5%

1,8%

9,4%
11,0%
10,9%
11,5%

9,9%
10,9%
10,9%
11,3%
10,5%
10,9%

9,9%
11,7%
12,6%
10,4%
10,9%
10,7%
14,1%
14,2%
14,2%
14,4%
14,4%
15,3%
14,4%
14,4%
14,4%
14,9%
14,7%
13,4%
13,9%
13,9%
14,1%
13,4%
13,3%
13,9%
15,8%
14,4%
12,6%
14,5%
14,5%
14,9%
14,5%
14,9%
14,2%
14,9%
14,5%
14,5%
15,2%
15,0%
15,0%
15,0%
15,2%
15,2%
14,9%
15,0%
15,0%
15,2%
14,5%
14,9%
14,5%
14,5%
14,5%
15,2%
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22

23

24

25

26

27

29

30

31

33

34

35

36

37

38

39

40

41

1- LMCL
2-LMC9
3-LMC10
4-LMC11
5-LMC5

6- LMC12

7- DQ167970
8- DQ167984
9- DQ167963
10- DQ167958
11- DQ167872
12- 1Q896236
13- JQ896256
14- 1Q896255
15- JQ896253
16- JQ896252
17- JQ896251
18- JQ896237
19- JQ896235
20- AB576031
21- AB576030
22- AB576029
23- JQ917416
24- FJ361749
25- FJ361555
26- FJ361442
27- FJ361408
28- FJ361746
29- FJ361730
30- FJ361615
31- FJ361544
32- FJ361554
33- FJ361549
34- FJ361446
35- FJ361581
36- FJ361409
37- KJ418413
38- KJ418412
39- Q422235
40- KC963420
41- KC819271
42- KC819265
43- KC819256
44- 3Q896241
45- 1Q896234
46- JQ896233
47- FJ361502
48- DQ167993
49- DQ167918
50- KC819269
51- KC819268
52- KC819262
53- KC819252
54- KC819249
55- JQ896246
56- JQ896245
57- Q896244
58- Q896243
59- AB576044
60- AB576043
61- JQ917418
62- FJ361550
63- FJ361453
64- FJ361519
65- FJ361517
66- DQ167950
67- DQ167920
68- DQ167890
69- KC819266
70- KC819260
71- KC819254
72- KC819253
73- KC819250
74- KC819243
75- JQ896249
76- JQ896248
77- JQ896232
78- JQ896231
79- FJ361477
80- FJ361422
81- FJ361395
82- FJ361384
83- FJ361381
84- KC870926

9,4%
11,8%
1L,7%
12,0%
10,2%
11,3%
10,5%
10,5%
10,9%
1.,7%
10,2%
11,8%
12,9%
10,7%
11,0%
11,2%
13,9%
14,2%
14,1%
13,9%
13,9%
14,9%
13,9%
14,2%
14,4%
14,5%
13,4%
13,3%
13,4%
13,4%
13,6%
13,3%
12,8%
13,4%
15,3%
13,7%
12,5%
15,0%
13,7%
13,6%
13,3%
13,6%
13,9%
14,2%
13,9%
13,9%
14,9%
15,5%
15,5%
15,5%
15,3%
14,9%
14,2%
15,0%
15,5%
14,9%
13,7%
14,4%
13,9%
13,7%
13,7%
15,3%

10,4%
9,7%
10,5%
8,3%
9,9%
8,8%
9,7%
8,6%
9,7%
8,3%
10,7%

6,2%

2,1%

7,7%

2,1%

9,4%
12,0%

8,6%

6,2%

7,7%

9,3%

9,7%

8,6%
11,5%
11,7%
13,6%
13,1%
13,7%
13,4%
13,4%
15,2%
13,4%
13,6%
13,3%
13,7%
15,2%
13,7%
13,4%
13,4%
14,5%
13,7%
13,4%
13,4%
17,6%
12,8%
12,5%
13,9%
14,4%
15,0%
15,0%
15,0%
13,7%
14,9%
14,4%
14,4%
15,3%
13,7%
14,1%
13,7%
15,2%
15,3%
15,3%
14,7%
13,7%
15,3%
14,1%
14,1%
14,4%
14,1%
14,1%
15,7%

6,7%

7,3%

6,4%

8,8%
12,5%

7,7%

0,0%

7,3%

8,1%

9,1%

7,5%
11,3%
11,5%
14,2%
13,1%
14,4%
13,1%
13,1%
14,5%
13,1%
14,2%
13,3%
14,1%
16,6%
14,1%
14,1%
14,1%
15,0%
14,1%
13,3%
14,1%
16,6%
12,9%
13,1%
15,0%
15,8%
16,1%
16,5%
16,1%
14,7%
13,9%
13,7%
13,7%
14,5%
15,7%
15,7%
15,7%
14,5%
14,5%
14,7%
15,2%
15,7%
14,5%
16,0%
16,0%
13,7%
16,0%
16,0%
17,1%

7,8%

0,6%

9,6%
13,1%

9,1%

6,7%

7,8%

9,6%

9,7%

9,1%
12,1%
12,3%
13,3%
12,5%
13,4%
13,1%
13,1%
15,2%
13,1%
13,3%
12,6%
13,1%
14,9%
13,1%
13,1%
13,1%
13,6%
13,1%
13,4%
13,1%
17,1%
12,1%
12,8%
13,6%
13,7%
14,7%
14,7%
14,7%
13,7%
14,2%
14,4%
14,4%
15,2%
13,6%
13,6%
13,6%
15,0%
15,2%
15,2%
14,9%
13,6%
15,2%
13,7%
13,7%
14,4%
13,7%
13,7%
15, 7%

7.2%

8,6%
10,4%

4,8%

7,3%

0,0%

7,8%

8,9%

5,0%
10,9%
10,4%
12,9%
12,6%
13,1%
12,3%
12,3%
14,4%
12,3%
13,1%
12,8%
12,6%
12,9%
12,6%
12,5%
12,5%
12,8%
12,6%
12,1%
12,5%
14,2%
11,8%
11,7%
13,9%
12,6%
13,3%
12,8%
13,3%
12,5%
12,0%
12,3%
12,3%
12,8%
12,8%
12,8%
12,8%
13,1%
12,8%
13,4%
14,2%
12,8%
12,8%
13,4%
13,4%
12,3%
13,4%
13,4%
14,5%

8,9%
12,5%

8,5%

6,4%

7,2%

9,3%

9,4%

8,5%
11,5%
11,7%
12,8%
12,0%
12,9%
12,6%
12,6%
14,7%
12,6%
12,8%
12,1%
12,6%
14,4%
12,6%
12,6%
12,6%
13,1%
12,6%
12,9%
12,6%
16,6%
11,7%
12,3%
13,1%
13,3%
14,2%
14,2%
14,2%
13,3%
13,7%
13,9%
13,9%
14,5%
12,9%
12,9%
12,9%
14,4%
14,5%
14,5%
14,2%
12,9%
14,5%
13,3%
13,3%
13,9%
13,3%
13,3%
15,2%

12,3%
8,9%
8,8%
8,6%

10,5%

10,5%
8,8%
9,9%

10,4%

12,6%

12,9%

12,8%

12,3%

12,3%

14,1%

12,3%

12,5%

13,1%

12,5%

13,1%

13,1%

12,3%

12,3%

13,3%

13,1%

12,1%

12,3%

15,8%

13,1%

12,3%

13,3%

12,5%

12,6%

12,9%

12,6%

12,1%

13,4%

13,3%

13,3%

12,9%

13,1%

13,1%

13,1%

13,7%

12,9%

14,4%

13,9%

13,1%

12,9%

13,3%

13,3%

13,3%

13,3%

13,3%

14,5%

11,8%
12,5%
10,4%
13,1%
13,9%
12,0%
11,8%
12,0%
14,2%
14,2%
14,4%
14,1%
14,1%
14,9%
14,1%
14,5%
14,4%
14,2%
13,6%
13,9%
14,7%
14,7%
13,7%
13,9%
13,7%
14,7%
14,5%
14,2%
13,7%
14,9%
13,4%
13,7%
13,4%
13,7%
13,9%
15,3%
15,7%
15,7%
14,1%
15,2%
15,5%
15,2%
14,9%
14,1%
14,7%
15,8%
15,2%
14,1%
14,1%
13,9%
15,7%
14,1%
14,1%
17,1%

7,7%

4,8%

8,1%

8,5%

0,3%
10,7%
10,4%
13,3%
14,4%
13,4%
14,1%
14,1%
14,5%
14,1%
13,7%
14,5%
13,7%
13,7%
13,9%
12,6%
12,6%
14,1%
13,9%
12,6%
12,6%
16,1%
13,1%
12,1%
13,7%
12,8%
13,4%
13,6%
13,4%
13,9%
12,6%
12,6%
12,6%
14,4%
13,7%
13,7%
13,7%
14,1%
14,4%
14,2%
14,2%
13,7%
14,4%
13,3%
13,3%
12,6%
13,3%
13,3%
15,8%

7,3%

8,1%

9,1%

7,5%
11,3%
11,5%
14,2%
13,1%
14,4%
13,1%
13,1%
14,5%
13,1%
14,2%
13,3%
14,1%
16,6%
14,1%
14,1%
14,1%
15,0%
14,1%
13,3%
14,1%
16,6%
12,9%
13,1%
15,0%
15,8%
16,1%
16,5%
16,1%
14,7%
13,9%
13,7%
13,7%
14,5%
15,7%
15,7%
15,7%
14,5%
14,5%
14,7%
15,2%
15,7%
14,5%
16,0%
16,0%
13,7%
16,0%
16,0%
17,1%

7,8%

8,9%

5,0%
10,9%
10,4%
12,9%
12,6%
13,1%
12,3%
12,3%
14,4%
12,3%
13,1%
12,8%
12,6%
12,9%
12,6%
12,5%
12,5%
12,8%
12,6%
12,1%
12,5%
14,2%
11,8%
11,7%
13,9%
12,6%
13,3%
12,8%
13,3%
12,5%
12,0%
12,3%
12,3%
12,8%
12,8%
12,8%
12,8%
13,1%
12,8%
13,4%
14,2%
12,8%
12,8%
13,4%
13,4%
12,3%
13,4%
13,4%
14,5%

3,4%

8,3%
12,0%
12,0%
14,2%
13,9%
14,4%
14,1%
14,1%
15,3%
14,1%
14,4%
14,1%
14,2%
16,3%
15,2%
14,1%
14,1%
15,7%
15,2%
13,7%
14,1%
16,8%
14,1%
13,4%
14,9%
15,5%
16,3%
16,1%
16,3%
14,7%
13,9%
13,9%
13,9%
15,8%
15,8%
15,8%
15,8%
15,8%
15,8%
14,5%
15,3%
15,8%
15,8%
15,7%
15,5%
13,9%
15,7%
15,7%
16,8%

8,6%
12,5%
12,5%
14,2%
14,9%
14,4%
14,7%
14,7%
16,0%
14,7%
14,4%
15,0%
15,5%
16,9%
16,0%
14,5%
14,5%
16,1%
16,0%
14,5%
14,5%
16,9%
15,5%
14,5%
14,1%
16,0%
16,5%
16,8%
16,5%
14,7%
14,9%
14,7%
14,7%
16,1%
15,8%
15,8%
15,8%
16,1%
16,1%
15,0%
15,2%
15,8%
16,1%
15,5%
15,3%
14,7%
15,5%
15,5%
17, 7%

10,5%
10,2%
13,4%
14,5%
13,6%
13,9%
13,9%
14,4%
13,9%
13,9%
14,7%
13,6%
13,9%
14,1%
12,5%
12,5%
14,2%
14,1%
12,8%
12,5%
16,3%
13,3%
12,3%
13,9%
12,9%
13,6%
13,7%
13,6%
13,7%
12,5%
12,5%
12,5%
14,5%
13,9%
13,9%
13,9%
14,2%
14,5%
14,4%
14,1%
13,9%
14,5%
13,4%
13,4%
12,5%
13,4%
13,4%
16,0%

1,9%
13,9%
13,4%
14,1%
14,5%
14,5%
13,7%
14,5%
14,2%
13,6%
13,3%
15,3%
14,5%
13,9%
13,9%
15,7%
14,5%
12,9%
13,9%
16,0%
15,0%
11,7%
15,2%
14,2%
15,0%
15,2%
15,0%
14,7%
14,4%
13,9%
13,9%
14,5%
15,0%
15,0%
15,0%
15,0%
14,5%
14,5%
14,2%
15,0%
14,5%
13,9%
13,9%
13,9%
13,9%
13,9%
15,7%

13,9%
13,4%
14,1%
14,9%
14,9%
14,4%
14,9%
14,4%
13,6%
14,1%
15,8%
13,9%
13,3%
13,3%
15,0%
13,9%
12,6%
13,3%
16,0%
14,5%
11,7%
15,2%
14,2%
15,3%
15,7%
15,3%
15,5%
14,4%
13,9%
13,9%
14,9%
15,3%
15,3%
15,3%
15,3%
14,9%
15,0%
14,9%
15,3%
14,9%
14,2%
14,2%
13,9%
14,2%
14,2%
16,6%

5,3%
0,2%
4,3%
4,3%
7,5%
4,3%
1,6%
5,4%
8,8%
10,2%
9,3%
8,6%
8,6%
9,3%
9,3%
9,3%
8,6%
9,9%
9,6%
9,7%
11,5%
9,1%
10,1%
10,1%
10,1%
9,1%
8,1%
8,0%
8,0%
8,8%
9,6%
9,9%
9,6%
9,4%
8,8%
9,6%
8,6%
9,6%
8,8%
9,1%
10,1%
8,0%
9,1%
9,1%
12,3%

10,7%
9,9%
8,5%
8,5%

10,1%
9,9%
9,7%
8,5%

11,7%
9,1%
9,6%

11,3%
8,9%

10,9%

10,5%

10,9%
9,7%
7,3%
7,8%
7,8%
7.7%
8,9%
9,3%
8,9%
8,1%
7,7%
8,1%
8,6%
8,9%
7.7%
9,7%

10,7%
7,8%
9,7%
9,7%

11,3%

9,1%

8,9%

10,1%
8,0%
9,1%
9,1%

12,1%
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42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62
1- LMC1
2-LMC9
3- LMC10
4-LMC11
5- LMC5
6- LMC12
7- DQ167970
8- DQ167984
9- DQ167963
10- DQ167958
11- DQ167872
12- JQ896236
13- JQ896256
14- JQ896255
15- JQ896253
16- JQ896252
17- JQ896251
18- JQ896237
19- JQ896235
20- AB576031
21- AB576030
22- AB576029
23- JQ917416
24- FJ361749
25- FJ361555
26- FJ361442
27- FJ361408
28- FJ361746
29- FJ361730
30- FJ361615
31- FJ361544
32- FJ361554
33- FJ361549
34- FJ361446
35- FJ361581
36- FJ361409
37- KJ418413
38- KJ418412
39- JQ422235
40- KC963420
41- KC819271
42- KC819265
43-KC819256  0,0%
44-)Q896241  7,0% 7,0%
45-]Q896234 0,0% 0,0% 7,0%
46-JQ896233  4,2% 4,2% 7,8% 4,2%
47-FJ361502 4,5% 4,5% 8,0% 4,5% 5,3%
48-DQ167993 8,8% 8,8% 11,0% 8,8% 9,1% 9,3%
49- DQ167918 10,5% 10,5% 12,9% 10,5% 10,5% 10,9% 8,0%
50- KC819269 9,3% 9,3% 11,7% 9,3% 10,2% 9,9% 9,9% 11,5%
51-KC819268 8,0% 8,0% 11,0% 8,0% 9,3% 86% 80% 10,1% 9,3%
52-KC819262 8,0% 8,0% 11,0% 80% 9,3% 86% 80% 10,1% 9,3% 0,0%
53-KC819252 9,1% 9,1% 12,1% 9,1% 10,1% 10,1% 9,4% 11,2% 1,8% 9,4% 9,4%
54-KC819249 9,3% 9,3% 11,7% 9,3% 10,2% 9,9% 9,9% 115% 0,0% 9,3% 9,3% 1,8%
55-JQ896246 8,8% 8,8% 10,1% 8,8% 9,7% 9,9% 10,2% 12,0% 9,4% 54% 54% 10,2% 9,4%
56-JQ896245 8,0% 8,0% 11,0% 80% 93% 86% 80% 10,1% 93% 00% 00% 9,4% 93% 54%
57-JQ896244 9,4% 9,4% 11,7% 9,4% 11,2% 11,8% 11,0% 12,1% 10,4% 10,1% 10,1% 10,2% 10,4% 10,1% 10,1%
58-JQ896243 8,3% 8,3% 10,9% 8,3% 10,2% 9,3% 10,1% 10,5% 7.5% 8,6% 8,6% 7,5% 7,5% 10,1% 8,6% 11,5%
59- AB576044 8,9% 8,9% 10,4% 8,9% 102% 9,7% 9,1% 11,7% 9,6% 53% 53% 10,5% 9,6% 2,1% 53% 10,9% 9,7%
60- AB576043 11,3% 11,3% 12,0% 11,3% 12,0% 11,5% 9,6% 11,8% 10,7% 7,8% 7,8% 10,5% 10,7% 7,5% 7,8% 12,5% 10,4% 7,8%
61-JQO17418 8,9% 8,9% 10,9% 8,9% 10,1% 9,1% 8,8% 9,6% 85% 7,8% 7.8% 85% 85% 97% 7,8% 81% 9,6% 10,2% 10,5%
62- FJ361550 10,1% 10,1% 12,5% 10,1% 10,7% 11,0% 7,7% 1,6% 10,5% 9,4% 9,4% 10,7% 10,5% 11,2% 9,4% 11,5% 10,1% 10,7% 10,9% 9,4%
63- FJ361453 10,4% 10,4% 12,8% 10,4% 10,4% 10,7% 7,8% 0,2% 11,3% 9,9% 9,9% 11,0% 11,3% 11,8% 9,9% 12,0% 10,4% 11,5% 11,7% 9,4% 1,4%
64- FJ361519 10,1% 10,1% 12,5% 10,1% 10,7% 11,0% 7,7% 1,6% 10,5% 9,4% 9,4% 10,7% 10,5% 11,2% 9,4% 11,5% 10,1% 10,7% 10,9% 9,4% 0,0%
65- FJ361517 8,1% 8,1% 11,3% 81% 94% 97% 54% 86% 99% 91% 9,1% 96% 99% 102% 9,1% 10,5% 10,7% 9,6% 9,4% 10,2% 8,0%
66- DQ167950 7,5% 7,5% 10,7% 7,5% 9,1% 7,5% 8,5% 9,9% 85% 6,2% 6,2% 86% 85% 85% 62% 10,4% 80% 83% 93% 7,8% 93%
67-DQ167920 7,7% 7,7% 10,5% 7,7% 8,9% 80% 9,1% 9,9% 86% 62% 62% 91% 86% 7,8% 62% 10,7% 8,6% 7,7% 9,3% 81% 8,9%
68-DQ167890 7,7% 7,7% 10,5% 7,7% 8,9% 80% 9,1% 9,9% 89% 65% 65% 9,3% 89% 81% 65% 10,7% 8,6% 80% 94% 81% 89%
69- KC819266 6,9% 6,9% 9,7% 6,9% 9,4% 7,8% 10,4% 12,1% 10,4% 10,7% 10,7% 10,4% 10,4% 9,4% 10,7% 10,9% 10,2% 10,1% 12,1% 10,1% 11,7%
70- KC819260 8,3% 8,3% 10,9% 8,3% 10,2% 9,1% 9,3% 10,9% 11,0% 10,2% 10,2% 10,7% 11,0% 10,4% 10,2% 11,2% 12,3% 10,7% 10,9% 9,7% 10,4%
71-KC819254 8,3% 8,3% 11,2% 8,3% 10,5% 9,4% 9,6% 11,2% 11,3% 10,5% 10,5% 11,0% 11,3% 10,7% 10,5% 10,9% 12,3% 11,0% 11,2% 9,7% 10,7%
72-KC819253 8,3% 8,3% 10,9% 8,3% 10,2% 9,1% 9,3% 10,9% 11,0% 10,2% 10,2% 10,7% 11,0% 10,4% 10,2% 11,2% 12,3% 10,7% 10,9% 9,7% 10,4%
73-KC819250 7,5% 7,5% 10,2% 7,5% 10,2% 8,3% 11,0% 12,1% 10,9% 10,5% 10,5% 10,7% 10,9% 9,3% 10,5% 11,3% 10,5% 9,9% 11,3% 9,7% 11,7%
74-KC819243 6,9% 6,9% 9,7% 6,9% 9,4% 7,8% 10,4% 12,1% 10,4% 10,7% 10,7% 10,4% 10,4% 9,4% 10,7% 10,9% 10,2% 10,1% 12,1% 10,1% 11,7%
75-JQ896249 85% 8,5% 8,9% 85% 10,1% 8,3% 11,5% 12,3% 12,0% 11,5% 11,5% 12,0% 12,0% 10,1% 11,5% 12,1% 10,9% 10,7% 11,7% 10,2% 12,0%
76-JQ896248  7,3% 7,3% 9,1% 7,3% 9,6% 88% 9,6% 12,0% 11,3% 10,5% 10,5% 11,3% 11,3% 10,4% 10,5% 11,5% 10,9% 10,4% 10,5% 9,3% 11,8%
77-JQ896232 8,3% 8,3% 10,9% 8,3% 10,2% 9,1% 9,3% 10,9% 11,0% 10,2% 10,2% 10,7% 11,0% 10,4% 10,2% 11,2% 12,3% 10,7% 10,9% 9,7% 10,4%
78-JQ896231 6,9% 6,9% 9,7% 6,9% 9,4% 7,8% 10,4% 12,1% 10,4% 10,7% 10,7% 10,4% 10,4% 9,4% 10,7% 10,9% 10,2% 10,1% 12,1% 10,1% 11,7%
79- FJ361477 9,6% 9,6% 10,9% 9,6% 9,9% 9,9% 7,2% 85% 94% 7,5% 7,5% 9,3% 9,4% 10,1% 7,5% 11,0% 8,9% 86% 9,9% 9,3% 7,8%
80- FJ361422 10,2% 10,2% 11,7% 10,2% 10,9% 10,9% 8,1% 9,1% 10,1% 81% 81% 9,9% 10,1% 10,5% 8,1% 12,0% 9,6% 89% 10,2% 9,9% 8,5%
81-FJ361395 7,7% 7,7% 10,5% 7,7% 8,9% 8,0% 9,1% 9,9% 8,6% 62% 62% 9,1% 86% 7,8% 62% 10,7% 8,6% 7,7% 9,3% 8,1% 8,9%
82-FJ361384 9,6% 9,6% 10,9% 9,6% 9,9% 9,9% 7,.2% 85% 94% 7,5% 7,5% 9,3% 94% 10,1% 7,5% 11,0% 89% 8,6% 9,9% 9,3% 7,8%
83-FJ361381 9,6% 9,6% 10,9% 9,6% 9,9% 9,9% 7.2% 85% 94% 7,5% 7.5% 9,3% 94% 10,1% 7,5% 11,0% 89% 86% 99% 93% 7,8%
84- KC870926 10,5% 10,5% 12,8% 10,5% 12,5% 11,3% 12,9% 14,5% 14,4% 13,9% 13,9% 14,1% 14,4% 12,5% 13,9% 13,6% 12,8% 13,3% 13,9% 13,6% 14,1%
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Anexo 4. Continuacéo.

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76 77 78 79

80

81 82 83

1- LMC1
2- LMC9
3-LMC10
4-LMC11
5-LMC5

6- LMC12

7- DQ167970
8- DQ167984
9- DQ167963
10- DQ167958
11- DQ167872
12- JQ896236
13- JQ896256
14- JQ896255
15- JQ896253
16- JQ896252
17- JQ896251
18- JQ896237
19- JQ896235
20- AB576031
21- AB576030
22- AB576029
23- JQ17416
24- FJ361749
25- FJ361555
26- FJ361442
27- FJ361408
28- FJ361746
29- FJ361730
30- FJ361615
31- FJ361544
32- FJ361554
33- FJ361549
34- FJ361446
35- FJ361581
36- FJ361409
37- KJ418413
38- KJ418412
39- 1Q422235
40- KC963420
41- KC819271
42- KC819265
43- KC819256
44- 3Q896241
45- 1Q896234
46- Q896233
47- FJ361502
48- DQ167993
49- DQ167918
50- KC819269
51- KC819268
52- KC819262
53- KC819252
54- KC819249
55- JQ896246
56- JQ896245
57- JQ896244
58- Q896243
59- AB576044
60- AB576043
61- Q917418
62- FJ361550
63- FJ361453
64- FJ361519
65- FJ361517
66- DQ167950
67- DQ167920
68- DQ167890
69- KC819266
70- KC819260
71- KC819254
72- KC819253
73- KC819250
74- KC819243
75- Q896249
76- Q896248
77- Q896232
78- Q896231
79- FJ361477
80- FJ361422
81- FJ361395
82- FJ361384
83- FJ361381
84- KC870926

1,4%
8,5%
9,7%
9,7%
9,7%
12,0%
10,7%
11,0%
10,7%
12,0%
12,0%
12,1%
11,8%
10,7%
12,0%
8,3%
8,9%
9,7%
8,3%
8,3%
14,4%

8,0%
9,3%
8,9%
8,9%
11,7%
10,4%
10,7%
10,4%
11,7%
11,7%
12,0%
11,8%
10,4%
11,7%
7,8%
8,5%
8,9%
7,8%
7,8%
14,1%

8,5%
8,6%
8,6%
10,4%
8,8%
9,1%
8,8%
10,7%
10,4%
10,9%
10,9%
8,8%
10,4%
8,3%
8,6%
8,6%
8,3%
8,3%
11,8%

0,6%
1,0%
10,1%
9,6%
9,9%
9,6%
10,2%
10,1%
10,2%
9,7%
9,6%
10,1%
8,5%
8,8%
0,6%
8,5%
8,5%
14,1%

0,3%
9,9%
9,7%
10,1%
9,7%
10,1%
9,9%
10,1%
9,9%
9,7%
9,9%
8,5%
8,8%
0,0%
8,5%
8,5%
14,2%

9,9%
9,7%
10,1%
9,7%
10,2%
9,9%
10,1%
9,9%
9,7%
9,9%
8,5%
8,8%
0,3%
8,5%
8,5%
14,2%

8,3%
8,3%
8,3%
1,6%
0,0%
5,1%
5,9%
8,3%
0,0%
11,2%
11,8%
9,9%
11,2%
11,2%
12,0%

0,3%
0,0%
8,0%
8,3%
9,3%
7.7%
0,0%
8,3%
10,4%
11,0%
9,7%
10,4%
10,4%
10,2%

0,3%
8,0%
8,3%
9,3%
7.7%
0,3%
8,3%
10,7%
11,3%
10,1%
10,7%
10,7%
10,2%

8,0%
8,3%
9,3%
7.7%
0,0%
8,3%
10,4%
11,0%
9,7%
10,4%
10,4%
10,2%

1,6%
5,4%
5,8%
8,0%
1,6%
11,5%
12,1%
10,1%
11,5%
11,5%
12,5%

5,1%
5,9%
8,3%
0,0%
11,2%
11,8%
9,9%
11,2%
11,2%
12,0%

7.2%
9,3%
5,1%
12,0%
12,6%
10,1%
12,0%
12,0%
13,1%

7,7%

59% 8,3%

10,4% 10,4% 11,2%
11,2% 11,0% 11,8% 1,4%
9,9% 9,7% 9,9% 8,5%
10,4% 10,4% 11,2% 0,0%
10,4% 10,4% 11,2% 0,0%
11,8% 10,2% 12,0% 14,4%

8,8%
1,4%
1,4%
15,2%

8,5%
8,5% 0,0%
14,2% 14,4% 14,4%
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