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Compilagao de uma biblioteca de referéncia de DNA barcodes de macroalgas
vermelhas e castanhas reportadas para Portugal e andlise dos seus perfis
fitoquimicos

Resumo

Este estudo teve como objectivo contribuir para a compilagdo de uma biblioteca de referéncia
de DNA barcodes de macroalgas marinhas Portuguesas com vista a avaliagdo de perfis
fitoquimicos em espécies rigorosamente identificadas e sua utilizacdo em potenciais aplicagGes
biotecnoldgicas e farmacoldgicas. A biblioteca de referéncia aqui produzida é composta por
sequéncias parciais do gene mitocondrial do citocromo c oxidase | (COl), obtidas por
amplificacdo e sequenciacdo de espécimes de macroalgas castanhas e vermelhas colectadas
no ambito deste estudo, aliada a compilagdo a partir de bases de dados publicas de sequéncias
homdlogas de espécies reportadas para Portugal. Efectuaram-se também analises dos perfis
fitoquimicos de 16 espécies com recurso a High-Performance Liquid Chromatography e Gas
Chromatography. Foi compilada uma biblioteca de referéncia composta por 241 DNA barcodes
de 100 espécies, 71 das quais pertencentes ao filo Rhodophyta e 29 ao filo Heterokontophyta.
A anadlise dos DNA barcodes de COIl permitiu a distincdo clara de espécies em praticamente
todos os casos, salvo raras excepgbes cujas razGes para a sua ocorréncia se encontram
devidamente documentadas. As taxas médias de divergéncia intraespecifica e interespecifica
congenérica observadas no filo Rhodophyta foram 0,21% e 13,94%, respectivamente, e as
mesmas taxas no filo Heterokontophyta foram de 0,22% e 6,94%, respectivamente. Estes
padrées de variabilidade sdo muito préximos das reportadas em estudos de macroalgas de
ambos os filos, confirmando a validade desta biblioteca de referéncia. A analise de perfis
fendlicos por meio de HPLC ndo foi possivel devido a concentracdo reduzida dos extractos
analisados. A analise de perfis lipidicos por meio de GC permitiu confirmar uma maior
variedade de acidos gordos nas algas castanhas do que nas vermelhas. Os acidos gordos
maioritariamente presentes nas espécies de Rhodophyta foram C14, C16, C16:1, C18 e
C18:1n9¢/t e nas espécies de Heterokontophyta foram C14, Cl16, C16:1, C18, C18:1n9c/t,
C18:3n3, C18:2n6c¢ e C20:3n3. A combinacdo de uma biblioteca de referéncia de DNA barcodes
com maior representatividade de espécies de macroalgas portuguesas, com um estudo mais
aprofundado de perfis fitoquimicos de populacdes diversas da mesma espécie e/ou género ird
facilitar o acesso a um recurso biolégico da costa Portuguesa com grande potencial de

exploracdo para fins biotecnoldgicos e farmacoldgicos.

Palavras — chave: macroalgas, Heterokontophyta, Rhodophyta, Portugal, DNA barcoding, COI-

5P, perfil fitoquimico, acidos gordos.
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Assembling a reference library of DNA barcodes for red and brown macroalgae
reported for Portugal and analysis of their phytochemical profiles

Abstract

The objective of this study was to assemble a reference library of DNA barcodes for
Portuguese red and brown macroalgae in order to evaluate phytochemical profiles in
thoroughly identified species and use them for potential biotechnological and pharmacological
purposes. The reference library produced in this study is formed by partial sequences from the
cytochrome oxidase | (COIl) mitochondrial gene, obtained by amplification and sequencing of
brown and red macroalgae specimen’s collected in the scope of this study, allied to the
assembling of homologous sequence’s from public databases belonging to species reported
from Portugal. Phytochemical analyses were also made on 16 macroalgae species using High-
Performance Liquid Chromatography and Gas Chromatography. A reference library with 241
DNA barcodes from 94 species was assembled, of which 71 species belong to Rhodophyta and
23 species belong to Heterokontophyta. Analyses of COlI DNA barcodes allowed to discriminate
different species in almost every case, apart from a few exceptions which are duly interpreted
in this study. Average intraspecific and interspecific congeneric divergences were 0,21% and
13,94% in Rhodophyta, respectively, and 0,22% and 6,94% in Heterokontophyta, respectively.
These variability patterns are very similar to those reported in other Rhodophyta and
Heterokontophyta macroalgae studies, confirming this reference library’s validity. Phenolic
analyses with HPLC were not possible due to the extract’s low concentration. Lipid analyses
with GC confirmed a larger fatty acid’s variety within brown macroalgae. The major fatty acids
present in Rhodophyta species were C14, C16, C16:1, C18 and C18:1n9c/t and in
Heterokontophyta species were C14, C16, C16:1, C18, C18:1n9¢/t, C18:3n3, C18:2n6¢c and
C20:3n3. Combining a more comprehensive reference library of DNA barcodes for Portuguese
macroalgae, with a deeper study on phytochemical profiles from diversified populations of the
same species and/or genera will greatly facilitate the access to a biological resource from the
Portuguese coast that owns a great potential for biotechnological and pharmacological

purposes.

Keywords: macroalgae, Heterokontophyta, Rhodophyta, Portugal, DNA barcoding, COI-5P,

phytochemical profile, fatty acids.
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1. Introdugao

A taxonomia é a area cientifica responsavel pela produgdo do conhecimento basal
sobre a diversidade bioldgica, do qual dependem outras areas das ciéncias bioldgicas.
O conhecimento gerado pela taxonomia é crucial em qualquer estudo relacionado com
as ciéncias da vida, no qual o reconhecimento das espécies, assim como a atribuicdo
de nomes cientificos, é fundamental para a pesquisa do comportamento, evolugdo ou
gualquer outro tépico de investigacdo relacionado com organismos (Savage 1995). O
sistema taxondmico tem por missdo inferir as relagdes filogenéticas entre taxa e
fornecer uma terminologia comum ao mundo cientifico (Einav 2004). Uma hipotese
filogenética robusta é um pré-requisito para formular hipdteses evolutivas crediveis
sobre como e quando individuos aparentados evoluiram e desenvolveram uma
multicelularidade complexa (Silberfeld et al. 2010). Deste modo, as espécies sdo
rotineiramente utilizadas como unidades fundamentais dos estudos ecolégicos,
biogeograficos, de conservacdo e macroevolugdo, embora o processo de delimitagdo
empirica das espécies possa envolver grandes obstaculos (Wiens 1999; Agapow et al.

2004; Sites e Marshall 2004).

A medida que o nosso conhecimento sobre a biodiversidade aumenta, incluindo o
reconhecimento do numero crescente de espécies em vias de extingdo (Wright e
Muller-Landau 2006), existe uma necessidade premente de catalogar e descrever essa
diversidade. Indubitavelmente, o contributo da taxonomia para a Ciéncia como um
todo tem sido muito subestimado ao longo do tempo por cientistas e sociedade em
geral, em grande parte devido a incompreensdo da complexidade associada a
biodiversidade e dos enormes desafios conceptuais e operacionais colocados na sua

descricdo e compreensao.

As estimativas relativas ao nimero de espécies eucariotas existentes variam entre 3,6
milhdes até mais de 100 milhGes (Wilson 2004), sendo cerca de 11 milhdes uma das
estimativas mais consensuais do numero de espécies de seres vivos existentes no
planeta (Chapman 2009). Em contraste, o nimero estimado de espécies formalmente

descritas ronda 1,9 milhdes, revelando o pouco que conhecemos proporcionalmente a
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imensiddo da biodiversidade na Terra. O facto de 18000 novas espécies em média
serem descritas anualmente (Chapman 2009) revela a eficacia de trabalho dos
taxonomistas, mas em termos conclusivos os recursos disponiveis e abordagens
adoptadas estdo longe de cumprir o desafio de catalogar toda a biodiversidade. Este
problema foi identificado e reconhecido entre a comunidade cientifica, sendo a partir

dai comummente referido como o “impedimento taxondmico” (Rodman e Cody 2003).

Apesar da evolucdo de ferramentas auxiliares na identificagdo de espécies, a
taxonomia esteve até ha relativamente pouco tempo totalmente dependente do
trabalho de apenas alguns especialistas a nivel mundial, no estudo de grupos
especificos de organismos. A delimitacdo de espécies proximas é tdo complexa que
apenas alguns taxonomistas, mesmo aqueles que devotaram toda a sua vida a
taxonomia, podem discriminar indubitavelmente mais de 1000 espécies (Costa e
Carvalho 2007). Todas estas dificuldades, aliadas ao escasso numero de especialistas
em taxonomia e aos poucos recursos alocados a esta tematica, constituem um
obstaculo para a compreensao, utilizacdo e conservacdo da biodiversidade (Rodman e
Cody 2003; Wheeler et al. 2004). De facto, este obstaculo afecta toda a comunidade
cientifica e a sociedade em geral, dado que se torna dificil ter acesso ao conhecimento

taxondmico geral (Costa e Carvalho 2007).

Para os taxonomistas, o primeiro passo no processo de catalogacdo da vida é
reconhecer as diferencas entre espécies (Saunders 2005). No entanto, apesar de um
aumento na diversidade estar correlacionado com um aumento na variabilidade
morfoldgica (Saunders 2005), a incapacidade de distinguir as caracteristicas
diagnosticantes que diferenciam as diversas espécies de macroalgas tem circunscrito
severamente a delimitacdo das mesmas (De Clerck e Coppejans 1999). No caso das
algas, a plasticidade morfoldgica e a evolugdo convergente combinadas com a escassez
de caracteres diagnosticantes podem dificultar a inclusdo de um individuo numa
determinada familia e praticamente impossibilitar a identificagdo de espécies
(Saunders 2005). A falta de compreensdo quanto a variabilidade de caracteres
morfoldgicos tem levado a uma taxonomia errénea, onde espécimes situados nas

fronteiras do espectro morfoldgico tém sido habitualmente descritos como espécies
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diferentes (De Clerck e Coppejans 1999). Na Europa Continental, mais de 60 espécies e
taxas interespecificos de macroalgas tém sido descritas nos ultimos dois séculos
(Hornig e Schnetter 1988; De Clerck 2003), sendo que esse nimero é considerado uma
estimativa grosseira da verdadeira diversidade taxondmica causada pela ma
interpretagdao da plasticidade morfolégica. Actualmente, ndao ha qualquer consenso
guanto ao numero de espécies de algas presente na Europa Continental (Tronholm et

al. 2010).

1.1. DNA barcoding

Os métodos moleculares possuem caracteristicas Unicas e vantajosas quando
utilizados como ferramentas para os taxonomistas: possuem uma série de
caracteristicas universais que podem ser directamente comparadas entre diversos
organismos (ao contrario do que acontece em abordagens estritamente baseadas na
morfologia), permitem a delimitacdio de espécies a um nivel mais profundo,
possibilitando o estudo de espécies cripticas (espécies que, apesar de serem
morfologicamente idénticas ou similares, constituem unidades evolutivas
independentes, com isolamento reprodutivo total ou parcial), tornam possivel a
identificagdo de espécimes fragmentados e permitem identificar um organismo em

diferentes fases do seu ciclo de vida (Costa e Antunes 2012).

O DNA (deoxyribonucleic acid — acido desoxirribonucleico) barcoding — a sequenciacdo
de uma regido de DNA curta e padronizada — tem sido proposta como uma nova
ferramenta molecular na identificacdo de espécies animais (Hebert et al. 2003a). A
regido denominada possui cerca de 650 pb e situa-se na extremidade 5’ da citocromo c
oxidase | (COIl), um locus de DNA mitocondrial. Foi demonstrado que providencia
resolucdo ao nivel da espécie dentro de um vasto leque de espécies provenientes de
um diverso nimero de taxa animais (Hebert et al. 2004a,b; Barrett e Hebert 2005;
Smith et al. 2005; Ward et al. 2005; Clare et al. 2007; Costa et al. 2007), assim como de
macroalgas vermelhas (Saunders 2005; Robba et al. 2006) e castanhas (Kucera e

Saunders 2008; McDevit e Saunders 2009).
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Na altura da publicacdo de Hebert e seus colegas em 2003, a aplicacdo de marcadores
moleculares para a identificacdo de espécies ndo era um conceito inovador. A
utilizacdo de marcadores moleculares tinha sido ja introduzida décadas antes,

resultando numa grande expansdo da sua aplicacdo (Carvalho 1998).

A premissa da técnica consiste em associar um cddigo de barras nucleotidico (DNA
barcode) inequivoco para cada espécie conhecida obtido através da leitura de uma
regido especifica do genoma. Esse cddigo de barras ndo é necessariamente invariavel
dentro de uma espécie, pois individuos da mesma espécie podem partilhar sequéncias
muito similares, no entanto o DNA barcode serd claramente distinto quando

comparado entre espécies diferentes (Costa e Carvalho 2007).

O DNA barcoding é essencialmente uma ferramenta pratica que permite comparar
uma sequéncia de DNA alvo com uma sequéncia de DNA de referéncia podendo
confirmar a identidade da espécie alvo ou originar hipdteses alternativas a delineacdo
dessa espécie. No entanto, o DNA barcoding nao deve substituir os protocolos
convencionais para identificar novas espécies (Wheeler et al. 2004; DeSalle 2006;
Hajibabaei 2006). E por isso crucial aproveitar esta ferramenta em vez de a priorizar
inteiramente em relacdo aos métodos convencionais da taxonomia, os quais se
baseiam fortemente em caracteristicas ecoldgicas, morfolégicas e comportamentais.
Desta forma, o DNA barcoding pode tornar o sistema de Linnaeus mais acessivel (Costa

e Carvalho 2007).

A utilizacdo do COl como marcador molecular é bastante util na identificacdo de
espécies quando a plasticidade fenotipica € um obstaculo, as chaves dicotémicas
abordam apenas determinados fases do ciclo de vida e ndo permitem reconhecer
espécies cripticas, todos problemas presentes em estudos de macroalgas (Hebert et al.
2003a,b). Essa regido do genoma mitocondrial possui uma série de caracteristicas
consideradas vantajosas para o seu uso como, por exemplo: por ser uma regidao curta e
ser possivel a utilizacdo de primers universais bastante robustos, que permitem a
amplificacdo relativamente facil da sua extremidade 5’ em representantes da maioria

dos filos animais; ter uma taxa de evolugao molecular cerca de 3x maior que a de 12S
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ou 16S rDNA e suficientemente rapida para permitir a discriminacdo ndo sé de
espécies evolutivamente muito préoximas, mas também de grupos filogeograficos
intraespecificos; ter maior probabilidade de fornecer uma percepcao filogenética mais
profunda em casos de divergéncia recente comparativamente a outros genes
mitocondriais, uma vez que as mudancgas na sua sequéncia de aminodacidos ocorrem
mais lentamente; ser uma sequéncia facilmente alinhavel;, ser informativa para
distinguir espécies proximas, pois possui variabilidade semelhante a outros genes

codificadores de proteinas (Hebert et al. 2003a).

Existem algumas limitacGes relativamente a esta regido de DNA barcode,
nomeadamente a falta de resolugcdo em algumas espécies recentemente divergentes
(cnidarios bentdnicos, grupos de anfibios e algumas espécies de gastropodes) ou taxa
particulares (Waugh 2007) e a incapacidade para detectar casos de hibridizacdo
introgressiva. No entanto, estas excepgdes representam apenas uma percentagem

muito pequena de espécies a nivel global.

A metodologia associada ao DNA barcoding requer que a variacao intraespecifica seja
substancialmente menor do que variagdo interespecifica, permitindo uma
identificacdo precisa dos individuos (Matzen da Silva et al. 2011). Diversas medicGes de
divergéncia genética independentes sdo essenciais, porque um sé gene pode
representar erradamente a arvore das espécies e uma sO espécie pode representar
erradamente a historia biogeografica geral de uma regido (Knowlton e Weigt 1998).
Para além disso, com base em divergéncias padronizadas, podemos diferenciar e
alocar espécies dentro da respectiva familia de acordo com a sua filogenia, avaliando
as respectivas distancias evolutivas a outras espécies, como também podemos
descobrir a possivel existéncia de novas espécies para a Ciéncia entre as amostras
colectadas mesmo sem ter efectuado antecipadamente uma verificagdo taxondmica
mais profunda. O DNA barcoding, conjuntamente com colec¢des de grande escala e
metodologias de processamento, podera gerar de forma rapida informacdo capaz de
responder a questdes relacionadas com ecologia, distribuicdo local e biogeografia. No

entanto, e no caso particular de alguns taxa de macroalgas, a falta de métodos de
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extraccdo de DNA rapidos, consistentes e automaticos (McDevit e Saunders 2009)

pode por vezes ser um obstaculo na obtencdo rapida de dados.

A identificacdo de espécies com base no DNA barcoding pode apresentar verdadeiros
desafios aos taxonomistas, na medida em que a capacidade de delimitar diferentes
espécies usando ferramentas moleculares poderd exceder a nossa capacidade de
delimitar as mesmas morfologicamente, levando assim ao reconhecimento de espécies

cripticas (Lindstrom 2008; LeGall e Saunders 2010).

1.2. Iniciativa Barcode of Life

Passaram-se quase 8 anos desde que foi lancada uma nova abordagem na catalogacao
da biodiversidade eucariota através do DNA barcoding e do Barcode of Life Initiative
(BOLI). Esta nova abordagem tem revolucionado a forma como os investigadores
trabalham e véem a catalogagao da vida, tendo gerado um numero crescente de
revisoes, artigos e discussoes sobre o assunto. As consequéncias destas novidades a
nivel cientifico podem demorar a surgir, mas o BOLI ja conseguiu influenciar a
investigacdo sobre a biodiversidade de diversas formas num muito curto espaco de

tempo (Costa e Antunes 2012).

Em Maio de 2004, pouco mais de um ano apds a publicacdo do artigo de Hebert e seus
colegas (Hebert et al. 2003a), um consércio internacional — o Consortium for the
Barcoding of Life (CBOL) (homepage http://www.barcodeoflife.org/) — promoveu a
implementagao do DNA barcoding, langando um projecto Unico de gendmica de escala
global. A missdo do CBOL consiste em explorar e desenvolver o potencial do DNA
barcoding para investigacao e como ferramenta pratica para identificagao de espécies.
Desde a sua inauguracdo, o CBOL ja registou um rapido desenvolvimento, o qual foi
particularmente intenso apds a primeira conferéncia Barcoding of Life no Museu de

Histdria Natural londrino, em Fevereiro de 2005 (Costa e Carvalho 2007).
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O impacto do DNA barcode na catalogacdo da vida catalisou a criacdo de varias
conferéncias ao longo dos anos, como a First European DNA barcoding conference (em
Leiden, 2007) e a Second International Barcode of Life conference (em Taipei, 2007), as
guais possibilitaram ndo s6 a criacdo do European Consortium for the Barcode of Life
(ECBOL), como também a organizacdo de mais conferéncias sobre este tema, o qual
tem tido forte adesdo e um impacto cada vez maior no seio da comunidade cientifica.
No entanto, a influéncia presente do DNA barcoding reflecte-se ndo pela quantidade
de estudos, mas sim pela diversidade de abordagens e de taxa estudados e da
variedade de interesses profissionais dos membros desta comunidade heterogénea

(Costa e Antunes 2012).

Neste momento, o CBOL conta com cerca de 129 organizacdes provenientes de 50
paises. As primeiras campanhas globais de DNA barcoding — a Fish Barcode of Life
(FISH-BOL) (homepage http://www.fishbol.org/) e a All Birds Barcoding Initiative (ABBI)
— foram langadas, com o intuito de recolher uma base de dados de referéncia de DNA
barcodes para todos os peixes e aves, respectivamente. Existem actualmente mais
projectos internacionais de DNA barcoding, entre os quais o Marine Barcode of Life

(MarBOL) (homepage http://www.marinebarcoding.org/).

O CBOL coordena e promove o DNA barcoding a uma escala global e possibilita o
acesso publico aos dados relacionados. Tanto o Barcode of Life Database (BOLD)
(Ratnasingham e Hebert 2007) como os repositorios publicos de genomas
(nomeadamente o GenBank of the National Center for Biotechnology Information
(NCBI), o European Molecular Biology Laboratory (EMBL) e o DNA Data Bank of Japan
(DDBJ)) fornecem acesso livre aos dados de DNA barcoding. Para evitar a dispersdo de
informacdo taxondmica, as solugbes informaticas permitem a interac¢do entre bases
de dados e a criacdo de bases de dados integradas, tais como a Catalogue of Life
(resultante da fusdo entre a Integrated Taxonomic Information System (ITIS) e a
Species 2000) ou a World Register of Marine Species (WoRMS) (Appeltans et al. 2010),
as quais fornecem acesso centralizado a dados taxondmicos. Relativamente ao acesso
a informacdo sobre biodiversidade, a criacdo da Encyclopedia of Life (EoL) em 2008 é

um desenvolvimento importante e um dos mais influentes para o futuro (Wilson
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2003), que visa oferecer um conjunto global de informacdo detalhada e compreensivel
de todas as espécies conhecidas do planeta.

Outro projecto resultante da importancia e do impacto do DNA barcoding na Ciéncia é
o Quarantine Barcode of Life (QBOL), um projecto fundado em Maio de 2009 pela
Unido Europeia, cujo objectivo centra-se em desenvolver um sistema de vigilancia
baseado no DNA barcoding para identificacdo de potenciais agentes patogénicos
transportados em produtos bioldgicos através do comércio internacional antes de

entrarem na Europa.

Em Setembro de 2010, é criado um projecto global de DNA barcoding, o International
Barcode of Life (iBOL), cujo objectivo principal é criar uma biblioteca de DNA barcodes
de 500000 espécies eucaridticas até 2015, constituindo assim o maior e mais
ambicioso projecto de biodiversidade a nivel global estabelecido até hoje. Tanto o
Consortium for the Barcode of Life (CBOL) como o iBOL tém conseguido estabelecer
parcerias com iniciativas e instituicdes nacionais e internacionais relevantes (tais como
International Nucleotide Sequence Database Collaboration (INSDC), Global Biodiversity
Information Facility (GBIF), Species 2000, ITIS, EolL), tornando-se assim agregadores

importantes da investigacdo relacionada com a biodiversidade (Costa e Antunes 2012).

1.3. Algas marinhas

O conceito de alga ndo possui qualquer suporte taxondmico, sendo comummente
utilizado para denominar um organismo fotossintético, polifilético, ndo-coeso e que
produz oxigénio artificialmente (Barsanti e Gualtieri 2006). Apesar destas semelhancas
com as plantas superiores, as algas distanciam-se delas devido a varias diferencas, tais
como a auséncia de flores, folhas, raizes e de tecidos diferenciados responsaveis pelo
transporte interno de longa distancia e proteccdo contra a perda de agua (Braune e

Guiry 2011).

As algas marinhas podem ser encontradas virtualmente em qualquer costa do globo.

Enquanto algumas espécies sao ubiquas, outras apenas podem ser encontradas em
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zonas geograficas muito especificas (Braune e Guiry 2011) e restritas a substratos
caracteristicos como: rochas (epiliticas), lama ou areia (epipélicas), outras algas ou
plantas (epifiticas) ou animais (epizdicas) (Barsanti e Gualtieri 2006). As algas sdo parte
de um ecossistema marinho complexo: elas constituem a base alimentar de grande
parte dos organismos marinhos (moluscos, crustdceos, peixes e equinodermes),
formam matéria organica dissolvida (fonte alimentar para bactérias, fungos e
protozoarios), sdo portadoras de muitos organismos epizdicos tais como esponjas e
anémonas e epifiticos de pequenas algas, providenciando habitat e abrigo a muitos
organismos, alguns dos quais presentes no topo da cadeia alimentar, como aves,
mamiferos marinhos e peixes (Braune e Guiry 2011). As algas situam-se até uma
profundidade mdxima de 32m aproximadamente em aguas temperadas frias (ou
250m, em 4guas tropicais ou subtropicais muito claras), onde é apenas recebida 0.05%
a 0.10% de irradiacdo de fotGes de superficie devido a sua reflexdo por accdo das

turbuléncias, matéria suspensa e coloragao (Braune e Guiry 2011).

E dificil avaliar e diferenciar a influéncia dos varios elementos biéticos e abidticos (pH
da 4gua, temperatura, ac¢ao das marés, ar, nivel de salinidade, herbivoria, biofouling,
luz solar, entre outros) e suas interligacdes com as comunidades de algas. A luz solar
fornece a luminosidade e temperatura necessadrias para as elevadas taxas de
fotossintese, mas também podem causar desidratacao e, consequentemente, a subida
dos niveis salinos; a concentracao e especia¢do de carbono inorganico sdo afectadas
pela temperatura, pH da dgua e presenca de vegetacdo e animais na area; é também
dificil de determinar o nivel de competicdo entre espécies de macroalgas, tanto
relativamente a recursos como a locais de fixacdo ideais. SO depois de encontrarem
um substrato apropriado é que as algas comegam a desenvolver-se, tornando assim a
procura por substrato a razdo principal para ocorréncia de competicdo entre

macroalgas marinhas (Einav 2004).

Dentro do mundo das algas existe uma enorme variedade de tipos e formas
anatdémicas, tais como a apresentacdo de diferenciacdo de tecidos e estruturas
morfoldgicas avancadas em certas espécies ou, em contraste, filamentos simples

ramificados ou ndo ramificados constituidos por uma camada singular de células
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medulares (Braune e Guiry 2011). Existe uma grande variedade de tipos de talos nas
algas, os quais podem ser unicelulares ou parte de coldnias unicelulares (mdveis ou
imoveis), filamentosos (divisdo celular e formacdo de cadeias de células-filhas ligadas
pelas paredes celulares umas das outras), sifonados (formacao de filamentos tubulares
sem delimitacdo por meio de paredes celulares) (Figura 1), parenquimatosos (as
células primarias comecam a dividir-se em todas as direc¢es, ndao formando qualquer
estrutura filamentosa — estrutura presente em grande parte das macroalgas castanhas)
e pseudoparenquimatosos (constituidos por agrega¢des de filamentos numerosos e
ramificados colados entre si através de mucilagem os quais, em conjunto, formam o
talo e ndo apresentam qualquer diferenciacao celular interna — estrutura presente na

maior parte das macroalgas vermelhas) (Figura 2) (Barsanti e Gualtieri 2006).

Existe hoje um conhecimento alargado relativamente ao facto de as algas possuirem
estratégias nutricionais complexas, combinando fotoautotrofia e heterotrofia,
referindo-se globalmente como mixotrofia. Dessa forma, referem-se quatro tipos

principais de regimes nutricionais assumidos pelas algas (Barsanti e Gualtieri 2006):

Heterotrofia obrigatdria - Algas primariamente heterotroficas, mas capazes de
se sustentar por fototrofia em caso de limitacgdo no numero de presas

(Gymnodium gracilentum, Dinophyta).

e Fototrofia obrigatoria - Primariamente fototrdficas, mas que podem
suplementar o desenvolvimento através de fagotrofia e/ou osmotrofia quando

a luz solar é limitada (Dinobryon divergens, Heterokontophyta).

e Mixotrofia facultativa - Conseguem desenvolver-se equitativamente por

fototrofia e heterotrofia (Fragilidium subglobosum, Dinophyta)

e Mixotrofia obrigatéria - Primariamente fototrdficas, embora a fagotrofia e/ou
osmotrofia providenciem substancias essenciais ao seu desenvolvimento

(Euglena gracilis, Euglenophyta).
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et L1
Figura 1 - Talo de tipo sifonado da espécie Vaucheria Figura 2 - Talo do tipo pseudoparenquimatoso
da espécie Palmaria palmata (Barsanti e

sessilis (Barsanti e Gualtieri 2006)
Gualtieri 2006)

Os ciclos de vida das macroalgas marinhas alternam regularmente entre diferentes
fases de desenvolvimento (geragdes) dependentes do comportamento reprodutor do
organismo, ou seja, do tipo de célula reprodutora caracteristica da fase do ciclo de vida
correspondente, sendo gametodfita a alga produtora de gametas e espordfita a alga
produtora de esporos. As algas exibem 3 ciclos de vida diferentes com varia¢des
dentro de determinados grupos. As principais diferencas entre eles sao o ponto em
gue a meiose ocorre e os tipos de células que o fendmeno produz e se existe um ou

mais fases de vida livre dentro do ciclo de vida (Barsanti e Gualtieri 2006):
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Ciclo de vida haplobionte haplonte ou zigético — caracterizado por possuir uma
Unica fase vegetativa hapldide e onde a meiose ocorre apds a germinacao do

zigoto (Chlamydomonas, do filo Chlorophyta).

Ciclo de vida diplobionte ou gamético — caracterizado por possuir uma Unica

fase vegetativa dipldide e onde a meiose dd origem a gametas hapldides

(Fucus, do filo Heterokontophyta) (Figura 3).

Figura 3 - Ciclo de vida do género Fucus: 1-
espordfito; 2- anterideo; 2’- oogdnia; 3- esperma;
3’- ovo; 4- zigoto; 5- espordfito juvenil; Rl- meiose
(Barsanti e Gualtieri 2006)

Ciclo de vida haplobionte diplonte ou de esporos — caracterizado pela presenca
da alternancia entre duas fases diferentes constituidas por um gametdfito
hapléide e um espordfito dipldide, respectivamente, em que o gametodfito
produz gametas por mitose e o esporoéfito produz esporos por meiose. Estas

alternancias podem ser isomarficas (Ulva, Chlorophyta) ou heteromorficas,
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com predominancia da fase esporofitica (Laminaria, Heterokontophyta) e da

fase gametofitica (Porphyra, Rhodophyta) (Figura 4).

Figura 4 - Ciclo de vida do género Porphyra: 1- gametdéfito macho; 1'-
gametofito fémea; 2- esperma; 2’ — ovo; 3- fertilizagdo e zigoto; 4- esporos; 5-
espordfito; 6- esporos macho; 6’ — esporos fémea; 7- gametdéfito macho juvenil e
gametofito fémea juvenil; R! — meiose (Barsanti e Gualtieri 2006)

A existéncia de diferentes fases reprodutoras no ciclo de vida de uma espécie em
concreto acarreta uma série conveniente de vantagens (e respectivas desvantagens)
gue marcam a diferenca dentro do respectivo habitat num determinado espaco de
tempo. Enquanto que a fase vegetativa e assexuada assegura estabilidade a um
gendtipo adaptado intra-especificamente de uma geracdo para a préxima,
providenciando um meio rapido e acessivel para aumentar o nimero de individuos

restringindo a variabilidade genética, a fase sexuada envolve plasmogamia (unido de
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células), cariogamia (unido de nucleos), associacdo cromossoma/gene e meiose,
resultando em recombinag¢des genéticas, permitindo assim variacdo intra-especifica
mas a um custo energético alto dado o numero de gametas formados que falham o

cruzamento (Barsanti e Gualtieri 2006).

Existem diversos fendmenos e processos de reproducdo assexuada e sexuada levados
a cabo dentro das algas. Relativamente a reproducao vegetativa ou assexuada, os
processos reprodutivos conhecidos sdo: a fissdo bindria ou biparticdo celular, onde
ocorre divisdo do organismo-mae em dois organismos iguais, a formag¢ao automatica
de coldnias, a fragmentacdo, a ocorréncia de estadios de repouso, nos quais se da a
producdo de células com paredes celulares espessas (tais como hipndsporos,
hipnozigotos, estatosporos e aquinetas) quando sob exposicdo a condicGes
desfavoraveis, e a formacdo de esporos (Barsanti e Gualtieri 2006). No ambito do
ultimo processo referido, existem diferentes tipos de esporos: os zodsporos (esporos
flagelados moveis), aplandsporos (esporos sem flagelo que iniciam o seu
desenvolvimento dentro da parede da célula-mae antes de serem libertados e que se
podem tornar em zodsporos) e autdsporos (esporos sem flagelo que se libertam a
partir da ruptura da parede celular da célula-mae, sendo impossivel tornarem-se
zoosporos). A reproducdo assexuada das algas castanhas ocorre por meio de
zoosporos ou aplandsporos imoveis (contidos em grupos de quatro num esporocisto
em alguns géneros como Dictyota, formando tetraesporos). Em relacdo a reproducdo
sexuada nas algas marinhas, sdo possiveis diferentes tipos de combinagdes entre
gametas. Na isogamia, os gametas sdao ambos mdveis e indistinguiveis, enquanto que
na heterogamia os gametas diferem nas suas dimensdes. Dentro da heterogamia
podem ocorrer dois géneros de combinacdes: anisogamia, onde ambos os gdmetas sdo
moveis, mas um deles é mais pequeno (esperma) do que o outro (ovo) e a oogamia, no
qual apenas um dos gametas é movel (esperma) e se funde a um gameta imédvel de

maiores dimensdes (ovo) (Barsanti e Gualtieri 2006).

A delimitacdo e classificacdo dos diferentes filos das algas marinhas baseiam-se na
pigmentacdo, natureza quimica do produto de reserva fotossintético, estruturacdo dos

tilacéides e outras caracteristicas relevantes dos cloroplastos, composicdo quimica e
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estrutura das paredes celulares, nimero e organizacdo dos flagelos (se presentes),
ocorréncia de quaisquer outras caracteristicas de interesse e ciclos reprodutores
(Barsanti e Gualtieri 2006). Em tracos gerais, as macroalgas marinhas encontram-se
taxonomicamente organizadas dentro de trés filos principais: as macroalgas verdes
(filo Chlorophyta), macroalgas castanhas (filo Heterokontophyta, Phaeophyceae — a
Unica classe existente de macroalgas castanhas) e macroalgas vermelhas (filo
Rhodophyta) (Braune e Guiry 2011). A distribuicdo e ocorréncia de varios pigmentos
fotossintéticos fornecem a principal caracteristica para a criacdo dessa classificacao
simples e clara das macroalgas marinhas, permitindo uma avaliagdo mais sensivel na
determinacdo prévia dos organismos. A fucoxantina é um pigmento acessério presente
em espécies de Heterokontophyta que lhes atribui a caracteristica cor castanha,
enquanto que a r-ficoeritrina e r-ficocianina sao os pigmentos presentes em espécies
de Rhodophyta responsaveis pela sua cor vermelha (Hunt 1978). Para além dessa
dissemelhanca superficial, as macroalgas marinhas vermelhas e castanhas constituem
grupos de organismos com um vasto rol de divergéncias estruturais, fitoquimicas,

moleculares, reprodutoras, entre outras.

Rhodophyta
A auséncia de qualquer estadio flagelar e a presenca de ficobiliproteinas acessorias

organizadas em ficobilissomas sdo caracteristicas Unicas dentro deste filo (Barsanti e
Gualtieri 2006). A clorofila a e d sdo as Unicas clorofilas presentes. Relativamente aos
cloroplastos, estes encontram-se envolvidos por uma dupla membrana e os tilacoides
ndo se sobrepdem, mas situam-se equidistantes e solitarios dentro do cloroplasto.
Encontra-se também presente um tilacdide ao redor da periferia do cloroplasto,
situado paralelamente a membrana cloroplastica interna. Para além disso, o DNA
cloroplastico organiza-se num género de bolhas espalhadas por todo o cloroplasto
(Barsanti e Gualtieri 2006). O polissacarideo de reserva mais importante é o amido
florideo, um 1-4-glucano, que se localiza apenas no citoplasma, ao contrario do que
acontece com os residuos de amido produzidos pelos membros do filo Chlorophyta. A
maior parte das Rhodophyta sdo fotoautotréficas e a sua citocinese é incompleta. A
reproducdo neste grupo apresenta-se normalmente sob um ciclo de vida haplobionte

diplonte isomoérfico ou heteromérfico, sendo rara a presenca de um ciclo de vida
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haplobionte (Barsanti e Gualtieri 2006). Nas algas vermelhas, os gdmetas e os esporos
sdo imoveis (desprovidos de flagelos) e os seus ciclos de vida sdo bastante variaveis e

apresentam processos bastante complexos.
Para além disso, as macroalgas vermelhas sdo representadas actualmente por mais de
9000 espécies conhecidas pertencentes a mais de 943 géneros (Algaebase, Guiry e

Guiry 2012), sendo o tipo de macroalgas marinhas mais abundante.

Heterokontophyta

As algas deste grupo mostram uma maior preponderancia para conter carotendides na
sua estrutura quimica ao invés de clorofilas, resultando numa tonalidade dourada no
talo e ndo esverdeada como ocorre com a maioria dos outros filos de algas (Barsanti e
Gualtieri 2006). As algas deste grupo contém as clorofilas a, ¢1, c2 e ¢3, com a
excepg¢do dos individuos da classe Eustigmatophyceae que apenas possuem clorofila a.
Os pigmentos acessdrios principais sdo o b-caroteno, a fucoxantina e a
vaucheriaxantina (Barsanti e Gualtieri 2006); os tilacdides encontram-se agrupados em
grupos de trés, denominados por lamelas — geralmente uma lamela percorre toda a
periferia do cloroplasto, apenas ausente na classe Eustigmatophyceae. Os cloroplastos
encontram-se envolvidos numa dupla membrana e por uma dobra do reticulo
endoplasmatico. O DNA cloropldstico encontra-se integrado num nucledide com forma
anelada. O polissacarideo de reserva principal é o crisolaminarin, um b-1,3-glucano,
localizado dentro do citoplasma de uns vacuolos especiais (Barsanti e Gualtieri 2006).
As macroalgas deste filo podem desenvolver-se fotoautotroficamente, mas podem
também combinar diferentes estratégias de trofismo tais como heterotrofia. Para além
disso, a reproducdo dentro deste grupo apresenta-se sob um ciclo de vida haplobionte
haplonte (Chrysophyceae), diplobionte (Bacillariophyceae) ou haplobionte diplonte
(Phaeophyceae) (Barsanti e Gualtieri 2006). Relativamente aos tipos de alternancia das
diferentes fases do ciclo de vida, as algas castanhas apresentam casos de isogamia
(Ectocarpus), anisogamia (Cutleria) e oogamia (Dictyota, Fucus), sendo mais
caracteristica das algas castanhas a alternancia heteromérfica de geracbes, entre as
guais ocorrem grandes variagcdes morfoldgicas e anatdmicas, tais como reducdes dos

espordfitos (Cutleria) ou gametoéfitos (Laminaria) (Braune e Guiry 2011).
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Para além disso, as macroalgas castanhas (Phaeophyceae) sdo representadas por mais
de 1500 espécies conhecidas de 250 géneros (Graham e Wilcox 2000) e a sua
identificacdo morfoldgica é dificil e existem numerosas incertezas taxondmicas na

literatura actual (Sears 2002; Gabrielson et al. 2006).

1.4. Potencial farmacologico e alimentar

O interesse nos organismos marinhos como fonte potencial e promissora de agentes
farmacoldgicos e/ou alimentares tem aumentado ao longo dos anos (Lindequist e
Schweder 2001; Newman et al. 2003; Mayer e Hamann 2005; Blunt et al. 2008; Jiao et
al. 2011). O mercado de procura de fontes naturais de antioxidantes e de outros
compostos de natureza farmacéutica tem aumentado por parte dos consumidores
devido a preocupacdo inerente aos possiveis efeitos toxicos de antioxidantes sintéticos
(Zubia et al. 2007) e ao conhecimento geral de que o consumo regular de fitoquimicos
distintos podem fornecer uma prevencdo antioxidante relevante contra varias doencas
(Ribeiro et al. 2007). Uma das maiores limitacbes quanto a criacdo de produtos
naturais a partir de macroalgas marinhas é a necessidade de grandes quantidades de
material biolégico, o que pode causar um impacto ecolégico negativo, exceptuando os
casos em que o material bioldgico em questdo seja proveniente de espécies invasoras
gue constituam um grave problema para a biodiversidade marinha de determinados

habitats (Plouguerné et al. 2010).

Apesar de as macroalgas marinhas serem uma das fontes mais ricas em produtos
naturais quimicamente diversos (Mayer et al. 2009), o seu potencial absoluto em

diversas vertentes permanece amplamente inexplorado.

A auséncia de dano oxidativo nos compostos estruturais das macroalgas (como 4acidos
gordos polinsaturados) e a sua estabilidade a oxidacdo durante o armazenamento
sugere que as suas células possuem defesas antioxidantes (Zubia et al. 2007). As

macroalgas sao assim uma fonte de obtengdo vidvel e economicamente acessivel de
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compostos bioactivos tais como carotendides, fendis (flavondides e cumarinas),
tocoferdis, compostos azotados (alcaléides, derivados clorofilicos, aminoacidos e
aminas), carotendides, d4cido ascérbico, glutaniona, 4cido Urico, vitaminas
antioxidantes, halogénios, metanos, cetonas, acetatos e acrilatos (McConnell e Fenical
1977; Woolard et al. 1979; Kim et al. 2005; Maeda et al. 2008; Celikler et al. 2009).
Determinadas macroalgas marinhas podem ser fontes naturais de compostos tdo
especificos como acido elagico (Shimogaki et al. 2000), oxiresveratrol (Kim et al. 2002)
e cloroforina (Shimizu et al. 1998) - inibidores da enzima tirosinase - Uteis no combate
a doencas dermatoldgicas, nomeadamente as associadas a hiperpigmentacdo ou a
despigmentacdo (Cabanes et al. 1994; Shiino et al. 2001) e a neurotoxicidade pela

dopamina e neurodegeneracdo associadas a doencga de Parkinson (Xu et al. 1997).

A bioactividade de certos metabolitos secundarios presentes em macroalgas pode ser
exemplificada com o grupo dos diterpenos, que em diversos estudos com algas
castanhas revelam actividade algicida (Kim et al. 2006), antibacteriana (Finer et al.
1979; Amico et al. 1980; Enoki et al. 1983; Tanaka e Higa 1984; Ochi et al. 1986),
antifungica (Tringali et al. 1986), antiviral (Pereira et al. 2004; Siamopoulou et al.
2004), citotdxica (Alvarado e Gerwick 1985; Ishitsuka et al. 1988; Duran et al. 1997;
Jongaramruong e Kongkam 2007), pesticida (Tanaka e Higa 1984; Hardt et al. 1996;
Pereira et al. 2000; Barbosa et al. 2004) ou antifouling (Schmitt et al. 1998; Barbosa et
al. 2007). Para além dos diterpenos, as algas castanhas também possuem florotaninos,
um subgrupo de compostos fendlicos existentes apenas na classe Phaeophyceae, onde
podem constituir mais de 25% do peso seco correspondente (Targett et al. 1992; Van
Alstyne et al. 1999), apenas ultrapassado pelos 40% de peso seco correspondentes as
paredes celulares das algas castanhas, as quais sdo principalmente constituidas por
polissacaridos: acido alginico, alginatos (polissacaridos carboxilados, sais de acido
alginico) e fucanas (polissacaridos sulfatados) (Mabeu e Kloareg 1987; van den Hoeck
et al. 1995). Alguns florotaninos actuam como defesas quimicas contra a herbivoria
(Steinberg 1988; Targett e Arnold 1998; Arnold e Targett 2000; Pavia e Toth 2000a) e

como agentes antifouling (Sieburth e Conover 1965; Wikstrom e Pavia 2004).
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As concentracOes presentes de florotaninos apresentam plasticidade fenotipica de
acordo com os parametros ambientais, tais como salinidade, disponibilidade de luz e
nutrientes, irradiacdo ultravioleta e intensidade de herbivoria (Yates e Peckol 1993;
Peckol et al. 1996; Pavia et al. 1997; Pavia e Toth 2000b; Honkanen et al. 2002;
Swanson e Druehl 2002). Como agentes contra a herbivoria, os florotaninos possuem
um papel fulcral na defesa global das macroalgas marinhas, sendo moléculas grandes e
dificeis de purificar (Ragan e Glombitza 1986) ou de quantificar com precisao (Appel et
al. 2001), raramente sdo testadas directamente e isoladamente como defesas contra a
herbivoria (Steinberg 1988; Clausen et al. 1990; Steinberg e van Altena 1992). Para
além dos florotaninos e outros compostos antifouling, os pigmentos fotossintéticos,
como a fucoxantina, podem assumir um papel importante na defesa quimica da
superficie de algas castanhas, por accdo de mecanismos de libertacdo que levam ao
aumento da concentra¢do do metabolito na superficie do talo, constituindo assim uma
estratégia de defesa das macroalgas contra a colonizacdo bacteriana até entdo

desconhecida (Saha et al. 2011).

Em habitats com herbivoria intensa (como recifes de coral), as macroalgas sdo mais
susceptiveis a eliminacdo se ndo possuirem as respectivas defesas (Hay 1996; Cronin
2001), ndo sendo surpresa o facto de grande parte das espécies de algas tropicais
possuirem defesas anti-herbivoria (Hay e Fenical 1988; Hay 1996). Estudos tedricos
sugerem que as plantas e algas apresentam maioritariamente defesas permanentes ao
invés de defesas por inducdo quando a herbivoria é previsivel (Adler e Karban 1994) ou
intensa (Karban et al. 1999). Por outro lado, a defesa quimica constitutiva apresenta
desvantagens selectivas, tais como a adaptacdo dos organismos invasores as defesas
(Agrawal e Karban 1999), o risco de autotoxicidade (Agrawal e Karban 1999) e os
custos energéticos altos associados a manutencdo da defesa (Karban 1993; Agrawal
1998; Baldwin 1998). No entanto, em caso de habitats com herbivoria imprevisivel, as
algas podem optimizar a defesa anti-herbivoria através da sua activa¢do apds inducdo

em vez de a expressar permanentemente (Harvell e Tollrian 1999).

Actualmente, ndo existe uma nogdo clara acerca do qudo taxonomicamente dispersas

as defesas quimicas por inducdo se encontram no mundo das algas. Foi verificada
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recentemente a presenca de defesas anti-herbivoria por indugdo nas algas vermelhas
Pterocladiella capillacea (Weidner et al. 2004) e Hypnea pannosa (Ceh et al. 2005),
sugerindo que as suas ocorréncias ndo se restringiam as algas castanhas ou a climas
temperados, como se pensava no passado. Para além disso, indica a necessidade de
um estudo mais aprofundado quanto a presenca de defesas anti-herbivoria por

inducdo em algas numa maior amplitude taxondmica e geografica.

Estudos mostram que cada taxon de algas marinhas possui a sua prépria sazonalidade
relativamente a produc¢do de compostos antibidticos (Chester e Stott 1956; Sreenivasa
Rao e Parekh 1981; Padmakumar e Ayyakkannu 1997), atingindo o pico de producgdo
geralmente na época de crescimento activo do talo. O conteido de compostos
antibioticos pode também variar consoante a zona do talo (Conover e Sieburth 1964;
Hornsey e Hide 1976), o estadio reprodutivo (Moreau et al. 1984; Hornsey e Hide
1985) e locais geograficos (Vidyavathi e Sridhar 1991). Sendo assim, a variagdo nas
concentragOes de metabolitos secundarios pode ocorrer entre individuos da mesma
populacdo (Paul e Van Alstyne 1988a,b; Puglisi e Paul 1997; Matlock et al. 1999) ou
entre populacdes da mesma espécie em habitats diferentes (Paul e Fenical 1986, 1987;
Paul et al. 1987; Paul e Van Alstyne 1988a). Para além da nocdo presente de que o
total conhecimento destes detalhes sazonais, ecolégicos, anatdmicos e geograficos
para cada taxon seriam extremamente Uteis para o dificil estudo da taxonomia de
macroalgas marinhas, outros estudos defendem que existem metabolitos secundarios
que podem representar um papel importante como marcadores taxondmicos dadas as
suas diferengas nas estruturas quimicas em diferentes espécies do mesmo género,
como é o caso dos diterpenos presentes em espécies do género Dictyota (Teixeira e
Kelecom 1988; Teixeira et al. 1990; De-Paula et al. 2001; Teixeira et al. 2001;
Cavalcanti et al. 2006; De-Paula et al. 2007; Freitas et al. 2007).

1.5. Factores econdmicos, de produg¢ao e consumo humano

Registos da Antiguidade relatam que o Homem colecta macroalgas marinhas para fins
alimenticios desde o ano 500AC na China e cerca de mil anos mais tarde na Europa

(Barsanti e Gualtieri 2006). Apesar de a presenca de compostos de interesse
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farmacoldgico em algas marinhas ser reconhecida desde o final do século XIX (Rath e
Adhikary 2007) e a utilizacdo de extractos de algas como antissépticos estar
documentado desde 1937 (Emerson e Taft 1945), desde tempos antigos que os
japoneses e chineses utilizam extractos de algas para tratamento de infec¢Ges

parasitarias, assim como de outros problemas médicos (Moo-Puc et al. 2008).

Actualmente, no Japdo, mais de 70 espécies de algas marinhas sdo consumidas e
existem extensos cultivos de géneros como Porphyra, Undaria e Laminaria,
constituindo 10% do consumo alimentar humano dentro do Japdo (Braune e Guiry
2011). Devido ao facto de possuirem um grande numero de hidratos de carbono ndo-
assimildveis pelo ser humano, as algas possuem um valor calérico muito baixo,
tornando-as um alimento essencial na dieta japonesa (Einav 2004). Ainda dentro da
industria alimentar, o fabrico de produtos gelificados com alta viscosidade, como o
agar e carragena extraidos de algas vermelhas e o alginato extraido de algas castanhas,
possibilita a sua inclusdo como estabilizantes, espessantes e gelificantes numa vasta
gama de produtos alimentares pré-preparados. Para além disso, a utilizagdo desses
produtos é essencial em areas cientificas como a microbiologia, medicina, engenharia
quimica, entre outras (Braune e Guiry 2011). Outros biocompostos de interesse
presentes nas macroalgas marinhas sdo utilizados no fabrico de produtos
farmacéuticos, produtos de higiene, aditivos alimentares animais, fertilizantes e

cosméticos (Barsanti e Gualtieri 2006).

De acordo com a Food and Agriculture Organization (FAO), a cultura de plantas
aquaticas tem resultado num crescimento consistente desde 1970, com uma taxa
média anual de crescimento de 7,7% (FAO 2010), revelando o papel preponderante
gue a evolugdo da pratica de aquacultura teve ao longo das décadas (Figura 5).
Segundo a FAO, entre 1981 e 2002 a produg¢do anual total mundial de macroalgas
subiu de 3 para quase 13 milhGes de toneladas (em peso humido). Em 2008, a
aquacultura produziu 15,8 milhdes de toneladas (peso humido) de plantas aquaticas,
num valor total estimado de 7,4 bilides de ddlares americanos. A producdo é
praticamente dominada pelo cultivo de macroalgas marinhas (99,6% em quantidade e

99,3% em valor em 2008) (FAO 2010).
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Figura 5 - Contribuicdo da pratica de aquacultura para a produgido global dos principais
organismos marinhos, incluindo as plantas aquaticas (99,6% constituidas por macroalgas
marinhas no periodo de 2008), de 1950 até 2008 (FAO 2010)

Neste momento, a actividade comercial de macroalgas tem lugar em 42 paises, os
quais satisfazem o crescente mercado da procura registado em paises como a Irlanda,
onde se mostra um renovado interesse na recuperacao de antigas dietas tradicionais
(Barsanti e Gualtieri 2006). Os paises no Este e Sudeste da Asia dominam a producio
de algas, destacando-se a China com 62,8% da producdo mundial de macroalgas em
qguantidade. Outros grandes produtores mundiais de macroalgas sdo a Indonésia
(13,7%), as Filipinas (10,6%), a Republica da Coreia (5,9%), o Japao (2,9%) e a Republica
Democratica da Coreia (2,8%) (FAO 2010).

Apesar de grande parte da producdo se destinar a industria alimentar, existe um
mercado cada vez mais abrangente, abrindo caminho a um maior fluxo de capital
através de importagcdes e exportagbes e, consequentemente, maiores lucros.
Relativamente a valores monetdrios, o Japdo mantém o segundo lugar como o
produtor mais lucrativo, em grande parte devido a cultura de Nori (Porphyra sp.) (FAO
2010), a mais lucrativa na industria de cultivo de macroalgas, com um volume de

negodcios correspondente a mais de 2 bilices de ddlares americanos por ano. Os
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registos altos de turnover de capital sdo possiveis devido em parte aos valores da
procura, tendo como exemplo as importagdes de macroalgas por parte Unido Europeia

em 2002, que atingiram as 70000 toneladas (Barsanti e Gualtieri 2006).

O Chile é o maior produtor de macroalgas fora da Asia, produzindo 21700 toneladas
em 2008, seguido por paises como Tanzania, Africa do Sul e Madagdascar, os quais
juntos produziram 14700 toneladas em 2008, com cultivos fortes de Euchema. Em
2008, a maior producdo por espécie de alga registou-se com a Laminaria japonica (4,8
milhdes de toneladas), seguida da Kappaphycus alvarezii e Eucheuma sp. (3,8 milhdes
de toneladas), Undaria pinnatifida (1,8 milhdoes de toneladas), Gracilaria sp. (1,4

milhGes de toneladas) e Porphyra sp. (1,4 milhdes de toneladas) (FAO 2010).

Apesar de as algas frescas ou secas serem consumidas em larga escala,
particularmente por populagdes costeiras de varios paises, elas sao consideradas um
recurso sub-explorado (Fayaz et al. 2005).

Apesar da abundancia de algas marinhas comestiveis ao longo da costa, as algas nao
fazem parte da dieta tradicional em Portugal. As macroalgas tém sido
maioritariamente utilizadas em Portugal como fertilizantes, especialmente em campos
de cultura préximos da costa (Palminha 1971). Algumas comunidades do arquipélago
dos Acores utilizam certas espécies de algas para fins gastrondmicos: a Osmundea
pinnatifida e Laurencia viridis como especiarias conhecidas como “erva malagueta”
(Palminha 1971; Neto et al. 2005), a Fucus spiralis como aperitivo e a Porphyra sp.

como ingrediente de sopas, omeletes ou tortas (Neto et al. 2005).
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2. Objectivos

Este estudo teve por objectivo global a implementagdao de um sistema robusto de
identificacdo molecular de macroalgas marinhas Portuguesas com vista a despistagem
de compostos fitoquimicos em espécies rigorosamente identificadas, para sua

utilizacdo em potenciais aplicacGes biotecnoldgicas e farmacoldgicas.

Os objectivos especificos deste estudo sdo:

e Contribuir para a compilacdo de uma biblioteca de cddigos de barras de DNA
(DNA barcodes) para identificacdo de macroalgas marinhas castanhas e

vermelhas reportadas para Portugal continental e ilhas.

e Aferir a robustez do sistema de identificacdo em construcdo, analisando a
capacidade de discriminacdo de espécies das sequéncias do gene da sub-unidade
| do citocromo oxidase, e verificando a congruéncia taxondmica destas com

sequéncias obtidas partir de bases de dados publicas.

* Avaliar os perfis fitoquimicos das espécies de algas recolhidas para identificagdao

dos diferentes compostos quimicos.

Estes objectivos contribuirdo ndao sé para reforgar a importancia do DNA barcoding
como ferramenta taxondmica util no discernimento e delimitacdo especifica entre
diferentes grupos taxondmicos, referentes a todas as macroalgas vermelhas e
castanhas de Portugal continental e ilhas com DNA barcodes conhecidos, como
também para identificar compostos fitoquimicos de interesse presentes em espécies

geralmente pouco estudadas e viaveis para cultivo.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Procedimento Global

Na figura 6 encontram-se esquematizadas as etapas gerais do processo tipico de
criacdo de uma biblioteca de referéncia de DNA barcodes, ao qual também estd
associado o estudo fitoquimico subsequente. O processo inicia-se com a recolha dos
espécimes e a sua identificacdo taxondmica com base nos caracteres morfoldgicos,
insercdo dos dados da colheita (por exemplo, coordenadas do local da colheita, data
da recolha e respectiva profundidade), processamento e conservacdo das amostras. De
seguida procede-se a amostragem de tecidos dos espécimes, dos quais se destaca uma
pequena porc¢do para fins de analise molecular, sobrando o restante tecido para as

analises quimicas.

As analises moleculares com vista a obtencdo das sequéncias dos DNA barcodes
iniciaram-se com a extraccdao de DNA gendmico total de cada espécime, seguida da
amplificacdo da regido alvo através de reaccdo em cadeia de polimerase (PCR -
Polymerase Chain Reaction) com recurso a primers especificos. Apds sucesso na
amplificacdo, procede-se a purificacdo e sequenciacdo dos produtos de PCR, seguida
da edicdo e alinhamento das sequéncias conseguidas. De forma a despistar eventuais
contaminacdes ou outras falhas operacionais, procedeu-se a verificacdo da
genuinidade das sequéncias obtidas (i.e. provenientes de COl de macroalgas) através
da submissdo a bases de dados publicas (por exemplo BOLD e GenBank) e comparagao
com sequéncias homdlogas ai depositadas. Por fim, realizou-se uma série de analises
dos dados em conjunto com as sequéncias retiradas das bases de dados publicas
(GenBank), por forma a verificar a capacidade global de discriminacdo de espécies dos

DNA barcodes.

Relativamente ao procedimento das analises fitoquimicas, os tecidos de todas as
espécies de macroalgas foram processados de forma a ficarem preparados para as
diversas extracgOes posteriores com recursos a diferentes solventes. Apds a obtencao

dos extractos a concentracdes pré-determinadas, seguiu-se a respectiva obtencdo e
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andlise dos perfis fitoquimicos através das técnicas de High-Performance Liquid

Chromatography (HPLC) e Gas Chromatography (GC).

AMOSTRAGEM EXTRACCAO FITOQUIMICA - [

EDICAO E ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS

Figura 6 - Representacio esquematica do procedimento global seguido para a criagdo de uma biblioteca de
referéncia de DNA barcodes de macroalgas marinhas com estudo fitoquimico associado as espécies em estudo

3.2. Colheita e Processamento de Amostras

Os espécimes colectados pertencem aos filos Rhodophyta (algas vermelhas) e
Heterokontophyta (algas castanhas), classes Florideophyceae e Phaeophyceae,
respectivamente, sendo todos eles provenientes da ilha de Sdo Miguel, no arquipélago
dos Acores, mais especificamente dos seguintes locais: Praia de S3do Vicente
(intertidal), Praia das Calhetas (intertidal), Praia da Caloura (subtidal -5 a -9m), Praia
das Feteiras (subtidal -15 a -19m), Capelas (subtidal -16 a -19m) (para analise
fitoquimica) e Praia dos Mosteiros (intertidal) (para analise fitoquimica) (Tabela 1). A

identificacdo das espécies recolhidas foi efectuada in situ, restringindo a colecta a
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espécies de macroalgas relativamente faceis de identificar macroscopicamente,

eliminando deste modo a necessidade de recorrer a observacdes a lupa e microscépio,

ou a uma analise molecular antecipada. Apds a colheita, as amostras foram

fotografadas, como registo para futura verificagdo taxondmica caso seja necessario, e

limpas com recurso a pincel e bisturi de forma a eliminar quaisquer residuos

contaminantes e organismos epifiticos e epizdicos que pudessem adulterar os

resultados futuros. Apds destacar uma porgdo entre 4 a 7mm de cada espécime para

as analises moleculares, esta foi colocada em silica para garantir uma total

desidratagdo e assim conservar a integridade molecular da amostra, sendo depois

armazenada em microtubos eppendorf. Todo o material biolégico restante de cada

espécime foi colocado no congelador para futura liofilizagao.

Tabela 1 - Lista das espécies da flora agoriana, o seu local de origem e o niimero de espécimes

sobre os quais se efectuaram os estudos moleculares e obtiveram DNA barcodes; cédigo

identificativo atribuido a cada uma das amostras
Localizagdo (nimero
Espécies
de espécimes)

Asparagopsis taxiformis (Delile)
Caloura, Agores (2)
Trevisan de Saint-Léon

Callithamnion granulatum (Ducluzeau)
Sao Vicente, Agores (2)
C.Agardh

Cladostephus spongiosus (Hudson)

C.Agardh Calhetas, Agores (1)
Corallina caespitosa R.H.Walker,
J.Brodie e L.M.Irvine SR VIEETE, (RS ()
Petalonia binghamiae ().Agardh)

K.L.Vinogradova Sdo Vicente, Agores (2)

Fucus spiralis Linnaeus Calhetas, Acores (2)

Gelidium microdon Kiitzing S3o Vicente, Acores (2)

Halopteris scoparia (Linnaeus)

Sauvageau Calhetas, Acores (2)

Plocamium cartilagineum (Linnaeus) Calhetas, Acores (2)

N.2 Amostra

MDO0002256
MDO0002259
MDO0002242
MDO0002243

MDO0002253

MD0002238
MD0002244
MDO0002237
MDO0002239
MDO0002247
MDO0002248
MDO0002240
MDO0002241
MDO0002245
MDO0002246

MDO0002235
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P.S.Dixon MD0002250
Pterocladiella capillacea (S.G.Gmelin) S30 Vicente, Acores (1) MD0002234
Santelices e Hommersand Calhetas, Acores (1) MD0002249
Zonaria tournefortii (J.V.Lamouroux) MD0002261

Feteiras, Agores (2) MD0002262

Montagne

Toda a informagdo relativa aos detalhes da colheita e processamento de cada
espécime, tal como as coordenadas geograficas dos locais de colheita ou cdédigo de
identificagdo das amostras estd inserida numa tabela padrdo (Anexo/Imagem I1) para
futura referéncia em estudos comparativos e como ferramenta padronizada de

consulta universal.

3.3. Maceragao do tecido algal

Na fase de amostragem de tecido para posterior extraccdo de DNA gendmico, é muito
importante estabelecer um ambiente estéril e com auséncia de contacto entre as
diferentes amostras, de forma a evitar a contaminagdo cruzada entre amostras que
pode comprometer a validade dos resultados. A amostragem de tecido efectuou-se
sempre na proximidade da chama de um bico de Bunsen e com o auxilio de material
esterilizado, com especial atencdo a esterilizacdo das pingas e bisturis com dlcool a
96% entre a manipulacdo de cada espécime. Tendo em conta estes factores, o tecido
de cada espécime foi retirado do microtubo eppendorf (1,5ml) e posteriormente
transferida para um novo microtubo previamente identificado. Como se tratam de
tecidos com paredes celulares, o passo seguinte consistiu em macerar os tecidos até a
sua pulverizacdo completa com o auxilio de azoto liquido. Apds a maceracgao total,
uma pequena por¢ao de material algal macerado (+ 1ul) foi colocado dentro de um

microtubo, ficando preparado para a extraccao de DNA.
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3.4. Extracgao de DNA

Para que a extrac¢do de DNA se tornasse eficaz no caso das macroalgas castanhas foi
necessaria uma lavagem prévia da amostra com acetona, de modo a remover alguns
compostos inibidores de PCR (McDevit e Saunders 2009). Para isso, colocaram-se as
amostras em contacto com acetona pura a temperatura ambiente durante 10 minutos,
seguindo-se uma centrifugacdo a 15000g durante alguns minutos e eliminacdo do
sobrenadante. Repetiu-se este procedimento mais duas vezes, permitindo a
evaporacdo da acetona a temperatura ambiente apds a ultima lavagem. Seguiu-se
depois a extraccdo do DNA gendmico total com recurso ao kit de extrac¢do E.Z.N.A
seguindo as instru¢cbes do protocolo fornecido pelo fabricante, nomeadamente

procedendo a digestdo dos tecidos com 25ul de Proteinase K a 70°C durante 4 horas.

3.5. Amplificagao

A amplificacdo de fragmentos de 658 pb do gene mitocondrial COI foi efectuada com
recurso a dois pares de primers: o par GazF2 (5-CCAACCAYAAAGATATWGGTAC)
(Saunders 2005) e GazR2 (5’-GGATGACCAAARAACCAAAA) (Lane et al. 2007) e o par
LoboF1 e LoboR1 (Lobo et al. ndo publicados). As amplificagdes foram realizadas a
partir de dois protocolos de preparacdo de solucGes diferentes (volumes aconselhados
segundo as instrucées do kit de extraccdo E.Z.N.A), tendo como volume total de
reaccdo 25ul e contendo 2ul de extracto de DNA (DNA template) na concentragdo

original ou diluido a diferentes concentracoes (1:10, 1:20, 1:50 e 1:100) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Volumes unitarios dos reagentes constituintes das misturas de reac¢io de

PCR para os dois pares de primers distintos utilizados neste estudo

Reagentes

Agua estéril
10x Buffer
MgCl,
dNTPs
10uM Primer Fw
10puM Primer Rev
Taq Polimerase

DNA template

Volumes unitarios (para

GazF2/GazR2) (ul)

17,24
2,5
2,5

0,48
0,08
0,08
0,12
2

Volumes unitarios (para

LoboF1/LoboR1) (pul)

14,375
2,5
2,5
0,5
1,5
1,5

0,125
2

Para além da preparagdo da mistura de reacgdo para as amostras de DNA em estudo,

incluiu-se um controlo positivo (amostra de amplificagcdo garantida anteriormente para

cada par de primers) e um controlo negativo (sem adicdo de extracto de DNA a mistura

de reaccdo). As reaccbes de PCR foram realizadas num termociclador VWR Doppio

(VWR International, Pensylvania, USA) de acordo com os ciclos de temperatura

apresentados na Tabela 3 para os pares de primers GazF2/GazR2 e LoboF1/LoboR1.

Tabela 3 - Ciclos de temperatura e respectivas duragdes nas diferentes etapas de PCR para os pares de

primers GazF2/GazR2 e LoboF1/LoboR1

Primers GazF2/GazR2 LoboF1/LoboR1
Condigoes PCR
J Temperatura (°C) / o . Temperatura (°C) / o .
. N2 de ciclos . N2 de ciclos
Etapas PCR Tempo (minutos) Tempo (minutos)
Desnaturag3o inicial 94 /4 1 94 /1 1
94 /0,5
Ciclos deN 94 /1 45/1,5 5
desnaturacéo, 50/0.5 18 72 /1
hibridizacdo e 72/ i 94 /0,5
extensao 54 /1,5 45
72/1
Extensdo final 72/7 1 72/5 1
Armazenamento 4 /oo 1 4 /oo 1
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Os produtos de PCR foram submetidos a electroforese (75mV) em gel de agarose a 1%
e tamp3o de corrida (TAE - Tris-Acetato-Acido etilenodiamino tetra-acético) usando 1%
GelRed (GelRed, Biotium Incorporate, California, USA) como método de coloragdo dos
acidos nucleicos. No final da electroforese o gel foi fotografado num transiluminador
UV VWR (VWR International, Pensylvania, USA) para verificagdo do sucesso da

amplificacdo (Figura 7).

3.6. Purificagao e sequenciagao

Os produtos de PCR que revelaram bandas de DNA nitidas e definidas foram
seleccionados para purificacdo, procedimento que visa reduzir ao maximo o volume de
pequenos oligonucleotideos (< 30 pb) e nucleotideos ndo incorporados durante a
reaccdo de PCR de forma a obter um produto melhorado para uma sequenciacdo mais
eficaz. O método utilizado foi o de purificagdo por propanol, que consiste em lavagens
sucessivas do produto em propanol a altas centrifuga¢des e com temperatura definida
(4°C). Sempre que foi necessario armazenar os produtos purificados, os mesmos foram
colocados a -20°C. Apds o processo de purificagdo e conservagdo a 4°C, as amostras
foram enviadas para a empresa StabVida Ltd.2 (Oeiras, Portugal) para sequenciacdo

bidireccional.

Figura 7 - Exemplo de gel de verificagio com sucesso na amplificagdo dos
DNA barcodes. Podemos verificar (da esquerda para a direita) a presenca do
DNA ladder no 12 pogo, do controlo positivo no 22 po¢o, dos produtos de PCR
do 32 ao 72 pogo (amplificagdo sem sucesso apenas no 32 po¢o) e do controlo
negativo no ultimo po¢o. Imagem de um gel de agarose a 1% corado por
meio de GelRed e fotografado sob radiagdo ultravioleta
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3.7. Compilagao, edi¢ao e alinhamento de sequéncias

De forma a cumprir o objectivo relativo a compilacdo de uma biblioteca de referéncia
de DNA barcodes de espécies de macroalgas vermelhas e castanhas reportadas para a
flora marinha Portuguesa, foi efectuada a consulta de diversas fontes bibliograficas (De
Mesquita Rodrigues 1963; Ardré 1970; Levring 1974; Gil-Rodriguez e Afonso-Carillo
1980; Nizamuddin 1981; Audiffred e Weisscher 1984; Price et al. 1986; Neto 1994;
Tittley e Neto 1994; Ribera et al. 1996; Parente et al. 2000; Neto et al. 2001; Cremades
et al. 2002; Haroun et al. 2002; Garreta et al. 2002; Araujo et al. 2003; Parente et al.
2003; Pereira e Mesquita 2003; Toste et al. 2003; John et al. 2004; De Clerck et al.
2005; Rueness 2005; Rull Lluch et al. 2005; Tittley e Neto 2005; Billard et al. 2006;
Valera-Alvarez et al. 2006; Zuccarello et al. 2006; Perrin et al. 2007; Eugelen et al.
2008; Araujo et al. 2009; Cairrdo et al. 2009; Rodriguez-Prieto e Hommersand 2009;
Schneider et al. 2010; Teasdale et al. 2009; Tittley et al. 2009; Abreu et al. 2011;
Canovas et al. 2011; Lopes et al. 2011) e bases de dados online relativas a essa
tematica. Foram utilizadas as bases de dados online MACOI (Pereira et al. 2008) e
Algaebase (Guiry e Guiry 2012), disponibilizando esta ultima informagdo acerca da
distribuicdo geografica das varias espécies, classificacdo taxondmica, sinonimias, entre
outros aspectos. Através do cruzamento de dados entre as fontes bibliograficas e as
bases de dados, foi possivel especificar o numero total de espécies de macroalgas
vermelhas e castanhas com ocorréncia reportada para Portugal. Subsequentemente,
pesquisaram-se sequéncias COl publicadas de espécies reportadas para Portugal,
independentemente da origem geografica do espécime sequenciado, recorrendo ao
portal BOLD (permitindo simultaneamente a avaliagdo da qualidade das sequéncias) e
GenBank, tornando possivel a percepcdo quantitativa e qualitativa do panorama global
actual relativo a identificagdo molecular através de DNA barcodes de espécies de
macroalgas vermelhas e castanhas reportadas para a flora marinha Portuguesa

(Anexo/Tabela T1).
A edicdo e alinhamento das sequéncias foram executados com o programa Geneious

4.8.5 (Biomatters, NZL), que permite efectuar o emparelhamento simultdaneo de

sequéncias bidireccionais de varios espécimes, bem como editar facilmente as

50



sequéncias com recurso a cromatogramas com indices percentuais de qualidade, e

detectar incongruéncias na complementaridade entre as sequéncias forward e reverse.

A edicdo e alinhamento de sequéncias obedeceu as etapas seguintes, por forma a

eliminar ambiguidades e garantir a qualidade e rigor do alinhamento final:

1. Observacdo cuidadosa dos cromatogramas em toda a sua extensdo de forma a
eliminar as extremidades ndo legiveis da sequéncia e a detectar bases
ambiguas (Ns) e/ou eventuais picos mal definidos.

2. Alinhamento das sequéncias forward e reverse de cada espécime, utilizando o
reverso complementar da sequéncia reverse. Havendo boa concordancia,
converter as duas sequéncias numa sequéncia consenso a utilizar no
alinhamento final. No caso de ocorréncia de ambiguidades, procede-se a
tentativa da sua resolugdo através de nova observacdo e comparacao de
cromatogramas.

3. Eliminacdo das extremidades correspondentes a hibridizacdo dos primers
forward e reverse.

4. Pesquisa de sequéncias similares na base de dados BOLD com o objectivo de
despistar eventuais contaminag¢Ges com epifitos ou DNA de outro organismo no
processo de amplificacdo e sequenciacdo e assim obter uma primeira
confirmacdo, ainda que preliminar, da genuidade da sequéncia.

5. Uma vez obtidas sequéncias editadas para todos os espécimes, realizar um
alinhamento multiplo automatico através do método ClustalW (Thompson et
al. 1994) implementado no programa MEGA 5 (Tamura et al. 2011).

6. Verificacdo da congruéncia do alinhamento, nomeadamente pela deteccdo de
eventuais inser¢ées ou delecdes (sabendo-se a partida que a ocorréncia de
indels é muito rara na regido barcoding do gene COIl) e traducdo para
aminodacidos para despistagem de possiveis coddes stop ou sequéncias
aminoacidicas muito atipicas, indicativos de incorrecgdes no alinhamento ou da

presenca de eventuais pseudogenes.

51



3.8. Verificagao das identificagoes por similaridade de DNA barcodes

O Identification System do BOLD (BOLD-IDS) permite a identificacdo de espécies
através da leitura de uma sequéncia de DNA inserida pelo utilizador, retornando uma
identificacdo taxondmica até ao nivel da espécie, caso seja possivel, mediante uma
lista decrescente de percentagens de similaridade molecular. Utilizou-se a ferramenta
BOLD-IDS para averiguar ndo sO a congruéncia entre a analise morfoldgica dos
espécimes de macroalgas colectados no ambito desta tese e as suas respectivas
sequéncias, como também para averiguar se as sequéncias descarregadas do GenBank
correspondiam realmente as espécies de macroalgas pretendidas, tendo sempre em
atencdo a possivel existéncia de sindnimos através da consulta da base de dados da

Algaebase (Guiry e Guiry 2012).

3.9. Andlise de dados e construcao de arvores de DNA barcodes

Com base nos alinhamentos finais das sequéncias, compostos por sequéncias originais
em conjunto com sequéncias descarregadas do GenBank, foram construidas arvores
de DNA barcodes separadamente para espécimes de Rhodophyta e Heterokontophyta,

utilizando trés metodologias distintas:

Para esse efeito, procedeu-se a construcdo das seguintes arvores filogenéticas:

e Segundo o método Neighbor-Joining (NJ) (Saitou e Nei 1987), usando o modelo
de substituicdo de dois parametros de Kimura (K2P) (Kimura 1980) e o teste
Bootstrap (Felsenstein 1985) baseado em 1000 réplicas para determinacdo do
grau de suporte dos nés. Analise realizada no programa MEGA 5 (Tamura et al.

2011).

e Segundo o método Maximum Likelihood (ML), usando o modelo de evolugdo
K2P (Kimura 1980) e o teste aLRT (Aproximate Likelihood Ratio Test) (Guindon e
Gascuel 2003) para determinar o grau de suporte dos nés (opcdo “Minimum of
SH-like (Shimodaira e Hasegawa 1999) and Chi-square based support”). Analise
realizada no programa PhyML (Guindon e Gascuel 2003).
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e Segundo o método Maximum Likelihood (ML), usando o modelo de
substituicdo de aminoacidos de Jones-Taylor-Thornton (JTT) e o teste aLRT para
determinar o grau de suporte dos nds (opcao “Minimum of Shimodaira and
Hasegawa (SH)-like (Shimodaira e Hasegawa 1999) and Chi-square based

support. Analise realizada no programa PhyML (Guindon e Gascuel 2003).

No primeiro caso seleccionou-se o método NJ em conjunto com o modelo K2P por ser
0o mais comummente utilizado para analisar DNA barcodes, permitindo assim a
comparacdo directa entre estudos. Os restantes métodos de reconstrucdo utilizados
permitiram por sua vez a comparacao da topologia das arvores obtidas pelos métodos
NJ e ML usando sequéncias nucleotidicas, e entre a arvore ML baseada em sequéncias
nucleotidicas comparativamente a obtida pelo mesmo método com sequéncias
aminoacidicas. Optou-se pela utilizagdo do teste aLRT na determinagao do suporte dos
nas das arvores ML por ser substancialmente mais rapido e menos exigente ao nivel de
recursos informaticos que o método bootstrap, embora produza geralmente

estimativas semelhantes.

Foram determinados os padrGes médios de divergéncia intra e interespecifica
separadamente para Rhodophyta e Heterokontophyta, e em particular para os géneros
de macroalgas seleccionados entre os que detinham uma representacdao minima de
espécies. Estas analises foram efectuadas no programa MEGA 5, usando o modelo K2P
para facilitar comparagdes com outros estudos. Esta analise foi complementada com o
calculo do quociente entre as divergéncias congenérica e intraespecifica, sendo
denominado por taxonomic resolution ratio (TRR) (Costa et al. 2009). Para além disso,
de forma a facilitar a delimitacdo visual das muitas espécies apresentadas a par da
apresentacdo dos valores de divergéncias intraespecificas e interespecificas
congenéricas, os clados que agrupam espécimes com base na sua reciprocidade
monofilética foram sombreados e assinalaram-se ao lado das arvores as familias
correspondentes aos espécimes agrupados em clados que partilham um ancestral
comum.

Tendo por base os padrdes divergéncia de COl em macroalgas reportados na literatura

(Saunders 2005; McDevit e Saunders 2009), tomou-se como hipdtese de partida para a

53



analise e discussdo dos resultados considerar todos os conjuntos de sequéncias com
divergéncias superiores a 2% como unidades taxondmicas independentes. As situagdes
de incongruéncia entre o numero de unidades taxondmicas assim obtidas e aquelas
atribuidas pela identificagao original mereceram-nos um escrutinio detalhado e
tentativa de explicagdo com base na informacdo disponivel sobre as espécies

envolvidas.

3.10. Obtencao de extractos para analise fitoquimica

A analise fitoquimica centrou-se no estudo de 16 espécies de macroalgas vermelhas e
castanhas (Tabela 4), sendo que a partir de 10 dessas espécies (19 espécimes

diferentes) foi destacado o material algal para efectuar o protocolo de DNA barcoding.

Tabela 4 - Lista das espécies utilizadas para analise fitoquimica, o seu local de recolha; cédigo
identificativo atribuido a cada uma das amostras utilizadas

Espécies Localizagao N.2 Amostra
MD0002283
MD0002284

Asparagopsis armata Harvey Mosteiros, Agores
MD0002285
MD0002286

Asparagopsis taxiformis (Delile)
Caloura, Agores MD0002259
Trevisan de Saint-Léon
Cladostephus spongiosus (Hudson)

MD0002253

C.Agardh Calhetas, Agores
MD0002287
Colpomenia sinuosa (Mertens ex Roth) MD0002288

Mosteiros, Agores

Derbeés & Solier MD0002289

MDO0002290
Corallina caespitosa R.H.Walker,

X \/i MD0002238
J.Brodie e L.M.Irvine SElD VHESIIE, (Aol

Cystoseira humilis Schousboe ex Kiitzing Mosteiros, Acores MD0002272
Fucus spiralis Linnaeus Calhetas, Acores MD0002247
Fucus vesiculosus Linnaeus Vila do Conde, Portugal -

Continental
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Gelidium sp. (anteriormente

% \/i MD0002240
identificado como G. microdon) Sd0 Vicente, Acores
Halopteris filicina (Grateloup) Kiitzing Caloura, Acores MDO0002255

Halopteris scoparia (Linnaeus)

Calhetas, Agores MD0002245

Sauvageau

Petalonia binghamiae (J.Agardh)
%4 \/i MD0002237

K.L.Vinogradova Sao Vicente, Agores

Plocamium cartilagineum (Linnaeus)

P.S. Dixon Calhetas, Acores MD0002250

Pterocladiella capillacea (S.G.Gmelin)

. Sao Vicente, Agcores MD0002234
Santelices e Hommersand

Sargassum vulgare C.Agardh Mosteiros, Agores MD0002269

Zonaria tournefortii (J.V.Lamouroux)

Feteiras, Agores MD0002261
Montagne

As algas colhidas foram liofilizadas num liofilizador Christ Alpha 1-4, B. (Braun Biotech
International, Alemanha) durante vdrios dias até completa desidratagdo da biomassa
vegetal. O material foi de seguida tratado de forma individual mantendo a
identificagdo dos espécimes e colheitas independentes. Assim, a biomassa de cada
espécime foi moida num triturador, transferido para tubos de Falcon previamente
identificados, pesado e armazenado em ambiente seco e frio (4°C) até posterior
utilizagao. Aliquotas de 0,3g de material bioldgico de cada espécie em estudo foram
utilizados para a extraccao sequencial com solventes. A obtencdo de varias classes de
compostos organicos foi efectuada por extrac¢ao sequencial com varios solventes;
numa primeira fase, todos os espécimes foram expostos a hexano, de forma a extrair
todos os compostos lipidicos e mais apolares das macroalgas; na segunda fase, todos
os espécimes foram expostos a agua destilada, para assim se extrair os acgucares e
compostos mais polares das amostras; na terceira fase, todos os espécimes foram

expostos a metanol a 80%, de forma a extrair compostos fendlicos.

Na extraccdo com recurso a hexano, cada aliquota dos espécimes foi colocado em
tubos de vidro e foi extraido hexano (5ml), tapando os tubos com papel de aluminio

para evitar a evaporagao do solvente. De seguida, os tubos foram colocados no ultra-
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sons durante 10 minutos, centrifugados e o sobrenadante colectado para tubos para
posterior evaporacao do hexano. A biomassa remanescente foi novamente processada
de forma idéntica e todo o processo de extraccdo repetido até se verificar uma
coloragao muito ténue ou mesmo inexistente no sobrenadante (cessa¢do da extracgao
de pigmentos). Os sobrenadantes (hexano) recolhidos de cada espécime foram secos
sob fluxo de azoto e os extractos guardados em frascos para posterior analise por GC.
Apds a exaustdao do material bioldgico com hexano, este foi seco por exposicdo ao ar e
a temperatura ambiente por forma a proceder a extraccdo com dgua destilada. A

biomassa foi extraida trés vezes com dgua destilada.

Apds a secagem das amostras a temperatura ambiente e transferéncia do material
biolégico para tubos de Falcon 15ml, iniciou-se a ultima fase da extraccdo com
metanol (80%) como solvente. A extracdo processou-se de forma exaustiva, com o
auxilio de ultra-sons, a temperatura ambiente, e centrifugacdo para recolha do
sobrenadante. A extragdo foi repetida as vezes necessarias para que o sobrenadante
(solugdo metandlica contendo compostos fendlicos) ndo apresentasse coloragdo. O
total de sobrenadante de cada espécime foi evaporado sob fluxo de azoto até secagem
completa das amostras. O extracto seco de cada espécime foi de seguida redissolvido
em metanol e filtrado (filtro nylon Gelman 0,2 micra, USA) para posterior analise por

HPLC.

3.11. Cromatografia Liquida de Alta Resolugao (HPLC)

As andlises de HPLC foram efectuadas num sistema VWR-Hitachi (Darmstadt,
Alemanha) equipado com uma bomba tipo 305, uma bomba tipo 302 e uma valvula de
injeccdo tipo 7125. As separacOes foram efectuadas numa coluna LichroCart RP18
(150x4mm; 4um) da Merck (Darmstadt, Alemanha), equipada com uma pré-coluna do
mesmo material. Para a fase modvel, foi utilizada a 4gua com acido férmico (95:5) como
eluente A e metanol como eluente B. O gradiente de eluigao final seleccionado para a

analise das amostras encontra-se descrito na Tabela 5.
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A deteccdo dos compostos foi efectuada com recurso a um detector de diode array
detector (DAD). Os dados do espectro cromatografico foram acumulados dentro do
intervalo de 200 a 600nm e os cromatogramas foram gravados aos 260, 280, 350 e
590nm. Esses mesmos dados foram processados pelo software EZChrome Elite (VWR,

Darmstadt, Alemanha).

Tabela 5 - Gradiente de elui¢do seleccionado para a analise dos extractos de metanol
(80%) da biomassa das macroalgas marinhas em estudo

Tempo (minutos) % Eluente A % Eluente B
0 90 10
2 70 30
8 70 30
13 65 35
20 50 50
22 50 50
30 30 70
35 30 70
45 20 80
50 20 80

3.12. Cromatografia Gasosa (GC)

Antes de proceder a cromatografia gasosa, as amostras foram derivatizadas. Para esse
efeito, adicionou-se 25ul de acido metil pentadecandico (Cis) (solucdo de 24mg de
acido metil pentadecandico em 2ml de metanol) a cada tubo contendo os extractos
lipidicos (hexanicos) dos varios espécimes. O Cys5 serviu como padrdo interno e é um
composto ideal para esse fim devido ao seu comportamento semelhante aos acidos
gordos naturais, embora ndao esteja presente em biomassa de plantas ou algas; os
lipidos naturais possuem sempre um numero par de carbonos na sua estrutura.

De forma a concluir a derivatizagdo (inter-esterificagdo), adicionou-se as amostras 1ml
de metanol anidrico na presenca de um catalisador, o trifluoreto de boro (metanol

BF3) (Morrison et al. 1964), colocaram-se todos os tubos em ultra-sons durante alguns
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minutos (entre 5 e 10 minutos), e de seguida foram colocados numa placa a 80°C
durante 5 minutos. A solucdo resultante de cada amostra foi extraida com 1ml de
hexano (depois de colocar 1ml de 4gua destilada em cada frasco) apds agitacdo intensa
(em vortéx) durante alguns segundos, verificando-se posteriormente a formacdo de
uma fase organica superior distinta, constituida pelos metil-estéres de interesse, que

foi pipetada e colocada em frascos rolhados para posterior analise por GC.

A andlise por GC foi efectuada num sistema Perkin ElImer 8600 (Perkin Elmer, Reino
Unido), com coluna capilar de silica SUPELCO OMEGAWAX-250 com 30m x 0,25mm x
0,25um de espessura de filme (SUPELCO, USA). As condig¢des introduzidas no sistema
para a analise de perfis cromatograficos de acidos gordos foram as seguintes: injector
a 240°C, detector a 250°C, temperatura inicial do forno de 120°C, com um tempo
isotérmico de 2 minutos e taxa de subida de temperatura de 5°C /minuto até atingir a
temperatura final do forno de 220°C, seguida de um tempo isotérmico de 20 minutos,
sob pressdes de ar, hidrogénio e gas de arrasto a 130kPa, 100kPa e 12psi,
respectivamente. Para além disso, o volume de amostra injectado para andlise foi de
0,05ul para todas as espécies em estudo. A identificacdo dos compostos foi efectuada
com o auxilio de uma amostra padrao contendo 37 acidos gordos (Supelco-mix, USA)
usando como termo de comparacdo os relative retention times (RRTs) dos compostos

padrao.
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4, Resultados

4.1. Compilag¢ao da biblioteca de referéncia de DNA barcodes

A biblioteca de referéncia de DNA barcodes contém um total de 241 sequéncias de COI
das quais 59 sdo provenientes de espécimes de Portugal e 182 sdo provenientes de
espécimes de outros zonas do globo (Anexo/Tabela T1). Das 59 sequéncias
provenientes de espécimes de Portugal oito foram obtidas durante o presente estudo
e 45 sdo sequéncias ndo publicadas da autoria de M. Parente. As restantes 188

sequéncias foram obtidas apds pesquisa no GenBank.

As oito sequéncias de DNA barcodes obtidas no presente estudo correspondem a dois
filos (5 sequéncias de Heterokontophyta e trés sequéncias de Rhodophyta), duas
classes, sete ordens, sete familias, sete géneros e sete espécies. Estas variam, em
média, entre os 651 e os 664 pb, sendo de 573 pb a sequéncia mais pequena. Nao
foram detectados coddes stop, nem insercbes ou delecbes apds alinhamento. As
restantes 233 sequéncias de DNA barcodes incluidas no presente estudo pertencem a
dois filos (82 sequéncias de Heterokontophyta e 151 sequéncias de Rhodophyta), duas
classes, 25 ordens, 46 familias, 71 géneros e 96 espécies. O conjunto de todas as
sequéncias COIl referidas constitui o contributo inicial de 100 espécies para a
construgao da biblioteca de referéncia pretendida de macroalgas castanhas e

vermelhas reportadas para a flora marinha Portuguesa.

4.2. Divergéncias moleculares intra e interespecificas

Na Tabela 6 encontram-se discriminadas as divergéncias intra e interespecificas de
géneros representativos de Rhodophyta e Heterokontophyta obtidas através do
modelo de evolugcdo K2P. Dada a presenca genérica desse padrdo em todas as arvores,
também se constata que as taxas de divergéncia intra e interespecificas se encontram
bem delimitadas e nunca se sobrepdem em qualquer um dos filos. No caso do filo
Rodophyta, a taxa média de divergéncia intraespecifica e interespecifica congenérica

foi de 0,21% (variacdo entre 0 — 1,39%) e 13,94% (6,91 — 18,86%), respectivamente, e
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no caso do filo Heterokontophyta a taxa média de divergéncia intraespecifica e
interespecifica congenérica foi de 0,22% (variacdo entre 0 — 0,95%) e 6,94% (variacdo
entre 3,1 — 16,07%), respectivamente. Verifica-se também um padrdo geral de valores
de divergéncia intraespecifica baixo e de valores minimos de divergéncia
interespecifica mais elevado, excepto no caso do género Fucus (Fucus spiralis e Fucus
vesiculosus), no qual se verifica a taxa maxima de divergéncia intraespecifica de 0,26%

e a taxa minima de divergéncia interespecifica de 0,17%.

Tabela 6 - Divergéncias médias, minimas e méaximas intra e interespecificas de géneros representativos Rhodophyta e

Heterokontophyta calculadas segundo o modelo K2P. A métrica TRR consiste no quociente entre as divergéncias

congenéricas e intraespecificas

Tipo de N.2 de N.2 Valor médio Valor minimo e =
divergéncia espécimes taxa (%)xErro padrao maximo (%)
Intraespecifica 95 19 0,21+0,02 0,00-1,39
Global o 66,4
Interespecifica 67 21 13,94+0,75 6,91 - 18,86
Sl Intraespecifica 10 2 0,28%0,08 0,00-0,59
54,9
Gracilaria Interespecifica 10 2 15,38+0,00 15,38 — 15,38
. Intraespecifica 12 2 0,1240,02 0,00-0,3
Género Porphyra i 110,8
© Interespecifica 12 2 13,29+0,00 13,29-13,29
E Hypnea Intraespecifica 3 1 0,00+0,00 0,00-0,00
~139,2
g— musciformis1 Interespecifica 6 3 13,92+0,69 11,43 -16,37
-g o . 1 Intraespecifica 4 1 0,61+0,18 0,15-1,07
s Gelidium crinale . 26,4
o Interespecifica 9 4 16,13+0,3 14,87 — 16,89
Laurencia Intraespecifica 5 1 0,2310,04 0,00-0,49 5o
majuscula Interespecifica 6 2 8,67%0,00 8,67 — 8,67 ’
Gl Intraespecifica 6 1 0,76%0,11 0,00-1,37
12,8
officinalis Interespecifica 7 2 9,74+0,00 9,74-9,74
Plocamium Intraespecifica 6 1 0,1240,02 0,00-0,3 e
cartilagineum Interespecifica 7 2 7,0940,00 7,09 —7,09 ’
. . Intraespecifica 4 1 0,0040,00 0,00-0,00
Liagora distenta i ~170,9
Interespecifica 6 3 17,09+1,74 13,62 — 18,86
© P Intraespecifica 71 14 0,2240,08 0,00-0,95
- Global ” 31,7
E Interespecifica 48 7 6,9412,43 3,1-16,07
[« . Intraespecifica 20 3 0,11+0,00 0,00-0,26
(] Género Fucus . 20
"E Interespecifica 20 3 2,2+£1,02 0,17-3,34
_e Género Intraespecifica 13 2 0,0740,01 0,00-0,33 NG
2 Sargassum Interespecifica 13 2 7,74+0,00 7,74-7,74 ’
()]
- , ] Intraespecifica 9 2 0,14+0,05 0,00-0,27
Q Género Dictyota ) 114,8
I Interespecifica 9 2 16,07+0,00 16,07 — 16,07

1 - Exclusdo de espécimes com a mesma nomenclatura para o calculo da divergéncia intraespecifica.
2 — Exclusdo das espécies Fucus spiralis e Fucus vesiculosus no célculo da divergéncia interespecifica.
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Por uma necessidade operacional e para detectar situacdes de divergéncia que se
afastem do padrao global dos dados, estabeleceu-se um valor empirico de divergéncia
com base na literatura (Saunders 2005; McDevit e Saunders 2009) e nos dados deste
estudo. Assim, dentro do filo Rhodophyta verificou-se que 80% dos valores de
divergéncia intraespecifica sdo iguais ou menores que 0,5% e dentro do filo
Heterokontophyta 84% desses mesmos valores sdo iguais ou menores que 0,3%.
Tendo em consideracdo estas percentagens e os valores maximos de divergéncia
intraespecifica de grande parte dos clados representados neste estudo, distinguiram-
se como grupos monofiléticos todos os grupos cuja divergéncia intraespecifica fosse
menor do que 2%, de forma a ndo subestimar o conceito de diferenciacdo entre
espécies e o poder de discernimento do COl tendo em conta a possivel existéncia de
espécies cripticas ou de fenédmenos como a hibridizacdo introgressiva entre as espécies
analisadas. Para além disso, esta medida permite assinalar casos especificos para

discussao e futuros estudos mais aprofundados.

4.3. Arvores de DNA barcodes

Apds obter todas as arvores segundo os modelos previamente delineados e comparar
as arvores nucleotidicas NJ e ML (arvores ML nucleotidicas presentes nos
Anexos/Imagens 12 e 13), verificou-se que ambos os modelos convergiam na sua
topologia e relagGes evolutivas e, por essa mesma razao, decidiu-se expor para analise
apenas as arvores NJ (Figuras 8 e 10) e ML de aminoacidos (Figuras 9 e 11). Através da
anadlise das arvores de NJ e de ML, é possivel observar que a quase totalidade dos 241
espécimes se agruparam em clados monofiléticos com baixa divergéncia (grupos com
<2% de divergéncia intraespecifica) correspondentes as respectivas espécies, quer de
Rhodophyta quer de Heterokontophyta. As excepcdes a este padrao foram o caso dos
clados correspondentes a Fucus spiralis e Fucus vesiculosus nas macroalgas castanhas e
dos clados correspondentes a Asparagopsis taxiformis, Champia parvula, Gelidium

crinale e Hypnea musciformis nas macroalgas vermelhas.
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Gracilania_wemiculophy/ia_F J499583.1_NE_USA
Geacilaria_vermiculophylla_F1480622.1_WW_CAN
Gracilania_wrmiculophylia_F Je80857,1_w_RRT
7| Gracileria_wermiculophylia_F 3490565
Gracilaria_; F 1480564 1_W_PRT
Gracllaria_vermiculophylla_JaT94758.1_E_USA
Gracilariopsis_longissima_FU459060.1_W_PRT
Gracilania_gracilis_FIABGECH 1_MALPRT
T551 - Graciana_oraciis_snsassse 1_NE_BRA
£ || Graciiaia_gracilis_JOBA3331.1_SW_NAM
55| Grachlaria_gracilis_JO843333.1_NOR
Gelidislla_stersan_HQ422655.1_HI_USA
Gelialum_spinosum_HQ412450,1_SW_NOR
3 MD00BO2240 Gelidiurm microdon SM AZ PRT
Golidium_pusillum_HO412447.1_E_USA
2~ Getmum_crinale_HQ412464.1_GIAUS
42 Geliium_erinsie_HQ412486.1_LHI_AUS
0| - Gaichum_crinale_HO04 12463 1_PRI
Galidium_crinale_HO412462.1_SE_USA
Gelidium_cinale_HO412458 1_SE_USA
=4l Galidium_rinale_HG412461.1_SE_USA

¥

Gracilariaceae

7

Champia_parwia_HQ422763.1_HI_USA
Ghampia_parila_HO422818 1_H_USA .
Champiaceas
Champia_perwla_HG422822.1_HI_USA
o Champla_panala_ HG422854.1_HLUSA
62y Anmieitia_plicata_HME15131.1_NE_USA
53] Annteltia_piicata_sm113222.1_SE_GAN
3 Anneltia_plicata_HME15067 1_NE_USA
s Ahnfeltiaceas
bnfeltia_plicata_JN113200.1_N_CAN
Anneitia_plicata_HMS1037.1_8_AUS

\_hyproides_GOAST3031_UK

Dasya_corymbifera_HQAZZA10.1_H_USA

4
5 granuiatum SM AZ PRT
_elogana_HO423092 1_HI_USA
Wrangeliaceae
- Flumaria_plumosa_HO412551.1_MW_FRA
1 crispella_HQ423127.1_HI_USA
Rnodomala_confencides_GO47317.1_SE_USA
4 - \_HME73627 1_SE_USA
Meosiphonia_: _HIMETI519.1_NW_FAN
13 21 Polysipheria_fuceides_HME73408.1_SE_USA
Polysiphonia_atiantica_HM573539.1_SE_USA
! Polysiphonia_mastonarma_HMSTA5a8 1_N_PAN

Potysiphonia_haanensis_HM573522.1_NA_PAN Ahodomelacens
Laurmnela_niiica_HQ422763,1_HI_USA
Lourencia_majusculs_HG422758,1_H_USA

Aurencia_majuscula_HOA22617.1_HI_USA

Laurencla_mejuscula_HO422633 1_HI_USA

Laurencia_msjuscui_HO422643.1_H0_USA.

Laurencia_majuscula_HO422746 1_H_USA

Rhodymenia_hoimesi_1MO33007.1_HW_FRA
X L HM33140.1.¢
Nemastoma_pelatinosum_JNG59918.1_BMU
= S e

100[" | sparagopsia_taxifomia_EU146168.1_HL_USA
100 Asperagopsis_tasifrmis_JNBAZ1TTA_S_ITA
Asparagopsia_taxiormis_ELI1A6158.1_HILUSA
Naccana_wigl_GQ07312 1_WAL_UK
Hypoes_muscitommis_HOAZI612.1_H_USA
100 Hyprieamusciformis_HQ422676.1_HLUSA

Rhodymeniaceae

o Grateloupia_Ficina_HO422500.1_H_USA .
= Halymeniaceas
Halymenia_floresil_GB62071.1_8_PRY

Hypnea_muscifomis_HO422830.1_HI_USA Cystosclonincens
~ Hypnen_wilentioe_HO422801.1_H_USA.

Fyprea_muscitormis_HO422683 1_HI_USA
Hypres_spinella_1HO422681 1_HI_USA
_ALRL

Galkophyilis_iaciiaia_JF
Kallymenia_renifomis_JFA03257.1_N_IRL
21| Dumontia_contorta_AYO71154 1_SE_CAN
Dumoniia_contoria_AYS71157 1_SW_UK
Dumeniia_contoria AYS71152.1 N IRL
190 pumentia_cantorta_AYS71180.1_N_IRL
Dumoatia_contarta_AYS71147 1_SW_UK
Dummntia_cantorta_AYS7O%3.1_W_IRL
Dilsea_camosa_AYT0535.1_FRA
Chonsius_crispus_AYS70SS7.1 NE_CAN
Scnottera_nicasensls_GQIBNIT2.1_SE_AUS
Gymnogongaus_crenulatus_GOIBOTIT 1_SE_CAN
#| Gymnogongrus_crenuiatus_GO380118.1_NE_USA
10| | Gymnogonams_srenvietus_co3so114.1_NE_UsA
Gymnogengnss,_crenuiatus_GOIA0115.1_W_CAN
3] Gymnogongrus_crenulatua_GO380116.1_W_CAN
3l Gymnogongus_crenuitus_GO3B3121 1_W_CAN
Eryinrodenmis_traill_GA380104.1_E_CAN Phyllophoraceae
Mastocamus_stellatus_GO380332 1_SE_GAN

Kallymeniaceae

Dumontiaceas

Mastocarpus_stollatus_GQ380333 1_NE_USA
Mastocarpus_stellatus_GQ380334.1_SE_CAN
55| Mastocarpus_steliatus_GQ380338.1_NE_USA
a5 Mastocarpus_stellatus_GO380339 1_SE_CAN
iminnum_IF271614.1_NW_ESP

bt s Nl
e e a7
| Pocamion ctieman 271570 R
R
S e . ; o
o T R coratinase Figura 8 - Arvore NJ de sequéncias
v —— COl provenientes de diversos locais
e S geograficos que constitui a biblioteca
7| Palmaria_paimata_GUZ24113.1_NE_USA
rioason s s oo et 7 de referéncia barcode de espécies de
| EEE macroalgas do filo Rhodophyta
e v Hagaraceas reportadas para Portugal. Foi utilizado
S sz o o o modelo de evolugdo K2P e o teste de
cennn oo vt A Selnaincene Bootstrap com 1000 replicagdes. As

| R linhas laterais mostram a localizagao
i das diferentes familias e as areas
A e e e sombreadas representam  grupos

e e
100 | Pyropia_leucosticta_JNO2Z86T7 1_SE_CAN

e esooan Aseta s 08 Cot monofiléticos com <2% de divergéncia
L| O P R IS intraespecifica. As siglas exibidas a
- ol Porphyra_purpurea_JNO28543.1_E_CAN Bangiaceas L.

“ TR e frente de cada espécie representam a
100} b orpiyra_purpuren_JNOZ88501_E_CAN

S ey e origem geografica do espécime

Plocamiaceae

Galaxauraceae

sequenciado

Porphyra_mbilicalis_JNOZESS1 1_SE_GAN
1l Paphyra_umbilicalis_snozeses 1_SE USA
_rubra_GO497300.1_SE_CAN
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_E Rnodymenia psoudopalmata HMO33146.1 § USA Rhodymeniaceas
56 Rnodymenia holmesii HIMO33087 1 NV FRA

Nemastoma gelatinosum JNB53S18.1 BMU
Dumontia contoria AYS71157.1 SW UK
Dumentia contarta AY8711564.1 SE GAN

33 | Dumentia contarta AYE711562.1 N IRL

Dumontiaceae
Dumeontia conterta AYS71147.1 SW UK

Dumentia contorta AYS71150.1 N IRL

Dilsen camosa AYO70635.1 FRA

Kallymania renifarmis JFE03287.1 N IRL

Callophyllis Iaciniata JFI03294.1 N IRL

Schottera nicasensis GOIBOA721 SE AUS
Mastocarpus stollatus GQISO332,1 SE CAN
Mastocarpus stellatus GA3S0336.1 SE CAN
Mastocarpus stellatus GOISO038 1 SE CAN
Mastocarpus stellatus GG380338.1 NE USA
Mastocarpus stellatus GQ3I50334.1 SE CAN
Mastocarpus stellatus GQISO333.1 NE USA
Eryihiogamis trailli GR3ZO104.1 £ GAN
Gymnogongnis erendiatus GA3B0121.1 W CAN
Gymnogengnis crenulatus GQ3EOT1E1 W CAN
Gymnogengnis crenuiatus GQ3SO118.1 W CAN

59| Gymnagengrus crenulatus GQIBAT18.1 NE USA
Gymnogonars crenulatus GQ3B0117.1 SE CAN
Gymnogongrus crenulatus GO3B0114.1 NE USA
L Chondns crispus AYS70867.1 NE CAN

Hypnea valentiae HQ422901.1 HI USA
e Hyprea musciformis HO4226876.1 HI USA
| Hyprea musciformia HO422612.1 HI USA

Hyprea musciformis HQ422630.1 HI USA
Hypnes spinella HQ422681.1 HI USA
Hyprea musciiomis HG422683.1 HI USA

Peyssonnela aibra HO42E77.1 1 USA
L ircmannia minista HG423004.1 11 USA

@
Nacoana wiggi GQA97T12,1 WAL UK
ae [ ASPARGERRIS taxiformis JNGAZ177.1 S [TA
Asparagopsis taxiformis EUT46168.1 HI USA .
i Bonnemaisaniales
55| 77| Asparagopsis taxiformis EUT46160.1 HI USA

E Asparagopsis taxiformis EU146156.1 HI USA

Halymenia farsi GRERZ071.1 S PRT
ST [ Lomentoria oreadensis G0497a11 .1 NE USA
7 Gratel

loupia flicina HOAZ2580.1 HI USA
00002242 Calli i SM AZ PRT
Palysiphania haanensis HMS73522.1 N PAN
Laursncia nidiica HQ422753.1 HI USA
Laurencia majusculs HQAZ2B33.1 HI USA
Laurencia majusculs HQ422643.1 Hi USA
Leurencia majuscula HQ#22746.1 HI USA
- Laurencia majuseuls HQA22758.1 HIE USA.
Laurencia majuscula HOA2ZE17.1 HI USA

Kallymeniaceae

Phyllophoraceae

Cystoscloniaceas

Rhodomelaceae

W A
- Neosiphania sphasrocarpa HMS?a527.1 SE USA
[T ————————
Poivsiehonia atlanlics HMS73508.1 SE USA
Potyaiphonia fcoides HM575408.1 SE USA
Rivodomela conferveides GOAG717.1 SE USA
Pt plumass Q4128511 NUY FFA
= Gymneinamnian sisgana HGA4Z3093.1 HI USA
Desya conymbitora HQ#22619.1 14 USA
eterosiphonia cispeila HO423127.1 i USA
97| ‘B Arractophom ypnees GGes7302.1 UK
o Soyicia Nlamentosa HQAZ2855.1 HI USA
r Aniithamaion decipiena HOAZ3085.1 Hi USA
Gharmpia paria HGAZZO6. 1 HiUSA
Champia paris HQ422022.1 HI USA
Charmpia panwia HO423816.1 Hi USA
351 Gnampia parta HG422763.1 Hi USA
Anictia ploata JN113222 1 SE GAN
Plcata HMG15131.1 NE USA

Wrangeliaceae

Rhodymeniales

Ahnfeltiaceas
53| Anataitia plicata JN113200.1 N CAN
plicais JN113187.1 N FRA
Gelidium crinale HOA412463 1 FRI
T Gelidium crinale HQ412462 1 SE USA
oLl| Getigium erinale HE412481 1 SE USA
Gelidium crinale HO412458 1 SE USA
Gelidium crinale HQ412466.1 LHI AUS
Gelidium crinale HG412464.1 GI AUS
Gelicium spinosum HQ412450.1 SV NOR
5 :mumnzmn Gelidium mierodon SM AZ PRT

50 Gelidium pusilium HQ412447 1 £ USA

=

Ell

e

@lla acerosa HQ422655,1 HI USA
Graeitania gracilis JQBA3333.1 NOR
Gracilana gracilis JO843331.1 SV NAM
Gracilaria gracilis JOB43332 1 NE BRA
Gracilari 14865081 NWPRRT

graci

Giract

ria vermiGuIophyIla JOTHATEE.1 E USA
Gracilaria vermiculephylla FJ480622 1 W GAN Gracilariaceae
Gracilaria vermiculephylla FJ499684. 1 W PRT
Gracilada vermiculophylla FJ499565.1 W PRT
Gracilaria vermiculophylla FJ400683.1 NE USA
Graciiana wrmiGuIaphyIla FI499557.1 W PRT
Gracilaniopsis longissima FI499660 1 W PRT
anum JE271614.1 NW ESP
Flocamium canliagineum JE271880.1 S ESF

Ga| | Precamium canilagineum JF271576.1 MW FRA

Plocamium raphels

54 Plocamium cartiagineum JF271575 1 i IRL Plocamiaceae
Sl e

e e e . 3 .
E = e e Figura 9 - Arvore ML de sequéncias
S e col traduzidas (aminoacidos)
S provenientes de diversos locais
e geograficos que constitui a biblioteca
| paimaria paimata GUZ24115.1 SE CAN Palmariace ae
e e de referéncia barcode de espécies de
e e

S macroalgas do filo Rhodophyta

Galaxauraceae
Galaxaura nugosa HQ422709.1 HI USA

Galaxaura nigoss HA422767.1 HIE USA

Ly reportadas para Portugal. Foi utilizado
sEiiﬁZZIZf:’::::?::‘;iﬁ:::?if;“" Seinsiacens o0 modelo de evolugdo JTT e o teste de
““D:'.‘.Eﬁuﬁifi Minimum of SH-Like and Chi2 base
ettt e Haneracee support. As linhas laterais mostram a
7:}“:“:’:?1?2 localizagdo das diferentes familias e as

“;:E:D“:;B?;:SA areas sombreadas representam grupos
- ifEEZWEfE:w monofiléticos com <2% de divergéncia

TE"Z“:":TE?: panaacene intraespecifica. As siglas exibidas a

Porphyrs purpures JNO20510.1 £ CAN

95 | Porphyra purpurea JN028536.1 £ CAN

Sl el s i frente de cada espécie representam a

Porphyra purpuren JNO28512.1 SE GAN

ke e oo 1 1 155 . i d .
RO e rmkaear origem geografica o espécime
e

e d
B e sequenciado
Pyropia leucosticlta JNOZBEB0 1 SE CAN
S Res e

oo
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|

Fucus_spiralis_PG071850_SW_PRT
Fucus_vesiculosus_EU646747.1_SE_CAN
Fucus_vesiculosus_EUB46756.1_NE_USA
Fucus_vesiculosus_EUG46743,1_NE_USA
Fucus_spiralis_MD0000137_SM_AZ_PRT
Fucus_esiculosus_EUB48741 1_SE_CAN
Fucus_spiralis_PG071683_NW_PRT
j Fucus_spiralis_PG071684_NW_PRT
Fucus_spiralls_PGO71700_NW_PRT
99| Fucus_vesiculosus_EU646739.1_SE_CAN
Fucus_\esiculosus_EUG46746.1_SE_CAN
|- MD00002248_1_Fucus_spiralis_SM_AZ PRT
@ MD00002248_2 Fucus_spiralis_SM_AZ PRT
Fucus_spiralis_EUG46738.1_SE_CAN
Fucus_sematus_EU646716.1_SE_CAN
Fucus_semratus_EUB46710.1_SE_CAN
Fucus_serratus_EUB46713.1_SE_CAN

Fucus_semratus_EU646714.1_PEI_CAN
Fucus_semratus_EU646715.1_PEI_CAN
Fugus_semratus_EUB46717.1_SE_CAN
L Ascophyllum_nodosum_EUS79862.1_NW_FRA
Sargassum_muticum_MDO0000078_NW_PRT
2q Sargassum_muticum_MD0000082_NW_PRT
@ Sargassum_muticum_MDO0000029_NW_PRT
Sargassum_muticum_FJ409214.1_SW_CAN
Sargassum_muticum_PG071687_NW_PRT
Sargassum_muticum_MDO0000020_NW_PRT

93 Sargassum_natans_PGO71908_SW_PRT
Sargassum_natans_PGO071148_MAD_PRT
931 Sargassum_natans_PGO71563_NW_PRT
23] sargassum_natans_PG0B1545_MAD_PRT
) Sargassum_natans_PG08204_SM_AZ_PRT
o Sargassum_natans_MD0000189_SM_AZ PRT
Sargassum_natans_PG08223_SM_AZ_PRT

;_EUS79874.1_NW_FRA

_EUST9678.1_NW_FRA
Desmarestia_aculeata_EU579865.1_NW_FRA
Desmarestia_herbacea_HESB6767.1

a3, Ectocarpus_fasciculatus_BOLDAAOS305_N_CHL
& I Ectocarpus_siliculesus_BOLDAAOS305_SE_USA

Leathesia_marina_FJ409170,1_SW_CAN
Saccharina_latissima_GU0S7794.1_E_CAN

*® ‘Saccharina_latissima_GU097824.1_FRA

48| | Saccharina_lalissima_GUO0ST776.1_SE_CAN

49| - Saccharina_latissima_GU0G7753.1_FRO
Saccharina_latissima_GU097786.1_W_IRL
Saccharina_latissima_GU087782.1_N_CAN

Laminaria_hyp _FJ409155.1_NW_IRL
l— Undaria_pinnatifida_EF218853.1_W_FRA

17 Colpomenia_sinuosa_PG081730_MAD_PRT

18 Colpomenia_sinuosa_PG081784_MAD_PRT

82| Golpomenia_sinucsa_PGOB1715_MAD_PRT

52l Golpomenia_sinuosa_MD0000BO1_SM_AZ_PRT

EE] I jia_sinuosa_PGUB262_SM_AZ PRT

t— Colpomenia_sinuosa_MDO000212_SM_AZ_PRT
MD00002237 Petalonia binghamiae SM AZ PRT
Petalonia_fascia_FJ409184.1_SE_CAN
g3 Scylosiphon_lomentaria_MD0000737_SM_AZ PRT
Scytasiphon_lomentaria_PG08310_SM_AZ PRT
Scytosiphon_lomentaria_EUS79875.1_NW_FRA
Scytosiphon_lomentaria_MD0000766_SM_AZ_PRT
Scytosiphon_lomentaria MDO0DO780_SM_AZ PRT
58! Scytosiphon_lomentaria_MD0001763_SM_AZ_PRT

_antillarum_EUS79863.1_NW_NZL
Zonaria_toumefortii_MDO000302_SM_AZ PRT

) l‘Z_mma_lwmeinnii_M D0000293_SM_AZ_PRT
4 MDO00002261_Zonaria_toumefortii_SM_AZ_PRT

Padina_t L EUST871.1_SE_NCL

54

Di joides_EUS73866.1_NW_FRA

Taonia_atomaria_EU579880.1_NW_FRA

&5 | Dictyota_fasciola_MD0001173_SM_AZ_PRT
|| Dictyota_fasciola_PGO81764_MAD_PRT
Dictyota_fasciola_PGUB1472_MAD_PRT

‘ Dictyota_dichotoma_MD0001893_SM_AZ_PRT

Dictyota_t ,_MDO0O1670_SW_PRT
Dictyota_dichotoma_MDO001674_SW_PRT
Dictyota_dichotoma_MDO001671_SW_PRT
Dictyota_dichotoma_PG071381_SW_PRT
64! Dictyota_dichotoma_PG071382_SW_PRT

55, Cladostephus_spongiosus_EU579864.1_NW_FRA

MDO0002253_Cladostephus_spongiosus_SM_AZ PRT

005

39

Halopteris_filicina_EUS79858.1_S_FRA

Halopteris_filicina_PGO72052_SW_PRT

" Halopteris_filicina_PG072690_SM_AZ_PRT
Halopteris_filicina_PGO72696_SM_AZ PRT

1gf Halopteris_filicina_PG07347_FL_AZ PRT

16 Halopteris_filicina_PG07583_FL_AZ_PRT

7

Fucaceae

Sargassaceae

Desmaresticeae

! Ectocarpaceae

Laminariaceae

Scytosiphonaceae

Dictyotaceae

Sphacelariales

Figura 10 - Arvore NJ de sequéncias
COl provenientes de diversos locais
geograficos que constitui a biblioteca
de referéncia barcode de espécies de
macroalgas do filo Heterokontophyta
reportadas para Portugal. Foi utilizado
o modelo de evolugdo K2P e o teste de
Bootstrap com 1000 replicagdes. As
linhas laterais mostram a localizagao
das diferentes familias e as areas
sombreadas representam  grupos
monofiléticos com <2% de divergéncia
intraespecifica. As siglas exibidas a
frente de cada espécie representam a
origem do

geografica espécime

sequenciado
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Fucus vesiculosus EUB46738.1 SE CAN
Fucus spiralis PG071683 NW PRT
Fucus spiralis PGO71684 NW PRT
) Fucus spiralis PGO71700 NW PRT
Fucus esiculosus EUB46747.1 SE CAN
Fucus spiralis PG071850 SW PRT
Fucus spiralis MD0000137 SM AZ PRT
Fucus esiculosus EUB46743.1 NE USA
Fucus vesiculosus EUG46746.1 SE CAN

8

Fucus vesiculosus EUB46756.1 NE USA
Fucus vesiculosus EUB46741.1 SE CAN
MD00002248 2 Fucus spiralis SM AZ PRT
MDO0D002248 1 Fucus spiralis SM AZ PRT
Fucus spiralis EUG46738.1 SE CAN
Fucus serratus EU646717.1 SE CAN
Fucus seratus EUB46715.1 PEI CAN
Fucus sematus EUB46714.1 PEI CAN
Fucus semratus EUG46713.1 SE CAN
Fucus sematus EU646710.1 SE CAN
Fucus serratus EUB46716.1 SE CAN
Ascophyllum nodosum EUS79862.1 NW FRA
Sargassum natans PG08223 SM AZ PRT
75| Sargassum natans PG08204 SM AZ PRT
Sargassum natans MDO000189 SM AZ PRT
Sargassum natans PGO071908 SW PRT
Sargassum natans PG081545 MAD PRT
Sargassum natans PG071563 NW PRT
Sargassum natans PGO71148 MAD PRT
99 ‘Sargassum muticum MD0O000029 NW PRT
Sargassum muticum PGO071887 NW PRT
‘Sargassum muticum FJ409214.1 SW CAN
99 | Sargassum muticum MD0000082 NW PRT
‘Sargassum muticum MD0000078 NW PRT
Sargassum muticum MD0000020 NW PRT
23 EUS579878.1 NW FRA
28 Saccorhiza polyschides EUS79874.1 NW FRA
Desmarestia herbacea HEB66767.1
99 Desmarestia aculeata EU579865.1 NW FRA
ag 1 Scytosiphon lomentaria PG08310 SM AZ PRT
35 || Scytosiphon lomentaria MD0000737 SM AZ PRT
Scytosiphon lomentaria EUS79875.1 NW FRA
Scytosiphon lomentaria MDO000766 SM AZ PRT
Scytosiphon lomentaria MDO000780 SM AZ PRT
Scytosiphon lomentaria MD0001763 SM AZ PRT
Petalonia fascia FJ409184.1 SE CAN
MDO00002237 Petalonia binghamiae SM AZ PRT
Colpomenia sinuosa MD0000212 SM AZ PRT
Colpomenia sinuosa PG081784 MAD PRT
Colpomenia sinuosa PG081730 MAD PRT
Colpomenia sinuosa MD0000801 SM AZ PRT
Colpomenia sinuosa PG081715 MAD PRT
Colpomenia sinuosa PG08262 SM AZ PRT
Undaria pinnatifida EF218853.1 W FRA
Saccharina latissima GU097824.1 FRA

@
2

39

99

Kl

23! Saccharina latissima GU087753.1 FRO
Saccharina latissima GU097762,1 N CAN
Laminaria hyperborea FJ409155.1 NW IRL
Leathesia marina FJ409170.1 SW CAN
93 Ectocarpus siliculosus BOLDAAOS5305 SE USA

99 L Ectocarpus fasciculatus BOLDAAQS305 N CHL
Zonaria tounefortii MDO00D302 SM AZ PRT
Zonaria toumefortii MDOD00293 SM AZ PRT

MDO0002261 Zonaria tournefortii SM AZ PRT
Bachelotia antillarum EU579863.1 NW NZL

J,ihania atomaria EU579880.1 NW FRA
Di i ioi EUS579866.1 NW FRA

Dictyota fasciola PG081764 MAD PRT
3| 493{ Dictyota fasciola MD0001173 SM AZ PRT
Dictyota fasciola PG081472 MAD PRT

751 Dictyota dichotoma MD0001893 SM AZ PRT
Dictyola dichotoma PG071392 SW PRT
Dictyota dichotoma MD0001670 SW PRT
Dictyota dichotoma MD0001674 SW PRT

93

66t Dictyota dichotoma MDOQ01671 SW PRT
Dictyota dichotoma PGO71381 SW PRT

Padina gy EU579871.1 SE NCL

Halopteris filicina PGO7583 FL AZ PRT

Halopteris filicina PG072052 SW PRT
8 Halopteris filicina PGO72690 SM AZ PRT

Halopteris filicina PGO7347 FL AZ PRT
99 f Halopteris filicina PGO72696 SM AZ PRT

Halopteris filicina EU579868.1 S FRA
MD00002253 Cladostephus spongiosus SM AZ PRT
Cladostephus spongiosus EU579864.1 NW FRA

—_—
0,05

Fucaceae

Sargassaceae

Desmaresticeae

Scytosiphonaceae

Laminariaceae

Ectocarpaceae

Dictyotaceae

Sphacelariales

Figura 11 - Arvore ML de sequéncias
col traduzidas (aminodcidos)
provenientes de diversos locais
geograficos que constitui a biblioteca
de referéncia barcode de espécies de
macroalgas do filo Heterokontophyta
reportadas para Portugal. Foi utilizado
o modelo de evolugdo JTT e o teste de
Minimum of SH-Like and Chi2 base
support. As linhas laterais mostram a
localizagdo das diferentes familias e as
dreas sombreadas representam grupos
monofiléticos com <2% de divergéncia
intraespecifica. As siglas exibidas a
frente de cada espécie representam a
origem geografica do espécime
sequenciado
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4.4. Pesquisa de sequéncias homologas em bases de dados

No seguimento da pesquisa de sequéncias similares através da ferramenta BOLD-IDS,
foi possivel atribuir identificagdes provaveis ao nivel da espécie para 5 dos espécimes
sequenciados neste estudo (Tabela 7). Devido a auséncia de sequéncias muito
similares na BOLD, os restantes espécimes foram identificados até ao género, no caso

de Callithamnion granulatum, Gelidium microdon e Petalonia binghamiae.

Apds a averiguagdo de sindnimos na nomenclatura de todas as espécies aqui
analisadas, procedeu-se a alteracdo das mesmas para as denominagdes actualmente
aceites (Anexo/Tabela T2). Ndo foram consideradas trés sequéncias de DNA barcode
disponiveis no GenBank atribuidas a Porphyra dioica, Corallina elongata e Jania rubens
devido a tratarem-se com grande probabilidade de sequéncias obtidas de espécies do

filo Arthropoda, segundo a ferramenta BOLD-IDS.
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Tabela 7 - Resultados da pesquisa de sequéncias similares usando a ferramenta BOLD-IDS.

Identificagao dos organismos com sequéncias mais préximas, percentagem de similaridade e nivel de

identificacdo provavel na hierarquia taxonémica

Identificagao prévia dos

espécimes

Callithamnion granulatum
(Ducluzeau) C.Agardh
Cladostephus spongiosus
(Hudson) C.Agardh
Corallina caespitosa
R.H.Walker, J.Brodie e

L.M.Irvine

Petalonia binghamiae
(J.Agardh) K.L.Vinogradova

Fucus spiralis Linnaeus (1)

Fucus spiralis Linnaeus (2)

Gelidium microdon Kiitzing

Zonaria tournefortii

(J.V.Lamouroux) Montagne

Espécie mais préxima

Callithamnion stuposum
Suhr
Cladostephus spongiosus
(Hudson) C.Agardh
Corallina caespitosa
R.H.Walker, J.Brodie e
L.M.Irvine
Petalonia sp. 1
Petalonia fascia
(O.F.Mller) Kuntze
Fucus spiralis Linnaeus
Fucus spiralis Linnaeus
Pterocladia capillacea
(S.G.Gmelin) Bornet
Pterocladiella capillacea
(S.G.Gmelin) Santelices e
Hommersand
Gelidium sp.
Zonaria tournefortii

(J.V.Lamouroux) Montagne

Similaridade
entre

espécies (%)

94,28

99,23

99,23

100
91,18

99,69
100

88,11

87,85

87,17

94,78

Nivel de

identificacdao

Género

Espécie

Espécie

Género

Espécie

Espécie

Género

Espécie
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4.5. Analise por HPLC

O procedimento de andlise fitoquimica das 16 espécies de macroalgas vermelhas e
castanhas em estudo iniciou-se com a injeccdo dos respectivos extractos metandlicos
(80%) no equipamento de HPLC de forma a revelar os perfis de compostos fendlicos
correspondentes. Apesar de se terem delineado varias andlises cromatograficas
distintas, com uso de dois gradientes de eluicdo distintos e injeccdo das amostras em
concentracoes diferentes (na segunda andlise todas as amostras estavam 3 vezes mais
concentradas), nunca foi possivel registar perfis cromatograficos com compostos

fendlicos detectaveis para qualquer das espécies de macroalgas em estudo.

4.6. Analise por GC

No seguimento da analise fitoquimica por HPLC das 16 espécies de macroalgas
vermelhas e castanhas, procedeu-se a analise dos extractos lipidicos para leitura dos
perfis de acidos gordos por GC. Foi possivel o registo de varios perfis cromatograficos
com presenca de diversos tipos de compostos em concentragdes distintas entre
amostras, sendo verificdvel a presenca de determinados padrdes de composi¢ao
lipidica em algumas espécies (Figuras 12 a 27). Numa analise qualitativa dos perfis
cromatograficos, confirmou-se uma maior variedade de acidos gordos no filo
Heterokontophyta em relacdo ao filo Rhodophyta, principalmente ao nivel de
compostos com tempos de retengdao superiores a 21 minutos. De entre todos os
compostos identificados nos perfis, os acidos gordos maioritariamente presentes nas
espécies do filo Rhodophyta foram C14, C16, C16:1, C18 e C18:1n9c/t e os acidos
gordos maioritariamente presentes nas espécies do filo Heterokontophyta foram C14,

C16, C16:1, C18, C18:1n9c¢/t, C18:3n3, C18:2n6¢ e C20:3n3 (Tabela 8).

Além dessa analise mais superficial, verificou-se que determinados acidos gordos estdo
exclusivamente presentes em algumas das espécies estudadas. Dentro do filo
Rhodophyta, os compostos C18:2n6¢, C20:3n3 e C20:5n3 sdo exclusivos de Gelidium
microdon, C18:2n6t e C18:3n3 sdo exclusivos de Plocamium cartilagineum e C20:2c é

exclusivo de Pterocladiella capillacea. Relativamente ao filo Heterokontophyta, os
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compostos C20, C18:3n6 e C18:2n6t sdo exclusivos de Fucus vesiculosus, Cl14:1 é
exclusivo de Fucus spiralis, C20:5n3 é exclusivo de Cystoseira humilis e Fucus
vesiculosus, C20:2c é exclusivo de Petalonia binghamiae e C18:3n3 é exclusivo de
espécies da ordem Fucales (Cystoseira humilis, Fucus spiralis, Fucus vesiculosus e
Sargassum vulgare). E também importante referir que as espécies que partilham o
mesmo género dentro do filo Rhodophyta (Asparagopsis taxiformis/Asparagopsis
armata) revelam o mesmo perfil lipidico, enquanto que as espécies que partilham o
mesmo género dentro do filo Heterokontophyta (Halopteris filicina/Halopteris
scoparia e Fucus vesiculosus/Fucus spiralis) revelam algumas diferengas pontuais na

sua composicdo lipidica.
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Figura 12 - Perfil lipidico de Asparagopsis armata obtido
em andlise de 42 minutos por GC, com respectiva
identificacdao dos picos representados (X — contaminante)
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Figura 14 - Perfil lipidico de Cladostephus spongiosus
obtido em anadlise de 42 minutos por GC, com respectiva
identificacdo dos picos representados (X — contaminante)
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Figura 13 - Perfil lipidico de Asparagopsis taxiformis obtido
em andlise de 42 minutos por GC, com respectiva
identificacdo dos picos representados (X — contaminante)
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Figura 15 - Perfil lipidico de Colpomenia sinuosa obtido em
analise de 42 minutos por GC, com respectiva identificagdo
dos picos representados (X — contaminante)
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Figura 16 - Perfil lipidico de Corallina caespitosa obtido em
analise de 42 minutos por GC, com respectiva identificagdo
dos picos representados (X — contaminante)
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Figura 18 - Perfil lipidico de Petalonia binghamiae obtido
em andlise de 42 minutos por GC, com respectiva
identificacdo dos picos representados (X — contaminante)
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Figura 17 - Perfil lipidico de Cystoseira humilis obtido em
analise de 42 minutos por GC, com respectiva identificagdo
dos picos representados (X — contaminante)
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Figura 19 - Perfil lipidico de Fucus spiralis obtido em
analise de 42 minutos por GC, com respectiva identificagdo
dos picos representados (X — contaminante)
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Figura 20 - Perfil lipidico de Fucus vesiculosus obtido em
analise de 42 minutos por GC, com respectiva identificagdo
dos picos representados (X — contaminante)
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Figura 22 - Perfil lipidico de Halopteris filicina obtido em
analise de 42 minutos por GC, com respectiva identificagdo
dos picos representados (X — contaminante)
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Figura 21 - Perfil lipidico de Gelidium microdon obtido em
analise de 42 minutos por GC, com respectiva identificagdao
dos picos representados (X — contaminante)
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Figura 23 - Perfil lipidico de Halopteris scoparia obtido em
analise de 42 minutos por GC, com respectiva identificagdo
dos picos representados (X — contaminante)
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Figura 24 - Perfil lipidico de Plocamium cartilagineum
obtido em andlise de 42 minutos por GC, com respectiva
identificacdo dos picos representados (X — contaminante)
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Figura 26 - Perfil lipidico de Sargassum vulgare obtido em

26
a

analise de 42 minutos por GC, com respectiva identificagdo
dos picos representados (X — contaminante)
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Figura 25 - Perfil lipidico de Pterocladiella capillacea obtido
em andlise de 42 minutos por GC, com respectiva

identificacdo dos picos representados (X — contaminante)
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Figura 27 - Perfil lipidico de Zonaria tournefortii obtido em
analise de 42 minutos por GC, com respectiva identificagdo
dos picos representados (X — contaminante)
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Rhodophyta

Heterokontophyta

Espécies c1a | c1a:1 | c16 | ci6:1 | cag | 1IN
9c/t
Asparagopsis
paragopst X X X X
armata
A )
spa{’agop.SIS X X X X
taxiformis
Coralli
ora./na X X X
caespitosa
Gelidi
enaium X X | X | X X
microdon
PI j
o.canjuum X X
cartilagineum
Pterocladiella
-7 X X X
capillacea
Cladosteph
ados ?p us X X X
spongiosus
Co//?omen/a X X
sinuosa
Cystoseira humilis X X X X X
Fucus spiralis X X X X X X
Fucus vesiculosus X X X X X
Halopteris filicina X X X X
Halopteris X X X X X
scoparia
Petalonia X X X X
binghamiae
Sargassum X X X X X
vulgare
Zonaria } X X X X X
tournefortii

Tabela 8 - Leitura e identificacdo dos perfis lipidicos de cada uma das 16 espécies adquiridos através do método GC

C18:2n6t

Compostos

C18:2n6c¢

X

C18:3n6

C18:3n3

C20

C20:2c

C20:3n3

C20:5n3
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5. Discussao

A compilacdo de uma biblioteca de DNA barcodes robusta para qualquer grupo
taxondmico de um determinado habitat ou zona geogréafica exige o levantamento de
um elevado numero de sequéncias COIl, de forma a assegurar a representatividade
tanto da diversidade sistematica da regido como da variabilidade intraespecifica. Neste
estudo efectuou-se o levantamento total de 233 sequéncias correspondentes a 96
espécies a partir da base de dados GenBank e de dados ndo publicados, entre as quais
151 sequéncias pertencentes a 68 espécies do filo Rhodophyta e 82 sequéncias
pertencentes a 28 espécies do filo Heterokontophyta. Apesar deste numero ser
comparativamente pequeno (i.e. cerca de 10%) em relacdo ao numero total de 849
espécies reportadas para a flora marinha portuguesa, ja constitui um ponto de partida
muito relevante, pois trata-se da criacdo de um sistema de identificacdo de espécies

mais rigoroso, reprodutivel e fiavel.

Importa contudo referir que apenas 21% do numero total de DNA barcodes
compilados (pertencentes a 4 espécies de macroalgas vermelhas e 9 espécies de
macroalgas castanhas) foram obtidos a partir de espécimes colectados em Portugal.
Atendendo aos pressupostos da utilizacdo de DNA barcodes e numerosos estudos
entretanto realizados (Moritz e Cicero 2004; Dasmahapatra e Mallet 2006; Ward et al.
2008) seriam teoricamente suficientes entre 1 a 3 sequéncias de uma determinada
espécie para efectuar uma identificacdo rigorosa, independentemente do local de
colheita do espécime. Contudo, os mesmos DNA barcodes tém contribuido para
revelar a existéncia provavel de mais espécies do que as que previamente conhecidas
em quase todos os grandes grupos de organismos, inclusive no caso de espécies
cripticas cuja deteccdo se faz por via exclusivamente molecular (Costa e Carvalho 2010;

Costa e Antunes 2012).

Dentro de um universo de 849 espécies de macroalgas vermelhas e castanhas
reportadas para a flora marinha Portuguesa, apenas 90 delas possuem as suas
respectivas sequéncias COI publicadas, entre as quais somente quatro das espécies se

encontram caracterizadas por sequéncias barcode de espécimes colectados em
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territorio portugués. Apesar de ser defendido que a amostragem geografica limitada é
um factor improvavel de refutacdo ou diminuicdo da utilidade da metodologia do DNA
barcoding na identificacdo e descricdo de uma determinada espécie (teoria fortemente
relacionada com espécies de peixes de dagua salgada) (Moritz e Cicero 2004;
Dasmahapatra e Mallet 2006; Ward et al. 2008), pode ainda assim revelar-se como
uma limitacdo deste estudo, tendo em conta o desconhecimento geral relativamente
aos graus de variabilidade genética que possam ocorrer entre macroalgas da mesma
espécie originarias de locais geograficos distintos, podendo comprometer a futura
implementagao de um sistema robusto de identificagdo molecular de macroalgas
marinhas portuguesas para extrac;do de compostos fitoquimicos de interesse

biotecnoldgico e farmacoldgico.

Com base na analise das sequéncias de COIl aqui compiladas é possivel identificar com
grande clareza padrdes de organizacdo dos espécimes presentes em cada uma das
arvores filogenéticas de Rhodophyta e Heterokontophyta. Nomeadamente é bastante
evidente o agrupamento de espécimes em clados coincidentes com niveis taxondmicos
superficiais, como a espécie e o género (sombreado nas arvores) ou a partilha de um
ancestral comum em clados de niveis taxondmicos mais profundos, como familia e a

ordem (chavetas das arvores).

Na globalidade, considerando tanto as analises dos padrdes de divergéncias e as
reconstrucdes filogenéticas, todos os indicadores apresentados confirmam a
capacidade das sequéncias de COIl de delimitar e discernir entre diferentes niveis
taxondmicos, nomeadamente considerando a baixa variabilidade intraespecifica e a
grande diferenga entre o valor maximo de divergéncia intraespecifica e o valor minimo
de divergéncia interespecifica congenérica. Uma das poucas excepcOes a este padrdo
verificou-se no caso da proximidade filogenética elevada entre as espécies Fucus
vesiculosus e Fucus spiralis, as quais formam um sd grupo monofilético e em alguns
casos partilham haplétipos, resultando assim numa taxa de divergéncia interespecifica
muito baixa. Este caso em concreto ja foi reportado por Kucera e Saunders (2008) e
McDevit e Saunders (2009). Os autores deste estudo sugerem que as duas espécies de

Fucus estdao bem estabelecidas e descritas, ndo se tratando de um caso de sinonimia,
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mas provavelmente de separacdo incompleta de linhagens a partir de um ancestral
comum relativamente recente ou, eventualmente, de hibridizacdo introgressiva. Em
todo o caso, devido ao seu caracter excepcional, estas espécies foram retiradas do
calculo global das taxas de divergéncias do filo Heterokontophyta, de forma a nao
influenciar desproporcionadamente a obtencdo do padrao geral de variabilidade

realista.

A discussdo neste estudo relativamente ao assunto das divergéncias intra e
interespecificas nos filos Heterokontophyta e Rodophyta tera como base fundamental
os resultados dos trabalhos de Saunders (2005) e McDevit e Saunders (2009), a partir
dos quais se estabeleceram limites percentuais bem definidos para utilizagdo em

anadlises de divergéncias evolutivas em macroalgas vermelhas e castanhas.

Os valores médios determinados dentro de cada filo revelam-se similares aos valores
médios apresentados nos estudos de Saunders (2005) e McDevit e Saunders (2009),
embora os valores minimos e maximos globais se revelem mais altos nos resultados
desta tese do que nos estudos anteriormente referidos, nomeadamente no caso do
valor maximo de divergéncia intraespecifica no filo Rhodophyta que foi de 0,3%
segundo Saunders (2005) e 1,39% neste estudo. A causa destas diferencas esta
provavelmente relacionada com a presenca de espécies cripticas e espécies
divergentes com base na sua origem geogrdfica, sendo essa a razdo para a
implementacdo de <2% de divergéncia intraespecifica como valor empirico para
determinacdo dos grupos monofiléticos deste estudo, de forma a englobar dentro do
possivel todos esses individuos que ndo constituem espécies diferentes. Importa
salientar ainda que as divergéncias intra e interespecificas obtidas para o filo
Heterokontophyta foram globalmente menores (divergéncias intraespecificas entre 0 —
0,95%, com valor médio de 0,21% e divergéncias interespecificas entre 3,1 — 16,07%,
com valor médio de 6,94%) do que as do filo Rhodophyta (divergéncias intraespecificas
entre 0 — 1,39%, com valor médio de 0,22% e divergéncias interespecificas entre 6,91 —
18,86%, com valor médio de 13,94%), enquanto que os resultados obtidos por
Saunders (2005) e McDevit e Saunders (2009) mostram valores de divergéncia

intraespecifica mais elevados no filo Heterokontophyta (0 — 0,46%) do que no filo
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Rhodophyta (0 — 0,3%) e valores de divergéncia interespecifica menores no filo

Heterokontophyta (3,04% - 10,8%) do que no filo Rhodophyta (4,5% - 13,6%).

No global, obtiveram-se 19 grupos monofiléticos na arvore de barcodes referente ao
filo Rhodophyta e 13 grupos monofiléticos na arvore de barcodes referente ao filo
Heterokontophyta. No geral, os taxa monofiléticos terminais também se agruparam
em nds mais profundos de acordo com a sua hierarquia taxondmica familiar e ordinal.
Tanto nas arvores NJ como nas arvores ML ndo foi praticamente observada qualquer
sobreposicdo entre diferentes clados. Contudo, foram verificadas cinco excepgdes a

este padrdo em ambas as arvores relativas ao filo Rhodophyta:

e Na arvore NJ, a espécie Dasya corymbifera (ordem Ceramiales, familia
Dasyaceae, género confirmado por similaridade molecular de 100% com Dasya
sp.) tem um ancestral mais proximo da espécie Callithamnion granulatum
(ordem Ceramiales, familia Callithamniaceae) com um suporte do né de 54% do
gue da espécie da mesma familia Heterosiphonia crispella (género confirmado
por similaridade molecular de 87,25% com Heterosiphonia callithamnion).
Apesar da elevada divergéncia interespecifica que separa estes 3 individuos, a
ainda maior e curiosa divergéncia molecular de Dasya corymbifera com
Heterosiphonia crispella é também comprovada por Sherwood et al. (2010),
apesar de sustentar as suas observacGes a partir de apenas um espécime de
Heterosiphonia crispella (atribuicdo ao nivel da espécie por confirmar). Sera
necessario um maior numero de individuos de cada uma destas espécies e de
outras espécies congenéricas para compreender e concluir algo sobre as
estruturas evolutivas formadas.

e Um espécime de Hypnea musciformis e dois espécimes de Champia parvula
apresentam uma elevada divergéncia relativamente aos seus consespecificos
(16,4%, 6,7% e 7,5%, respectivamente) embora se encontrem inseridos nos
clados dos respectivos géneros e familias. Dado ndo ser conhecido nenhum
caso documentado com rigor relativamente a tdao elevada divergéncia
consespecifica dos DNA barcodes de macroalgas (Saunders 2005; McDevit e

Saunders 2009), é provavel que esta divergéncia decorra da existéncia de
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espécies cripticas em Hypnea musciformis e Champia parvula ou de um
eventual erro de identificacdo. E possivel que se trate de um eventual equivoco
na identificacdo morfolégica, dado que Sherwood et al. (2010) obteve o mesmo
resultado dentro da andlise dos géneros referidos com as mesmas sequéncias,
no qual os espécimes se distanciam do grupo consespecifico a uma divergéncia
demasiado elevada para serem considerados como pertencentes a espécies
cripticas, tendo como base os valores de divergéncia interespecifica
conseguidos por Saunders (2005) e os deste estudo. O mesmo autor verificou
gue certas espécies de Rhodophyta provenientes das ilhas do Hawaii formavam
clados intraespecificos distintos entre si, defendendo que podiam estar
associados a novas espécies para a flora marinha reportada até entdo para a
regido do Hawaii e, eventualmente, novas espécies para a Ciéncia. Para além
disso, o autor concluiu que se deve possuir um conhecimento mais alargado da
plasticidade fenotipica para cada espécie, dado que todas as suas identificagdes
tiveram apenas como base a morfologia e anatomia das macroalgas descritas
num conjunto bibliografico limitado.

Dois espécimes de Asparagopsis taxiformis apresentam uma divergéncia acima
da média em relacdo ao grupo monofilético consespecifico (2% e 5,5%),
embora se encontrem inseridos no clado do género Asparagopsis e dentro da
ordem Bonnemaisoniales. Tendo em conta que o espécime que apresenta 5,5%
de divergéncia é o Unico que corresponde realmente a espécie Asparagopsis
taxiformis (EU146156 — 100% de similaridade molecular com Asparagopsis
taxiformis), é provavel que as divergéncias dos restantes espécimes do clado
decorram da existéncia de novas espécies do género Asparagopsis, ndo sé
pelas razoes descritas no ponto anterior (Sherwood et al. 2010), mas também
porque os seus valores de divergéncia sdo superiores ao valor de divergéncia
interespecifica minima para Rhodophyta especificada no estudo de Saunders
(2005). Para além disso, as similaridades moleculares desses espécimes na
BOLD correspondem a 98,27% e 99,84% da espécie Asparagopsis sp.1Jeju (para
EU146148/EU146140 e JN642177, respectivamente).

Dois espécimes de Gelidium crinale integrados dentro do clado do género

Gelidium apresentam uma divergéncia acima da média em relagao aos seus
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consespecificos (entre 2 e 2,2%) e uma divergéncia de 1,2% entre eles. Segundo
Freshwater et al. (2010) e Kim e Boo (2012), é provavel que esta divergéncia
decorra do facto de diferentes individuos de Gelidium crinale apresentarem
variabilidade genética dependendo da sua distribuicdo geografica oceanica,
estruturando-se dentro da drvore em clados distintos consoante a sua origem,
como se pode observar através da divergéncia entre o clado de Porto Rico e
Costa Este dos Estados Unidos da América (Oceano Atlantico) e o clado de
Austrdlia (Oceano Pacifico). Ndo se registou esse factor de divergéncia
relativamente a outra espécie estudada por Kim e Boo (2012), Gelidium
pusillum (Stackhouse) Le Jolis. Contudo, tendo em conta que a espécie
Gelidium pusillum esta apenas reportada para a Europa e costa Este dos
Estados Unidos da América (Oceano Atlantico), ndo é realmente possivel
concluir se a divergéncia genética dependente da distribuicdo geografica
oceanica ocorre em mais alguma espécie do género Gelidium para além de
Gelidium crinale. Para além disso, Freshwater et al. (2010) conclui que o COI é
um excelente marcador molecular para discernir espécies dentro da ordem
Gelidiales, mesmo quando estas sdo muito préximas entre si (como, por
exemplo, o caso de Gelidium pristoides (Turner) Kitzinge e Gelidium foliaceum

(Okamura) E.M.Tronchin).

Relativamente aos dados fornecidos através dos diferentes modelos de reconstrucdo
filogenética NJ e ML, estes revelaram-se concordantes, apresentando o mesmo
numero de grupos monofiléticos e graus de suporte dos nés similares (principalmente
em niveis taxondmicos inferiores), afirmando de igual forma o poder de discernimento
dos DNA barcodes de COI (Figuras 9 a 12). Contudo, verificou-se a ocorréncia de uma
excepgdo nesta concordancia no caso do filo Heterokontophyta: a Zonaria tournefortii
(Dictyotaceae) partilha um ancestral comum com Bachelotia antillarum
(Bachelotiaceae) na arvore NJ (embora com um valor de suporte do n6 de 12%),
enquanto que na arvore ML (Anexo/Imagem 12) a mesma espécie partilha um
ancestral comum com Padina gymnospora, ambas pertencentes a mesma familia e

com um valor de suporte do n6 de 83%.
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Quanto a avaliacdo da congruéncia entre a identificacdo taxondmica prévia das
macroalgas recolhidas e a identificagdo molecular com base na sua similaridade face a
espécies mais préximas presentes na base de dados BOLD-IDS, ndo foi possivel
encontrar sequéncias suficientemente similares (>98,5% em sequéncias com um
minimo de 658 pb) que permitissem uma confirmacdo de identificacdo das espécies
Callithamnion granulatum, Gelidium microdon e Petalonia binghamiae. A espécie
Callithamnion granulatum foi confirmada apenas ao nivel do género, apresentando
94,28% de similaridade com a espécie Callithamnion stuposum, no entanto é
impossivel associar a amostra em questdo a uma determinada espécie. Contudo,
manteve-se o nome cientifico inicialmente adoptado devido a confirmagdo quanto ao
género e a inexisténcia de qualquer sequéncia COl publicada de Callithamnion
granulatum para efeitos de comparagdo. Relativamente a espécie Gelidium microdon,
apesar de a avaliacdo de similaridades moleculares ter sido apenas conclusiva quanto
ao género a que pertence (87,17% com Gelidium sp.), o seu nome nao foi alterado
dada a sua localizacdo dentro do clado do género Gelidium (embora com apenas 27%
como valor de suporte do respectivo nd) e devido a inexisténcia de qualquer sequéncia
COl publicada de Gelidium microdon para efeitos de comparacdo. Uma vez mais, o
estado prematuro actual da identificacdo molecular de macroalgas através de COI
impossibilita uma determinacdo taxondmica mais precisa do espécime em questdo.
Quanto a espécie Petalonia binghamiae, o seu nome cientifico foi mantido porque
apresenta similaridade relativamente ao género (100% com Petalonia sp. e 91,18%
com Petalonia fascia) de acordo com a BOLD-IDS e a sua localiza¢do dentro das arvores
de DNA barcodes deste estudo, onde se verifica a sua ligacao ao género Petalonia com
um valor de suporte alto e uma elevada divergéncia quanto a espécie Petalonia fascia
(10,1%). Dado que a espécie Petalonia binghamiae é a Unica correspondente ao
género Petalonia descrita na regido geografica dos Acores e tendo em conta a relativa
facilidade na sua identificacdo morfoldgica macroscépica, optou-se por manter a

nomenclatura adoptada no inicio deste estudo.

Antes de dar inicio as analises fitoquimicas das espécies de algas marinhas recolhidas
colectou-se uma espécie de macroalga adicional que pudesse funcionar como alga

padrdo para o desenvolvimento das metodologias, uma vez que para as algas em
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estudo ndo foram encontrados referéncias na literatura que pudessem nortear o
trabalho experimental. A espécie selecionada foi o Fucus vesiculosus, ndao sé devido a
sua abundancia no litoral Norte de Portugal Continental e facilidade de identificagao
taxondmica, bem como é uma espécie amplamente estudada em diversos pontos
geograficos do mundo na area da anadlise e quantificagdo fitoquimica, constituindo
assim uma importante ferramenta de avaliacdo dos resultados finais deste estudo
(Deal et al. 2003; Saha et al. 2011). Todas as amostras foram liofilizadas no inicio do
protocolo de forma a permitir uma melhor preservacdo dos extractos durante o
armazenamento (para além de ndo ser possivel proceder ao trabalho experimental
logo ap6s a recolha dos espécimes), reduzindo a possibilidade de ocorrer alteracgées,

como por exemplo, hidrélises ou evaporacdo de solvente (Valentdo et al. 2010).

A técnica de HPLC é um tipo de cromatografia liquida em que a fase movel é
constituida por um liquido e a fase estacionaria por um solido. Esta técnica permite
varias aplicacbes em diferentes areas, embora seja primariamente utilizada para
analisar o conteddo quimico de uma solugdo complexa, promovendo a separacado dos
varios componentes através da diferenca de afinidades relativamente a fase
estaciondria e natureza dos eluentes. Em relacdo a analise de compostos fendlicos dos
espécimes de macroalgas, a auséncia de compostos e/ou inaptiddo de leitura dos
perfis fendélicos deveram-se provavelmente ao baixo valor de massa algal processada
na extrac¢do (0,3g e 1g apenas na amostra de Fucus vesiculosus), o que resultou em
amostras com concentracdes demasiado reduzidas para serem analisadas e
identificadas. Este facto serd um aspecto inerente as algas em estudo, que
apresentardo teores muito reduzidos de compostos fendlicos, quando comparados
com os teores verificados normalmente nas plantas superiores (Plouguerné et al.
2010). Para além disso, existem estudos em que ndo é sequer possivel concluir quais as

razdes que impedem o registo de compostos fenélicos por HPLC (Valentdo et al. 2010).

A técnica de GC é um tipo de cromatografia por particdo em que a fase mével é
constituida por um gas e a fase estaciondria é constituida por um liquido. A técnica GC
é utilizada para analise lipidica na qual os 4acidos gordos ndo-volateis sdo

quimicamente convertidos nos seus compostos metil-esterificados volateis
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correspondentes. Existem muito poucos dados relativamente a andlises efectuadas em
macroalgas marinhas com recurso a GC e os poucos estudos que tém como objectivo a
identificagao de compostos do perfil lipidico de macroalgas normalmente focam-se em
apenas uma ou duas espécies diferentes (Valentdo et al. 2010). Porém, o sucesso na
aquisicdo dos perfis cromatograficos permitiu estabelecer algumas comparacgdes
pertinentes, embora se verifique que a andlise de amostras com concentragdées mais
elevadas poderia trazer novos dados até entdo impossiveis de reter, nomeadamente
no caso das espécies Corallina caespitosa, Cladostephus spongiosus e Colpomenia
sinuosa. A prova dessa afirmagao reside no caso do perfil cromatografico de Fucus
vesiculosus, dentro do qual a larga variedade de acidos gordos exclusivos no filo
Heterokontophyta pode ser mais derivado do maior valor de massa algal utilizado nas

extracgdes do que propriamente da sua caracterizagao fitoquimica especifica.

Embora ndo exista qualquer suporte nos dados observados que permita diferenciar
macroalgas de diferentes filos, é possivel confirmar uma maior presenca/concentragdo
geral de acidos gordos com tempo de retencdo maior do que 21 minutos (tempo de
retencdo médio do composto C18:1n9c/t) nas espécies do filo Heterokontophyta do
que Rhodophyta. Contudo, esta mesma observagdao permite a diferenciagao entre
perfis lipidicos de espécies de macroalgas vermelhas de familias completamente
distintas. Neste caso em concreto, a espécie Gelidium microdon (familia Gelidiaceae) é
a Unica espécie que possui C18:2n6¢c, C20:3n3 e C20:5n3 na sua composigao,
Plocamium cartilagineum (familia Plocamiaceae) é a Unica espécie que possui C18:2n6t
na sua composicdo e Pterocladiella capillacea (familia Pterocladiaceae) é a Unica
espécie que possui C20:2c. Numa situacdo algo similar de diferenciacdo entre perfis
lipidicos, dentro do filo Heterokontophyta o composto C18:3n3 é exclusivamente
identificado nas espécies Cystoseira humilis, Fucus spiralis, Fucus vesiculosus e
Sargassum vulgare, todas elas pertencentes a ordem Fucales. Embora esta seja uma
observagdo importante, ndo existe qualquer outro factor que delimite este grupo de
outros ou que una as espécies que o representam entre si, sendo possivel que esta

observacdo seja simplesmente coincidente.
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Na analise de resultados entre individuos pertencentes ao mesmo género, foi possivel
verificar que a topologia dos graficos e identificacdo dos respectivos picos sao similares
nas espécies do género Asparagopsis, embora estes perfis apenas apresentem a
estrutura lipidica base de quase todas as macroalgas deste estudo, o que invalida
qualquer espécie de delimitacdo deste género perante outros. Para além disso, o facto
de os individuos pertencentes aos géneros Fucus e Halopteris possuirem um grande
numero de diferencas interespecificas congenéricas anula a possibilidade de concluir
gualquer associacdo plausivel entre composicdo lipidica e identificacdo molecular

entre espécies ou géneros.

Apesar de todas estas observacdes revelarem tracos e analogias de interesse para
futuros estudos, existem inumeros aspectos que nao foram possiveis de integrar no
ambito deste estudo de forma a confirmar relagGes intra e interespecificas associando
a identificagdo morfologica e molecular com o estudo fitoquimico de espécies de
macroalgas vermelhas e castanhas, entre os quais a necessidade de maior
variabilidade e nimero de espécies/géneros/familias em estudo, a repeticdo na analise
das amostras, o recurso a mais métodos de analise fitoquimica para assegurar perfis
mais detalhados e, por ultimo, a quantificacdo dos compostos identificados em cada
perfil, sendo um requisito obrigatdrio no ambito de um estudo baseado em descri¢des
e relacOes taxondmicas para identificacdes discriminatdrias e delimitativas (Teixeira e
Kelecom 1988; Teixeira et al. 1990; De-Paula et al. 2001; Teixeira et al. 2001;
Cavalcanti et al. 2006; De-Paula et al. 2007; Freitas et al. 2007).
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6. Conclusao

Através da analise das arvores de DNA barcodes foi possivel confirmar o poder
discriminatorio dos DNA barcodes de COl quanto a delimitacdo da classificacdo das
espécies entre os varios niveis taxondmicos, tanto em relacdo ao filo Rhodophyta
como ao filo Heterokontophyta. Esta afirmacao parte da observacdo da topologia das
arvores de DNA barcodes, na qual se verifica uma clara divisdo entre diferentes
géneros e familias e a formacdo de grupos monofiléticos evidentes, conseguidas gracas
a baixa variabilidade intraespecifica e a larga diferenca entre o valor maximo de
divergéncia intraespecifica e o valor minimo de divergéncia interespecifica
congenérica. Apesar da capacidade de discernimento do COIl ndo ser universal, as suas
raras lacunas permitem inferir conclusdes importantes, como por exemplo a sugestado
de ocorréncia de uma separacdo incompleta de linhagens a partir de um ancestral
comum recente ou de hibridizagdao introgressiva no caso entre Fucus vesiculosus e
Fucus spiralis. Contudo, as fronteiras na utilizagdo do DNA barcoding em macroalgas
constituem ainda um topico em aberto devido a falta de valores de referéncia robustos
a considerar, ndo sé na andlise de divergéncias de espécies cripticas dentro de um
determinado grupo, como também na analise de divergéncias intraespecificas em
grupos de espécies com origens geograficas distintas. Apesar de uma amostragem
geografica limitada ndo invalidar necessariamente a metodologia do DNA barcoding
(Moritz e Cicero 2004; Dasmahapatra e Mallet 2006; Ward et al. 2008), essa restricdo
pode em alguns casos, como os de Gelidium crinale, conduzir a conclusGes erradas
(tais como assumir a presenca de espécies cripticas, novas espécies ou simples
equivoco na identificacdo morfoldgica), atendendo as divergéncias evolutivas

observadas.

Dentro do ambito da pesquisa de sequéncias homadlogas em bases de dados online foi
possivel confirmar a incipéncia na investigagao de DNA barcodes em inumeros grupos
de macroalgas, reflectida por exemplo nos 10% de sequéncias de COI publicadas de
espécies de macroalgas vermelhas e castanhas reportadas para Portugal, estando

todas elas incluidas na biblioteca de referéncia deste estudo.
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Foi também possivel verificar durante este estudo que a plasticidade morfoldgica e a
escassez de caracteres diagnosticantes tipicos de grande parte das macroalgas sdo
barreiras dificeis de superar quando se pretende descrever e caracterizar diferentes
espécimes apenas com recurso a identificacio morfoldgica, justificando assim os
reduzidos niumeros de descricdo de novas espécies que se verificaram nas ultimas
décadas (Hornig e Schnetter 1988; De Clerck 2003). A utilizacdo de DNA barcoding
neste estudo provou a sua extrema importancia na ultrapassagem desses obstdculos
por permitir avaliar e confirmar as identificacGes atribuidas a alguns dos espécimes
recolhidos no inicio deste estudo, pelo menos até ao nivel do género (Gelidium
microdon, Callithamnion granulatum e Petalonia binghamiae), apds obtencdo de
dados moleculares, analise de divergéncias e similaridades moleculares e cruzamento
desses mesmos dados com as observagdes da identificagdo morfoldgica, permitindo

assim criar uma biblioteca de referéncia robusta e fidvel.

O interesse nos organismos marinhos como fonte promissora de produtos com
virtualidades farmacéuticas, alimentares e biotecnolégicas tem aumentado ao longo
dos anos (Lindequist e Schweder 2001; Newman et al. 2003; Mayer e Hamann 2005;
Blunt et al. 2008; Jiao et al. 2011). A possibilidade de tirar partido da existéncia de
metabolitos secundarios especificos em espécies de macroalgas para efeitos de
diferenciacdo taxonémica é uma realidade (Teixeira e Kelecom 1988; Teixeira et al.
1990; De-Paula et al. 2001; Teixeira et al. 2001; Cavalcanti et al. 2006; De-Paula et al.
2007; Freitas et al. 2007), embora ainda se encontre num estado de desenvolvimento
incipiente, devido a necessidade de cruzamento de dados relativos a identificagdo
morfoldgica e molecular de um nimero representativo de popula¢cées de macroalgas
provenientes de diversas regides geogrdficas distintas. Apesar de o volume de
resultados obtidos neste estudo ser necessariamente pequeno, é importante referir a
obtengdo de perfis lipidicos base e a observagdo de uma larga variedade de acidos
gordos em algumas espécies deste estudo como indicador da potencialidade destes
organismos. Neste sentido, os estudos futuros deverdao envolver um maior nimero de
espécimes e variedade de espécies, a quantificacdo dos compostos identificados em

cada perfil e o recurso a um maior niumero de métodos de analise fitoquimica,
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evidentemente suportados por uma biblioteca de referéncia de DNA barcodes mais

abrangente e actualizada.

Em conclusdo, tendo em conta a elevada plasticidade morfolégica e escassez de
caracteres diagnosticantes nas macroalgas vermelhas e castanhas, aliada a potencial
variabilidade genética e diversidade dos perfis fitoquimicos consoante a origem
geografica dos espécimes, é imperativo reforcar a compilacdo de DNA barcodes de
macroalgas provenientes da costa Portuguesa. Tal permitird aferir a biblioteca de
referéncia de DNA barcodes e os perfis fitoquimicos obtidos para cada espécie de
forma mais apurada e robusta. Adicionalmente, com base em divergéncias
padronizadas e linhagens evolutivas bem representadas, seria possivel ndo sé
reconhecer com maior seguranga a ocorréncia de espécies cripticas ou de novas
espécies para a Ciéncia, como também assegurar que entre as espécies de macroalgas
presentes na costa Portuguesa algumas se possam tornar uma fonte tecnicamente
vidvel e economicamente acessivel de compostos bioactivos de interesse
biotecnoldgico e farmacéutico, podendo levar a uma maior dinamizag¢do na exploracao

da riqueza de recursos marinhos Portugueses até hoje pouco aproveitados.
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8. Anexos

Anexo/ Imagem |1 - Parte da informag3o relativa aos detalhes da colheita e processamento de cada espécime destinado a anélises morfolégicas e moleculares; cédigo

identificativo da amostra; identidade dos colectores; data da colheita; pais e regido da colheita; coordenadas GPS do local de colheita; profundidade a que a colheita foi
efectuada
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Anexo/Tabela T1 - Lista das espécies constituintes da biblioteca de referéncia de DNA barcodes deste estudo, os locais geograficos onde as espécies subsistem em territério nacional,
os respectivos codigos de acesso a sequéncia de DNA barcode no GenBank, os locais de origem dos espécimes correspondentes as respectivas sequéncias e os autores responsaveis pela

sequenciacao e publicagdao das mesmas

HM915067.1 Massachusetts, Estados Unidos da América
HM915131.1 East Point Beach, Groton, Connecticut, Estados

Unidos da América

Milstein e
Ahnfeltia plicata . ’ » IJN113222.1 Kouchibouguac, New Brunswick, Canada
. Portugal Continental (Ardré 1970; Araujo et al. 2009), Agores (Neto 1994) Saunders
(Hudson) E.M.Fries (2012)
HM918037.1 Lucas Point, Tasmania, Australia
JN113197.1 Goury, Basse-Normandie, Franga
JN113200.1 Front of Point Merry, Churchill, Manitoba, Canada
Ascophyllum Portugal Continental (De Mesquita Rodrigues 1963; Ardré 1970; Araujo et al. |
Bittner et al.
nodosum (Linnaeus) 2009), Acores (Neto 1994; Tittley e Neto 1994; Tittley et al. 2009), Madeira EU579862.1 Roscoff, Brittany, France ( )
2008

Le Jolis (Neto et al. 2001; John et al. 2004)

Verbruggen
GQ497303.1 Reino Unido
et al. (2010)

Atractophora
Madeira (Levring 1974; Neto et al. 2001; John et al. 2004)

hypnoides P.L.
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Crouan e H.M.

Crouan

Bangia
. . . Lynch et al.
atropurpurea Acores (Neto 1994; Tittley e Neto 1994; Tittley e Neto 2005), Madeira (Neto et . L .
HQ699255.1 Estados Unidos da América (2010) — Nao
(Mertens ex Roth)  al. 2001; John et al. 2004) )
publicado
C.Agardh

Clarkston e
Callophyllis laciniata . ’ »
. Portugal Continental (Ardré 1970; Araujo et al. 2009) JF903294.1 Strangford, Lough, Irlanda do Norte Saunders
(Hudson) Kiitzing (2012)

Chondrus crispus Portugal Continental (Ardré 1970; Pereira e Mesquita 2003; Araujo et al. 2009), Saunders
AY970567.1 Nova Scotia, Canada
Stackhouse Acores (Neto 1994) (2005)

Colpomenia sinuosa  Portugal Continental Continental (Ardré 1970), Acores (Neto 1994; Tittley e - Sdo Vicente, Sdo Miguel, Agores, Portugal Dados ndo
(Mertens ex Roth)  Neto 1994; Toste et al. 2003; Tittley et al. 2009), Madeira (Levring 1974; Neto - Mosteiros, Sdo Miguel, Agores, Portugal publicados
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Derbés & Solier et al. 2001; Haroun et al. 2002; John et al. 2004), Selvagens (Audiffred e -
Weisscher 1984; Parente et al. 2000; John et al. 2004) =

- Reis Magos, Madeira, Portugal

Dasya corymbifera  Selvagens (John et al. 2004), Madeira (Levring 1974; Neto et al. 2001; John et AT Hawali, Estados Unidos da América Sherwood et

J.Agardh al. 2004), Agores (Neto 1994) al. (2010)

Desmarestia

Yang et al.
herbacea (Turner) Portugal Continental (De Mesquita Rodrigues 1963; Ardré 1970) HE866767.1 -

(in review)
J.V.Lamouroux

Portugal Continental Continental (De Mesquita Rodrigues 1963; Ardré 1970;

Dictyota dichotoma  Rull Lluch et al. 2005; Araujo et al. 2009), Acores (Neto 1994; Tittley e Neto

(Hudson) 1994), Madeira (Levring 1974; Neto et al. 2001; Haroun et al. 2002; John et al.

J.V.Lamouroux 2004), Selvagens (Price et al. 1978; Audiffred e Weisscher 1984; Parente et al.
2000; John et al. 2004)

- Praia da Parede, Cascais, Portugal Continental Dados ndo

- publicados

- Nordeste, Sdo Miguel, Agores, Portugal
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Dilsea carnosa Portugal Continental (Ardré 1970; Araljo et al. 2003; Araujo et al. 2009),
(Schmidel) Kuntze  Acores (Neto 1994)

AY970635.1

Pointe du Grouin, Franga

Cluster
BOLD:AAO5
305

Ectocarpus Portugal Continental (De Mesquita Rodrigues 1963; Ardré 1970; Araujo et al.
fasciculatus Harvey  2009), Agores (Neto 1994; Tittley e Neto 1994; Tittley e Neto 2005)

Erythrodermis traillii
(Holmes ex Batters) Agores (Neto 1994) GQ380104.1
Guiry e Garbary

Niebla, Chile

New Foundland and Labrador, Canada

Saunders
(2005)

Fonte nao

publicada

Le Gall e
Saunders
(2010)




Kucera e

EU646738.1 Cabo St. Marys, Nova Scotia, Canadd Saunders
. : . , : (2008)
Portugal Continental (De Mesquita Rodrigues 1963; Ardré 1970; Billard et al. . .
Fucus spiralis _ o _ - Sdo Pedro do Estoril, Lisboa, Portugal Continental
0 2006; Perrin et al. 2007; Araujo et al. 2009; Cairrdao et al. 2009; Lopes et al.
innaeus -

2011), Acores (Neto 1994; Tittley e Neto 1994) Dados ndo
publicados

- Foz, Porto, Portugal Continental

- Caloura, Sdo Miguel, Acores, Portugal

HQ422638.1
HQ422639.1
Galaxaura rugosa Sherwood et
HQ422631.1 ’
(J.Ellis & Solander)  Madeira (Neto et al. 2001; John et al. 2004), Selvagens (John et al. 2004) RN Hawaii, Estados Unidos da América al. (2010)
J.V.Lamouroux ’
HQ422799.1
HQ422787.1

Gelidiella acerosa Sherwood et
(Forsskal) Feldmann  Acores (Neto 1994) HQ422655.1 Hawaii, Estados Unidos da América al. (2010)
e G.Hamel
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Gelidium pusillum
(Stackhouse) Le Jolis

Gracilaria gracilis
(Stackhouse)
M.Steentoft,

L.M.Irvine e
W.F.Farnham

Gracilariopsis

Selvagens (Audiffred e Weisscher 1984; Parente et al. 2000; John et al. 2004),
Madeira (Levring 1974; Neto et al. 2001; Haroun et al. 2002; John et al. 2004),
Acores (Tittley e Neto 1994; Neto 1994), Portugal Continental (Ardré 1970;
Cremades et al., 2002; Araujo et al. 2009)

HQ412447.1

FJ499509.1

Madeira (John et al. 2004), Selvagens (John et al. 2004), Portugal Continental
JQ843333.1

(Araujo et al. 2009)
JQ843331.1

JQ843332.1

Masonboro Inlet, Carolina do Norte, Estados

Unidos da América

Praia do Mindelo, Porto, Portugal Continental

Noruega
Liideritz, Namibia

Alagoas, Brasil

Portugal Continental (Rueness 2005) FJ499660.1

Ria de Aveiro, Aveiro, Portugal Continental

Freshwater
et al. (2010)

Saunders
(2009)

Costa et al.
(2012)

Saunders
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longissima (2009)

(S.G.Gmelin)
M.Steentoft,
L.M.Irvine e
W.F.Farnham
GQ380114.1 Neddick Cape, Maine, Estados Unidos da América
GQ380118.1
Gymnogongrus ) . . GQ380117.1 Lepreau, Bay of Fundy, New Brunswick, Canada Le Gall e
Acores (Neto 1994; Tittley e Neto 1994), Portugal Continental (Pereira e -
crenulatus (Turner) . o . GQ380116.1 Point Holmes, Comox, British Columbia, Canada Saunders
Mesquita 2003; Araujo et al. 2009), Madeira (Haroun et al. 2002)
J.Agardh GQ380121.1 Comox Marina, British Columbia, Canada (2010)
GQ380115.1 Seabreeze, Hornby Island, British Columbia,

Canada

EU579868.1 Banyuls, France Bittner et al.
Portugal Continental (De Mesquita Rodrigues 1963; Ardré 1970; Araujo et al. (2008)
2009; Lopes et al. 2011), Agores (Neto 1994; Tittley e Neto 1994), Madeira - Lajes, Flores, Agores, Portugal
Halopteris filicina )
(Levring 1974; Neto et al. 2001; Haroun et al. 2002; John et al. 2004), - o L
(Grateloup) Kiitzing Ribeirinha, Sdo Miguel, Agores, Portugal Dados ndo
Selvagens (Price et al. 1978; Audiffred e Weisscher 1984; Parente et al. 2000; - -
publicados
John et al. 2004) - Santa Cruz, Flores, Agores, Portugal

- Sdo Pedro do Estoril, Lisboa, Portugal Continental
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Helminthocladia

Le Gall e
calvadosii Portugal Continental (Ardré 1970; Araujo et al. 2009), Madeira (Levring 1974; . .
HQ603218.1 Beniguet, Brittany, Franga Saunders (In
(J.V.Lamouroux ex  Neto et al. 2001; John et al. 2004) .
review)
Duby) Setchell

Heterosiphonia . Sherwood et
Selvagens (Parente et al. 2000; John et al. 2004), Madeira (Neto et al. 2001; . . -
crispella (C.Agardh) HQ423127.1 Hawaii, Estados Unidos da América al. (2010)

Haroun et al. 2002; John et al. 2004), Agores (Neto 1994)
M.J.Wynne

. . Selvagens (Audiffred e Weisscher 1984; Parente et al. 2000; John et al. 2004), HQ422630.1
Hypnea musciformis ) . . Sherwood et
Madeira (Levring 1974; Neto et al. 2001; John et al. 2004), Agores (Tittley e HQ422612.1 . . »
(Wulfen) . ’ Hawaii, Estados Unidos da América al. (2010)
Neto 1994; Neto 1994), Portugal Continental (Ardré 1970; Cremades et al., HQ422876.1

2002; Aradjo et al., 2003; Araujo et al. 2009) HQ422683.1

J.V.Lamouroux

Sherwood et
Selvagens (John et al. 2004; Parente et al. 2000) HQ422901.1 Hawaii, Estados Unidos da América al. (2010)

Hypnea valentiae

(Turner) Montagne

I McDevit e
Laminaria p 2
Portugal Continental (De Mesquita Rodrigues 1963; Ardré 1970; Araujo et al. Saunders
hyperborea 2009) FJ409155.1 Doaghbeg, Co. Donegal, Irlanda (2009)

(Gunnerus) Foslie
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Sherwood et
Madeira (John et al. 2004) HQ422753.1 Hawaii, Estados Unidos da América al. (2010)

Laurencia nidifica
J.Agardh

HQ603225.1
Pointe de Gueretion, Port-Cros, Riviera Francesa,
Liagora distenta Selvagens (Audiffred e Weisscher 1984; Parente et al. 2000; John et al. 2004), . Le Gall e
ranca
(Mertens ex Roth) Madeira (Levring 1974; Neto et al. 2001; John et al. 2004), Agores (Tittley e HQ603224.1 Saunders (In
J.V.Lamouroux Neto 1994; Neto 1994) HQ603223.1 review)
La Gabiniere, Port-Cros, Riviera Francesa, Franca
HQ603222.1

” e Selvagens (Parente et al. 2000; John et al. 2004), Madeira (Neto et al. 2001; Le Gall e
iagora viscida
g . John et al. 2004), Agores (Tittley e Neto 1994; Neto 1994), Portugal Continental HQ603228.1 Port-Cros, Riviera Francesa, Francga Saunders (In
(Forsskal) C.Agardh ’ .
(Ardré 1970) review)

Mastocarpus . . . GQ380333.1  Neddick Cape, Maine, Estados Unidos da América Le Galle
Acores (Neto 1994), Portugal Continental (Pereira e Mesquita 2003; Zuccarello
stellatus » GQ380338.1 Hazard Avenue, Narragansett, Rhode Island, Saunders
. et al. 2006; Aradjo et al. 2009) . L
(Stackhouse) Guiry Estados Unidos da Améria (2010)
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GQ380332.1

GQ380339.1 Bay of Fundy, New Brunswick, Canada
GQ380334.1 Grand M, New Brunswick, Canada
GQ380336.1 Cape St. Marys, Nova Scotia, Canada

Nemalion Selvagens (Parente et al. 2000; John et al. 2004), Acores (Tittley e Neto 1994; Le Gall e
helminthoides Neto 1994; Haroun et al. 2002), Portugal Continental (Ardré 1970; Araudjo et al. HQ603229.1 Praia Lastres, Asturias, Espanha Saunders (In
(Velley) Batters 2003; Aratjo et al. 2009) review)

Neosiphonia Mamoozade
sertularioides Madeira (Neto et al. 2001; John et al. 2004), Selvagens (Parente et al. 2000; . hetal.
HM573519.1 Crawl Day, Bocas del Toro, Panama
(Grateloup) John et al. 2004) (2010) — Nao
K.W.Nam e P.J.Kang publicado

Padina gymnospora . . Bittner et al.
. Selvagens (Parente et al. 2000; John et al. 2004) EU579871.1 Ricaudy reef, Noumea, New Caledonia
(Kutzing) Sonder (2008)
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McDevit e
FJ409184.1 Bay of Fundy, New Brunswick, Canada Saunders
(2009)

Petalonia fascia Portugal Continental (De Mesquita Rodrigues 1963; Ardré 1970; Cremades et
(O.F.Miiller) Kuntze al. 2002; Araujo et al. 2009), Agores (Neto 1994)

JF271575.1 Doaghbeg, Donegal, Irlanda
JF271583.1 Lieiro, Lugo, Galiza, Espanha
JF271580.1 Ilha das Palomas, Tarifa, Cadiz, Andaluzia, Espanha  cremades et

Plocamium
cartilagineum Selvagens (Audiffred e Weisscher 1984; John et al. 2004), Madeira (Levring
(Linnaeus) P.S.Dixon 1974; Neto et al. 2001; John et al. 2004), Acgores (Tittley e Neto 1994; Neto

al. (2011
1994), Portugal Continental (Lopes et al. 2011) i Pointe du Grouin, St. Malo, Francga ( )
JF271576.1
JF271573.1 Spiddal, Galway, Connacht, Irlanda

Plumaria plumosa . " . Rueness
Portugal Continental (Araujo et al. 2009) HQ412551.1 Roscoff, Brittany, Franca
(Hudson) Kuntze (2010)

Mamoozade
Polysiphonia . .
Madeira (Neto et al. 2001; John et al. 2004), Selvagens (John et al. 2004), South Masonboro, New Hanover Co., Carolina do hetal.
fucoides (Hudson) . B o HM573496.1 . »
—_— Portugal Continental (Araujo et al. 2003; Araujo et al. 2009) Norte, Estados Unidos da América (2010) - Nao
reville
publicado

Polysiphonia Portugal Continental (Ardré 1970), Madeira (Levring 1974), Selvagens HM573538.1 Punta Gorda, Colon, Panama Mamoozade
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macrocarpa (Audiffred e Weisscher 1984) hetal.
(C.Agardh) Sprengel (2010) - Nao
publicado

JN028584.1 Harrington Cove, New Brunswick, Canada
JN028581.1 Long Island, Nova Scotia, Canada
Portugal Continental (Ardré 1970; Araujo et al. 2009; Teasdale et al. 2009), JN028558.1 Cape Neddick, Maine, Estados Unidos da América Kucera e
Porphyra umbilicalis ) )
. Acores (Tittley e Neto 1994; Neto 1994), Madeira (Neto et al. 2001; John et al. JN028582.1 Bay of Fundy, New Brunswick, Canada Saunders
titzing
2004) N028559.1 Hazard Avenue, Narragansett, Rhode Island, (2011)

Estados Unidos da América
JN028575.1 St. Brides, Newfoundland and Labrador, Canada

Rhodomela Verbruggen
confervoides Portugal Continental (Araujo et al. 2009) GQ497317.1 Bay of Fundy, New Brunswick, Canada et al. (2010)
(Hudson) P.C.Silva
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Rhodymenia Portugal Continental (Ardré 1970; Cremades et al. 2002; Araujo et al. 2003;

Saunders e
pseudopalmata Araujo et al. 2009), Acores (Tittley e Neto 1994; Neto 1994), Madeira (Neto et
HMO033146.1 Porto Arkansas, Texas, Estados Unidos da América McDonald
(J.V.Lamouroux) al. 2001; John et al. 2004), Selvagens (Audiffred e Weisscher 1984; Parente et (2010)

P.C.Silva al. 2000; John et al. 2004)

Saccorhiza
. Portugal Continental (De Mesquita Rodrigues 1963; Ardré 1970; Araujo et al. . Bittner et al.
polyschides EU579874.1 Le Loup, Roscoff, Brittany, Franga
2009; Lopes et al. 2011) (2008)
(Lightfoot) Batters

- Sdo Pedro do Estoril, Lisboa, Portugal Continental

- Ponta Sdo Lourengo, Madeira, Portugal

Portugal Continental Continental (De Mesquita Rodrigues 1963; Ardré 1970), = . . .
Sargassum natans Mosteiros, Sdo Miguel, Agores, Portugal Dados ndo
Acores (Neto 1994), Madeira (Levring 1974; Neto et al. 2001; John et al. 2004), - .
(Linnaeus) Gaillon . . publicados
Selvagens (Audiffred e Weisscher 1984, John et al. 2004) - Reis Magos, Madeira, Portugal

- Espinho, Aveiro, Portugal Continental

- Sdo Vicente, Sdo Miguel, Agores, Portugal
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Scinaia complanata Le Gall e
. Madeira (Levring 1974; Neto et al. 2001; John et al. 2004), Selvagens (Audiffred - -
(F.S.Collins) : HQ603249.1 Port-Cros, La Gabiniere, Riviera Francesa, Franga Saunders (In
e Weisscher 1984; Parente et al. 2000; John et al. 2004) )
A.D.Cotton review)

Scinaia interrupta Le Gall e
(A.P.de Candolle) Portugal Continental (Araujo et al. 2003; Araujo et al. 2009) HQ544543.1 Bamfield, British Columbia, Canada Saunders (In
M.J.Wynne review)

Sporochnus
P Portugal Continental (Ardré 1970), Acores (Neto 1994), Madeira (Levring 1974; St. Quay-Portrieusx, Bittner et al.
pedunculatus EU579878.1 .
Neto et al. 2001; John et al. 2004) Brittany, France (2008)
(Hudson) C.Agardh

Portugal Continental (De Mesquita Rodrigues 1963; Ardré 1970; Araujo et al.
2003; Araujo et al. 2009), Agores (Neto 1994, Tittley e Neto 1994), Madeira . Bittner et al.
(Woodward) . . EU579880.1 lle verte, Roscoff, Brittany, France
[— (Levring 1974; Neto et al. 2001; John et al. 2004), Selvagens (Audiffred e (2008)
.Agar

Weisscher 1984; Parente et al. 2000; John et al. 2004)

Taonia atomaria
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Wurdemania
Acores (Tittley e Neto 2005), Madeira (Neto et al. 2001; John et al. 2004), . . » Sherwood et
miniata (Sprengel) . . HQ423094.1 Hawaii, Estados Unidos da América
Selvagens (Audiffred e Weisscher 1984; Parente et al. 2000; John et al. 2004) al. (2010)

Feldmann e G.Hamel
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Fucus vesiculosus EUB46756.1 NE USA
Fucus vesiculosus EUB46741.1 SE CAN
Fucus vesiculosus EUB46747.1 SE CAN
Fucus vesiculosus EUB46743.1 NE USA
Fucus spiralis PGO71683 NW PRT
Fucus spiralis PGO71684 NW PRT
Fucus spiralis PGO71700 NW PRT
Fucus spiralis MDO000137 SM AZ PRT
Fucus vesiculosus EUB46739.1 SE CAN
Fucus vesiculosus EUB46746.1 SE CAN
MDO0002248 2 Fucus spiralis SM AZ PRT
MDO0002248 1 Fucus spiralis SM AZ PRT
Fucus spiralis PG071850 SW PRT
Fucus spiralis EUB46738.1 SE CAN
Fucus sematus EUE46717.1 SE CAN
Fucus sematus EUB46715.1 PEI CAN
2 Fucus sematus EUB46714.1 PEI CAN
Fucus serratus EUE46713.1 SE CAN
7| Fucus sematus EUB46710.1 SE CAN
Fucus sematus EU646716.1 SE CAN
Ascophyllum nodosum EUS579862.1 NW FRA
a8 Sargassum natans PG071148 MAD PRT
Sargassum natans PGO71563 NW PRT
97 | Sargassum natans PG081545 MAD PRT
Sargassum natans PGO71908 SW PRT
Sargassum natans MD0000189 SM AZ PRT
80| Sargassum natans PG08204 SM AZ PRT
Sargassum natans PG08223 SM AZ PRT
Sargassum muticum PGO71687 NW PRT
Sargassum muticum MDO000082 NW PRT
Sargassum muticum MD0000078 NW PRT
93| Sargassum muticum FJ409214.1 SW CAN
Sargassum muticum MD0000029 NW PRT
Sargassum muticum MD0000020 NW PRT
L Saccorhiza polyschides EU579874.1 NW FRA
Sporochnus pedt latus EUS79878.1 NW FRA
2 Desmarestia herbacea HE886767.1
93 Desmarestia aculeata EU579865.1 NW FRA
Undaria pinnatifida EF218853.1 W FRA
Saccharina latissima GU097824.1 FRA

@
=

99

)
]

78 99

54l Saccharina latissima GU097753.1 FRO
Saccharina latissima GU097762.1 N CAN
Laminaria hyperborea FJ409155.1 NW IRL

24| Scytosiphon lomentaria PG08310 SM AZ PRT
Scytosiphon lomentaria MDO000737 SM AZ PRT
Scytosiphon lomentaria EUS79875.1 NW FRA
Scytosiphon lomentaria MDO001763 SM AZ PRT
Scytosiphon lomentaria MDO0OO780 SM AZ PRT
Scytosiphon lomentaria MD0O000766 SM AZ PRT
Petalonia fascia FJ409184.1 SE CAN

MDQ002237 Petalonia binghamiae SM AZ PRT
Colpomenia sinuosa MD0000212 SM AZ PRT
Colpomenia sinuosa PG081784 MAD PRT
‘Colpomenia sinuosa PG081730 MAD PRT

99| Colpomenia sinuosa PG081715 MAD PRT
Colpomenia sinuosa MD0000801 SM AZ PRT
‘Colpomenia sinuosa PG08262 SM AZ PRT

Leathesia marina FJ409170.1 SW CAN
79 Ectocarpus siliculosus BOLDAAO5305 SE USA
93 | Ectocarpus fasciculatus BOLDAAOS5305 N CHL

Bachelotia antillarum EU579863.1 NW NZL
7 Zonaria toumnefortii MDO000302 SM AZ PRT
59|Zﬂnaria i MDO000293 SM AZ PRT
|~ MDO0002261 Zonaria toumefortii SM AZ PRT
Padina gymnospora EU579871.1 SE NCL

33

MDO0O: Clad

%9 r‘raonia atomaria EU579880.1 NW FRA
k-] Dictyopteri: EU579868.1 NW FRA

Dictyota fasciola PG081764 MAD PRT
4%{ Dictyota fasciola MDO001173 SM AZ PRT
Dictyota fasciola PG081472 MAD PRT

76 Dictyota dichotoma MD0001893 SM AZ PRT
99 Dictyota dichotoma PGO71392 SW PRT
Dictyota dichotoma MDO001674 SW PRT

Dictyota dichotoma MD0001670 SW PRT
Dictyota dichotoma MD0Q01671 SW PRT
Dictyota dichotoma PGQO71381 SW PRT

Halopteris filicina PG07583 FL AZ PRT

Halopteris filicina PG072052 SW PRT
8l Halopteris filicina PGO7347 FL AZ PRT

Halopteris filicina PG072696 SM AZ PRT
99 | Halopteris filicina PG072690 SM AZ PRT

Halopteris filicina EU579868.1 S FRA

hi iosus SM AZ PRT

9

-]

Cladostephus spongiosus EU579864.1 NW FRA

—
0.05

Fucaceae

Sargassaceae

Desmaresticeae

Laminariaceae

Scytosiphonaceae

Ectocarpaceae

Dictyotaceae

Sphacelariales

Anexo/Imagem 12 - Arvore ML de
sequéncias provenientes de diversos
locais geograficos que constitui a
biblioteca de referéncia barcode de
espécies de macroalgas do filo
Heterokontophyta reportadas para
Portugal. Foi utilizado o modelo de
evolugao K2P e o teste de Minimum of
SH-Like and Chi2 base support. As
linhas laterais mostram a localizagdo
das diferentes familias e as areas
sombreadas representam  grupos
monofiléticos com <2% de divergéncia
intraespecifica. As siglas exibidas a
frente de cada espécie representam a
origem geografica do espécime
sequenciado
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27

Gracitariopsis longissima FJ499660.1 W PRT

wermiculophylia JO784758 1 E USA

Gracilaria vermiculophylia FJ488622.1 W CAN

Graciiana varmiGulophylla FI499583 1 NE USA

Gracilaria vermiculophylla FJ400557 1 W PRT

2 FU498565.1 W PRT
Gracilara vermiculophylla FU499564.1 W PRT
Gracilaria gracilis JQ843333.1 NOR

77l Gracilana graciia JQB43331.1 SW NAM
gracilis 1 NE BRA

| Gracitana graciiis ra09508 1 MW PRT

dium crinale HO412466.1 LI AUS

Gracilana wermicutaphyl Gracilariaceae

Gelldium crinale HQ412483.1 FRI

Geligium crinale HQA412458.1 SE USA
Gelidium crinale HO412481.1 SE USA
Gelldium crinale HO412462 1 SE USA
Gellgium crinale HQ412464.1 GI AUS

. MDO002240 Galidium micradon SM AZ PRT
Galidium pusillum HQ412447.1 E USA
Gelidium spinosum HO412450 1 SV NOR
Gelidiella acerosa HOAZ2656.1 HI USA

Gelidiaceae

Spyridia 5.1 HEUSA
2 aecipiens
JNES9E1E.1 BMU

HMO33146.1 S USA
Rhodymenia holmesii HMO33087 1 MW FRA
Plocamium raphelisianuam JF271614.1 NW ESP

Flocamium canilagineumn JF271580.1 S ESF

Plocamium camtilagineum JF271576.1 NW FRA

2] Plocamium cantilagineum JF271576.1 W IRL

96 | Plocamium cartiiagineum JF271573.1 N (RL

Plocamium cartilagineum JF371578.1 NW FRA

Plocamium cartilagineum JF271583.1 NW ESP

Dumantia contarta AYS71157.1 SW UK

I Rhodymeniaceae

Plocamiaceae

Dumontia contorta AYS71154.1 SE CAN
55 | Dumontia contarta AYS70583.1 W IRL
Dumentia contorta AYS71147.1 SYV Uk
Dumontia contorta AY871152.1 N IRL
Dumontia contorta AY871150.1 N IRL

Dumentiaceae

Dilaca camosa AYS70635.1 FRA
Kallymenia reniformis JFS03297.1 N IRL

Gallaphylis laciniata JFO03204.1 N IRL

Schottera nicassnaia GQ3B0372.1 SE AUS
Mastocarpus stellatus GQAB0332 1 SE CAN
Mastocarpus stellatus GOIBOIIE1 SE CAN
Mastocarpus stellatus GQ3IB033S.1 SE CAN
Mastocarpus stellatus GQIB033S.1 NE USA
Mastocarpus stellatus GQ3IBO3ID.1 NE USA
Mastocarpus stellatus GO3B0334.1 SE CAN
GO380104.1 E CAN
Gymnoegongrus crenulstus GOBB0115 1 W CAN
Gymnogonans crenulatus GRIZ0T16.1 W GAN
Gymnogonarus crenulatus GR3S0121 1 W CAN

59 | Gymnegongrus crenulatus GO3IB011E.1 NE USA
Gymnogengris crenulatus GQIBO117.1 SE CAN
Gymnegengre crenulatus GQIBO114.1 NE USA
Chendrus crispus AYS70S67.1 NE CAN

Kallymeniaceae

Phyllophoraceae

Naceara wiggll GQADTIIZ.1 WAL UK
Asparsgopsis taxiformis JNGAZ177 1 S ITA
Asparagopsis taxiformis EL146168.1 HI USA
56 | Asparagopsis taxiformis £U146160.1 HI USA
Asparagopsis taxifonmis EUT46156.1 HI USA

L ©0487311.1 NE USA
. 15 PRT
Grateloupia flicing HQ422590.1 HI USA
Polysiphonia hawanensis HMS73522.1 NW PAN
i usA
Laurencia majuscula HOA22633 1 HI USA
Laurencia majuscula HO422643.1 HI USA
Laurencia majuscula HQAZ2745.1 HI USA
Laurencia majuscula HQ422758.1 HI USA
Laurencia majuscula HQAZ2617.1 HI USA

Bonnemaisoniales

I Halymeniace as

Laurencia nidifca HQ4227:

Rhodomelaceae

HMS73519.1 MW PAN
18E USA
1SE USA
Palysiphonia macrocarpa HMS73538,1 N PAN

Palysiphonia atlantica HM573539.1 SE USA
©Q487317.1 SE USA
Plumaria plumosa HQ412551,1 NW FRA

elegans 3002.1 HI USA

SM AZ PRT

Wrangeliaceas

MDaooz242
Dasya corymbifera HQA22819.1 HI USA

Payasonnalia rubra HOAZ2737.1 HI USA
Wurdemannia minista HO423084.1 HI USA
57— Ghampia panaia HQ422864,1 HI USA
Ghampia parila HQ422822.1 HI USA
Champia parila HO422819.1 HI USA
95| Champia panula HOA22763.1 HI USA
Ahnfeltia plicata JN113222.1 SE CAN
7 Annfeltia plicata HM215131.1 NE USA
oz | Annte o HMB1S067.1 NE USA

Rhodymeniales

Ahnfeltiaceae

Ahnfeltia plicata HMS18037.1 S AUS
S5l Abnfeltia plicata JN113200.1 N CAN
Annfeita plicata JN113197.1 N FRA
Hetarasiphonia crspella HQ423127.1 HI USA
=t 1 UK
Hypnea walentiae HO422801.1 HI USA
Hypnea mussiformis HQ422612.1 H USA
[ iaypriea v usa
Hyprea musciformis HO422876.1 HI USA
Hypnaa spinella HO4Z2681 1 HI USA
Hypnes musciformis HOA22683.1 HI USA
Scinain furcellata HQG03266.1 N ESF
Seinaia complanata HQEDAZD.1 & FRA
Seinaia interrupta HAE44643.1 SW CAN

aa‘

=)
.
r

5
=
s

Scinaiacoae

Galaxaura rugesa HQ422639.1 HI USA
Galaxaura rugesa HQA22638.1 HI USA
rugosa 1 HIUSA
7| Galaxaura rugosa HO422787.1 HI USA
Galaxaura rugosa HG422631.1 HI USA
Paimaria paimata HOS03247.1 NW FRA
59| Palmana paimata GQ497313.1 SE GAN
Palmaria palmata GU224113.1 NE USA
85 | Palmaria palmata GUZ224116.1 SE CAN

Galaxaura rugosa HO423122.1 HI USA
1
Galaxauraceae

Palmariaceae

Faimara paimata GU224114,1 £ CAN
Memalion ’ .1 AST ESP
Helminthocladia cahadosii HOBO3218.1 NV FRA

Liagora divaricata HO4Z3117.1 HI USA
Helmi divaricata b 1N FRA
Ganenema farnasum HQA2Z2860.1 HI USA

Liagora Mscida HQB03228.1 S FRA
Liagors distenta HQE03225 1 S FRA
Liagora distenta HOE03224.1 S FRA
43 | Liagora gistenta HQE03223.1 S FRA
Lisgora distents HQE03222.1 S FRA
MDO002244 Coralling cacspitosa St AZ PRT

Liagoraceae

Coralling ofcinalia HOS19250.1 SE CAN
Corallina officinalis HMS18978.1 SE CAN
Corallina affcinalis HMO15261.1 NE GAN

95| Gorallina emcinalis HQE44953.1 SW GAN
Coralling oficinalis HO544275.1 SW CAN
Corallina oficinalis HOB44668.1 SWW CAN

Corallinaceas

Pyropia
Pyropia
Pyropia
Pyropia
Pyropia
Pyropia

55| Porphyra purpures JNO28536.1 E CAN

54 Porphyra purpures JNO28543.1 E CARN

SE usA
SE cAN
NE USA
NE USA
E cAN

sSE cAN
1E CcaN

1SE can

Bangiaceae

Forphyra purpures JNOZE510.1 £ CAN

Porphyra purpures JNO28515.1 SE CAN
Forphyra purpurea JNDZ8512 1 SE CAN

laucoaticta JNGZEESE, 1
laucosticta JNOZB677.1
leucosticta JNOZBESE. 1
leucosticta JNOZEEEZ, 1
leucosticta JNGZBESE0. 1
leucosticts JNO2BE7E.1

Bangis 1 usA
Bangia fuscopurpures INO2E459. 1 NE USA

NE UsA

SE can

SE cAn

SE can

SE cAN

NE USA

Anexo/Imagem I3 - Arvore ML de
sequéncias provenientes de diversos
locais geograficos que constitui a
biblioteca de referéncia barcode de
espécies de macroalgas do filo
Rodophyta reportadas para Portugal.
Foi utilizado o modelo de evolugdao K2P
e o teste de Minimum of SH-Like and
Chi2 base support. As linhas laterais
mostram a localizagdo das diferentes
familias e as dreas sombreadas
representam grupos monofiléticos com
<2% de divergéncia intraespecifica. As
siglas exibidas a frente de cada espécie
representam a origem geografica do

espécime sequenciado
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Anexo/Tabela T2 - Actualizagio de nomes cientificos actualmente considerados sinénimos
associados a bibliografia sobre a flora marinha Portuguesa ou as sequéncias retiradas da base de dados
GenBank

Nomenclatura sinénima Nome cientifico actualmente aceite
Caetophora marina Lyngbye Leathesia marina (Lyngbye) Decaisne

Wurdemannia miniata (Sprengel) Feldmann &
Sphaerococcus miniatus Sprengel

G.Hamel
Polysiphonia sertularioides Neosiphonia sertularioides (Grateloup) K.W.Nam &
(Grateloup) J. Agardh P.J.Kang

Scinaia forcellata Bivona-Bernardi Scinaia furcellata (Turner) J.Agardh
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