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RESUMO

As floragGes de algas nocivas (FANs) sdo fendmenos naturais e incluem espécies
produtoras de toxinas que podem afetar severamente animais, incluindo humanos. Porém, as
espeécies tdxicas ndo causam eventos prejudiciais em todos os locais em que estdo, podendo
causar eventos de mesma intensidade em locais diferentes. Refletindo assim, a natureza
multifacetada de respota as FANs a diversos fatores ambientais e as suas mudangas ao longo
do tempo sdo de dificil compreensdo. O aumento da ocorréncia de FANs em diversas regifes
costeiras temperadas e tropicais, acarreta numa série de problemas ambientais, como a
intoxicagdo de animais marinhos, de seres humanos e o comprometimento de atividades
econémicas como aquicultura e pesca. Os principais organismos formadores de FANs em
sistemas marinhos sdo os dinoflagelados. Nas floragbes do dinoflagelado bent6nico
Ostreopsis cf. ovata, pode haver mortalidade em massa dos organismos marinhos por
intoxicacdo com ovatoxinas. O presente trabalho propde estudar os padrbes de distribuicao
espacial da diversidade genética de O. cf. ovata, contribuindo para uma melhor compreenséao
da distribuicdo geogréafica contemporanea da espécie e, por consequéncia, das suas floracoes.
As analises filogeograficas com base nas sequéncias de trés loci ITS, LSU-D1D3 e LSU-
D8D10, disponiveis no Genbank, permitiram a identificagdo de 251 cepas distribuidas em 126
pontos de amostragem. As cepas analisadas foram localizadas nos trés Oceanos, provenientes
de sete reinos biogeogréaficas da zona tropical, e em parte da zona temperada: América do Sul
Temperado, Atlantico Norte Temperado, Atlantico Tropical, Indo-Pacifico Central, Indo-
Pacifico Ocidental, Pacifico Norte Temperado e Pacifico Oriental Tropical. A maioria das
cepas foram provenientes de trés reinos, sendo 34,6% do Indo-Pacifico, 32,2% do Atlantico
Norte Temperado e 23,1% do Atlantico Tropical. Houve predominancia de ocorréncia das
cepas em reinos de superficie de guas mais guentes, de 23 a 36°C, e salinidade superior a 31,
com PSS predominantemente 34 na maioria das areas. Os trés loci analisados produziram
arvores com topologias e subclados (A, B, C, D, E e F) de O. cf. ovata usualmente descritos
na literatura. As redes de haplotipos de O. cf. ovata retornou 25 haplotipos do loci ITS, 33
hapl6tipos do LSU-D1D3 e 14 hapldtipos do LSU-D8D10. A principio as linhagem A e E
talvez seriam cosmopolitas, B seria mais restrita ao Oceano Atlantico. Trés linhagens seriam
exclusivas: C ao Indo-Pacifico, D ao Oceano Pacifico e a F ao Oceano Atlantico. Portanto, O.
cf. ovata apresenta estrutura filogeografica com linhagens divergentes e indicios de
distribuicdo alopatrica e a presenca de trocas genéticas recentes entre populacdes localizadas

em regides biogeogréaficas distintas. Sendo estes padrGes possivelmente explicados por



caracteristicas da espécie como a predominancia da reproducdo assexuada, encistamento, e
por diferentes fatores que facilitam a dispersdo, como o carreamento de cistos por agua de

lastro de navios e dispersdo de cistos aderidos a substratos naturais e artificiais.

ABSTRACT

Harmful algae blooms (HABs) are natural phenomena and include toxin producing
species that can severely affect animals, including humans. However, toxic species do not cause
harmful events in all places where they are, and can cause events of the same intensity in
different locations. Thus, the multifaceted nature of HABs response to various environmental
factors and their changes over time are difficult to understand. The increase in the occurrence
of HABs in several temperate and tropical coastal regions leads to a series of environmental
problems, such as the poisoning of marine animals, humans and the compromise of economic
activities such as aquaculture and fishing. The main triggering organisms of the HABs in marine
systems are the dinoflagellates. In the blooms of the benthic dinoflagellate Ostreopsis cf. ovata,
there may be mass mortality of marine organisms from intoxication with ovatoxin. The present
work proposes to study the patterns of a spatial distribution of the genetic diversity of O. cf.
ovata, contributing to a better understanding of the contemporary geographic distribution of the
species and, consequently, of this blooms. Phylogeographic analyses based on sequences of
three loci ITS, LSU-D1D3 and LSU-D8D10, available at Genbank, allowed the identification
of 251 strains distributed in 126 sampling points. The strains analyzed came the three oceans
from seven biogeographic ecoregions located in the tropical zone, and in part of the temperate
zone: Temperate South America, Temperate North Atlantic, Tropical Atlantic, Central Indo
Pacific, Western Indo Pacific, Temperate North Pacific and Tropical Eastern Pacific. Most
strains came from three ecoregions, 34.6% from the Indo-Pacific, 32.2% from the Temperate
North Atlantic and 23.1% from the Tropical Atlantic. There was a predominance of occurrence
of strains in surface ecoregions with warmer waters from 23 to 36°C and salinity PSS predom-
inantly above 34 in most areas. The phylogenetic reconstructions performed for the three loci
analyzed produced trees with topologies and subclades (A, B, C, D and E) of O. cf. ovata usu-
ally described in the literature. The haplotype networks of O. cf. ovata returned 25 haplotypes
of ITS loci, 33  haplotypes from LSU-D1D3 and 14 haplotypes from LSU-D8D10. At first,

lineages A and E would perhaps be cosmopolitan, B would be more restricted to the Atlantic



Ocean. Three lineages would be unique: C to the Indo-Pacific, D to the Pacific Ocean, and F to
the Atlantic Ocean. Therefore, O. cf. ovata presents a phylogeographic structure with divergent
lineages and evidence of allopatric distribution and the presence of recent genetic exchanges
between populations located in different biogeographic regions. These patterns are possibly
explained by characteristics of the species such as the predominance of asexual reproduction
and encystment, and by different factors that facilitate dispersion, such as the carrying of cysts

by ballast water from ships and carrying cysts through natural and artificial substrates.
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1. INTRODUCAO

As floracBes de algas nocivas (FANs) sdo um fenémeno natural que incluem espécies
produtoras de toxinas que podem afetar severamente animais, incluindo humanos (GEOHAB,
2012). Inicialmente, o aumento da extensdo geografica das FANSs, sua intensidade e
persisténcia, foi relacionada diretamente as acdes antrOpicas tais como, as mudancas
climéticas, a eutrofizacdo costeira, a multiplicacdo das areas de aquicultura e o transporte de
organismos em agua de lastro de navios (CASTRO & MOSER, 2012). Porém, as espécies
formadoras de FANSs podem variar de uma regido para outra, e estas regides podem ser afetadas
por mais de uma espécie formadora de FANs (HALLEGRAEFF et al., 2021). Vale ressaltar,
que mesmo havendo espécies tdxicas nas regiGes, ndo necessariamente havera eventos
prejudiciais nesses locais (HALLEGRAEFF et al., 2021). Além disso, a intensidade dos
eventos causados pela mesma espécie, podem ser distintos em regiGes distintas devido a
respostas diferentes atreladas a diversos fatores ambientais e as suas mudangas ao longo do
tempo (HALLEGRAEFF et al., 2021). Assim, comparando diferentes regides de ocorréncia de
FANSs que sejam aparentemente semelhantes, por exemplo, que gerem expansoes e persisténcia
das FANSs, a principio pode ser dificil gerar explicacdes (HALLEGRAEFF et al., 2021). Desta
forma, percebe-se como a natureza das FANs é multifacetada (HALLEGRAEFF et al., 2021).

O aumento de ocorréncia das FANs em regides costeiras temperadas e tropicais acarreta
numa serie de problemas ambientais, como a intoxicacdo de animais marinhos, de seres
humanos e o comprometimento de atividades econdmicas como aquicultura e pesca
(ACCORONI & TOTTI, 2016; PICHIERRI et al., 2017). Sendo assim, os problemas globais
das FANs tém impactos sociais significativos, e a tendéncia de exploragéo de recursos marinhos
costeiros desencadeia no aumento desses impactos nocivos (HALLEGRAEFF et al., 2021).
Desta forma, a associacdo entre as FANSs, alteracbes no clima, eutrofizacdo e aquicultura,
precisa de mais estudos (HALLEGRAEFF et al., 2021).

Os principais organismos desencadeadores marinhos das FANs sdo os dinoflagelados
(CASTRO & MOSER, 2012). Os dinoflagelados bentdnicos, como Ostreopsis ovata Fukuyo,
1981 crescem principalmente sobre macroalgas e substratos como: rochas, corais e seus
fragmentos, conchas de moluscos e areia (FAUST, 1999; ABDENNADHER et al., 2017).
Ostreopsis € um género de dinoflagelados tropical que foi descrito a partir do Golfo da Tailandia
(Sido) frequentemente registrado em zonas temperadas quentes (CHOMERAT et al., 2022). Esse
aumento de registros foi apontado como consequéncia das alteracdes climaticas das Ultimas
décadas (CHOMERAT et al., 2022). As espécies do género Ostreopsis Schmidt, 1901 ocorrem



em latitudes tropicais e temperadas (TIBIRICA, 2020). Algumas espécies de Ostreopsis s&0
toxicas, como Ostreopsis lenticularis Y. Fukuyo 1981, Ostreopsis mascarenensis Quod 1994,
Ostreopsis ovata e Ostreopsis siamensis Johs. Schmidt 1901 (ALGAEBASE, 2022).

O género Ostreopsis € identificado na microscopia de luz por apresentar forma tipica de
lagrima (CHOMERAT et al., 2022). Varios filogrupos, que correspondem a diferentes espécies
de Ostreopsis compartilham caracteres morfoldgicos muito semelhantes, incluindo a
organizacédo tecal das placas, e dificilmente podem ser distinguidas por microscopia éptica
(CHOMERAT et al., 2022; SATO et al., 2011). O que contribui para a dificuldade de se
identificar espécies do género, pois existe alto grau de variabilidade morfologica dentro de uma
determinada espécie (CHOMERAT et al., 2022). Tornando a utilizagdo de microscopia
eletrobnica e métodos genéticos essenciais para uma identificacdo viavel a nivel da espécie
(SATO etal., 2011; VERMA et al., 2016; ABDENNADHER et al., 2017). As caracteristicas
que foram usadas originalmente na descricao das espécies do género podem variar, o que levou
a redescricdo de algumas espécies (SATO et al.,, 2011). Na microscopia eletrénica a
diferenciacdo morfoldgica das espécies nao cripticas é realizada pelo tamanho e o arranjo das
placas (SATO etal., 2011). Geneticamente as espécies sdo diferentes. Assim, a associacao entre
as abordagens morfolégica e molecular tem permitido o reconhecimento dessas espécies
(VERMA et al., 2016; ABDENNADHER et al., 2017). E a andlise genética permite a
identificacdo de espécies cripticas do género Ostreopsis.

A anélise de DNA ribossémico é uma das mais estudadas mundialmente para eucariotos
e microbianos toxicos (PENNA et al., 2010). Nas analises moleculares frequentemente sdo
usados segmentos do DNA ribossomal (rDNA), como sequéncias do espacgador transcrito
interno do rDNA (ITS — Internal Transcribed Spacer — rDNA), da subunidade maior do rDNA
(LSU — Large-Subunit — rDNA) e da subunidade menor do rDNA (SSU — Small-Subunit —
rDNA). Estes loci sdo amplamente utilizados em trabalhos de sistematica e filogenia molecular
de Ostreopsis e outros dinoflagelados (PENNA et al., 2005; SATO et al., 2011; TAWONG et
al., 2014; VERMA et al., 2016; NASCIMENTO et al., 2020). Estudos filogenéticos baseados
em genes ribossomais (LSU) e espacadores transcritos intergénicos (regides ITS) revelaram a
existéncia de pelo menos 13 clados principais de Ostreopsis que poderiam corresponder a
espécies diferentes (CHOMERAT, et al. 2020; NGUYEN-NGOC et al., 2021; BOISNOIR et
al., 2022). No entanto, at¢é o momento, alguns desses genoOtipos ainda ndo foram
taxonomicamente identificados devido a morfologias cripticas ou a falta de informacGes
morfoldgicas (SATO et al., 2011; TAWONG et al., 2014; CHOMERAT, et al. 2020). Estudos

recentes esclareceram com sucesso a identidade taxondémica de alguns desses ribotipos, mas



ainda precisa-se esclarecer os genotipos restantes desse complexo de espécies (CHOMERAT,
et al. 2020).

Até 0 momento duas especies de Ostreopsis foram identificadas no Brasil: Ostreopsis cf.
ovata (NASCIMENTO et al., 2012a, NASCIMENTO et al., 2012b, TIBIRICA et al., 2019;
NASCIMENTO et al., 2020) e Ostreopsis lenticularis (BORSATO et al., 2020). Ostreopsis
cf. ovata foi identificado ocorrendo na costa brasileira de Pernambuco ao Parana. Em Armacao
dos Buzios e Arraial do Cabo (Rio de Janeiro), Ubatuba (Sao Paulo), Salvador e Mata de S&o
Jodo (Bahia), Tibau do Sul (Rio Grande do Norte), nos Arquipélagos de Fernando de Noronha,
Sao Pedro e Séo Paulo, na Ilha da Trindade (NASCIMENTO et al., 2020) e em Arquipélago
de Currais (Parand) (TIBIRICA et al., 2019). As principais toxinas produzidas por O. cf. ovata
sdo as ovatoxinas (OVTXs), andlogos da palitoxina (PLTX) (RHODES et al., 2000;
TARTAGLION etal., 2017). APLTX é apontada como uma potente toxina marinha conhecida
na atualidade (TARTAGLION et al., 2017). A literatura mostra que ha variabilidade nos perfis
dessas toxinas dentro da mesma espécie, possivelmente devido as variacdes genéticas e
adaptacdes fisiologicas de cepas em condi¢Ges ambientais distintas (GUERRINI et al., 2010).

Nas floracdes de O. cf. ovata pode haver mortalidade em massa dos organismos marinhos
por intoxicagdo com OVTXs (PICHIERRI et al., 2016). Estudos relataram a mortalidade de
diversos organismos marinhos durante as floragdes de O. ovata, em particular observou-se a
perda de espinhos e mortalidade ouri¢os-do-mar (SHEARS & BABCOCK, 2003), relatadas na
Nova Zelandia (SHEARS & ROSS, 2009), em regifes banhadas pelo mar mediterraneo
(SANSONI, 2003) e no Brasil (GRANELI et al., 2002).

As OVTXs promovem intoxicacdo por contato direto com a agua do mar e/ou por
aerossois marinhos (PICHIERRI et al., 2016). A maioria das intoxica¢des causadas por O. cf.
ovata ocorre por inalacdo de aerossois, e também decorrem por contato direto da pele, olhos ou
nariz com as toxinas presentes na agua, o que acarreta em irritacdo (HOFFMANN et al. 2008;
TICHADOU et al. 2010; CHAUDHRY et al., 2016; CALON et al., 2019). Outros sintomas
relatados por pessoas expostas as floracGes de O. cf. ovata foram dificuldade respiratoria,
nauseas, febre, tontura, tosse seca, dores de cabeca e mal-estar geral (CHOMERAT et al.,
2022). Vale ressaltar que os sintomas desapareceram dentro de dois dias, apés o afastamento
das pessoas da area da floracédo de O. cf. ovata, sem a necessidade de tratamento medicamentoso
(CHOMERAT et al., 2022).

Ostreopsis cf. ovata foi registrado a primeira vez na Polinésia Francesa, nas Ilhas Ryukyu
no Japdo (FUKUYO, 1981). Atualmente, sabe-se que o complexo O. cf. ovata pode ser dividido

em pelo menos cinco subclados principais, de acordo com as reconstrucdes filogenéticas



baseadas no rDNA (ITS e LSU): A, B, C, D e E (Figura 1) (NASCIMENTO et al., 2020).
As cepas brasileiras agrupam-se nos subclados A e B. O subclado A é composto por sequéncias
provenientes do Oceano Atlantico, Mediterraneo e Pacifico, e inclui a maioria das cepas
brasileiras sequenciadas do Rio de Janeiro, Bahia e Sdo Paulo. A cepa brasileira UNR-10,
proveniente do Tibau do Sul - RN, é a Unica a agrupar no subclado B, juntamente com
sequéncias de cepas da Greécia, Portugal e Japdo (Figura 1) (NASCIMENTO et al., 2020).



O. cf. ovata

. FM244642 1/ VGO614/ Madeira Island, Portugal
1.00/95 ~ KX129871.1/1S1D6/China
KX129870.1/1SID4/China
KX129869.1/1S1D2/China
AB674905.1 /OVPT2/ Malaysia
1.00/55 AF218460.1/OvSA02/ Malaysia

— AF218464.1 /OVSA 10/ Malaysia
AB674904 1/ CAWDI74/Cook Islands
KM032202.1/P-0117/Reunion Istand
1.00/79 | H AF2184571/OVPROL /Malaysia

" AF218458 1/OVPRO4/ Malaysia
™ {me:suvmosmmw

MNS60106 / UNR-05 / Armagio dos Bizios, Brazil
NINS6010S / UNR-03/ Armagio dos Biizios, Brazil
MNSG0108/ UNR-60 / Fernando de Noronha, Brazil
KX781270 1 /UBA-BR / Ubatuba, Bravil
AJ420006.1 / IEO-O1BR/ Rio de Janeiro, Brazil
AJ318461 1/TEO-02BR / Rio de Janeiro, Brazil
AJ91311.1/1EO-03BR / Rio de Janeiro, Brazil
FM244665 | / OS-05SBR / Brazil
AM91312 1 /1FO-06BR / Rio de Janeiro, Braal
FM244666.1 /OS-07BR / Brazil
FM244667 1 /OS-10BR / Bruzil
FM244668 1 /0S-13BR/ Branil
AJ318462 1 /TEO-15BR / Rio de Janciro, Brazil
FM244669 1 /OS-16BR / Brazil
FM244670.1/0S-18BR / Brazi
FM244671 1/0S-20BR / Branal
KJ781415.1/0s0.1 / Tunisia
1.00/99 | Fm244734 1 /KCT0/ Giresce
HGIT2965 1/ VGO64 / Spain
IX065551.1/VGO1001 /Canary Island, Span
FM244627 1/ Geo-2/ Ttaly
AJ311520.1/ A1/ aly
AB674902 1/T60730_1 / Japan
MGSS1865 1/ IRTA-SMM-15-13/ Spain
FM244635 1/VGO822 / Span
FM244639.1/VGOS84 / Canary Island, Spain
0.80/-- FM244640.1 / VGOSS6 / Canary Island, Spain
-0 1| EM244641.1/VGOSS?/Canary Iskand, Spain
FM244664,1 /0S-04BR  Brazi
ABS41250 1/ TF40S / Thaland
KXO055881 1 /HER27/ Australia

]

i

i

AB674903 1/ T70828 2/ Jagan
AB674907.1/$70830_4/ Japan
KY628450 1 /UFBAO13 /Salvador, Brazil
[ JK682767.1 /LCA-E7/ Ammacdo dos Bizios Brazil
FM244638 1/ VGOSS3 / Canary Island. Spain
FM244634 1/ VGOS20/Spain

KF612633.1/ 10BD/ Portugal

KF612635 1/ 10BA/ Port
MNS60107/ UNR-10/ Tibau do Sul, Brazil
——l FM244736 1/KC17/ Giresce
0.81/- AF218463 1/OVSA6 / Malaysia

et AB$41248 1/T207/ Thailand

ABS41245 1/T197/ Thailand

ABS41246 1/ T198/ Thailand
AB841238 1 /T170/ Thailand
0.91/65 1 ABS412411/T193/ Thailand
— ABS$41232.1/T145/ Thailand
AB841237 1 /T163 / Thailand
AB841235 177152/ Thaland
AB841236 1/T153 / Thailand

L JX065586 1/VGOI056 / Belize
0.99/89 AFUT6217.1/OVPDO4/ Malaysia
{ AR218455.1/OVPD06 / Malaysia
3 AF218456.1/OvPDOT/ Malaysia
0.67/-- FM244724 1 /CBA_4/Indonesia
¥ FEM244725 1 /CBA._6/Indonesia
FM244727.1/CBA_10/ Indonesia
100/59 11 1244726 1/CBA S/ Indoncsin
L MHSHO87.1/1G/G
AB674910.1/50617/ Japan
4[{ AB674908.1/ 170828 S/ Japun
AB674909.1/MB61007_3/ Jopan
ABG74914.1/CAWDIB4/Cook slands
KMO32214.1/P-0127/ Reunionlskand
KMO32216.1/P-0105/Reunion skand
KMO32215.1/P0135 /Reunion Iskand
KM032219,1/P-0121 /Reunion Island
ABETAO13 1/OdoOS6  Japan
1.00/99| ABS41214.1/TBMOS /Thaitand
4' ABS41216.1/TB380S / Thailand

ABS41218.1/TB300S / Thailand

Ostreopsis sp. 1
Ostreopsis sp. 3

1.00/85

Ostreopsis sp. 8

Ostreopsis sp. 2
Ostreopsis sp. 7

1/CBAC1005/Cyprus

0.55/-- Y /CBACI0 )
CBACI0N O. fattorussoi
17220224 1 /CBA 1102/ Lebanon
FM244637.1/ VGOSS | / Spain
AB64916.1 /CAWDI 79/ Australia Ostreopsis sp. 4

AJ491333 1/CSIC-D1 / Span
AB674915.1/ CAWDY6 / New Zealand
AJ491335 1 /ONR-BS/ Italy
JX987676.1 / Dn91 EHU / Portugal
JX987675.1/ DRSGEHU / Portugal
KXO055874 1 /HER2S / Australia
1.00/93 | KX0S5877.1/HERIS/ Australia
KXD055875 1 /HER21 / Austradia

0.99/--

O. cf. siamensis

O. rhodesae

1,00~ KX055878 1 /HER?/ Australia
KX055876 1 /HER20/ Australia
MK227231.1 / Tubl0/ French Polynesia
1.00/97 MK227236.1/T106/ French Polynesia
- IX065552 1/CBAG203 / Hawaii 0. lenticularis
AB674917 1/ MBSOS28_4/ Japan
1.00/97 ABS74919.1 /070421 2/ Japan
JX0635584.1/NTO11/ Vietnam
FM244728 1/ VGOR97/ Malaysia
ABS41255 1 /TF2908 / Thauland Ostreopsis sp. 6
09565 AB674922 1 /50587 / Japan
4 AB674920 1 /IR33 / Japan
FN256433.1/ VGOT83 / Coolia manotis
02

Figura 1. Arvore filogenética baseada em Inferéncia Bayesiana (Bl) utilizando sequéncias
ITS de cepas de Ostreopsis. Os nimeros nos ramos representam os valores de probabilidade
posterior (PP) e “bootstrap” (BS) (“cut-off” = 50%). Retirado de NASCIMENTO et al.,

(2020).
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De acordo com TIBIRICA (2020) o complexo O. cf. ovata pode ser dividido em seis
subclados principais de acordo com as reconstrucées filogenéticas baseadas no rDNA (ITS e
LSU-D1D3 e LSU-D8D10). Na arvore do ITS, percebemos as linhagens: A, B, C, D, E e F.

Nesta arvore, as cepas brasileiras agrupam-se nos subclados A, B, E e F (Figura 2).
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Figura 2. Arvore filogenética baseada em Maxima Verossimilhanca (ML) e Inferéncia
Bayesiana (BI) utilizando sequéncias ITS 1, 5.8S rDNA e ITS 2 de Ostreopsis spp. Os
nimeros nos ramos representam os valores de probabilidade posterior (PP) e “bootstrap”
(BS). Retirado de TIBIRICA, (2020).
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De acordo com a classificagdo definida em Spalding et al. (2007) (Figura 3), as cepas de
O. cf. ovata estdo dispostas em sete reinos biogeograficos: América do Sul Temperado
(Temperate South America), Atlantico Norte Temperado (Temperate Northern Atlantic),
Atlantico Tropical (Tropical Atlantic), Indo-Pacifico Central (Central Indo-Pacific), Indo-
Pacifico Ocidental (Western Indo-Pacific), Pacifico Norte Temperado (Temperate Northern
Pacific) e Pacifico Oriental Tropical (Tropical Eastern Pacific) (Figura 3a), e estas cepas estéo
arranjadas em 13 provincias. Sendo uma provincia do Reino América do Sul Temperado, duas
provincias do Reino Atlantico Norte Temperado, duas provincias do Reino do Atlantico
Tropical, quatro provincias do Reino Indo-Pacifico Central, uma provincia do Reino Indo-
Pacifico Ocidental, duas provincias do Reino Pacifico Norte Temperado e uma provincia do
Reino Oriental Tropical (Figura 3b) (Tabela S1) (SPALDING et al., 2007). Percebemos assim,

a ampla distribuicdo de O. cf. ovata e deduzimos a sua capacidade de disperséo.

emperate
Northern Atlan

) &

[} \ 5 %) \
Western {lillo-Paci i ‘ i S ‘
LR e f

— RN,
, 8 \ J

———
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Figura 3. a. Reinos biogeograficos de ocorréncia de Ostreopsis cf. ovata ressaltadas em cores
e com seus limites delineados; b. Provincias delimitadas e identificadas por niUmeros descritas
na Tabela S2 (imagens adaptadas de Spalding et al., 2007).

2. HIPOTESE:

Ostreopsis cf. ovata apresenta estrutura filogeografica, com linhagens divergentes

apresentando distribuicao alopatrica.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

O presente estudo propde realizar uma analise filogeografica de O. cf. ovata,
contribuindo para uma melhor compreensdo da distribuicdo geografica contemporanea da

espécie e, por consequéncia, das suas floracoes.
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3.2. Objetivos especificos

e Através de reconstrugdes filogenéticas, verificar a qual das seis linhagens
(subclados) principais de O. cf. ovata as sequencias de rDNA descritas na literatura

pertencem.

e Inferir a historia filogeogréafica de O. cf. ovata comparando-se sequéncias de rDNA

de cepas brasileiras e de outras localidades do mundo disponiveis no GenBank.

e Discutir os padrbes filogeograficos revelados no presente estudo, buscando
contribuir para uma melhor compreenséo da distribuicdo geografica contemporanea

da espécie.

e Discutir, com base na literatura, os mecanismos de dispersao que expliqguem o padréo

apresentado no estudo.

4. METODOLOGIA
4.1. Construcao do banco de dados

Tendo em vista a similaridade morfoldgica entre algumas espécies de Ostreopsis e a
impossibilidade de distingui-las com base na morfologia, o banco de dados construido foi
elaborado a partir de sequéncias de cepas (amostras) de O. cf. ovata do mundo todo
depositadas no Genbank. Isto foi importante para certificar através das analises filogenéticas

que todas as amostras utilizadas realmente sdo de O. cf. ovata.

4.1.2. Selecéo e construcéo do banco de sequéncias

Inicialmente foram realizadas buscas no Genbank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) por sequéncias do DNA ribossomal (rDNA) de O.

cf. ovata utilizando as seguintes palavras chaves: Ostreopsis, Ostreopsis ovata, Ostreopsis cf.
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ovata e Ostreopsis sp. Foram realizadas buscas por sequéncias do ITS (Internal transcribed
spacer 1 - 5.8S - Internal transcribed spacer 2) e por duas regides (D1D3 e D8D10) da
subunidade maior (LSU - Large-Subunit) do rDNA. Estes loci foram selecionados pois sdo 0s
mais comumente utilizados em trabalhos de sistematica e filogenia molecular do género
Ostreopsis.  Além  disso, também foi utilizada a ferramenta “BLAST”
(https://blast.nchbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para buscar por possiveis sequéncias nao
identificadas anteriormente. As sequéncias encontradas foram armazenadas no formato

“FASTA” ¢ utilizadas nas etapas seguintes do estudo.

4.1.3. Elaboracéo do banco de dados sobre as cepas

Partindo das sequéncias de O. cf. ovata obtidas do Genbank, foi elaborada uma planilha
(TABELA S3, material Suplementar) com a listagem das cepas (amostras) encontradas. Nesta
planilha foram incluidas informagdes como: cddigo da cepa, marcador genético utilizado
(ITS, LSU-D1D3 ou LSU-D8D10), cédigo de acesso do GenBank, localidade de origem da
cepa e suas coordenadas geograficas. Além disso, foi inserida uma coluna com informacdes
sobre a reino de ocorréncia e a provincia de cada cepa de O. cf. ovata, definidas conforme a
classificacdo biogeogréfica para as areas costeiras proposta por Spalding et al. (2007) (Tabela
S1). Por ultimo, foi adicionada uma coluna para atribuicdo dos subclados de cada cepa de O.
cf. ovata apds as andlises filogenéticas, de acordo com os subclados apresentados em
Nascimento et al. (2020). A definicdo da temperatura maxima de longo prazo na profundidade
média da superficie do mar e os valores de salinidade da agua do mar pela Escala Préatica de
Salinidade (EPS ou PSS — Practical Salinity Scale) foram obtidos no portal Bio-Oracle
(https://www.bio-oracle.org/) de acordo com Assis et al. (2017) e Tyberghein et al. (2012).

4.2. Reconstrucdes filogenéticas

As analises foram realizadas de forma independente para cada um dos trés loci do rDNA

(ITS, LSU-D1D3 e LSU-D8D10). As sequéncias analisadas foram alinhadas utilizando-se o
MAFFT v 7 (KATOH et al.,2019) mantendo as configura¢@es usuais do programa. Os sitios
mal alinhados e as regifes divergentes foram descartadas pelo software GBLOCKS v0.91b
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(CASTRESANA, 2000). O software MEGA X (KUMAR et al., 2018) foi usado para
selecionar o melhor modelo de substituicdo de nucleotideos e para construir as arvores
filogenéticas de Maxima Verossimilhanca (ML) com 1000 replicagdes de “bootstrap”. Nas
Inferéncias Bayesianas (IB) ndo foi escolhido um modelo evolutivo a priori e foi utilizado
namero de geracbes = 1000000 no programa MrBayes v 3.2. (RONQUIST et al., 2012). O
desvio padrdo da média da frequéncia das bifurcagdes de valores de aproximadamente 0,01
foram obtidos e apds sumarizar os resultados, foram eliminados 25% das amostras para gerar

arvores consenso.

4.3. Analises filogeogréficas

As analises filogeograficas foram realizadas para cada um dos trés loci
independentemente (ITS, LSU-D1D3 e LSU-D8D10). Apenas as sequéncias identificadas
como O. cf. ovata foram utilizadas nas reconstrucGes filogenéticas. As sequéncias foram
alinhadas no MAFFT v 7 (KATOH et al., 2019) e tratadas pelo software GBLOCKS v 0.91
para retirar regides divergentes ou ambiguas do alinhamento (CASTRESANA, 2000). Os
alinhamentos para cada um dos trés marcadores foram realizados no software DnaSP para
definir os haplétipos (LIBRADO & ROZAS, 2009). Os “gaps” foram desconsiderados. Os
arquivos gerados pelo software DnaSP (Rohel data file — ““.rdf””) foram carregados no software
NETWORK 10.2.0.0 (BANDELT et al., 1999) para gerar as redes de haplétipos pelo método
de “Median Joining .

Apdbs a construcdo das redes de haplétipos, os dados gerados no DNAsp foram
analisados conjuntamente aos subclados encontrados nas arvores e adicionados a planilha do
“Microsoft Excel”. Os haplotipos foram adicionados a planilha do “Microsoft Excel”,
dispostos em colunas e as localidades em linhas. A frequéncia relativa dos haplétipos por
localidade foi calculada e os valores encontrados foram plotados em graficos circulares (tipo
“pizza”). Os haplotipos foram diferenciados com as varia¢Ges dos tons das cores adicionadas

aos subclados nas arvores filogenéticas. Os graficos foram plotados em um Mapa-mundi.

17



4.4. Divulgacao cientifica

Esta etapa € obrigatéria do PPGBIO, e foi realizada em trés etapas, sendo a primeira
iniciativa realizada como atividade final da disciplina optativa de Divulgacdo Cientifica.
Culminando na producéo de um texto e um audio com a explicacdo do projeto publicado no
portal do PPGBIO-UNIRIO (www.unirio.br/ccbs/ibio/ppgbio), intitulado “Microalga toxica
na costa brasileira e as mudangas climaticas”. Na segunda etapa, foi criado o perfil no
Youtube: Ostreopsis ovata e foram indexados 10 videos. Estes sdo slides animados gerados
no Powtoon (https://www.powtoon.com/ ), com as tematicas centrais da dissertacdo. Por fim,
na ultima etapa, foram realizadas duas postagens no Instagram do Laboratorio de Microalgas
Marinhas — MIMAR (UNIRIO) sobre a distribuicdo geografia de Ostreopsis e suas floracdes,
e o recorte de distribuicdo geogréfica e as floragdes registradas no Oceano Atlantico.

5. RESULTADOS
5.1. Banco de dados

Considerando os trés marcadores (ITS, LSU-D1D3 e LSU-D8D10), inicialmente foram
obtidas 529 sequéncias de O. cf. ovata. Sendo ITS = 235 sequéncias, D1D3 = 162 sequéncias
e D8D10 = 132 sequéncias. Apbs a triagem (exclusdo de sequéncias curtas e de baixa
qualidade), permaneceram 389 sequéncias de O. cf. ovata, ficando ITS = 185 sequéncias,
D1D3 =111 sequéncias e D8D10 = 93 sequéncias. No total foram identificadas 251 cepas
(sequéncias) (TABELA S2) distribuidas em 126 pontos de coleta (Figura 4). A analise dos
dados relacionados ao local de coleta destas cepas confirmou que O. cf. ovata ocorre
majoritariamente na zona tropical, sendo presente também em parte da zona temperada
(Figura 4).
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Figura 4. Locais de origem das sequéncias do rDNA de O. cf. ovata disponiveis no
Genbank.

TABELA 1. Numero de cepas e sequéncia em cada provincia de ocorréncia de O. cf. ovata.

Provincias Cepas Sequéncias
Mar Mediterraneo 65 102
Atlantico Sudoeste Tropical 51 56
Plataforma Continental Sunda 43 55
Mar da China Meridional 26 39
Lusitaniana 20 36
Pacifico Noroeste Temperado Quente 19 28
Atlantico Sudoeste Temperado Quente 10 14
Tridngulo Ocidental de Coral 7 12
Atlantico Noroeste Tropical 3 8
Oceano Indico Ocidental 3 5
Noroeste do Pacifico Frio Temperado 2 2
Sudoeste Pacifico Tropical 1 3
Galéapagos 1 2
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5.2. Reconstrugdes filogenéticas

O numero de sequéncias utilizadas na construcdo dos alinhamentos para a cria¢do das
arvores filogenéticas foram: ITS = 185, LSU-D1D3 = 111 e LSU-D8D10 = 93. Os
alinhamentos apresentaram o0s respectivos tamanhos: ITS = 324 sitios, D1D3 = 503 sitios e
D8D10 = 594 sitios.

As reconstruces filogenéticas realizadas para os trés loci analisados (ITS, LSU-D1D3
e LSU-D8D10) produziram arvores com topologias similares e resultaram na recuperacdo dos
seis subclados de O. cf. ovata usualmente descritos na literatura (Figura 5, 6 e 7), em ITS e
LSU-D1D3. Eem D8D10 os cinco subclados A, B, C, D e F, conforme elencando na literatura
(NASCIMENTO et al., 2020; TIBIRICA, 2020).

As reconstrucdes filogenéticas realizadas com base nas sequéncias ITS (Figura 4)
revelaram os subclados: A, composto por 96 sequéncias coletadas do Oceano Atlantico e
Oceano Pacifico. B, agrupou trés sequéncias coletadas do Oceano Atlantico. C, formado por
17 sequéncias do Oceano Atlantico, Oceano indico e Oceano Pacifico. D, composto por 38
sequéncias do Oceano Pacifico. E, composto por oito sequéncias dos Oceanos Atlantico,
indico e Pacifico. O subclado F agrupou 23 sequéncias do Oceano Atlantico e Oceano

Pacifico.
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MK615638 / SKLMP S024 / Hong Kong
MK615652 / SKLMP W047 / Hong Kong
MK615655 / SKLMP W095 / Hong Kong
MK615648 / SKLMP Ve082 / Hong Kong
MK615649 / SKLMP Ve108 / Hong Kong
MK615636 / SKLMP S009 / Hong Kong
MK615644 / SKLMP S092 / Hong Kong
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MT295334 / LM121 / Brasil
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MK543258 / Guadeloupe
KY865745 / UFBAO50 / Brasil
MH844087 / 1G / Equador
KY865738 / UFBA031 / Brasil Ostreopsis cf. ovata
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FM244725 / CBA 6 / Indonesia
099/ FM244724 / CBA 4 / Indonesia
09 /62 | EM244726 1 CBA 9 / Indonesia
0,72/45 | | MK615651 / SKLMP W028 / Hong Kong
MK615642 / SKLMP S058 / Hong Kong
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0.94/6D | MK615657 / SKLMP W116 / Hong Kong
MK615645 / SKLMP Ve013 / Hong Kong
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L MK615641 / SKLMP S057 / Hong Kong
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ABB841242 / T194 / Tailandia
ABB841249 / T208 / Tailandia |
1/85 | AB841231/T140 / Tailandia
AB841226 / T122 / Tailandia
ABB841229 / T34 / Tailandia
AB841240 / T192 / Tailandia
ABB841227 / T125 / Tailandia
AB841220 / TD20S / Tailandia
AB841236 / T153 / Tailandia
AB841233 / T149 / Tailandia
ABB841235 / T152 / Tailandia
L MT968502 / VNGROO1 / Tailandia
L AB841223 / TE250S / Tailandia
AB841222 / TE4OS / Tailandia
AB841221/ TD70S / Tailandia
AB841228 / T126 / Tailandia i ,
1/99 | MH478526 / Ostreopsis cf. siamensis / IPMA 01 Ostreopsis cf.
I MH790464 / Ostreopsis cf. siamensis / IRTA-SMM-16-84 § Slamensis

KM032212 / Ostreopsis sp. / P-0115

g KM032205 / Ostreopsis sp. / P-0129 § Ostreopsis sp.

1799 | kM032213 / Ostreopsis sp. /P-0103

0,80/45  KC991347 / Ostreopsis sp. / ORUS M1

0,68/78 KC991348 / Ostreopsis sp. / ORUS M2 ;

1/90 | KC991346 / Ostreopsis sp. / ORUS M Ostreopsis sp. 2
0721 AB674913 / Ostreopsis sp. / OdoOst6
1797 66 | MN850302 / Ostreopsis sp. / 177CJ0918

KC991331 / Ostreopsis sp. / ORUS A1

AB674911 / Ostreopsis sp. / MB61105 || Ostreopsis sp. 1
KY661964 / Ostreopsis sp. / ORUS 1
ABG674908 / Ostreopsis sp. / T70828 5

0,86 /99
1/95

Figura 5.

Arvore filogenética baseada em Maxima Verossimilhanca (ML) utilizando

sequéncias ITS de cepas de Ostreopsis. Os nimeros nos ramos representam os valores de
“bootstrap” (BS) e probabilidade posterior (PP) (cut-off = 50%).
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As reconstrucdes filogenéticas realizadas com base nas sequéncias de LSU-D1D3
(Figura 5) apresentaram os subclados: A, com 88 sequéncias dos Oceanos Atlantico e Pacifico.
B, formado por trés sequéncias composta por cepas isoladas do Oceano Atlantico. C, composto por
cinco sequéncias do Oceano Atlantico e Pacifico. D, que agrupou trés sequéncias do Oceano
Pacifico. E, formado por quatro sequéncias do Oceano Pacifico. E, o F agrupa oito sequéncias

do Oceano Atlantico.
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MN560113 / UNR-05 / Brasil
KJ781419 / Os0.2 / Tunisia
KX845008 / OOBZT14 / Tunisia
KP970813 / MGP-2015 VGO1188 / Espanha
KX781270 / 18S / Brasil

KJ439619 / IFR-OSTO1MO / Monaco
KJ781420 / Os0.3 / Tunisia
KJ781418 / Oso.1/ Tunisia
GQ380659 / OOAN0601 / Italia
MT295310 / Field bloom SP / Brasil
JX065562 / CBA1502 / Italia
KP970816 / MGP-2015 VGO1192 / Espanha
AB605818 / IshiOst61 / Japao

050/ 44 [ KP970820 / MGP-2015 VGO1001 / Espanha
FM994930 / VGO883 / Espanha
0.98/50|L KY865734 / UFBA013 / Brasil
FM946080 / CBA-G / Italia

JX065567 / VGO960 / Espanha
JX065564 / CBA1823 / Italia
JX065566 / VGO964 / Espanha
FM946077 / CBA-D / Italia
FM946079 / CBA-F / Italia

FM946078 / CBA-E / Italia

FM946088 / Geo / ltalia

FM946096 / KC68 / Grecia
MT151622 / CIM P1 / Italia
FM994892 / VGO820 / Espanha
MG310154 / CIM K1 / Croacia
MG310157 / CIM BA1 / Croacia
MT151623 / CIM P2 / Italia
MG310155 / CIM C1 / Croacia
MG310155 / CIM C1 Croacia
MG310153 / CIM V1 / Croacia
MG310156 / CIM BO1 / Croacia
MG310158 / CIM P1/ Croacia
JX065568 / OOABQ801 / Italia
MT151625 / CIM D2 / Croacia
FM946084 / CBA-M / ltalia
FM946097 / KC69 / Grecia

{ FM994932 / VGO887 / Espanha

0,72 /47 |' FM946091 / CNR-Z1 / Espanha
FM994931 / VGO884 / Espanha
0,99/47 | FM946083 / CBA-L / ltalia s Ost is cf
: ubclado A streopsis ct.
FM946099 / KC71 / Grecia DVta
FM946098 / KC70 / Grecia

FM946090 / CNR-D1 / ltalia
FM946082 / CBA-A / ltalia
FM946095 / KC39 / Grecia

- KP970815/VGO1193 / Espanha
FM946076 / CBA-C / ltalia
FM997920 / OS-19BR / Brasil
FM946094 / KC38 / Grecia

+ FM994899 / OS-05BR / Brasil
FM946093 / KC36 / Grecia
FM946092 / KC34 / Grecia
FM946085 / CBA-N / Italia
FM997914 / OS-10BR / Brasil
FM997917 / OS-16BR / Brasil
FN256432 / OS-12BR / Brasil
FM946086 / CBA-P / ltalia
FM997918 / OS-18BR / Brasil
FM946089 / Geo2 / Italia
FM946081 / CBA-H / ltalia
FM997916 / OS-15BR / Brasil




0,99/ 77| FM887919 / OS-20BR / Brasil
0,95/ 55_{ FM994898 / OS-04BR / Brasil
FM997915 / OS-13BR / Brasil
{KF612639 / 10AE / Portugal
KF612640 / 10AA / Portugal
FM994894 / VGO693 / Tunisia
KF612636 / 10BE / Portugal
I KF612635 / 10BA / Portugal
+ KF612633 / 10BD / Portugal
I KF612642 / 10AB / Portugal
{KF612634 / 10BC / Portugal
KF612638 / 10BB / Portugal
I FM994893 / VGO822 / Espanha
0,99/ 64 AB605824 / IshiOst50 / Japao
] | AB605817 / KabO13 / Japao
KF612637 / 10AC / Portugal
{ KF612641 / 10AD / Portugal
AB605825 / OdoOst5 / Japao
FM946100 / KC17 / Grecia
MN560112 / UNR-03 / Brasil
— FM946087 / CBA-T / ltalia
MG914029 / SKLMP Ve082 / Hong Kong
AB605821 / OIK2 C2 / Japao
0,99/99 AB605822 / OIK2 C3 / Japao
AB605820 / OIK2 C1 / Japao
AL MN560114 UNR-10 Brasil
/64

1/86

0,89/ 64

1/87

FM994897 / VGO614 / Portugal Subclado B

FM994896 / VGO611 / Portugal
FM997924 / CBA 10 / Indonesia

1/99 | FM997923 / CBA 9/ Indonesia

FM997921 / CBA 4 / Indonesia

0,65/54 FM997922 / CBA 6 / Indonesia

L KR230009 / 1S1D6 / China

1/97 + AF244940 / OvPR04 / Malasia

1/84 KR230007 / 1S1D2 / China

KR230008 / 1S1D4 / China

— KY865746 / UFBA050 / Brasil

0,98/7 L{KC900891 / QBO06 / Vietna

9
5

w0 ©

0,51/ 56 |[| JX065569 / LCH001 / Vietna Subclado D
AB841257 / T163 / Tailandia
KY865748 / UFBA054 / Brasil
KY865741 / UFBA037 / Brasil
KY865739 / UFBA031 / Brasil
KY865747 / UFBA051 / Brasil Subclado F
1/87 | KY865732 / UFBA012 / Brasil
KY865749 / UFBA060 / Brasil
KY865743 / UFBAQ39 / Brasil
JX065588 / CB-2013 / Belize
81/56 KC848724 | Ostreopsis sp. 1/ ORUS F4 | Ostreopsis sp. 1
ABB841258 / Ostreopsis sp. 7 I Ostreopsis sp. 7
1/99 | AB605816 / OdoOst6 / Ostreopsis sp. 2 Ostreopsis sp. 2

1/40

o

eased KC848717 | Ostreopsis sp 2 / ORUS C
1/99 % KC848733/ Ostreopsis sp. 1/ ORUS M3 Ostreopsis sp. 1
1/99 | KC848732 / Ostreopsis sp. 1/ ORUS clone M2
KM360088 / Ostreopsis sp. / CAWD221 | Ostreopsis sp.
1/99 | KT868526 / Ostreopsis cf. siamensis / CAWD203 | Ostreopsis
0,81/95 MN418384 / Ostreopsis siamensis / MER24 siamensis

1799 KX055849 / Ostreopsis rhodesae / HER15
—{ KX055850 / Ostreopsis rhodesae / HER7 | Ostreopsis rhodesae
17991 kx055848 / Ostreopsis thodesae / HER20

0 0 0 0 0

Figura 6. Arvore filogenética baseada em Maxima Verossimilhanca (ML) utilizando
sequéncias LSU-D1D3 de cepas de Ostreopsis. Os nUmeros nos ramos representam os valores
de “bootstrap” (BS) e probabilidade posterior (PP) (cut-off = 50%).
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As reconstrucdes filogenéticas realizadas com base nas sequéncias LSU-D8D10 (Figura
6) revelaram os subclados: A, composto por 51 sequéncias e formados por cepas oriundas dos
oceanos Atlantico e Pacifico. B, com seis sequéncias oriundas do Oceano Atlantico e Pacifico.
C, composto por oito sequéncias amostradas do Oceano Atlantico e Pacifico. D, foi formado
por 15 sequéncias do Oceano Pacifico. Ndo houveram cepas agrupadas ao subclado E neste
marcador, 0 mesmo decorre em Nascimento et al., 2020. E o subclado F é formado por 13

sequéncias advindas dos Oceanos Atlantico e Pacifico.
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0,80/53

0,66/ 28 |

0,80/47 |

MN558954 / UNR-10 / Brasil
AB674789 / OH23 / Japao
AB674814 / TroOstF / Japao
AB674813 / TroOstC / Japao
AB674778 / s0651 / Japao
AB674777 /| KDo5 / Japao
MN558955 / UNR-60 / Brasil
MN558952 / UNR-03 / Brasil
MT279612 / LMO65 / Brasil
MT279611 / LMO63 / Brasil
MT279609 / LM061 / Brasil
MT279610 / LM062 / Brasil
MT279614 / LM089 / Brasil
MT279622 / LM120 / Brasil
MT279621 / LM110 / Brasil
MT279617 / LM101 / Brasil
MT279608 / LMO060 / Brasil
MT279625 / LM096 / Brasil
ABG74776 / IshiOst61 / Japao
AB674793 / s0679 / Japao
AB674809 / s0769 / Japao
AB674796 / s0705 / Japao
ABG674783 / s0698 / Japao
AB674781 / s0625 / Japao
AB674798 / s0711 / Japao
AB674792 / s0662 / Japao
AB674784 / s0703 / Japao
AB674799 / s0713 / Japao
AB674780 / s0710 / Japao
AB674779 / s0682 / Japao
AB674794 / s0683 / Japao
AB674795 / s0704 / Japao
AB674797 / s0709 / Japao
AB674788 / KAC85 / ltalia
AB674800 / s0732 / Japao
AB674812 / s0788 / Japao
AB674791 / s0626 / Japao
AB674787 / kab013 / Japao
AB674802 / s0759 / Japao
AB674807 / s0765 / Japao
AB674804 / s0761 / Japao
MT279605 / Field Bloom BA / Brasil
AB674811 / s0771 / Japao
AB674801 / s0758 / Japao
AB674803 / s0760 / Japao
AB674810 / s0770 / Japao
AB674806 / s0764 / Japao

— MT279606 / Field Bloom SP / Brasil
AB674805 / s0763 / Japao
MT279615 / LMO90 / Brasil
MT279613 / LM086 / Brasil
MG914030 / SKLMP Ve082 / Hong Kong
MT279636 / LM129 / Brasil
MT279607 / Field Bloom PR / Brasil
MT279635 / LM128 / Brasil
MN558953 / UNR-05 / Brasil

L MT279624 / LM130 / Brasil

Subclado B

Subclado A

Ostreopsis cf.
ovata
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AB841383 / TF240S / Tailandia
AB674785 /| CAWD174 / Japao |
- KX055853 / HER27 / Australia U
93 /159_| \T953905 / VNNT038 / Vietna | suk
AB674790 / s0580 / Japao
AB674782 / s0579 / Japao
AB674786 / OVPT2 / Malasia
L MT279627 / LM0O1 / Brasil
MT279623 / LM121 / Brasil
MT279619 / LM106 / Brasil
MT279634 / LM117 / Brasil
MT279620 / LM108 / Brasil
MT279633 / LM114 / Brasil
— MT279632 / LM111 / Brasil Subclado F
: L{ MT279630 / LM104 / Brasil
0.86/172 | \11279631 / LM109 / Brasil
MT279616 / LM100 / Brasil
MT279626 / LM134 / Brasil
L MT279618 / LM103 / Brasil
MT953903 / VNGROO09 / Vietna
MT279629 / LM102 / Brasil
ABB841406 / T152 / Tailandia
AB841391 / TG200S / Tailandia
AB841403 / T163 / Tailandia
AB841396 / TH100S / Tailandia
0,66/ 70 I AB841392 / TD20S / Tailandia
AB841404 / TE140S / Tailandia
AB841401 / T153 / Tailandia
0,88/62 | MT953906 / TLKC050 / Tailandia Subclado D
MT953902 / VNGRO001 / Vietna
AB841400 / T145 / Tailandia
AB841389 / T140 / Tailandia
AB841388 / T149 / Tailandia
AB841382 / TE170S / Tailandia
AB841399 / T134 / Tailandia
L MT953904 / VNGRO011 / Vietna
AB674876 / Ostreopsis sp. 2 / OdoOst6 | Ostreopsis sp. 2
L] AB674822 / Ostreopsis sp. 1/ s0696
0,85/45 AB674844 / Ostreopsis sp. 1/50643 | ostreopsis sp. 1
0,95/84 | AB674819 / Ostreopsis sp. 1/T70828 5
ABG674827 / Ostreopsis sp. 1/ kco001
| AB841371 / Ostreopsis sp. 7/ TB160S
AB841373 / Ostreopsis sp. 7 / TB200S | Ostreopsis sp. 7
1/100 | Agga1378 / Ostreopsis sp. 7/ TB340S
ABG674877 / Ostreopsis sp. / CAWD184| Ostreopsis sp.

0,94/|62 |

0,94/ 84

0,95/88 | KX055846 / Ostreopsis rhodesae / HER25
— 1/100 KX055851 / Ostreopsis rhodesae / HER6| Ostreopsis rhodesae
L KX055843 / Ostreopsis rhodesae / HER30
0,96/97 I MN396463 / Ostreopsis siamensis / MW4 Ostreopsis

KX055854 / Ostreopsis cf. siamensis / HER24 siamensis
1/100 | \N396470 / Ostreopsis siamensis / BH1

T T T 1
0 0 0 0

Figura 7. Arvore filogenética baseada em Maxima Verossimilhanca (ML) utilizando
sequéncias LSU-D8D10 de cepas de Ostreopsis. Os nimeros nos ramos representam 0s

valores de “bootstrap” (BS) e probabilidade posterior (PP) (“cut-off” = 50%).
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5.3. Analises filogeogréficas

Na construcdo da rede de hapldtipos foram analisadas 181 sequéncias de O. cf. ovata
do locos ITS, sendo identificados 25 haplotipos (H1-H25) (Figura 7): subclado A com oito
haplotipos (H1-H8). O haplotipo mais frequente foi 0 H1, com 77 sequéncias. Este haplétipo
esta amplamente distribuido no Oceano Atlantico e Pacifico. O hapl6tipo H2, com 12
sequéncias, ocorre no Mar Mediterréneo e o Oceano Pacifico. No subclado B foi encontrado
apenas um haplétipo (H9), com trés sequéncias do Oceano Atlantico. No subclado C, foi
encontrado seis hapldtipos (H10-H15), sendo o H11 o haplotipo mais frequente. H11 esta
presente no Oceano Indico e Pacifico. No subclado D foram encontrados quatro hapldtipos
(H17-H20). O H17 é mais frequente, agrupando 25 sequéncias do Oceano Pacifico (Tailandia
e Maléasia). No subclado E, foram encontrados cinco haplétipos (H21-H25) amplamente
distribuido nos trés Oceanos, o haplo6tipo mais frequente é o H24, que abriga trés sequéncias
da Indonésia. O subclado F foi encontrado apenas um hapl6tipo, o H16, que é formado por 22
sequéncias e ocorre apenas no Oceano Atlantico (Figura 9).

Tomando como base os reinos marinhos propostos por Spalding et al. (2007), o subclado
A, composto pelos haplotipos H1-H8, inclui cepas dos reinos do Atlantico Tropical, Atlantico
Norte Temperado, América do Sul Temperado e Indo-Pacifico Central. O subclado B (H9)
inclui cepas dos reinos Atlantico Tropical e Norte Temperado. O subclado C (H10-H15) foi
formado por cepas originarias dos reinos Indo-Pacifico Central, Pacifico Norte Temperado e
Indo-Pacifico Ocidental. O subclado D (H17-H20) inclui cepas do reino Indo-Pacifico
Central. O subclado E (H21-H25) é composto por cepas dos reinos do Atlantico Tropical,
Atlantico Norte Temperado, Pacifico Oriental Tropical, Indo-Pacifico Central e Pacifico
Norte Temperado. O subclado F foi formado por cepas dos reinos do Atlantico Tropical e
Atlantico Norte Temperado (Figuras 8 e 9).

A diversidade haplotipica no Mapa-mundi com base no marcador ITS (Figura 9)
evidencia o cosmopolitismo do subclado A (em azul). Os subclados B (em verde) e D (em
cinza), em contrapartida, s&o mais restritos. O subclado B ocorre apenas no Oceano Atlantico
e 0 subclado D no Pacifico. O subclado C (em laranja) ocorre na regido do Oceano Indico e
Oceano Pacifico, co-ocorrendo com o subclado A (H2, H19 e H20; H4 e H10) e D (H11 e H18).
O subclado E (em amarelo) esta presente no Oceano Atléantico no Caribe (H22), no Brasil (H21
junto com H1), no Oceano Indico (H25) e no Pacifico (H24). O subclado F (em vermelho) esta
presente apenas no Oceano Atlantico, e tem dois hapl6tipos que co-ocorrem com o subclado A

(H1 e H6) no nordeste brasileiro.
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Subclado C

Subclado A

Aflantico Tropical, Atlantico Norte
Temperado, = América do  Sul
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o-raciiico Lentral. Tropical e Norte
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Figura 8. Rede de haplétipos baseada em sequencias ITS de O. cf. ovata. Oscirculos
representam os haplétipos e os vetores médios (mv). O tamanho dos circulos é proporcional
ao numero de sequéncias. As cores dos circulos e as linhas pontilhadas identificam os cinco
subclados de O. cf. ovata encontrados nas reconstrucdes filogenéticas. Os tracos nos ramos

representam as mutacdes que separam os haplétipos.

A rede de haplétipos gerada pelas 102 sequéncias do marcador LSU D1D3 apresentou
33 haplétipos (Figura 9). O subclado A originou 24 haplotipos (H1-H24), logo, quase todos
os haplétipos do D1D3 fazem parte deste subclado. O hapl6tipo mais frequente € o H1, com
63 sequéncias abundantemente presentes no Mar Mediterraneo, e s6 ndo ocorrendo no Oceano
indico. No subclado B foram encontrados dois haplétipos (H25-H26), ambos séo formados
por apenas uma sequéncia. O H25 ocorre no Brasil e 0 H26 em Portugal. No subclado C foram
encontrados dois haplétipos (H27-H28), e o haplétipo mais frequente € o H27, com trés
sequéncias das llhas Hainan, localizadas no Oceano Pacifico Norte. No subclado D foram
encontrados dois haplétipos (H30 e H33), e o hapl6tipo mais frequente é o H30, com duas
sequéncias de Thua Thien Hue,Vietna, no Oceano Pacifico. No subclado E foram encontrados
dois haplotipos (H31-H32), com uma sequéncia cada, que sdo da mesma regido da Sulawesi

do Norte na Indonésia. E no subclado F foi encontrado um haplétipo (H29), composto por trés
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sequéncias do Oceano Atlantico, sendo duas delas da Bahia (Salvador) e uma de Belize
(Figura 9).

De acordo com os reinos marinhos (SPALDING et al., 2007), o subclado A (H1-H24)
¢ formado por cepas do Atlantico Tropical, Atlantico Norte Temperado, Atlantico Sul
Temperado, Indo-Pacifico Central e Pacifico Norte Temperado. O subclado B (H25-H26), é
composto por cepas doAtlantico Tropical e Atlantico Norte Temperado. Os subclados C (H27-
H28), D (H30 e H33) e E (H31-H32) sdo compostos por cepas do Indo-Pacifico Central. O
subclado F (H29) é composto por cepas do Atlantico Tropical (Figuras 9 e 10).

Tratando da diversidade haplotipica no Mapa-mundi, com base no marcador D1D3
(Figura 11), o subclado A (em azul) demonstra novamente seu perfil cosmopolita, tendo varias
cepas ocorrendo no mar mediterraneo. O subclado B (em verde) aparece apenas no Oceano
Atlantico (haplétipo H25 no Brasil e H26 em Portugal). O subclado C (em laranja), assim
como o B (em verde), é mais restrito, estando no Oceano Pacifico (H27 e H28). O mesmo
ocorre com o subclado D (em cinza), presente apenas no Oceano Pacifico. O subclado E (em
amarelo) apareceu neste marcador também de forma restrita ao Oceano Pacifico na Indonésia.

E o subclado F (em vermelho) apareceu novamente apenas no Oceano Atlantico (Figura 10).
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@ Subclado D: H17, H18, H19 e H20.

© Subclado B: H9.

Subclado E: H21, H22, H23, H24 e H25.

@ Subclado F: H16.

@ Subclado C: H10, H11, H12, H13, H14 e H15.

Figura 9. Diversidade haplotipica no Mapa-mundi com base no marcador ITS-rDNA de O. cf. ovata. As cores nos graficos em

pizza representam os hapl6tipos (H) encontrados em cada localidade.
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Figura 10. Rede de haplétipos baseada em sequéncias LSU-D1D3 de O. cf. ovata. Os

circulos representam os hapl6tipos e os vetores médios (mv). O tamanho dos circulos é

proporcional ao nimero de sequéncias. As cores dos circulos e as linhas pontilhadas

identificam os cinco subclados de O. cf. ovata encontrados nas reconstrucdes filogenéticas.

Os tracos nos ramos representam as mutagdes que separam o0s haplotipos.
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A rede de haplétipos do marcador LSU D8D10, que incluiu 64 sequéncias, apresentou
14 haplotipos (Figura 11). No subclado A foram encontrados trés haplétipos (H1, H3 e H12),
o0 haplétipo mais frequente € o H1, com 28 sequéncias do Oceano Atlantico e Pacifico. No
subclado B foram encontrados dois haplétipos (H2 e H9), o haplétipo mais frequente é o H2,
com cinco sequéncias do Japao. No subclado C foram encontrados quatro haplétipos (H6-H8
e H13), sendo o haplé6tipo mais frequente o H6, com uma sequéncia da ilha japonesa Koshi, e
outra sequéncia do Vietna. No subclado D foram encontrados trés haplotipos (H5, H10 e H11),
sendo o mais frequente o H5, com oito sequéncias, sendo sete sequéncias da Tailandia e uma
do Vietnd. E no subclado F foram encontrados dois hapl6tipos (H4 e H14), o haplétipo mais
frequente é o H4, com 12 sequéncias, sendo 11 sequéncias do Brasil e uma do Vietnd. Nao
houve cepas referentes ao subclado E neste marcador (Figura 12).

De acordo com os reinos marinhos (SPALDING et al., 2007), as cepas do subclado A
(H1, H3 e H12) ocorreram no Atlantico Norte Temperado, Atlantico Tropical, América do
Sul Temperado, Indo-Pacifico Central e Pacifico Norte Temperado. As cepas do subclado B
(H2 e H9) estdo presentes no Atlantico Tropical e Pacifico Norte Temperado. O subclado C
(H6-H8 e H13) foi formado por cepas originarias do Atlantico Tropical, Indo-Pacifico Central
e Pacifico Norte Temperado. O subclado D (H5, H10 e H11) foi composto por cepas do Indo-
Pacifico Ocidental e Indo-Pacifico Central. J& o subclado F (H4 e H14), foi composto por
cepas do Atlantico Tropical e Indo-Pacifico Central (Figuras 12 e 13).

De acordo com a diversidade haplotipica no Mapa-mundi do marcador D8D10 (Figura
13), o subclado A (em azul) foi formado por cepas provenientes dos trés oceanos, co-
ocorrendo com o subclado B no Oceano Pacifico (Japao) e no Oceano Atlantico (Brasil). O
subclado C (em laranja) esta no Caribe, no Oceano Atlantico (H8). Porém, é mais presente no
Oceano Pacifico (H6, H7, H13) co-ocorrendo com o subclado D (em cinza). E o subclado F
(em vermelho), no marcador D8D10, diferentemente dos outros, esta presente no Oceano
Atlantico na costa do Brasil, inclusive co-ocorrendo com o subclado A em Pernambuco (H1
e H4) e em Alagoas (H14) (Figura 13).
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Figura 12. Rede de haplétipos baseada em sequéncias LSU-D8D10 de O. cf. ovata. Os
circulos representam os haplétipos e os vetores médios (mv). O tamanho dos circulos é
proporcional ao nimero de sequéncias. As cores dos circulos e as linhas pontilhadas
identificam os cinco subclados de O. cf. ovata encontrados nas reconstrugdes filogenéticas.

Os tracos nos ramos representam as mutagdes que separam o0s haplotipos.
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Figura 13. Diversidade haplotipica no Mapa-mundi com base no marcador LSU-D8D10 de O. cf. ovata. As cores nos graficos em pizza

representam os haplétipos (H) encontrados em cada localidade.



Referente as provincias situadas nos reinos biogeograficos (Figura 3b) e as cepas de O.
cf. ovata dos trés marcadores (ITS, LSU-D1D3 e LSU-D8D10) (Figuras 9, 11 e 13), no Oceano
Atlantico, a provincia Atlantico Sudoeste Temperado Quente tem a presenca marjoritariamente
do subclado A (H1, H3 e H7), e do F (H16). A Lusitaniana tem 0 A (H1, H2, H3, H5, H12,
H13, H17, H18, H19 e H23) e 0 B (H9). Na provincia Mar Mediterraneo s6 ocorre o A (H1,
H11, H22 e H24) e B (H9). Na provincia Atlantico Noroeste Tropical tem a presenga do C (H8),
E (H22) e F (H16 e H29), e na Atlantico Sudoeste Tropical é composta pelo A (H1, H3, H6),
B (H9 e H25), E (H21) e F (H4, H14, H16 e H29).

No Oceano Pacifico (Figura 3b), a provincia Mar da China Meridional tem a presenca do
subclado A (H1, H2), C (H6, H10 e H27), predominantemente o D (H5, H11, H19 e H20) e F
(H4). Na Plataforma Continental Sunda o C (H5, H10 E H11) e o D (H17, H18 e H30). A
provincia Sudoeste Pacifico Tropical tem apenas o C (H7). Na provincia Noroeste do Pacifico
Frio Temperado ocorre a presenca do A (H4) e C (H10). Na provincia Pacifico Noroeste
Temperado Quente ocorre 0 A (H1, H5, H15, H20 e H21), B (H2) e C (H6). Na provincia
Galéapagos ocorre apenas o E (H21). E no Oceano indico, a provincia Oceano indico Ocidental
tem apenas o C (H11).

Em resumo, analisando a diversidade haplotipica de O. cf. ovata dos trés marcadores
(ITS, LSU-D1D3 e LSU-D8D10) (Figuras 9, 11 e 13), a linhagem referente ao subclado A
(azul) é realmente cosmopolita. Pois, foram muitas amostras presentes nos trés oceanos. A
linhagem referente ao subclado B (verde) parece ocorrer majoritariamente no Atlantico, com
uma excecdo no Pacifico (H2). Porém, para este subclado B até o momento existem
pouquissimas sequéncias de todo 0 mundo, o que pode ocultar o padrdo. A linhagem referente
ao subclado C (laranja) é praticamente exclusiva da regido do Indo-Pacifico, com uma Unica
excecdo perto de Cuba para 0 D8D10 (H8). A linhagem referente ao subclado D (cinza) parece
ser a Unica com distribuicdo realmente restrita, exclusiva do Pacifico. A linhagem referente ao
subclado F (vermelho) é praticamente exclusiva do Atlantico, com uma Unica exce¢do proximo
ao Japdo para o D8D10 (H4). A linhagem referente ao subclado E (amarelo) também parece ser
cosmopolita. Entretanto, também é um clado representado por poucas sequéncias. E
interessante observar que numa mesma regido co-ocorrem diferentes linhagens que parecem

ndo se misturar, o que pode evidenciar uma especiagao.
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5.  DISCUSSAO

Atopologia das arvores filogenéticas obtidas para os trés loci analisados (ITS, LSU-
D1D3 e LSU-D8D10) foi similar a de outros estudos, resultando na recuperacdo dos seis
subclados de O. cf. ovata usualmente descritos na literatura (TIBIRICA, 2020;
NASCIMENTO et al, 2020) e corroborando a existéncia de diferentes linhagens genéticas de
O. cf. ovata no mundo.

Partindo dos trés marcadores, as analises confirmaram a ocorréncia de O. cf. ovata
majoritariamente na zona tropical e em parte da zona temperada do Norte (45°06'00.4"N) e
do Sul (41°53'00.0"S). Estas analises permitiram identificar um padrdo biogeografico de
ampla distribuicdo destas linhagens genéticas (A-F), compativel com o descrito na literatura
(NASCIMENTO et al., 2010; TOTTI et al., 2010; SATO et al, 2011; BRAVO et al., 2012;
TIBIRICA et al., 2019).

O padrdo de distribuicdo amplo de O. cf. ovata, vai ao encontro do consenso inicial de
que espécies com tamanho menor que 1mm, provavelmente estdo dispersas por todo o globo,
e apenas espécies maiores teriam restricbes geograficas (PENNA et al, 2010). Contudo, a
biogeografia dos protistas tem sido descrita como um tema controverso nos ultimos anos
(PENNA et al, 2010). A controvérsia estd no fato de que espécies semelhantes eram
classificadas como sendo uma sé espécie, por conta da dificuldade de diferenciacdo
morfolégica, resultando em falsas identificacdes e distribuicfes amplas irreais (PENNA et al,
2010). Com base no conceito de espécie morfoldgica, as espécies dinoflageladas tém uma
ampla distribuicdo, modificada pela latitude, e ocorrem em ambos os hemisférios. A falta de
barreiras geograficas e a mistura de aguas devido ao vento, ondas e correntes também deve
facilitar a dispersdo (PENNA et al, 2010).

Estudo de analise multi-gene (rDNA), mostraram que o género Ostreopsis é formado de
diferentes linhagens genéticas correspondentes a diferentes espécies (PENNA et al, 2010). E
sabido que analisar simultaneamente varias regides do genoma garante informac6es
importantes e robustez devido ao alto valor informativo. Destaca-se portanto, a importancia
do uso de dados moleculares, essenciais para delinear a biogeografia de espécies (PENNA et
al, 2010). A escolha dos marcadores ITS e LSU esta relacionada ao fato de serem menos
conservados. O SSU rDNA possui poucas sequéncias disponiveis em comparagdo com ITS e
LSU. O ITS e muito utilizado por apresentar diversas copias no genoma, sofrer evolucdo em
concerto e por ter primers universais ja descritos do cistron ribossémico nuclear 18S-5.8S-
26S (ALVAREZ & WENDEL, 2003).
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A ecorregido com maior numero de subclados foi a Atlantico Tropical. As linhagens
presentes neste reino, em suas duas provincias, sdo A, B, C, E e F. S8o quatro linhagens
presentes nas duas provincias do reino Atlantico Norte Temperado (A, B, E e F), e no Indo-
Pacifico Central (A, C, D e E). No Pacifico Norte Temperado, em duas de suas provincias
também estdo presentes quatro linhagens (A, B, C e E). Sdo duas linhagens no reino Indo-
Pacifico Ocidental (C e D) que ocorrem em uma provincia. Apenas uma linhagem esta
presente na América do Sul Temperado (A) em uma provincia, e no Pacifico Norte Temperado
com (E), em suas duas provincias.

No Atlantico Tropical e Indo-Pacifico Central foram identificadas cepas pertencentes as
cinco linhagens principais de O. cf. ovata (subclados A, B, C, D e E) (TABELA 2). No
Atlantico Norte Temperado ocorrem quatro subclados: A, B, C e D, com as temperaturas
méaxima e média da agua (18 a 23°C), e a salinidade (40) é a mais alta que das outras provincias
(TABELA 2). No Indo-Pacifico Ocidental ocorrem trés subclados: A, D e E, nesta regido a
temperatura média da dgua € de 29°C, e a salinidade é 34, similar a regido Atlantico Tropical
e a diversas provincias de ocorréncia das cepas (TABELA 2). No Pacifico Norte Temperado,
trés subclados sdo encontrados: A, B e D, esta regido apresenta a temperatura média das dguas
(23 a26°C) e salinidade (32 — 34) comum aos reinos: Indo-Pacifico Central e Pacifico Oriental
Tropical (TABELA 2). No Pacifico Oriental Tropical trés subclados sdo encontrados A, C e
E, nesta regido, a temperatura média da agua varia (25 a 28°C), e a salinidade (32 — 34), como
ocorre no reino Pacifico Norte Temperado (TABELA 2). Por fim, no reino da América do Sul
Temperado foram encontradas apenas cepas pertencentes ao subclado A. Na Unica provincia,
Atlantico Sudoeste Temperado Quente, a temperatura média (26°C) e a salinidade (36) sdo

comuns ao reino do Atlantico Tropical (TABELA 2).

TABELA 2. Nimero de cepas, porcentagem total de cepas em cada provincia e valores de

temperatura média e salinidade média de ocorréncia de O. cf. ovata.

Reino* N° de cepas Provincia* Temperatura  Salinidade #
(%) (°C)*

Indo-Pacifico 87 25.Mar da China 36 34

Central (34,6%) Meridional
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Atlantico
Norte
Temperado

Atlantico

Tropical

Pacifico
Norte

Temperado

América Sul

Temperado

Indo-Pacifico
Ocidental

Pacifico
Oriental

Tropical

* SPALDING et al., 2007.

81
(32,2%)

58
(23,1%)

11
(0,4%)

10

(0,3%)

3
(0,1%)

1
(0,03%)

26.Plataforma
Continental Sunda
30.Triangulo
Ocidental de Coral

3. Lusitaniana

4. Mar Mediterraneo

12. Atlantico Noroeste
Tropical
14. Atlantico

Sudoeste Tropical

8. Noroeste do Pacifico
Frio Temperado
9. Pacifico Noroeste

Temperado Quente

47. Atlantico Sudoeste

Temperado Quente

20. Oceano indico
Ocidental

44. Galapagos

36

34

23
21

26

36

23

26

26

29

25

32

32

40
40

36

36

32

34

36

34

32
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#*TYBERGHEIN et al., 2012 e ASSIS et al., 2017.

Os trés reinos mais numericamente expressivos em relacdo aos pontos de coleta de O.
cf. ovata foram: Indo-Pacifico Central (87/251 cepas = 34,6%), Atlantico Norte Temperado
(81/251 cepas = 32,2%), e Atlantico Tropical (58/251 cepas = 23,1%) (TABELA 2). Nestas
trés regides, as temperaturas da agua variaram de 18 a 36 °C e a salinidade variou entre 32 e
40 (TYBERGHEIN et al., 2012; ASSIS et al., 2017).

Salinidades inferiores a 28 sdo consideradas limitantes para a taxa de crescimento da
populagéo de O. cf. ovata (TINDALL & MORTON, 1998), e de fato, no presente trabalho ndo
foram encontrados valores de salinidade menores que 28 nos reinos de ocorréncia de O. cf.
ovata. De acordo com 0 nosso levantamento, os sete reinos de ocorréncia de O. cf. ovata
apresentam salinidade da &gua do mar acima de 32, e predominantemente 34, salinidade
presente em cinco reinos, o Indo-Pacifico Central — Mar da China Meridional, no Pacifico Norte
Temperado — Pacifico Noroeste Temperado Quente e em duas provincias do Indo-Pacifico
Ocidental (TABELA 2).

O maior nimero de registros de ocorréncia de O. cf. ovata nos reinos Indo-Pacifico
Central e Atlantico Norte Temperado pode ter relagdo com uma maior preocupagdo com 0s
impactos sociais, econémicos e na saide humana provocados pelas FANs em diversos paises
localizados nestas regides, e especialmente de florac6es de O. cf. ovata no Mar Mediterraneo,
em paises como Portugal, Espanha, Italia, Croacia e Franca (TABELA S2). Em contrapartida,
0s reinos com o menor nimero amostral, como o reino Indo-Pacifico Ocidental (3/251 cepas
=0,1%), Américado Sul Temperado (9/251 cepas = 0,3%) e Pacifico Oriental Tropical (1/251
cepas = 0,03%) (TABELA 2) sdo regides que ndo possuem um histérico de monitoramento
regular das floracdes.

O hapldtipo H1 (referente ao clado A) encontra-se amplamente distribuido nos oceanos
(Figura 9, 11 e 13). O padrdo apresentado dos haplotipos segue o padrédo da Circulagdo
Termohalina superficial (Figura 9, 11 e 13) (TALLEY et al., 2011). O Oceano Pacifico esta
ligado a baixas latitudes até o Oceano indico por meio das passagens no arquipélago indonésio
(TALLEY etal., 2011), o que explica a presenca do H11 (clado C) nestes dois oceanos (Figura
9). A linhagem referente ao clado E apresenta distribuicdo disruptiva (H21, H25 e H24 no
Oceano Pacifico e 0 H21 e H22 no Oceano Atlantico) (Figura 9). Essa distribuicdo poderia
ser possibilitada pelo transporte de agua de lastro de navio. Assim como a presenca da

linhagem referente ao clado C (H8) no Mar do Caribe, no Oceano Pacifico (Figura 11) e 0
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subclado B (H2) no Oceano Pacifico (Figura 13), e no Oceano Atlantico Norte a Sul, a
distribuicdo das linhagens referentes aos subclados A (H1), F (H16 e H29), B (H9 e H25)
(Figura 9 e 11), das correntes Atlantico Norte, Golfo, Canarias, Equatorial Norte e Sul e
Atlantico Sul (TALLEY et al., 2011).

O padréo de distribuicdo global de O. cf. ovata, que est& presente nos trés oceanos, e a
similaridade genética das cepas estudadas, demonstra uma fraca estruturagdo genética,
indicando fluxo génico entre os diferentes reinos marinhos. As linhagens referentes aos
subclados A, C, D e E estdo amplamente distribuidas, e o subclado B esta apenas no Atlantico
Tropical e Norte Temperado. Dentre os motivos relacionados a boa capacidade de dispersao
de O. cf. ovata, podem ser citados a sua forma predominante de reproducao assexuada, possuir
estagios de resisténcia (cistos) e a formacdo de biofilmes que facilitam sua adesdo a substratos.
Além disso, existe a possibilidade do carreamento passivo natural de O. cf. ovata pelas
correntes oceanicas ou por meio de a¢des antropicas, na forma livre ou através da adesdo a
substratos naturais e artificiais (HALLEGRAEFF, 1988; MASO et al., 2003; BROWN &
LIMOLINO, 2006; SPALDING et al., 2007; PENNA et al., 2010; BRAVO et al., 2012;
COHU et al., 2013).

Dentre os motivos relacionados a boa capacidade de disperséo de O. cf. ovata, pode ser
citado a predominancia da reproducdo assexuada tanto em culturas como em populacoes
naturais (BRAVO et al., 2012). Os organismos com reprodugdo assexuada s&o
reconhecidamente bons colonizadores, pois um individuo apenas pode fundar uma populacéo
completa através de mecanismos de reproducdo assexuada (BROWN & LIMOLINO, 2006).
Outro ponto que facilitaria a dispersdo de O. cf. ovata é a formacdo de cisto (BRAVO et al.,
2012). E reconhecida a facilitacio que os estagios de resisténcia agregam a dispersdo de
organismos (MASO et al., 2003; BROWN & LIMOLINO, 2006). Inclusive foi identificada a
germinacao de cistos de O. cf. ovata embebido em mucilagem, apds seis meses de incubacao
da amostra (BRAVO et al., 2012).

Na literatura foi relacionado comprometimento de crescimento de O. cf. ovata a 16°C, e
tendo impacto significativamente em sua taxa de crescimento de 20-26°C (NASCIMENTO &
CORREA, 2010). Considerando esses resultados, as regides que apresentariam temperatura
limitante para o crescimento de O. cf. ovata seriam as trés provincias do reino Atlantico Norte
Temperado, a provincia Atlantico Noroeste Tropical do (reino Atlantico Tropical), as duas
provincias do Pacifico Norte Temperado e o reino América do Sul Temperado (TABELA 2).
Porém as regides com estas condicBes tiveram cepas amostradas, como o Atlantico Norte

Temperado que apresentou 32,2% das cepas obtidas, e as provincia Atlantico Noroeste Tropical
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(H8, H16, H22 e H29), as provincias do Pacifico Norte Temperado (H1, H2, H4, H5, H6, H10,
H15 e H20) e o reino América do Sul Temperado (H1, H3, H7, H12 e H16) (Figuras 9, 11 e
13).

Foi relatada a capacidade de dorméncia dos cistos de O. cf. ovata por até cinco meses
apos a sua formacdo, a temperaturas superiores a 25°C (ACCORONI et al., 2014). Sendo
assim, os cistos quiescentes talvez possibilitem a dispersao por longas distancias dentro desta
margem temporal, ou abundantes floracbes em momentos oportunos. A temperatura
identificada de 25°C é uma média comum as zonas tropicais (ACCORONI et al., 2014), e esta
dentro da faixa de temperatura de seis dos sete reinos de ocorréncia de O. cf. ovata, com
excecao apenas do Atlantico Norte Temperado (TABELA 2). Por outro lado, percebemos que
no reino Atlantico Norte Temperado, cuja temperatura média da agua é inferior a 25°C, ¢
reconhecido alto numero de registro de floracdo de O. cf. ovata. Suas duas provincias, Mar
Mediterraneo (21°C) com 65 cepas tem o maior nimero de cepas agrupadas do estudo, e
Lusitaniana (23°C) com 20 cepas, € 0 quinto maior agrupamento do estudo (TABELA 1).

A possibilidade de sobrevivéncia de O. cf. ovata ao inverno por meio do encistamento
no sedimento ja foi relatada no Mar do Japéo, na RuUssia, entre 0s meses de agosto e outubro,
quando a temperatura da &gua variou de 7°C a 25°C (SELINA & ORLOVA, 2010). A
temperatura da regido é apontada como um possivel fator chave para a germinacédo de cistos
(ACCORONI et al., 2012; ACCORONI et al., 2014). Além disto, foi descrita a possibilidade
de que algumas espécies do género tenham maior tolerancia a varia¢do da temperatura da agua
(NASCIMENTO, 2012). Assim, cepas mais tolerantes poderiam dispersar para regides com
temperaturas consideradas previamente como sendo ndo Gtimas para o crescimento de O. cf.
ovata, e prosperar.

A dispersdo passiva promovida por meio da circulacdo das correntes marinhas é
reconhecida em diversos grupos (BROWN & LIMOLINO, 2006), incluindo protistas
(BARNES, 2002; MASO et al., 2003), dinoflagelados toxicos (PENNA et al., 2010),
invertebrados marinhos sésseis ou sedentarios e larvas de peixes (ALVAREZ-NORIEGA et
al., 2020). A distancia percorrida na dispersédo depende, por exemplo, da associacdo entre a
velocidade das correntes maritimas e o regime hidrodinamico presente na regido (ALVAREZ-
NORIEGA et al., 2020).

Para a maioria dos invertebrados marinhos e larvas de peixes a dispersdo observada
ocorreu durante os estagios iniciais da vida desses organismos (ALVAREZ-NORIEGA et al.,
2020). Além disso, a distancia de dispersao que os autores definiram como prevista por meio

de correntes foi maior proxima as regiées dos tropicos e nos polos, e menor em latitudes
45



médias (ALVAREZ-NORIEGA et al., 2020). A distancia de dispersio que os autores
apontaram como esperada nas latitudes médias era <100 km, e foi cerca de 50 km menor do
que nos tropicos (ALVAREZ-NORIEGA et al., 2020). Na regifo do Oceano Atlantico Norte
0 copépode Calanus finmarchicus apresentou altos niveis de dispersao inferida por técnica de
modelagem (PROVAN et al., 2018). Os altos niveis de dispersdo de C. finmarchicus indica
falta de estruturacdo genética em suas populacdes, fato também observado no padréo
filogeogréfico de O. cf. ovata.

Outra forma de dispersao passiva descrita na literatura é através da presenca de cistos
flutuantes de protistas bentonicos na dgua de lastro de navios (HALLEGRAEFF, 1988). Por
meio da agua de lastro o cisto em repouso, apds a descarga da &gua, poderia interromper a
dorméncia em uma nova regido com condicdes sazonais adequadas para 0 seu crescimento
(HALLEGRAEFF, 1988; BRAVO et al., 2012). Assim, a germinacao bem-sucedida de cistos
promoveria seu crescimento, reproducdo e propagacao através de correntes costeiras ou
domesticas por meio do transporte maritimo (HALLEGRAEFF, 1988).

Além disso, 0s substratos também podem fornecer uma oportunidade para a
disseminacdo das espécies marinhas (BARNES, 2002). A adesdo de O. cf. ovata aos
substratos poderia ser propiciada devido a presenca da mucilagem em suas células
(CARNICER et al., 2016). A dispersdo passiva de O. cf. ovata pelas correntes pode ser
potencializada por diversos substratos naturais e artificiais descritos na literatura
(HALLEGRAEFF, 1988; FAUST, 1995; BARNES, 2002; MASO et al., 2003; FAUST, 2009;
JAUZEIN et al., 2016). Os substratos biologicos relatados para O. cf. ovata na literatura sao:
corais, macroalgas, rochas vulcéanicas, pedra-pomes, detritos oceénicos, detritos de
manguezais e areia (HALLEGRAEFF, 1988; FAUST, 1995; BARNES, 2002; MASO et al.,
2003; FAUST, 2009; JAUZEIN et al., 2016). E os substratos artificiais sdo 0s objetos a deriva
de origem antropogénica, como o0s plasticos, madeira e vidro (HALLEGRAEFF, 1988;
FAUST, 1995; BARNES, 2002; MASO et al., 2003; FAUST, 2009; JAUZEIN et al., 2016).

O aumento expressivo da quantidade de residuos sélidos de origem humana que chegam
aos oceanos € reconhecido mundialmente, em destaque para os residuos plasticos,
aumentando a chance de adeséo ou carreamento dos organismos marinhos por estes substratos
(BARNES, 2002; MASO et al., 2003; TIBIRICA et al., 2019). Inclusive, foi documentada a
presenca de cistos temporarios de especies do fitoplancton deslocando-se no mar, como o
biofilme da microalga Alexandrium taylori, aderido a detritos plasticos (MASO et al., 2003).

Assim, a associacdo substrato-dinoflagelado pode favorecer a coloniza¢do de novas

regides. Apos chegarem a um novo local, os organismos podem se desprender do substrato e
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ocupar locais propicios (CARLSON & TINDALL, 1985; JAUZEIN et al., 2016),
especialmente através da reproducdo assexuada. Sendo assim, a associacdo de O. cf. ovata a
substratos flutuantes pode representar um importante mecanismo para a colonizacéo de novos
ambientes (FAUST, 2004; JAUZEIN et al., 2016).

Considerando que as mudancas climaticas acarretardo no aumento da temperatura média
global em 1,5°C entre 2030 e 2052, caso continue a aumentar no ritmo atual (IPCC, 2019;
2022), e a elevacdo de meio metro do nivel do mar, o reconhecido papel das alteragdes
climaticas na intensificacdo global das FANs (MASO et al., 2003; GRIFFITH & GOBLER,
2019), e o fato de O. cf. ovata se desenvolver melhor em dguas mais quentes (NASCIMENTO
et al., 2020), suas floracdes poderiam passar a ocorrer em novas areas. Visto que as floracoes
de Ostreopsis tém sido registradas com maior frequéncia, durante as ultimas duas décadas,
principalmente em areas temperadas quentes, como é o caso do Mar Mediterraneo
(CHOMERAT et al, 2022). No Mar Mediterraneo, Ostreopsis tem sido referido desde a
década de 1970, mas tornou-se cada vez mais frequente, causando efeitos prejudiciais nas
comunidades bentdnicas marinhas por meio de floragcoes intensas (CHOMERAT et al, 2022).

O maior registro de Ostreopsis em zonas temperadas quentes, provavelmente é
consequéncia das alteracdes climéticas nas Ultimas décadas (CHOMERAT et al, 2022). Um
evento que exemplifica o impacto ocorreu na costa do Pais Basco francés, no final do verdo
de 2020 e em meados do verdo de 2021, onde 700 pessoas foram afetadas pelas OVTXs de
duas espécies, Ostreopsis sp. 9 (O. cf. siamensis) e O. cf. ovata (CHOMERAT et al, 2022).
Deste resultado, ressaltou-se a suspeita de uma floracéo similar, que causou 0 mesmo distirbio
de saude relatados em setembro de 2020 (CHOMERAT et al, 2022). Enquanto o Ostreopsis
sp. 9 (O. cf. siamensis) é uma espécie bem conhecida relatada na area ha vérios anos,
geralmente sem grandes efeitos nocivos a populacédo, essa foi a primeira identificacdo de O.
cf. ovata na Baia da Biscaia (CHOMERAT et al, 2022). O que é interessante, levando em
consideracao que havia sido feita anteriormente uma amostragem de grande escala geografica
na costa atlantica e francesa, realizada partindo do uso de métodos moleculares sensiveis em
2018 que ndo identificou O. cf. ovata na regido do Pais Basco (CHOMERAT et al, 2022).
Partindo disto, foi postulada a hip6tese de O. cf. ovata ter chegado a esta regido numa
introducdo recente, o que é um sinal de alerta por representar uma causa possivel de novos
problemas futuros, em relacéo ao aquecimento global (CHOMERAT et al, 2022), caso O. cf.
ovata que estd bem estabelecida no Mar Mediterraneo e no Atlantico Sudoeste (Litoral
Brasileiro), ampliasse a sua area de distribuicdo no Atlantico Norte (CHOMERAT et al,

2022).
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Por fim, a similaridade genética entre as cepas de um mesmo subclado presentes em
diferentes oceanos sugere a presenca de trocas genéticas recentes entre populacées localizadas
em regides biogeograficas bem distintas, propiciadas hipoteticamente: pelo carreamento de O.
cf. ovata por dispersdo passiva pelas correntes maritimas; por meio da dgua de lastro de navios;
através de substratos naturais como conchas de gastropodes, corais, detritos de manguezais,
madeira e substratos artificiais, como o plastico oceanico que é abundante. As caracteristicas
da espécie O. cf. ovata que podem potencializar sua capacidade de dispersdo sdo: a
predominancia da reproducdo assexuada, o que torna O. cf. ovata bons colonizadores em geral;
a capacidade de producéo de cistos (que podem permanecer a substratos atraves da mucilagem)
e possuidores da capacidade de dorméncia superior hd cinco meses. Outro aspecto que
facilitaria a dispersdo € a facilidade de O. cf. ovata habitar diversos substratos flutuantes

temporarios, vivos e artificiais por adesdo do biofilme.

7. CONCLUSOES

Apdbs serem realizadas as andlises filogeogréaficas de O. cf. ovata identificou-se seis
linhagens (A, B, C, D, E e F). As possiveis linhagens cosmopolitas seriam: A e talvez E, pois
existem poucas sequéncias para esta linhagem. As linhagens mais restritas seria talvez B, que
ocorre no Oceano Atlantico, contudo, foram poucas sequéncias obtidas o que poderia ocultar
0 padrdo real de distribuicdo. E as linhagens exclusivas seriam a C, que ocorre na regido
oceanica do Indo-Pacifico, a D que ocorre no Oceano Pacifico e a F que ocorre no Oceano
Atlantico. Com estes resultados, corrobora-se a hipdtese de que O. cf. ovata apresenta
estrutura filogeografica com linhagens divergentes apresentando indicios de distribuicdo
alopatrica.

A similaridade genética entre as cepas de um mesmo subclado presentes em diferentes
oceanos sugere a presenca de trocas genéticas recentes entre populacfes localizadas em
regibes biogeograficas bem distintas. Sendo estes padrdes possivelmente explicados por
caracteristicas da espécie como a predominancia da reproducgdo assexuada e encistamento, e
por diferentes fatores que facilitam a dispersdo, como o carreamento de cistos por agua de

lastro de navios e carreamento através de substratos naturais e artificiais.
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9. ANEXOS - MATERIAL SUPLEMENTAR

TABELA S1. As cepas de O. cf. ovata estdo dispostas em sete Reinos Biogeogréaficos descritos

em negrito e as 15 provincias nomeadas em italico.

Reinos Biogeograficos e Provincias

América do Sul Temperado

47. Atlantico Sudoeste Temperado Quente (Warm Temperate Southwestern Atlantic)

Atlantico Norte Temperado

3. Lusitaniana (Lusitanian)

4. Mar Mediterraneo (Mediterranean Sea)

Atlantico Tropical

12. Atlantico Noroeste Tropical (Tropical Northwestern Atlantic)

14. Atlantico Sudoeste Tropical (Tropical Southwestern Atlantic)

Indo-Pacifico Central
25. Mar da China Meridional (South China Sea)
26. Plataforma Continental Sunda (Sunda Shelf)

30. Triangulo Ocidental de Coral (Western Coral Triangle)

35. Sudoeste Pacifico Tropical (Southwestern Pacific)

Indo-Pacifico Ocidental

20. Oceano Indico Ocidental (Western Indian Ocean)

Pacifico Norte Temperado

8. Noroeste do Pacifico Frio Temperado (Cold Temperate Northwest Pacific)

9. Pacifico Noroeste Temperado Quente (Warm Temperate Northwest Pacific)

Pacifico Oriental Tropical

44. Galapagos (Galapagos)
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TABELA S2. Locais de coleta: pontos de coleta dos trés loci de interesse ITS, D1D3 e

D8D10.

Paises ou Territorios

Locais de Coleta

Australia Grande Barreira de Corais

Belize Carrie Bow Cay Field Station

Brasil RJ: Arraial do Cabo, Buzios e Paraty. SP: Ubatuba, Salesopolis, Ilha
comprida e Cananéia. BA: Salvador. PE: Fernando de Noronha,
Recife e Jaboatdo dos Guararapes. RN: Parnamirim e Tibau do Sul.
AL: Maceio.

China Hainan

Croacia Dubrovnik, Op¢ina Bale, Op¢ina Rovinj E Op¢ina Vrsar

Cuba Playa Rancho Luna

Equador IIha de Santa Fé

Espanha Los Canarios, La Costa, Famara, Palma, Barcelona, Canyet de Mar e
Girona

Franca Sent. du Littoral e Nice

Golfo da Guiné

Costa ocidental da Africa

Grécia

Elliniko, Alimos, Nea Koutali, Sitdnia, Kallikrateia e Samothraki

Guadalupe

Sainte-Anne

Ilha da Reunido

Saint-Leu e Saint-Paul

Indonésia Celebes do Norte

Italia Messina, Reggio Calabria, Alghero, Bari, San Felice Circeo, Tossa
de Mar, Ancona, Pisa, Spezia e Génova

Japdo Okinawa, Kochi e Hokkaido

Libia Ash Shatii

Malasia Negeri Sembilan, Terengganu e Saba

Portugal Praia da Luz e Lagos
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Tailandia

Chumphon, Chang Trat, Trat, Rayong e Chanthaburi

Tunisia

Golfo de Boughrara, Groua, Sousse e Zarzouna

Vietna

Kien Giang e Thua Thien-Hue

57




