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“Depois o Nautilus aproximou-se das margens 

africanas onde a profundidade do mar é maior. 

Ali podíamos admirar, através dos painéis 

abertos, os belos corais e as vastas extensões 

de rochedos revestidos de uma esplêndida 

cobertura de algas. Que espetáculo 

indescritível...” 

(Vinte mil léguas submarinas – Júlio Verne) 



 

RESUMO 

 

As macroalgas vermelhas (Filo Rodophyta) incluem cerca de 7.000 espécies divididas em 830 

gêneros. As algas vermelhas calcárias incorporam o carbonato de cálcio (CaCO3) a sua 

estrutura, e são divididas em articuladas e não articuladas. As articuladas podem crescer como 

inscrutasções no sedimento ou formando nódulos de vida livre, os rodolitos. Estes servem de 

berçário e habitat para diversidade marinha a atuam também como sumidouros de carbono 

atmosférico. Estão agrupadas na subclasse Coralinophycidea. Devido a ampla convergência 

evolutiva e taxonomia simples, as algas são candidatas ao uso de biologia molecular para 

resoluções filogenéticas e de espécies, neste trabalho foram usados os marcadores UPA, rcbL 

e psbA em amostras coletadas nas praias de Luis Correia (PI) e Pedra Rachada (CE), com 

objetivo de realizar o levantamento da flora de algas vermelhas não articuladas, através da 

revisão bibliográfica, amostragem exploratória e análises de sequências de DNA de 

exemplares coletados. Em campo foi realizada a coleta aleatória seguida por lavagem das 

amostras em água corrente para remoção de epífitas e após 48h armazenadas com sílica em 

gel. As etapas do protocolo de extração, purificação e sequenciamento de DNA foram feitas 

segundo Bellorin et. al. (2002). As sequências foram alinhadas com MAFFT v7.017 e 

implementadas com Geneious 8.1.8 e comparadas com as já disponíveis no GenBank. Foram 

construídas árvores de Neighbor-Joining com o modelo de distância genética de Tamura-Nei e 

10.000 réplicas de bootstraps. 04 amostras foram sequenciadas para o Ceará e 02 para o Piauí. 

As amostras do Paracuru apresentaram afinidade com as espécies Sporolithon episporum, 

Pneophyllum fragile e Phymatolithon sp, e um bom alinhamento com sequencias disponíveis 

no GenBank. As amostras de Luis Correia apresentaram melhor homologia com o gênero 

Sporolithon, porém com uma distância genética significativa quando comparadas entre si, 

com a sequência de Paracuru e com outras do GenBank. Estudo anteriores já haviam 

registrado Sporolithon episporum e Pneophyllum fragile para o estado do Ceará. Porém, para 

o Piauí marca a primeira ocorrência de algas vermelhas não articuladas. E o primeiro registro 

do gênero Phymatolithon no Ceará. Este resultado pode indicar uma baixa diversidade do 

táxon para os estados, onde Ceará e Piauí apresentam baixa diversidade quando comparados a 

estados com Bahia e Espírito Santo. Contudo, a utilização de um maior número de amostras, 

mais marcadores moleculares e estudos morfológicos podem auxiliar a refinar os dados. 

 

Palavras-chave: Marcadores. Marinhos. DNA. Barcoding. 



 

ABSTRACT 

Red macroalgae (phylum Rodophyta) include about 7,000 species divided into 830 genera. 

Calcareous red algae incorporate calcium carbonate (CaCO3) into their structure, and are 

divided into articulated and non-articulated. The non-articulated can grow as inscrutations in 

the sediment or forming free-living nodules, the rhodoliths. These serve as nursery and habitat 

for marine diversity and also act as atmospheric carbon sinks. They are grouped in the 

subclass Coralinophycidea. Due to the wide evolutionary convergence and simple taxonomy, 

algae are candidates for the use of molecular biology for phylogenetic and species resolutions, 

in this work the UPA, rcbL and psbA markers were used in samples collected on the beaches 

of Luis Correia (PI) and Pedra Rachada (CE), with the objective of performing a survey of 

non - articulated red algae flora through bibliographic review, exploratory sampling and 

analysis of DNA sequences from collected specimens. In the field, random collection 

followed by washing the samples in running water to remove epiphytes and after 48h stored 

with silica gel. The steps of protocol extraction, purification and DNA sequencing were done 

according to Bellorin et. Al. (2002). The sequences were aligned with MAFFT v7.017 and 

implemented with Geneious 8.1.8 and compared to those already available on GenBank. 

Neighbor-Joining trees were constructed with the Tamura-Nei genetic distance model and 

10,000 replicas of bootstraps. 04 samples were sequenced for Ceará and 02 for Piauí. 

Paracuru samples showed affinity with the species Sporolithon episporum, Pneophyllum 

fragile and Phymatolithon sp, and a good alignment with sequences available in GenBank. 

The samples of Luis Correia presented better homology with the genus Sporolithon, but with 

a significant genetic distance when compared to each other, with the sequence of Paracuru 

and others of GenBank. Previous studies had already recorded Sporolithon episporum and 

Pneophyllum fragile for the state of Ceará. However, for Piauí it marks the first occurrence of 

non-articulated red algae. And the first record of the genus Phymatolithon in Ceará. This 

result may indicate a low taxon diversity for the states, where Ceará and Piauí present low 

diversity when compared to states with Bahia and Espírito Santo. However, the use of a larger 

number of samples, more molecular markers and morphological studies may help refine the 

data. 

 

Keywords: Markers. Marine. DNA. Barcoding 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A maioria das macroalgas marinhas estão classificadas em verdes (Filo Chlorophyta), 

vermelhas (Filo Rhodophyta) e pardas (Filo Ochrophyta), que se diferenciam pelo tipo de 

pigmento fotossintetizante, substancia de armazenamento, etc. Mas que possuem algumas 

características em comum: eucariontes, autotróficas fotossintetizantes, a presença de clorofila 

a e combinações de outros pigmentos, podendo ser uni ou pluricelulares e com ausência de 

tecidos verdadeiros (GRAHAM; WILCOX, 2000). 

As algas são importantes na cadeia trófica, uma vez que constituem a base da 

produtividade primária nos oceanos, através da fotossíntese, além de ser a principal fonte de 

alimentação para os consumidores primários (LEE, 2008). A sua importância também está 

ligada ao seu potencial uso para os humanos, como fonte de alimentação, suplementação, 

ração para animais e corretores de solo na agricultura (SANTIAGO, 2016). 

As algas vermelhas são o grupo mais diverso e um dos mais antigos entre as macroalgas. 

Possuem ampla distribuição em todo o globo e podem ser encontradas tanto em águas 

tropicais quanto em águas temperadas (NUNES et al., 2008). É um grupo que possui cerca de 

7.000 espécies distribuídas em aproximadamente 830 gêneros, habitando tanto ambientes de 

água doce quanto marinhos (GRAHAM; WILCOX, 2000). O grupo apresenta cloroplastos 

com clorofila a e pigmentos acessórios, como as ficobilinas e parede celular de celulose, com 

matriz mucilaginosa de polissacarídeos que são denominados de ágar ou carragenanas. Outra 

característica das algas vermelhas são as ligações presentes entre as células conhecidas como 

“pit connections” (SANTIAGO, 2016). 

Em algumas algas vermelhas, há a deposição de carbonato de cálcio (CaCO3) sendo por 

isso denominadas de algas calcárias. O acúmulo de carbonato de cálcio se dá na forma de 

cristais de calcita (DIAS, 2001). Segundo Foster (2001), estas algas podem ser classificadas 

em dois grupos: as articuladas e as não articuladas. As algas calcárias articuladas apresentam 

juntas não calcificadas, os genículos, intercaladas por regiões com presença de carbonato de 

cálcio, conhecidos como os intergenículos. Já as algas não articuladas são inteiramente 

calcificadas, com hábitos variáveis (Figura 01), podendo se apresentar de forma aderida ao 

substrato (incrustações) ou de forma livre (SISSINI, 2013). 
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Figura 1 – A) Algas calcárias não articuladas incrustantes. B) Algas calcárias de vida livre. Fonte: o Autor. 

 

As algas calcárias possuem grande importância ecológica. Elas formam, por exemplo, 

rodolitos, que são estruturas em formas de nódulos de vida livre capazes de ocupar áreas 

extensas da plataforma continental de todos os oceanos (FOSTER, 2001). Devido à grande 

extensão de seus depósitos, o banco existente na região de Abrolhos vem sendo apontado 

como um dos maiores bancos existentes no mundo (AMADO-FILHO et al., 2010). Estes 

bancos são conhecidos mundialmente devido a sua importância no meio marinho, servindo 

como berçários e habitats para várias espécies, uma vez que podem abrigar uma alta 

diversidade (VERAS, 2011), sendo essenciais também para a construção de recifes de corais, 

atuando como bioconstrutores. Além de proteger o ecossistema da ação de ondas (FOSTER, 

2001).  

Do ponto de vista ecológico também existem evidências abundantes sobre as 

contribuições de comunidades compostas por algas calcárias no ciclo do carbono em regiões 

de plataforma continental, devido às suas altas taxas de deposição e produção do carbonato de 

cálcio, atuando como sumidouros de carbono da atmosfera, processo que vem sendo 

prejudicado pelas mudanças globais aceleradas pela interferência antrópica. (AMADO-

FILHO et al., 2012). 

Além disso, as algas calcárias possuem importância econômica, uma vez que são a 

principal componente dos bioclastos marinhos, servindo de matéria-prima para agricultura, 

sendo utilizado como fertilizantes e corretores de pH do solo através da produção de cal; na 

indústria de cosméticos para a produção de sais de banho e cremes dentais; como fonte de 

calcário para a indústria da construção e até implantes ósseos; e na indústria alimentícia como 

complemento alimentar. Outro uso está ligado a potabilização das águas, através da filtração 

de água sobre uma camada de algas calcárias, gerando uma neutralização (DIAS, 2001). 
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MORFOLOGIA E DISTRIBUIÇÃO DE RODOLITOS 

Os bancos de rodolitos estão presentes em quase toda plataforma continental 

brasileira, indo do Maranhão até Santa Catarina (HORTA ET al., 2016). Suas comunidades 

desenvolvem-se preferencialmente na zona mesofótica, no topo de montes submarinos e 

próximos as ilhas oceânicas (AMADO-FILHO et al., 2012). 

A morfologia, a abundância, a densidade e o tamanho dos rodolitos de um 

determinado banco, podem variar bastante, sendo influenciados pelas condições 

hidrodinâmicas do local (QUEIROZ et al. 2016). Cavidades, protuberâncias e outras 

modificações são capazes de determinar os morfotipos de rodolitos, podem também 

determinar a diversidade das comunidades que a eles estão associadas. (AMADO-FILHO et 

al., 2010; BELANDI et al., 2012; QUEIROZ et al., 2016). Por exemplo, a maior diversidade 

organismos marinhos da costa brasileira está no estado do Espirito Santo e isto tem sido 

associado à presença de grandes áreas de rodolitos. (AMADO-FILHO et al., 2007).  

Horta et al. 2016 cita o registro de 48 espécies de algas calcárias não articuladas para a 

costa brasileira, onde 26 destas são conhecidas pela formação de rodolitos. 

 

CLASSIFICAÇÃO TAXONÔMICA  

Atualmente, as algas vermelhas que acumulam CaCO3 estão classificadas nas Ordens 

Corallinales, Sporolithales, Hapalidiales e Rhodogorgonales. Essas ordens integram a 

subclasse Coralinophycidae que constitui o terceiro grupo mais diverso entre as rodófitas, 

com cerca de 600 espécies conhecidas em nível mundial, onde 48 espécies não articuladas já 

foram descritas para o Brasil. (HORTA et al., 2016) 

No entanto, ao longo da história, a classificação de algas calcárias mudou 

consideravelmente. A taxonomia dessas algas tradicionalmente foi baseada em dados 

morfológicos, anatômicos, bioquímicos, ultraestruturais e moleculares. Segundo a proposta de 

Harvey et al. (2003), essas algas calcárias seriam divididas em apenas três famílias, 

pertencentes à ordem Corallinales: Corallinaceae, Hapalidiaceae e Sporolithaceae. No 

entanto, a partir de observações ultra-estruturais da anatomia dos tampões proteicos e análises 

multigênicas (SSU, LSU e EF2), foi estabelecido o parentesco entre Corallinales e a ordem 

Rhodogorgonales, que foram por tanto, agrupadas na subclasse Corallinophycidae (LE GALL 
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E SAUNDERS 2007). Posteriormente, tanto a família Sporolithaceae quanto Hapalidiaceae 

foram elevadas para o nível de ordem (LE GALL et al. 2010; NELSON et al. 2015) chegando 

a classificação atualmente aceita (Figura 02). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TAXONOMIA MOLECULAR 

Após a descoberta da estrutura química do DNA por Watson e Crick na década de 50 

foi possível um maior entendimento dos seres vivos. O desenvolvimento da biologia 

molecular permitiu o estudo dos seres vivos a partir do seu código genético. Um dos avanços 

mais significativos foi o desenvolvimento da técnica de reação em cadeia da polimerase 

(MULLIS; FALOONA, 1987), uma forma de replicação do DNA de forma mais simplificada, 

já que não há necessidade de clonagem (CARVALHO; RECCO-PIMENTEL, 2007). 

Com o advento do DNA barcoding; que corresponde a uma sequência genética muito 

curta de uma parte padrão do genoma, (HEBERT et al., 2003) vários estudos moleculares 

realizados nos últimos quinze anos fornecerem uma boa delimitação sobretudo de espécies 

complexas. (SAUNDERS, 2005; SHERWOOD et al, 2010a, b). Devido a sua morfologia 

simples, ampla convergência evolucionária e grande plasticidade fenotípica as macroalgas 

marinhas têm se tornado fortes candidatas para o uso de técnicas de genética molecular 

(SAUNDERS, 2005).  

No caso das macroalgas vários marcadores moleculares foram propostos para uso de 

barcoding, entre eles UPA, rbcL e psbA. O Universal Plastid Amplicon – (UPA) com uma 

Figura 2 – Classificação atual de Rodophyta segundo Nelson et al.,  (2015). Elaborado pelo autor. 
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taxa de sucesso de 64,7% (Sherwood et. al., 2010b), corresponde a uma região do cloroplasto 

que transcreve o RNAr 23S, integrante da subunidade grande do ribossomo. Possui 

aproximadamente 362 pb rodeados por sequências bem conservadas podendo ser usadas como 

“primers” universais, além de serem de fácil amplificação. (SISSINI, 2013; SANTIAGO, 

2016).  

O gene psbA é responsável por transcrever a proteína D1 da membrana tilacoidal do 

fotossistema II, também de origem plastidial. Possui cerca de 1.050pb. Foram inicialmente 

desenvolvidos por Yoon et al., (2002), apresentam uma boa resolução filogenética para 

exemplares da Nova Zelândia, além de apresentar variação interespecífica em nível de 

espécies já conhecidas e identificação de novas espécies de Corallinophycidae (SISSINI, 

2013). 

O marcador molecular rbcL é corresponde ao gene que transcreve para a subunidade 

grande da ribulose-1,5-bifostato carboxilase/oxigenase e possui cerca de 1.350 pb. Apresentou 

sucesso em resolver questões como posicionamento de espécies e reconstruções filogenéticas 

(SISSINI, 2013). 
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2. OBEJTIVOS E HIPÓTESE: 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

O presente trabalho teve como objetivo realizar o levantamento da flora ficológica de 

algas vermelhas não articuladas, através de uma revisão bibliográfica, amostragem 

exploratória e análises de sequências de DNA de exemplares coletados em praias dos estados 

do Ceará e Piauí. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Realizar a revisão bibliográfica para o Brasil; 

 Obtenção e caracterização de sequências de DNA para os genes plastidiais UPA, rbcL e 

psbA. 

 Identificação das amostras coletadas no meso e infralitoral de praias do Ceará e do Piauí 

com base nas sequencias descritas; 

 Comparação dos resultados obtidos com aqueles já descritos para o Brasil; 

 

2.3 HIPÓTESE 

A utilização de marcadores moleculares pode auxiliar na identificação das espécies de 

algas vermelhas calcárias não articuladas do litoral do Ceará e Piauí. 
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3. METODOLOGIA 

3.1 Área de Estudo 

A região em que estão localizadas as praias do presente estudo faz parte do Nordeste do 

Brasil, apresentando clima semi-árido, com média pluviométrica baixa. A região tem sua 

margem continental interna composta por siliclásticos; é caracterizada por aporte fluvial 

atingindo apenas a plataforma interna, devido a baixa pluviosidade e vazão dos rios; apresenta 

sedimentos carbonáticos, principalmente pela sedimentação de algas calcárias e carapaças de 

animais. Sofrem influência direta de correntes de maré e oceânica (CARNEIRO & MORAIS, 

2016). 

 

3.2 Amostragem 

Na Tabela 1, são apresentados os dados dos exemplares analisados mostrando o código de 

identificação, o local da amostragem, localização geográfica e os marcadores amplificados e 

sequenciados. 

 

Tabela 1 – Espécimes de Coralinaceae coletados no CE e PI para as quais foram obtidas 

sequências de UPA, psbA e rbcL (+ presença, - ausência).  

Fonte: O autor. 

CÓDIGO DA 

AMOSTRA 

LOCAL DE 

COLETA 

COORDENADAS 

GEOGRÁFICAS UPA rbcL psbA 

MPA1 

Praia da Pedra 

Rachada, Paracuru 

– CE 

03° 23’ 52,0” S 

39° 00’ 47,2” W + + + 

MPA2 

Praia da Pedra 

Rachada, Paracuru 

– CE 

03° 23’ 52,0” S 

39° 00’ 47,2” W + + + 

MPA3 

Praia da Pedra 

Rachada, Paracuru 

– CE 

03° 23’ 52,0” S 

39° 00’ 47,2” W + - - 

MPA4 

Praia da Pedra 

Rachada, Paracuru 

– CE 

03° 23’ 52,0” S 

39° 00’ 47,2” W - - - 

PRA3 

Praia de Luis 

Correa- PI 

02° 55’ 40” S 

41° 20’ 10” W - + - 

PRA4 

Praia de Luis 

Correa- PI 

02° 55’ 40” S 

41° 20’ 10” W - + - 
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 As coletas foram realizadas de acordo com os horários da baixa-mar de sizígia nas 

regiões de mesolitoral, tendo como base os valores da tábua de maré. Já na região do 

infralitoral foram realizadas através de mergulho autônomo. As coletas de espécimes foram 

realizadas de forma aleatória, analisando a presença de material vivo nas amostras. As 

amostras foram acondicionadas em sacos plásticos com água do mar e levadas para o 

laboratório. 

Em laboratório as amostras foram lavadas em água doce, para remoção manual de 

epífitas com ajuda de escova, e secas a sombra durante um período entre 24h e 48h. 

Após isto, as amostras foram dividas em 02 fragmentos com ajuda de um martelo, 

onde um dos fragmentos foi armazenado em potes com sílica gel para desidratação rápida, 

para fins de conservação do DNA e utilização nas análises moleculares. 

Todas as amostras obtidas foram analisadas no Laboratório de Genética Molecular do 

Centro de Diagnóstico de Enfermidades de Organismos Aquáticos (CEDECAM) e 

Laboratório de Macroalgas, pertencentes ao Instituto de Ciências do Mar  (LABOMAR) da 

Universidade Federal do Ceará - UFC. 

 

3.3 Análise Molecular 

As etapas do protocolo de extração, purificação e sequenciamento de DNA foram 

feitas segundo (BELLORIN et al. 2002), com ressalvas por se tratar de algas com presença de 

carbonato de cálcio.  

Para extração de DNA foram utilizados os fragmentos armazenados em sílica gel a 

temperatura ambiente, protegidas de sol e calor. Com auxílio de grais, pistilos e cadinhos 

esterilizados em autoclave, os fragmentos foram macerados até virar pó com nitrogênio 

líquido sendo posteriormente adicionadas 2mL de solução tampão de extração ((CTAB) 1,5%, 

NaCl 1M, EDTA 50mM, Tris 0,1 M pH 8,0), com pipetagens da solução restante para tubos 

de 2mL, onde cada tubo foi etiquetado conforme a identificação da amostra. Após foram 

adicionados 5uL de β-mercaptoeatanol 0,2% a cada tubo. 

Para a mistura das fases, as amostras foram agitadas e incubadas por 30 minutos em 

banho-maria a 65°, onde foram adicionados 1mL de Clorofil (solução de clorofórmio e álcool 

isoamílico 24:1) a cada microtubo e em seguida foi feita a agitação manual por cerca de dois 

minutos. As amostram foram centrifugadas a 13.400 rpm em temperatura ambiente (25°) 

durante 10 minutos. Foram formadas duas fases líquidas e uma interface em cada tubo, onde 

se pipetou apenas a parte aquosa (superior), com cuidado para não pipetar próximo ao 
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precipitado formado entre as duas fases, que foi transferida para um tubo de 1,5 mL. Em 

seguida o resíduo foi descartado de forma adequada, e foi completado o volume de 1,5 mL 

com álcool isopropílico gelado. Os microtubos foram agitados manualmente e pode-se 

observar a formação das “nuvens” de DNA. 

A incubação overnight foi utilizada apenas em algumas extrações, que consiste em 

armazenar os tubos a -20°C por 12 horas; após este período são retirados até alcançar a 

temperatura ambiente. Nas extrações que não houve o overnight as amostras foram 

centrifugadas a 15000 rpm durante 20 minutos a 4° C. 

Posteriormente, houve a centrifugação por 5 minutos a 13.400 rpm e temperatura 

ambiente, tanto em amostras overnight como não. Foi formado um pellet de DNA no fundo 

do microtubo que posteriormente foi vertido para desprezar a fase líquida, sem dispensar o 

pellet. Para a lavagem as etapas seguintes foram repetidas por três vezes: 1. Completar o 

volume do tubo com álcool etílico 70% (Merck e água mili-Q); 2. Centrifugar durante 05 

minutos a 20111 rpm em temperatura ambiente; 3. Desprezou-se cerca de 50% da fase 

líquida, quando o pellet não era visível. 

Os tubos foram deixados abertos até a evaporação do álcool. Por fim, foram pipetados 

100 μL de tampão TE (10 mM Tris-HCl, pH 8.0, 0,1 mM EDTA) em cada microtubo para 

ressuspender o DNA e guardados em freezer para preservação. Posteriormente foi realizada a 

etapa de quantificação do DNA através do uso de um espectrofotômetro NanoDrop 2000c. 

A amplificação dos marcadores foi feita em tubos Eppendorf de 200 μL expostos a 

radiação UV durante 20 minutos e esterilizados. O mix de PCR foi preparado conforme os 

volumes e reagentes apresentados na Tabela 2. 

Tabela 2 – Volumes dos reagentes utilizados para amplificação dos marcadores moleculares. 

Marcado

r 

1 X 

PCR 

Buffer 

1,5 

mM 

MgCl2 

0,2 

mM 

cada 

dNTP 

0,2 mM 

de cada 

primer* 

Taq DNA 

polimerase 

(5U/ μL) 

Água 

ultrapura 

DNA 

extraído 

Volume 

final 

UPA 1,0 Μl 0,6 μL 0,2 μL 0,2 μL 0,11 μL 6,68 μL 1,0 μL 10 μL 

rbcL 1,0 Μl 0,6  μL 0,2 μL 0,2 μL 0,11 μL 6,68 μL 1,0 μL 1,0 μL 

psbA 1,0 Μl 0,6 μL 0,2 μL 0,2 μL 0,25 μL 6,55 μL 1,0 μL 10 μL 

Fonte: O autor 
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As reações de PCR foram feitas no termociclador Veriti de 96 poços (Applied 

Biosystems) e os ciclos de cada marcador são apresentados na Tabela 3. 

Tabela 3 - Condições de PCR para cada marcador molecular 

Marcador 
Desnaturação 

inicial 
Desnaturação Anelamento Extensão 

Extensão 

final 
Ciclos 

UPA 94°C / 2’ 94°C / 30’’ 51°C / 30’’ 72°C / 30’’ 72°C / 10’ 34 

rbcL 94°C / 4’ 94°C / 1’ 45°C / 1’ 72°C / 90’’ 72°C / 8’ 35 

psbA 94°C / 2’ 94°C / 30’’ 47°C / 1’ 72°C / 2’ 72°C / 7’ 30 

Fonte: O autor. 

As regiões de interesse foram amplificadas com iniciadores (primers) descritos 

previamente para micro e macroalgas (BELLORIN et al. 2002; SHERWOOD & PRESTING, 

2007; SHERWOOD, 2010). As respectivas sequências são apresentadas na Tabela 4. 

Para identificação em nível de espécie, as sequências foram obtidas através do 

sequenciamento por ciclagem dos produtos da PCR com uso do kit Big DyeTerminator v3.1 

(Life Technologies) e leitura no sequenciador capilar automático ABI 3500.  

Tabela 4 – Primers utilizados para PCR e sequenciamento. 

Fonte: O autor. 

As sequências obtidas foram alinhadas com MAFFT v7.017 (KATOH et al. 2002) 

implementado com Geneious 8.1.8, e as inconsistências nas sequências foram revisadas pela 

checagem dos cromatrogramas, as sequências obtidas foram comparadas com aquelas já 

Primer Marcador Sequência 

UPA F UPA 5´- GGA CAG AAA GAC CCT ATG AA - 3´ 

UPA R UPA 5´- TCA GCC TGT TAT CCC TAG AG - 3´ 

psbA F PsbA 5´- ATG ACT GCT ACT TTA GAA AGA CG - 3´ 

psbA R2 PsbA 5´- TCA TGC ATW ACT TCC ATA CCT A - 3´ 

psbA 500F PsbA 5´- CTC TGA TGG WAT GCC WYT AGG - 3´ 

psbA 600R PsbA 5´- CCA AAT ACA CCA GCA ACA CC - 3´ 

psbA 550R PsbA 5´- TTR TGT TCR GCY TGR AAT AC - 3´ 

F577 RbcL 5´ – GTATATGAAGGTCTAAAAGGTGG – 3´ 

R1381 RbcL 5´ - ATCTTTCCATAGATCTAAAGC - 3´ 
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disponíveis no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov). 

Para as sequências dos marcadores UPA, psbA e rbcL, foram construídas árvores por 

Neighbor-Joining (NJ), O algoritmo NJ (SAITOU & NEI, 1987) foi implementado com o 

auxílio do "Geneious Tree Builder" através do modelo de distância genética de Tamura-Nei, 

com 10.000 réplicas de bootstraps. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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4. RESULTADOS 

O presente estudo gerou 09 novas sequências onde 03 são de UPA, 04 são de rbcL e 02 de 

psbA. O marcador UPA, dada sua facilidade de amplificação em algas, foi utilizado para gerar 

os dados iniciais de diversidade através do agrupamento das espécies.  

 

4.1 Análise de dados do marcador UPA 

A matriz de sequências-consenso para o marcador UPA é composta por 370 pb. Foram 

geradas 03 sequências com sucessos para o marcador.  A Tabela 5 mostra número de acesso 

no GenBank e referências para as sequências utilizadas na análise. 

Tabela 5 – Lista de táxon e número de acesso ao GenBank das sequências utilizadas para o 

marcador UPA 

Amostra 

Melhor 

Homologia Acesso 

Similaridade 

(Blast) 

Valor E 

(Blast) 

Cobertura 

(Blast) 

MPA1 

Sporolithon 

sp. KP192382.1 100% 0.0 99% 

MPA2 

Phymatolithon 

sp HQ421548.1 96% 1e-173 99% 

MPA3 

Phymatolithon 

sp HQ421548.1 95% 7e-172 99% 

Fonte: O autor. 

No dendograma resultante é possível observar um agrupamento consistente dos 

gêneros, com forte suporte de boostraps. Através da análise de Neighbor-Joining representada 

na figura 03, é possível identificar que as amostras aparecem divididas em 03 clados  

diferentes, agrupados por gêneros, onde a espécie Gracilaria caudata aparece como sequência 

externa ao grupo alvo. 
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Figura 3 - Árvore de distância de Neighbor-Joining para o marcador UPA. Os valores de bootstraps estão 

indicados nos nós (10.000 réplicas). Fonte: O autor. 

 

4.2 Análise de dados do marcador psbA 

A matriz de sequências-consenso para o marcador psbA contém 700 pb. 02 amostras 

foram sequenciadas para o seguinte marcador. O número de acesso ao GenBank para as 

sequências utilizadas nas análises são mostradas na tabela 06. 

 

Tabela 6 – Lista de táxon e número de acesso ao GenBank das sequências utilizadas para o 

marcador psbA. 

Amostra 
Melhor 

Homologia 
Acesso 

Similaridade 

(Blast) 

Valor E 

(Blast) 

Cobertura 

(Blast) 

MPA1 
Sporolithon 

episporum 
KC870925.2 99% 0.0 100% 

MPA2 
Pneophyllum 

fragile 
KT78347.1 93% 0.0 100% 

Fonte: o Autor. 

No dendograma abaixo há um agrupamento consistente dos gêneros, suportados por 

altos valores de boostraps presentes nos nós. Através da análise da figura 4, é possível inferir 

que as amostras estão divididas em 02 clados diferentes, referentes aos gêneros em que se 
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agrupam, a sequência Ceramium tenerrimum aparece como sequência externa ao grupo alvo. 

 

Figura 4 - Árvore de Neigbor-Joining para psbA, com 10.000 réplicas de bootstraps. Em vermelho estão a 

sequências do presente trabalho. Fonte: o Autor. 

 

4.3 Análise de dados do marcador rbcL 

Das amostras iniciais deste trabalho, 04 foram sequenciadas com sucesso para o 

marcador rbcL, a matriz de sequências-consenso para o marcador contém 612 pb. O Número 

de acesso ao GenBank para as sequências utilizadas nas análises são mostradas na tabela 07. 

 

Tabela 07 – Lista de táxons e número de acesso ao GenBank das sequências utilizadas para o 

marcador rbcL. 

Amostra 

Melhor 

Homologia Acesso 

Similaridade 

(Blast) 

Valor E 

(Blast) 

Cobertura 

(Blast) 

MPA1 Sporolithon sp KP142786 91% 0.0 100% 

MPA2 

Pneophyllum 

fragile 

KM369155

.1 85% 1e-170 100% 

PRA3 Sporolithon sp.1 

KP142786.

1 93% 0.0 99% 

PRA4 Sporolithon sp.2 KP142786 92% 0.0 100% 
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Fonte: O autor. 

A figura 5 nos traz a representação da árvore de neigbor-joining para o marcador rbcL. 

Na figura é possível observar as amostras distribuídas em 02 clados diferentes, divididas por 

gênero, com a sequência Gelidium crinale sendo indicada como a sequência externa ao grupo. 

Ao analisar os valores dos nós, as amostras PRA3 e PRA4, mesmo sendo do mesmo local de 

coleta, apresentam uma distância genética significativa entre si e entre a sequência de 

comparação. 

 

Figura 5 – Árvore Neighbor-Joining para o marcador rbcL. Foram utilizadas 10.00 réplicas de bootstraps, os 

valores estão indicados nos nós. Fonte: o Autor. 

 

5.4 Sinopse dos táxons identificados 

 

A partir das sequências obtidas foram obtidas 05 espécies pertencentes a 02 gêneros: 

Sporolithon episporum, Sporolithon sp1, Sporolithon sp.2., Pneophyllum fragile e 

Phymatolithon sp. 

Rhodophyta 

Florideophyceae 

Coralinophycideae 

   Coralinalles 
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   Corallinaceae 

    Pneophyllum fragile Kützing 

Lithothamniaceae 

Phymatolithon sp. 

Sporolithales 

 Sporolithaceae 

  Sporolithon sp. 1  

  Sporolithon sp.2 

  Sporolithon episporum (M. Howe) E.Y. Dawson 

   

 

A sequência MPA1 foi similar a Sporolithon episporum de acordo com o marcador 

psbA.  

A sequência MPA2 apresentou uma maior afinidade com a espécie Pneophyllum 

fragile sustentado pelos marcadores psbA e rbcL. 

A sequência MPA3, de acordo com o marcador UPA, apresentou afinidade com a 

espécie Phymatolithon sp.  

O marcador rbcL identificou PRA3 e PRA4 como Sporolithon sp.1 e Sporolithon sp.2, 

respectivamente. 

 

Sporolithon episporum (M.Howe) E.Y.Dawson 

LOCALIDADE TIPO: Point Toro, Panamá (Silva, Basson & Moe 1996: 276). 

DISTRIBUIÇÃO NO LITORAL BRASILEIRO: Bahia, Ceará, Paraíba, Pernambuco e São 

Paulo. 

OCORRÊNCIA NO PRESENTE TRABALHO: Praia da Pedra Rachada, Paracuru – Ceará. 

 

 

Pneophyllum fragile 

LOCALIDADE TIPO: Mar Mediterrâneo (Silva, Basson & Moe 1996: 268). 
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DISTRIBUIÇÃO NO LITORAL BRASILEIRO: Ceará; Espírito Santo; Paraíba; Pernambuco; 

Paraná; Rio de Janeiro; Rio Grande do Sul; Sergipe; São Paulo. 

OCORRÊNCIA NO PRESENTE TRABALHO: Praia da Pedra Rachada, Paracuru – Ceará. 
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5. DISCUSSÃO 

Poucos estudos abordaram as algas calcárias no estado do Ceará, sobretudo das espécies 

não articuladas. As espécies Mesophyllum erubescens, Lithothamnion sp. e Sporolithon sp. já 

haviam sido registradas por Sissini (2013) para o Parque da Pedra da Risca do Meio. Já o 

trabalho de Menezes et. al. (2015) registra a ocorrência Sporolithon episporum e Pneophyllum 

fragile no estado do Ceará. 

No presente trabalho foram registradas espécies Sporolithon episporum, Pneophyllum 

fragile para o Ceará, confirmando os dados de Menezes et al. (2015). Porém a identidade da 

amostra MPA2 apresentou diferenças entre os marcadores. Segundo UPA essa amostra 

apresenta grande similaridade com Phymatolithon sp. Por outro lado, tanto psbA quanto rbcL 

apontaram maior semelhança com Pneophyllum fragile. Como UPA é menos específico que 

os demais marcadores, sobretudo que o psbA (SHERWOOD et. al. 2010a), que foi 

desenvolvido visando o barcoding de algas, optou-se por seguir a identificação desse último. 

Com isto, e considerando os resultados de Sissini (2013) foi confirmada a ocorrência das 

ordens Sporolithales, Coralinales e Hapalidiales no Ceará.  

No entanto, a amostra MPA3 com indicativo de Phymatolithon sp. pelo marcador rbcL, 

marca o primeiro registro do gênero Phymatolithon para o estado do Ceará. No entanto, os 

dados moleculares apresentam uma leve confusão do gênero Phymatolithon com 

Pneophyllum, isto pode ser explicado pelas relações filogenéticas dos gêneros, uma vez que 

estão agrupados na mesma ordem. 

O presente estudo é o primeiro a registrar a ocorrência de algas calcárias não articuladas 

para o estado do Piauí, possivelmente tendo sido encontradas duas espécies do gênero 

Sporolithon. A amostra identificada como Sporolithon sp.2 (PRA4) apresentou uma grande 

afinidade com a sequência de Sporolithon episporum identificado na praia do Paracuru, 

indicando a possibilidade de registro da espécie para ambos os estados. Já a amostra 

identificada como Sporolithon sp.1 (PRA3) apresentou uma divergência considerável quando 

comparada tanto com Sporolithon sp.2 quanto com Sporolithon episporum, o que sugere a 

presença de mais de uma espécie do gênero para o Piauí.  

Sissini (2013) identificou um Sporolithon sp. que aparenta se tratar de uma espécie nova 

ainda não nomeada. Essa espécie, porém, apresenta diferenças genéticas consideráveis com as 

espécies encontradas no Piauí. O mesmo vale para Sporolithon sp. registrado por Vieira-Pinto 

et al. (2014) na Paraíba. Portanto novos estudos são necessários para refinar a taxonomia das 

espécies piauienses, sobretudo de Sporolithon sp.1. 
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No que tange a morfologia, Sporolithon episporum é identificada como formadora de 

rodolitos (HORTA et al. 2016) apresentando um talo fortemente calcificado que dá origem à 

crostas de até 5mm de espessura e diâmetro indeterminado (LITTLER & LITTLER 2000). No 

Brasil, a espécie foi registrada, sobretudo na região Nordeste do Brasil, porém também foi 

encontrada no estado de São Paulo (MENEZES et al. 2015), indicando uma tolerância as 

variações de temperatura com preferência por águas tropicais. 

A espécie Pneophyllum fragile também é formadora de rodolito (HORTA et al. 2016), 

porém sua morfológia é mais delicada que a de Sporolithon episporum, com a espécie 

assumindo formas prostradas, com no máximo 20 µm de espessura e até 2.0mm diâmetro, 

formando pequenas e finas crostas sobre o substrato (LITTLER & LITTLER 2000). Além das 

características morfológicas, P. fragile tem uma distribuição mais ampla que S. episporum, 

tendo sido registrada ao longo de toda a costa brasileira, desde o Ceará até o Rio Grande do 

Sul (MENEZES et al. 2015), o que sugere uma maior plasticidade dessa alga em colonizar 

desde águas tropicais até águas subtropicais. Evidencia também, a sua capacidade de habitar 

toda a plataforma continental brasileira, passando por todas as características oceanográficas 

que agem sobre a sua extensão. Isso indica que é possível distinguir ambas as espécies 

encontradas para o Ceará tanto visualmente quanto por características ecológicas. 

Estudos anteriores sugeriram uma diversidade composta por uma maior variedade de 

espécies do que as encontradas no presente trabalho (SISSINI, 2013), isto pode indicar uma 

diversidade ainda não revelada para o litoral do Piauí e do Ceará, porém, é necessário uma 

maior abrangência de locais de amostragem e um maior número de amostras. 

O presente trabalho registra a primeira ocorrência de algas calcárias não articuladas para o 

estado do Piauí. Já para o estado do Ceará, marca o primeiro registro do gênero 

Phymatollithon, até então registrado apenas para São Paulo e Santa Catarina (MENEZES et 

al., 2015). Este resultado pode ser um indicador de baixa diversidade para o táxon no Ceará. 

No entanto, é preciso levar em consideração o número baixo de sequências consideradas no 

presente estudo. Novos levantamentos são necessários para então haver confirmação a 

respeito da diversidade dos estados. 
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6. CONCLUSÃO 

No presente trabalho foram identificados 04 espécies de algas vermelhas não articuladas, 

pertencentes a 03 gêneros: Sporolithon episporum, Pneophyllum fragile e Phymatolithon sp. 

(CE) e Sporolithon episporum e Sporolithon sp.1 (PI). 

As sequências de Sporolithon episporum e Pneophyllum fragile apresentaram bons 

alinhamentos com sequências disponíveis do GenBank. 

A espécie Sporolithon sp.1 da Praia de Luis Correia mostrou uma necessidade de estudos 

complementares para sanar as dúvidas em relação a sua classificação, e conferir a 

possibilidade de espécies novas, uma vez que há divergência entre a amostra de Paracuru e 

Luis Correia quando comparadas entre si e com outras amostras já registradas ao longo da 

costa brasileira. 

O Nordeste semi-árido apresenta uma diversidade baixa em relação a estados como Bahia 

e Espirito Santo, responsáveis pela maior diversidade de algas marinhas no Brasil (Menezes et 

al. 2015). Porém, este é o primeiro estudo que identifica a possível ocorrência de Sporolithon 

sp. para o estado do Piauí. 

Os dados moleculares se mostraram suficientes para identificação de espécies de algas 

calcárias vermelhas no Ceará e Piauí, porém a utilização de mais marcadores moleculares e 

estudos morfológicos pode auxiliar a refinar os dados de diversidade. 
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