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Introducéo

Os metabdlitos secundarios originarios de macroalgas bentdnicas, apresentam
numero bastante relevante (Blunt, et al. 2010) e, correspondem a cerca de 20% de todos
0s metabolitos secundéarios encontrados em organismos marinhos (Faulkner, 2000). As
macroalgas pardas apresentam mais de 1.000 metabdlitos secundarios isolados, sendo a
familia Dictyotaceae a mais prolifica fonte, principalmente de terpenos (Maschek et
Baker, 2008). Sdo conhecidos aproximadamente 300 diterpenos, isolados de espécies
coletadas em ambientes tropicais, subtropicais e temperados quentes de todo 0 mundo
(Vallim et al.2005), sendo os géneros Dictyota J. V. Lamouroux e Canistrocarpus De
Paula et. De Clerck excelentes fontes destes compostos, apresentando propriedades

biologicamente ativas (Teixeira et Kelecom, 1988; De Paula et al.2011).

Do ponto de vista quimico, a sintese dos diterpenos é proposta pela rota
biossintética do é&cido mevalénico com a formacdo do precursor comum o
geranilgeraniol, dando origem a diferentes grupos de esqueletos quimicos (Fig.1).
Dentre eles, o grupo | é formado a partir da primeira ciclizagdo entre os carbonos 1 e 10,
dando origem a uma série de produtos, como o guaiano prenilado, bastante comum
entre as Dictyota (Fenical, 1980; Teixeira et Kelecom, 1989). O grupo Il é formado pela
primeira ciclizacdo dos carbonos 1 e 11, e pode ser dividido nos grupos lla e Ilb. O
grupo lla é caracterizado pela producdo de dolabellanos, dolastanos Ila e derivados,
ocorrendo também nas algas do género Dictyota (Cavalcanti,1998). Os diterpenos de
Canistrocarpus sao do tipo dolastanos I1b e secodolastanos, estes ocorrem somente nas
espécies deste género (Teixeira et Kelecom 1988; De Paula et al., 2001; Oliveira et
al.2008). Embora os grupos lla e 1lb apresentem esqueletos do tipo dolastanos ndo ha

registro de co-ocorréncia de metabdlitos destes dois tipos em uma mesma espécie, o que
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demonstra a caracteristica conservativa das linhagens metabolicas. Por fim, produtos do
grupo 11 sdo originados pela ciclizacdo do precursor entre os carbonos 2 e 10 e ocorrem
simultaneamente na mesma espécie com produtos do grupo | tipicos do género

Dictyota.

Os grupos quimicos oriundos do metabolismo secundario dessas algas
apresentam-se distribuidos diferentemente nos oceanos, sendo 61% de estruturas de

diterpenos com esqueleto dolastano, no Oceano Atlantico (Vallim et al. 2005).

17 OH 19 20 Group 11 ¢
geranilgeraniol \
8 Y
A Group II ’

1
2 2
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Fig.1. Esquema com proposta biossintética dos diterpenos dos géneros Dictyota e

Canistrocarpus segundo Vallim et al. (2005).

Os processos mediados pelos metabdlitos secundarios determinaram 0 sucesso
dos organismos e o0 aumento da biodiversidade nos sistemas, sendo de fundamental

importancia adaptativa (Hay et Fenical, 1996), atuando ativamente nas interacGes



ecologicas. Uma das mais importantes funcdes desses metabdlitos esta associada a
defesa quimica contra consumidores e competidores no ambiente, sendo descritos por
diversos autores e estudados quanto ao seu potencial anti-herbivoria (Hay et Fenical
1988, Pereira et al. 2004, Vallim et al. 2007; Araujo, 2012), anti-incrustante (Da Gama
et al. 2008; Bianco et al. 2009), alelopético, na competicdo por espaco (Bak et al. 1984;
Aceret et.al, 1995; Boyd et al.1999; Cetrulo et al. 2000; Box et al., 2007; Birrel et al.
2008) e permitir o aumento no sucesso reprodutivo de alguns organismos (Sammarco et
Coll, 1992; Boland, 1995), possibilitando a conquista de novos ambientes, por parte das
macroalgas produtoras. Outras abordagens apontam para as caracteristicas ambientais
como fator preponderante na sintese diversificada de produtos naturais. Nesse contexto,
fatores de estresse ambiental, como temperatura (Joshi et al.1975), luminosidade (Pavia
et al. 1997), dessecacdo (Cronin et Hay, 1996), entre outros, podem ser capazes de
influenciar o metabolismo secundario das macroalgas e portanto a sintese guantitativa
desses produtos em questdo, que pode ser bastante dinamica. Ja a variabilidade
qualitativa desses compostos, representada pelos tipos de compostos presentes, tende a

ser mais conservada (Masuda et al. 1997).

Alguns modelos foram propostos para explicar os padrfes de variacdo e
abundancia de metabodlitos secundarios em macroalgas marinhas, entre eles esta o
Modelo de Defesa Otima (MDO), que relaciona a producdo de metabdlitos de defesa
com a pressdo de herbivoria do ambiente, numa relacdo de custo-beneficio, em
detrimento da sintese de outros produtos ou realizacdo de atividades como
desenvolvimento e reproducdo (Cronin, 2001). J& o Modelo da Variagdo Espacial de
Consumidores (MVEC), postula que em areas com maior impacto de herbivoria, plantas

quimicamente defendidas sdo evolutivamente mais persistentes do que aquelas nédo



defendidas (Hay et Steinberg, 1992). Em ambientes de grande estresse, ocorre a
diminuicdo na producdo de metabolitos secundarios e, portanto o aumento na
susceptibilidade (e.g. doencas) desses organismos, sendo explicado esse fato pelo

Modelo de Estresse Ambiental (MEA) (Cronin, 2001; Van Alstyne et al. 2001).

A espécie Canistrocarpus cervicornis, € conhecida por sintetizar diterpenos do
tipo dolastanos Ilb e secodolastanos (Teixeira et Kelecom 1988; De Paula et al. 2001,
De Paula, 2007; Oliveria et al.2008), e esses produtos apresentam diversas atividades
bioldgicas como a interacdo com potenciais herbivoros (Pereira et al. 2002), como
antiviral, incluindo o virus da herpes humana e o virus HIV-1 (Vallim et al. 2010),
antibidtica, contra leishmaniose (Santos et al. 2011) e citotoxica representando desta
forma uma fonte de recursos que podem ser explorados pela ciéncia e sociedade (De

Paula et al. 2011).

As algas do género Canistrocarpus, devido a sua anatomia simples tém
demonstrado ser de dificil identificacdo. A plasticidade fenotipica desse género também
é um fator problematico na distincdo entre suas espécies e outras macroalgas de grupos
préximos, que também apresentam alta plasticidade (e.g. Dictyota). Portanto, se faz
necessario o uso de ferramentas outras, para facilitar a identificacdo das espécies, como
a biologia molecular e a quimica de produtos naturais, além da taxonomia tradicional.
Ou seja, através das comparagdes entre as sequéncias de DNA, conhecimento de
atributos morfoldgicos, que remete a técnica de “DNA barcoding” (Stoeckle, 2003), e
ainda o perfil quimico de produtos naturais do grupo, tornado possivel a identificacéo
de padrdes mais especificos para cada entidade taxonémica, facilitando, portanto a

descricdo e até mesmo descoberta de novas espécies.
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A descricdo do género Canistrocarpus, cujas espécies estavam antes
circunscritas no género Dictyota, foi obtida desta forma, integrando as ferramentas
molecular e taxonomia morfoldgica sendo confirmadas pelas assinaturas quimicas,
unicas das espécies deste género (De Clerck et al. 2006). Diferencas moleculares,
morfologicas (presenca de coroa de células) e quimicas (presenca de diterpenos do
grupo llb - dolastanos e secodolastanos), formaram portanto este novo género, dando
origem as novas espeécies, C. crispatus (Lamouroux) De Paula et De Clerck, C.
magneanus (De Clerck et Coppejans) De Paula et De Clerck e Canistrocarpus
cervicornis (Kitzing) De Paula et De Clerck.

O presente estudo tem como objetivo avaliar o perfil quimico e molecular de
individuos de Canistrocarpus cervicornis correlacionando-os a anatomia da macroalga,
identificando assim, variacGes biogeograficas ao longo da costa brasileira nesta espécie.
Através dessas analises, foi possivel verificar que existe uma Alta variabilidade
quimica em populagdes de Canistrocarpus cervicornis (Dictyotaceae, Phaeophyceae)
da costa brasileira em oposicdo a baixa diversidade morfoldgica e molecular,
discutindo a influéncia de fatores ambientais na expressdo fenotipica da macroalga

estudada.
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Alta variabilidade quimica em popula¢des de Canistrocarpus cervicornis
(Dictyotaceae, Phaeophyceae) da costa brasileira em oposicéo a baixa diversidade

morfoldgica e molecular.
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Resumo

Trés populacGes da alga parda Canistrocarpus cervicornis afastadas entre si por até
1800 quilémetros, foram quimicamente analisadas através de Cromatografia Gasosa
acoplada a um Espectrémetro de Massas (CG/EM). Os extratos brutos em acetato de
etila forneceram um total de treze diterpenos detectaveis, baseados no esqueleto
dolastano. A comparacdo dos padrdes de fragmentacdo com dados disponiveis na
literatura permitiu a confirmagdo do diterpeno 4,7-diacetoxi-14-hidroxidolastano-
1(15),8-dieno como produto majoritario em todas as populacbes. A despeito da
coincidéncia do produto mais abundante, uma significativa variacdo quantitativa deste e
dos demais produtos foi detectada entre as trés populagfes. A plasticidade encontrada
do ponto de vista quimico ndo acompanhou a morfologia que manteve um padrdo
conservado em toda costa. De maneira similar sob o ponto de vista molecular,
baseando-se nos genes plastidial rbcL e mitocondrial nadl, ndo foram registradas
variacOes significativas entre as populacGes brasileiras e apenas uma variagdo muito

pequena entre populagdes transoceanicas.

Palavras-chave: quimiodiversidade, rbcL, nadl, CG/EM, diterpenos, filogenia.
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Abstract

Three populations of the brown seaweed Canistrocarpus cervicornis spaced up to 1800
km, were chemically analyzed by Gas Chromatography coupled to a Mass Spectrometer
(GC / MS). The crude extracts (ethyl acetate) provided a total of thirteen detectable
diterpenes based dolastane skeleton. The analysis of fragment patterns allowed the
identification of diterpenoid 4,7-diacetoxy-14-hidroxidolastano-1 (15), 8-diene as the
major product in all populations. A high variation on the concentration of this and other
products was detected among the three populations. The phenotypic plasticity found in
chemical data did not found correspondence with morphology that exhibited a
conserved pattern along the coast. In a similar way, the molecular data based on plastid
genes rbcL and mitochondrial nadl shows no difference between Brazilian population

and little molecular transoceanic variations.

Key words: chemodiversity, rbcL, nadl, GC/MS, diterpenes, phylogeny.
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Introducéo

Estudos quimicos sobre os produtos naturais de algas da familia Dictyotaceae
demonstram uma alta riqueza de metabdlitos e uma fonte importante de diterpenos
biologicamente ativos [1]. Em destaque, estes diterpenos tém sido relatados como
produtos de defesa e sinalizacdo quimica [2,3,4], podendo ainda apresentar atividades
citotoxica, antiviral e antibiotica, sendo fonte de recursos interessantes para a ciéncia e
sociedade [1]. Assim como o sequenciamento molecular, que tém revolucionado a
sistematica de macroalgas desde a sua primeira aplicacdo na década de 1990 [5], os
produtos naturais podem também atuar como marcadores taxonémicos [6,7]. A
descricdo do género Canistrocarpus De Paula et. De Clerck, cujas espécies antes
pertenciam ao género Dictyota J. V. Lamouroux foi baseada em dados morfologicos e
moleculares, bem como confirmada pelas assinaturas quimicas que sdo Unicas das
espeécies deste género [8]. Diferencas moleculares, morfolégicas (presenca de coroa de
células circundando os esporangios) e quimicas (presenca de diterpenos do grupo Ilb -
dolastanos e secodolastanos), formaram portanto este novo género, composto pelas
espécies, C. crispatus (Lamouroux) De Paula et De Clerck, C. magneanus (De Clerck et
Coppejans) De Paula et De Clerck e Canistrocarpus cervicornis (Kitzing) De Paula et
De Clerck. Esta Ultima apresenta ampla distribuicdo por regides trans-oceanicas,
estando presente em toda a costa brasileira [9]. InvestigacOes a cerca de espécies de
macroalgas como esta, cosmopolitas, podem oferecer insights sobre processos
evolutivos e ecologicos no ambiente bentdnico marinho [10,11]. A baixa diversidade
genética entre populacdes distintas geralmente é relacionada a processos de dispersédo
contemporaneos ou invasdes, enquanto a alta diversidade genética reflete o efeito de
eventos historicos que provocam descontinuidades nas populacdes e isolamentos

geograficos [12]. No presente estudo, foram coletados individuos de C. cervicornis de
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trés diferentes localidades na costa brasileira. As algas foram analisadas através do
método de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectometria de Massas (CG/EM),
obtendo produtos naturais que sdo comumente utilizados para fins quimiotaxonémicos
[13, 14, 15, 16,17], associado ao estudo molecular baseado nos genes plastidial rbcL e
mitocondrial nadl. Desta forma, o estudo registra as variagbes das caracteristicas
morfologicas, quimicas e moleculares dos espécimes de C. cervicornis em relacdo a
variacdo biogeografica, que abrange cerca de 14 graus de latitude cobrindo 1800
quildmetros da costa oeste do Oceano Atlantico Sul perpassando pelas zonas tropical e
temperada quente segundo a classificacdo de ecoregides marinhas [18]. A populacdo
mais ao sul pode ser também considerada como pertencente a uma regido dessa area de
transicdo (ecdtono) entre a regido tropical ao norte e temperada quente mais ao sul. A
area de transicdo entre essas diferentes ecoregiGes é reconhecida como uma barreira
biogeogréafica a grande parte da flora de macroalgas da costa oeste do Atlantico Sul
[19], mas e também dentro desse ecotono que ocorre uma grande diversidade de

organismos com afinidades tropicais e temperadas [20].
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Materiais e métodos

Amostragem

Espécimes de Canistrocarpus cervicornis foram coletados no inverno de 2012 em trés
diferentes regides ao longo da costa do Brasil (oeste do Atlantico-sul), nas seguintes
localidades: (1) Prainha (22°57'6"S e 42°0'14"W), Arraial do Cabo, Rio de Janeiro (RJ);
(2) Praia da Penha (12 59' 27" S e 38 37' 29" W), Santa Cruz, Bahia (Ba); (3) Muro Alto
(08 25' 45"S e 34 58' 40" W), Ipojuca, Pernambuco (Pe). As localidades estdo separadas
por cerca de 1380 Km (1-2) e 475 Km (2-3), sendo a distancia total aproximadamente
de 1800 Km. As algas foram coletadas em profundidades que variaram entre 1 a 2
metros na coluna d’agua. Os individuos utilizados no estudo estdo depositados no
herbario da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro - HUNI. Os individuos
de C. cervicornis coletados em cada localidade, foram separados em trés partes sendo a
primeira seca em silica gel e levada ao laboratério para andlise quimica, a segunda,
também seca em silica gel e congelada em freezer -80°C para analise molecular e a
ultima fixada em solugdo de formalina 4% para estudos taxondmicos. Dados de

herbivoria foram coletados em bases de dados disponiveis na internet (e.g. fishbase).

Analise Morfoldgica

As analises morfologicas foram baseadas nas medidas obtidas de cada individuo de
diferentes populacdes, tais como, o comprimento total e largura do talo, medidas
celulares através de cortes histologicos no apice, meio e na base das algas, com auxilio
de lamina de aco e microscopio estereoscopio Olympus CX40, dos quais foi possivel
mensurar a altura e largura das células corticais e medulares. Além das medidas foram

realizadas observacOGes a cerca da coloracdo, tipo de ramificagdo, forma do apice,
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presenca de proliferacGes e verificacdo do estagio de vida das algas, para avaliacdo da

variabilidade morfoldgica dos individuos nas populagdes estudadas.

Analise Quimica

Extracdo

Vinte miligramas de massa seca de cada individuo, sendo utilizados trés individuos por
populacdo amostrada, foram macerados com pistilo em microtubos de 2 mL e
adicionado 1,5 mL de acetato de etila (C4HgO;), a mistura foi levada para extracdo em
ultrassom de imerséo por 10 minutos a temperatura ambiente (25 °C). O extrato obtido
foi filtrado em membrana de celulose regenerada Minisart® RC15, com malha de 0.45
um. O extrato bruto obtido apresentou coloracdo que variou do verde claro ao verde

oliva.

Analise CG / EM:

As anélises foram realizadas em Cromatografo ©Agilent em fase gasosa modelo 6890n
acoplado a espectrometro de massas modelo 5973n com injetor automatizado modelo
7683, equipado com coluna db-5ms 30m 0.250 mm de didmetro interno e 0.250 um de
espessura de filme. O gas carreador foi hidrogénio ao fluxo de 1,3 mL/ min. As
amostras foram injetadas com divisdo de fluxo (Split), na razéo de 1:10. O método
empregou temperatura inicial de 141°C com taxa de aquecimento (rampa) de 2,74°C/
min. até atingir 278°C por 50 minutos. As temperaturas do injetor e detector foram
fixadas a 270°C e 325°C, respectivamente. Foram feitas 4 réplicas por amostra injetada,

de 3 individuos por populacdo (RJ, BA, PE). Os cromatogramas gerados foram
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analisados com auxilio do software Open Chrome® para deteccdo dos produtos de
interesse em cada individuo/populacdo. Os espectros de massas obtidos foram
comparados com o0s contidos na biblioteca Wiley (~229.000 espectros) sem

correspondéncia acima de 20%.

Tratamento dos dados

O extrato bruto submetido ao CG/EM forneceu as areas dos picos cromatograficos
correspondentes a cada diterpeno e aqui tratada como abundancia relativa de cada
produto. A média das areas das réplicas correspondentes a cada produto detectado foi
submetida a Analise de Componentes Principais no software Primer® 6, versdo 6.1.13,
buscando ilustrar as diferencas populacionais de C. cervicornis nas diferentes
localidades amostradas. Foi realizada também uma andlise de variancia, seguida do teste
de Dunn no software SigmaPlot® versdo 11, para verificar a significancia da diferenca
dos produtos naturais entre populages. Apenas os 13 produtos mais abundantes para
cada populacdo foram utilizados nesta analise, uma vez que os demais produtos nao

puderam ser claramente distinguidos da linha de base da cromatografia.

Analise Molecular

O DNA gendmico total de C. cervicornis foi extraido seguindo uma versdao modificada
do protocolo 2X CTAB (brometo de trimetil-hexadecil amonio catidnico), descrito por
De Clerck et al. (2001) [21]. O DNA total foi usado para amplificagdo de fragmentos de
DNA mitocondrial (subunidade NADH desidrogenasel -nadl) e plastidial (subunidade

maior da 1,5 Ribulose bifostafo-carboxilase/oxigenase-RuBiSCO LSU - rbcL) através
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da reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction — PCR), segundo
protocolo adaptado de Tronholm et al. 2010 [22]. Os genes mitocondrial e plastidial
foram amplificados e sequenciados utilizando os primers descritos por Tronholm et al.
2010 [22]. A edicdo, alinhamneto e analise filogenéticas de Méaxima Verossimilhanca
(ML) foram realizadas no software MEGAG6 [23]. A ML, contendo 13 sequéncias e
correspondendo a 7 taxons, utilizou 0 modelo de substitui¢do nucleotidico de Kimura-2-
parameter e método de busca heuristica de Nearest-neighbor-interchance (NNI) com

1000 replicacGes de bootstrap.
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Resultados e Discussao

Diversos estudos que pretendem elucidar a variagdo quimica de espécies em diferentes
populacdes, ndo apresentam de fato informagdes muito robustas, porque geralmente as
avaliacOes realizadas se baseiam em extratos obtidos a partir de uma massa coletiva de
muitos individuos da mesma espécie. Este estudo representa um refinamento nas
analises, com a obtencdo dos dados de abundéancia relativa obtidos de cada espécime
dentro de cada populacdo. Esses produtos naturais foram identificados através da
comparacdo dos padrdes de fragmentacdo de seus espectros de massa com o0s da
literatura disponivel [24].

Os espectros de CG/EM dos extratos brutos das trés populac6es amostradas revelaram a
presenca de 13 principais produtos, que sdo compartilhados entre todos os individuos
dentro de todas as populacdes geograficas o que reafirma o importante papel dos
produtos naturais como marcadores taxondmicos [6]. O mesmo produto majoritario com
tempo de retencdo de 33,36 minutos (produto 9) na Tabela 1 foi encontrado nas trés
populagdes, sendo este o diterpeno 4,7-diacetoxi-14-hidroxidolastano-1(15),8-dieno
(Fig.1) confirmado através da comparacdo dos padrbes de fragmentacdo com dados
disponiveis na literatura [4,24,25,26]. O produto com tempo de retencdo de 29,32
minutos (produto 7) foi o segundo mais abundante em todas as populagdes. A
abundancia relativa média dos dois produtos majoritarios na populacdo mais ao norte da
zona tropical diferiu significativamente (p<0,01) das outras duas populagdes. Ao norte
da zona tropical (Pe) a abundéncia relativa do produto majoritario é cerca de, 2,8 vezes
maior do que na populacdo 475 Km ao sul (Ba) e cerca de 8,1 vezes maior quando se
trata do segundo produto mais abundante. Em relacdo a populacdo austral (RJ) a 1800

km, as algas ao Norte da Zona Tropical apresentaram cerca de 2,5 vezes maior
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abundancia do majoritario e 2,9 vezes mais do segundo produto majoritario. Os demais
produtos estiveram presentes em menor quantidade ou apresentaram apenas algum traco

nos extratos brutos estudados (Tabela 1).

bAc

Fig.1. Estrutura proposta para o produto majoritario o diterpeno 4,7-diacetoxi-14-

hidroxidolastano-1(15),8-dieno segundo Bianco et al. (2010) [4].

Tabela 1: Diterpenos de Canistrocarpus cervicornis separados em Tempos de Retengédo
(RT) e suas respectivas abundancias relativas (somatério da abundancia dos produtos

representativos =100%).

Produto  *RT RJ Ba Pe
1 23,06 t t t
2 27,52 0 t 0
3 27,80 t t t
4 27,97 t t t
5 28,20 0 t t
6 28,77 0 0 t
7 29,32 p p p
8 32,88 0 t t
9 33,36 m m m

10 33,56 t t t
11 34,16 a t p
12 34,44 0 t t
13 35,11 t t 0

* RT = tempo de retencdo dos produtos, em minutos. m = majoritario (>40%), a =
abundante (20-40%), p = presente (20-8%), o0 = ocasional (2-7%), t = trago (<2%).

Produtos mais abundantes em negrito.
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A PCA [27,28] mostrou que as populacdes apresentam-se desiguais com relacdo
principalmente a abundancia relativa do majoritario (produto 9) e o segundo majoritario,
(produto 7). Elevadas abundancias relativas destes dois produtos influenciaram a
posicdo das populacbes Tropicais ao longo do eixo 1 da PCA (Fig.2). Embora distando
menos de 500 km a populacdo de Pe apresentou a maior abundancia relativa dos
produtos 9 e 7 enguanto Ba apresentou as menores abundancias. O eixo 1 foi
positivamente influenciado pela abundancia dos dois produtos citados acima enquanto o
eixo 2 foi influenciado positivamente pela abundancia relativa do produto 11, muito
abundante na populacdo da zona Temperada Quente (Tabelal). A populacdo da regido
Temperada Quente (RJ) apresentou caracteristica singular na qual a abundancia relativa
de um ndmero maior de produtos faz com que esta populacdo se destaque das outras
duas (Quadro 1 e Fig.2). Esta populacdo, por estar situada na borda entre as zonas
Tropical e Temperada Quente, sendo pertencente a um ecotono [29]. Desta forma,
estaria submetida a uma maior variabilidade ambiental e assim, provavelmente uma
maior abundancia relativa de outros produtos [30]. Nossos dados parecem corroborar
com esta possibilidade, embora um nitido padrdo quanto a maior abundancia relativa do

majoritario na zona Tropical ndo tenha sido encontrado.
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Fig.2. Analise de componentes principais (PCA): projecdo discriminatoria dos produtos
encontrados, para as trés populacdes amostradas: Tropical (Ba) Bahia e (Pe)

Pernambuco e Temperada Quente (RJ) Rio de Janeiro.

A sintese quantitativa de produtos naturais pode ser bastante dindmica, podendo sofrer
influéncia de fatores ambientais, em contraste com o processo de variabilidade
qualitativa (tipos de produtos presentes) que tende a ser mais conservador [10]. Segundo
0s pardmetros observados e mensurados, os locais ndo apresentaram diferengas quanto a
dindmica de ondas, salinidade, profundidade de coleta e turbidez (dados suplementares),
que poderiam induzir a plasticidade quimica encontrada. A temperatura relacionada a
populagéo da zona Temperada Quente se mostrou inferior a das outras populagdes,
inseridas na zona Tropical. A diferenca de temperatura corrobora a hipétese de que

diferentes condi¢cGes ambientais possam contribuir para a variabilidade na abundancia
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de produtos naturais entre localidades diferentes [31]. A populacdo da zona Temperada
Quente apresentou maior diversidade de produtos naturais, representada pela
abundancia mais equitativa entre esses, sendo 41% representada pelo majoritario e
outros 59% distribuidos pelos demais produtos encontrados. Nas demais populacdes o
majoritario representou mais da metade da abundéncia de todos os produtos (84% na
Bahia e 57% em Pernambuco), que pode ser reflexo da temperatura mais elevada,
encontrada nessas localidades. O fator estresse de temperatura € preponderante sobre
tudo na regido de Arraial do Cabo, RJ, que sofre influéncia do fenémeno da
ressurgéncia, na qual o afloramento da ACAS (Agua Central do Atlantico Sul), na
plataforma continental, diminui significativamente a temperatura da 4agua,
principalmente nas estacOes de primavera e verdo [32]. As coletas foram realizadas no
inverno em todas as localidades, para minimizar a influéncia da variacdo de
temperatura. No inverno em Arraial do Cabo, os ventos nordeste diminuem de
intensidade e a ACAS recua em direcdo a margem da plataforma, tornando a
distribuicdo da temperatura na zona costeira, mais homogénea, com aguas entre 20°C e
25°C. Segundo Joshi et al.(1975) [33], a temperatura & capaz de influenciar o
metabolismo secundario das macroalgas, desta forma, talvez a influéncia da ACAS
possa se perpetuar sobre as populacBes locais (mesmo no periodo intermediario entre
um fendmeno e outro), em relacdo ao metabolismo secundario de C. cervicornis,
refletindo em uma maior diversificacdo de produtos, e em consequéncia uma maior

abundéancia desses, conforme observado na Figura 3.
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Fig. 3. Mapa da costa brasileira ilustrando as populacGes geogréficas e seus respectivos
cromatogramas, apresentando a diversidade e abundancia dos produtos naturais
encontrados. Sendo o cromatograma representativo da populagéo tropical mais ao norte,
Pernambuco (Pe); cromatograma representativo da populacdo Tropical mais ao sul,
Bahia (Ba); (c) cromatograma representativo da populacdo Temperada Quente

(ecétono) Rio de Janeiro (RJ). (Tempo de retengdo entre 27,4 minutos e 35,15 minutos).

Os produtos naturais apresentam diversas fungdes, entre elas se destaca a de defesa para
0s organismos que os produzem [34]. Sendo assim a variabilidade dos metabolitos
secundarios também pode estar associada a pressdo de herbivoria sofrida no ambiente.
Esta hipotese foi analisada correlacionando a abundancia total dos produtos naturais a
abundancia de peixes herbivoros que ocorrem na plataforma continental (batimetria até

200m de profundidade). A familia Pomacentridae é a mais representativa em numero de
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especies, estando fortemente relacionada aos costdes rochosos e recifes em
profundidades compativeis aquela de ocorréncia de C. cervicornis. A populacdo de
Pernambuco que possui maior abundancia relativa de produtos e também do
majoritario, esta localizada na regido de maior riqueza de espécies destes peixes entre as
populacdes estudadas. Para a Bahia foi apresentada grande riqueza de peixes
herbivoros, sobretudo de Pomacentridae, semelhante a Pernambuco. Apesar da
abundancia de seus produtos ter sido cerca de trés vezes menor que a encontrada na
populacdo Tropical mais ao norte (Pe). E notavel a abundancia relativa superior do
majoritario na populacdo da Bahia, que representa sozinho 84% da abundancia total de
seus produtos, o que pode ser um indicio de que essa substancia sozinha atue de forma
efetiva contra a herbivoria por peixes na zona Tropical. Rhoades, (1979)[35] postula
que o organismo sO produz defesas de forma diretamente proporcional ao risco de
predacio numa relacdo de custo-beneficio (Modelo de Defesa Otima), em detrimento de
outras substancias ou atividades. Na presenca de predadores, o nivel de defesa pode ser
maior e direcionado, podendo explicar a variacdo entre populacdes e entre individuos de
uma mesma populacdo [36]. Hay et Steinberg (1992) [37], apresentam o Modelo da
Variacao Espacial de Consumidores no qual assumem que em areas com maior impacto
de herbivoria, plantas quimicamente defendidas s&o evolutivamente mais persistentes
do que aquelas ndo defendidas. Ou seja, macroalgas de ambientes com forte pressao de
herbivoria s&o potencialmente mais atacadas e, por isso, mais defendidas.

De maneira analoga, entre as trés populacOes, aquela localizada mais ao sul, na zona
Temperada Quente (RJ), apresentou abundancia do produto majoritario cerca de duas
vezes menor que Pernambuco, e a0 mesmo tempo, maior variedade de produtos em
maior concentracdo. A populagéo da regido Temperada Quente (ecotono) pode néo estar

submetida a predacdo por uma maior diversidade de peixes herbivoros, mas a uma
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maior variabilidade ambiental (temperatura) ou diversidade de herbivoros de outros
filos cujos dados precisam ser explorados.

Outro fator gerador de diferencas do ponto de vista quimico entre populagdes seria a
estrutura etaria ou fase da vida dos espécimes estudados, no entanto, s6 foram utilizados
nesse estudo individuos adultos e esporofiticos, portanto podemos excluir idade e
estagio de vida como fonte de variacdo, no presente trabalho.

Os genes utilizados, nadl (mitocondrial) e rbcL (plastidial), ndo exibiram diferencas
moleculares que pudessem fornecer alguma estrutura populacional separando as trés
populacdes analisadas. Foi observada uma substituicdo para o gene nadl, em um
individuo apenas, na populacdo de Pernambuco, mas pelo fato de estar em uma regido
microssatélite, ela ndo foi considerada nesta andlise. Entre as populacdes de C.
cervicornis do Atlantico Sul Oeste (Brasil), e a populacdo da costa Leste do Oceano
Atlantico Norte (Ilhas Canarias), houve apenas 3 sitios polimorficos para o gene nadl
em 686pb analisados (p distance= 0,000). Entre C. cervicornis do Atlantico Sul Oeste
(Brasil) e amostras das Filipinas também foram observados apenas 3 sitios com
polimorfismo para o gene rbcL com 1553pb analisados (p distance= 0,002). Na
comparagio com a amostra do Oceano indico (Tanzénia), foram encontrados 9 sitios
polimérficos, também para o gene rbcL (p distance= 0,005). Entretanto os dados foram
capazes de separar Canistrocarpus cervicornis de C. crispatus, duas espécies muito
proximas do ponto de vista morfologico. Considerando o gene rbcl, as duas espécies
cogenéricas apresentaram 74pb (p distance= 0,1) divergentes quando comparadas
amostras do Atlantico Sul Oeste (Brasil) e do Leste do Oceano Atlantico Norte
(Canarias). Em relagdo ao gene nadl, estas duas espécies apresentaram entre si apenas
15pb de diferenga para as mesmas localidades. Em relagdo a Dictyota dichotoma,

espeécie tipica do género, na analise feita com o gene rbcL (1081pb) houve 113 sitios
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variantes. Desta forma, foi possivel verificar ndo s6 a separacdo entre as espécies de
Canistrocarpus, mas ressaltar também a diferenca quantitativa de locos polimorficos

entre os diferentes géneros (Fig. 4).

B4 . _ .
Canistrocarpus cemnvicomis Brasil Ba

{ Canistrocarpus cervicomis Brasil R
Canistrocarpus cervicornis Brasil pe
g7 |Canistrocarpus cenvicomis Filipinas(1)

’7 Canistrocarpus cenicornis Filipinas (2)
100

Canistrocarpus cenicornis Filipinas(3)

=
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30
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—
001

Fig 4. Arvore filogenética baseada no gene rbcL, obtida por Maxima Verossimilhanga.
NUmeros nos noés indicam valores de bootstrap (1000 replicacdes). Grupos externos
utilizados para enraizar a avore (Outgroups): Dictyota spp, Rugulopteryx okamurae,

Padina pavonica.

As observacBes e medidas feitas nos individuos das trés populacBes amostradas
demonstraram um mesmo padrdo em relagdo as caracteristicas morfoldgicas. Quanto ao
estdgio de vida, as algas da ordem Dictyotales apresentam ciclo de vida
haplodiplobionte, com fase esporofitica e gametofitica isomorficas [38]. Neste estudo
talos gametofiticos ndo foram observados. Esta auséncia foi também verificada por
outros autores[39,40]. Para este dltimo autor, a auséncia de talos gametofiticos sugere

que a persisténcia das populacdes deve ser dependente da reproducdo assexuada e que
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pode haver apomeiose, o que levaria a formacdo de populacBes esporofiticas
consecutivas sem a ocorréncia de gametofitos. Outras Dictyotales como Padina
pavonica (Linnaeus) Thivy ja apresentaram este comportamento reprodutivo em cultivo
[41]. Desta forma, a notavel variacdo quimica registrada entre as populacfes contrasta
com a auséncia de variacdo genética para os genes rbcL e nadl e a monotona
morfologia que praticamente nao variou.

O uso do CG/MS permitiu acessar a quimiodiversidade quali-quantitativa de diterpenos
em populacdes de Canistrocarpus cervicornis geograficamente distantes. Esta
abordagem foi acompanhada do uso de marcadores moleculares e morfoldgicos. Estes
dois ultimos mostraram-se altamente conservados enquanto os produtos naturais
apresentaram grandes varia¢fes quantitativas. Variagdes ambientais sdo evocadas para

explicar as diferencas quanto a expressao quimica encontrada entre as populagdes.
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Dados suplementares:

Tabela S1: Quadro comparativo dos padrdes de fragmentacdo dos produtos encontrados

em Canistrocarpus cervicornis através da analise de CG/EM.

Produto

*RT

Padréo de fragmentacgdo
(principais picos)

Padréo (Oliveira et al. 2008)

Férmula
molecular

23,058

243,162, 135, 121, 107,93, 79,55, 44
(pico base).

27,521

286, 271, 268, 253, 243, 230, 225,
197, 183, 169, 157, 149,133, 121,
119,109, 107, 105, 95, 93,91, 81,
79, 69, 55, 44, 43(pico base).

286, 271, 268, 261, 253, 243,
230, 225, 149, 133, 121, 119,

109, 107, 105, 95, 93, 81, 69, 55,

43 (pico base)

C22H3,0;

27,799

300, 232, 147, 136 (pico base), 133,
121, 119, 107, 105, 94, 93, 91, 79,
44, 43,41,

27,968

288, 284, 241, 201, 199, 185, 173,
165, 161, 157, 149, 147, 145, 136,
133,131, 129, 121, 119, 117, 95, 91,
79, 55, 44 (pico base), 43.

28,201

286, 271, 243, 225, 175, 159, 151,
149 (pico base), 148, 135, 123, 121,
119, 109, 107, 105, 95, 93, 91, 81,
79,77, 69, 55, 44,

28,766

284,241, 148, 133, 121, 119, 115,
105, 91, 44(pico base).

29,315

344, 326, 266, 251, 242, 223, 209,
157, 133, 121, 119, 105, 91, 79, 55,
43 (pico base).

344, 326, 266, 251, 242, 223,

209, 157, 133, 121, 119, 105, 91, | Cx2H3203

79, 55, 43 (pico base).

32,879

251, 219, 193, 157, 145, 133, 91, 55,
44(pico base)

33,356

345, 344, 326, 301, 288, 266, 241,
223, 199, 185, 159, 149, 133, 121,
119, 107, 105, 91, 79, 43 (pico base)

362, 344, 326, 301, 288, 266,
241, 223, 199, 185, 159, 149,
121, 107, 105, 91, 79, 43(pico
base)

C24H3406

10

33,559

284,241, 149,133, 121,91, 77,44
(pico base)

11

34,158

344, 326, 319, 301, 266, 251, 242,
241, 223, 217, 209, 199, 157, 149,
133, 121, 119, 105, 91, 79, 55, 43
(pico base)

344, 326, 266, 251, 242, 223,

209, 157, 133, 121, 119, 105, 91, | CxoH3203

79, 55, 43 (pico base)

12

34,437

284,241, 159, 149, 133, 121, 119,
105, 91, 44(pico base

13

35,108

319,301, 241, 199, 157, 119, 105, 91,
79, 44, 43(pico base)

* RT = tempo de retengdo dos produtos, em minutos.
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Figura S1: Graficos com espectros

cervicornis).

de massa (13 produtos de Canistrocarpus
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Tabela S1:Dados abidticos dos locais de coleta de Canistrocarpus cervicornis.

Dados abioticos

Local de coleta Data Maré  Sal®  TSAP PC*
Praia da Penha, Itaparica,
Salvador, Bahia 13/07/2012 1.8 34,2 27,7°C 2-3m

Praia do Muro alto, Ipojuca 24/07/2012 05 354 289°C  1-2m

Pernambuco.

Prainha, Arraial do Cabo, RIo. 11072012 10 36 241°C  1-2m

de Janeiro

A Temperatura da superficie da dgua
B Profundidade de coleta

C Salinidade
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Tabela S2: Andlise de variancia feita com os majoritarios de Canistrocarpus
cervicornis.

One Way Analysis of Variance Dependent Variable: 33,3560

Normality Test: Passed (P =0,059)

Equal Variance Test: Failed (P <0,050)

Group N Missing Median 25% 75%

RJ 13 0 3122737,243  2953776,060 3411444646
Ba 12 0 3258791,560 852554,790  4505269,689
Pe 12 0 8243210,232 7414525552  8627147,702

H = 23,718 with 2 degrees of freedom. (P =<0,001)

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Dunn's Method) :

Comparison Diff of Ranks Q P<0,05
Pe vs RJ 18,885 4,358 Yes
Pe vs Ba 18,083 4,092 Yes
Bavs RJ 0,801 0,185 No

One Way Analysis of Variance Dependent Variable: 29,3150
Normality Test: Passed (P =0,276)

Equal Variance Test: Failed (P <0,050)

Group N Missing Median 25% 75%

RJ 13 2 804379,511 416627,345  1088730,109
Ba 12 1 288329,858 82885,648 565058,778
Pe 12 0 2343961,514 1371312525  2980864,021

H = 23,735 with 2 degrees of freedom. (P =<0,001)

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Dunn's Method) :

Comparison Diff of Ranks Q P<0,05
Pe vs Ba 19,902 4,788 Yes
Pe vs RJ 12,811 3,082 Yes
RJ vs Ba 7,091 1,670 No
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Tabela S3: Localidade de coleta e nimeros de acesso GenBank das sequéncias utilizadas no presente estudo.

Espécie

Padina Pavonica(Linnaeus) Thivy

Dictyota dichotoma (Hudson) Lamouroux

Dictyota pinnatifida Kutzing

Dictyota mertensii (Martius) Kitzing

Dictyota bartayresiana J. V. Lamouroux

Dictyota adnata Zanardini

Canistrocarpus crispatus (Lamouroux) De Paula et De Clerck
Canistrocarpus cervicornis (Kutzing) De Paula et De Clerck
Canistrocarpus cervicornis (Kutzing) De Paula et De Clerck
Canistrocarpus cervicornis (Kutzing) De Paula et De Clerck
Canistrocarpus cervicornis (Kutzing) De Paula et De Clerck
Canistrocarpus cervicornis (Kutzing) De Paula et De Clerck
Canistrocarpus cervicornis (Kitzing) De Paula et De Clerck
Canistrocarpus cervicornis (Kutzing) De Paula et De Clerck
Canistrocarpus cervicornis (Kitzing) De Paula et De Clerck
Rugulopteryx okamurae (E. Y. Dawson)

Localidade de coleta

Provence, France

Helgoland, Escécia

Ilhas Canarias, Espanha

Punta Cana, Republica Dominicana
Punta Cana, Republica Dominicana
Raja Ampat, Indonesia

Ilhas Canarias, Espanha

Ilhas Canarias, Espanha

Zanzibar, Tanzania

Maribago, Ilha Mactan, Filipinas

Ilha Panglao, Filipinas

Apale, Isabel, Filipinas

Arraial do cabo, Rio de Janeiro, Brasil
Salvador, Bahia, Brasil

Porto de Galinhas, Pernambuco, Brasil
Laguna de Thau, Franca

Cadigo GenBank

nadl
EU681498

GQ425171
GQ425180
GQ425183
GQ425178
GQ425176
GQ425184

GQ425185

rbcL
EU579961
DQ472051
GQ425115
GQ425114
GQ425107
GQ425106
GQ425119

AJ287851
DQ472049
DQ472047
DQ 472073

AB096888
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