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Apresentacao

As microalgas marinhas sédo alimentos fundamentais de moluscos bivalves
filtradores (ostras, mexilhGes, vieiras, mariscos), assim como das larvas de crustaceos e
peixes 0sseos comercialmente importantes (Hallegraeff, 2002). Contudo, em algumas
situacOes, a proliferacdo destas microalgas pode ter efeito negativo, causando perdas
econdmicas para a aquicultura, pesca e turismo e ter grandes impactos sobre a salde
humana e ambiental (Hallegraeff, 2002).

Os dinoflagelados sdo organismos eucariotos cujas células mdveis possuem dois
flagelos desiguais, um transversal e outro longitudinal, que emergem de dois poros
distintos (Fensome, 1993). Metade das espécies de dinoflagelados sdo fotossintéticas,
mas o grupo inclui também organismos mixotroficos, fagotréficos, simbiontes e
parasitas (Fensome, 1993). Os dinoflagelados s&o componentes do fitoplancton e
fitobentos marinho e, portanto importantes produtores primarios; eles também ocorrem
em ambientes de &gua doce, neve e areia (Fensome, 1993; Taylor, 1987).

Entre as 5000 espécies de fitoplancton marinho existente, cerca de 300 espécies
podem ocasionalmente ocorrer em elevadas abundancias que podem descolorir a
superficie do mar (Hallegraeff, 2002). Aproximadamente 80 espécies tém a capacidade
de produzir potentes toxinas que quando acumuladas em moluscos ou peixes podem
causar envenenamento paralisante, diarréico, neurotdxico, amnésico e ciguatera
(Hallegraeff, 2002).

A ciguatera é uma doenca de origem alimentar que afeta os seres humanos, 0s
recursos marinhos e a economia ao redor do mundo (GEOHAB, 2012). A doenga é
transmitida pelo consumo de peixes recifais contendo as toxinas conhecidas como
ciguatoxinas (CTXS). Estas toxinas sdo produzidas por espécies de dinoflagelado epi-
bentbnico do género Gambierdiscus, que sdo encontradas predominantemente em

associacdo com algas nos recifes de coral em &guas tropicais, (GEOHAB, 2012). As
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ciguatoxinas sdo lipossoluveis e transferidas através da rede tréfica para peixes
herbivoros, carnivoros e finalmente, para os seres humanos (GEOHAB, 2012).

Nos ultimos anos as floragfes de dinoflagelados epi-benténicos parecem estar
afetando uma area maior do planeta. Exemplos incluem o género Ostreopsis ao longo
do Mar Mediterraneo, costa da Austrdlia e do Japdo e recentes registros de
Gambierdiscus na Micronésia, Macaronésia, Mar Mediterraneo (GEOHAB, 2012) e
Brasil (Mendes et al., 2012). A intensidade das floraces também parece ter aumentado
e em alguns lugares os eventos tem atraido a atencdo do publico para este fenbmeno
(GEOHAB, 2012). O impacto dessas floragdes tem sido observado em locais como 0
Mar Mediterraneo, onde a fauna bentonica foi visivelmente prejudicada durante uma
floragdo de Ostreopsis cf. ovata no mar Tirreno; enquanto que no mar da Liguria 200
pessoas foram hospitalizadas em 2003 devido a problemas de salde relacionados a
floragéo de O. cf. ovata (GEOHAB, 2012).

A costa nordeste do Brasil é caracterizada por condi¢Bes ambientais que de
acordo com a literatura sdo consideradas favoraveis ao desenvolvimento de elevadas
densidades de dinoflagelados epi-benténicos. Contudo, existem poucas informagdes
sobre a assembléia de dinoflagelados epi-bentdnicos nessa regido, havendo apenas
algumas descri¢des pontuais. Praticamente ndo had dados sobre (i) quais espécies
ocorrem na regido; (ii) sua densidade e (iii) se desenvolvem eventos de floracdo e sob
quais condi¢cdes ambientais. Dessa forma, este estudo visa reduzir a lacuna do
conhecimento sobre os dinoflagelados epi-bent6nicos. Considerando que sdo espécies
que produzem toxinas que podem vir a contaminar 0 homem e 0s organismos marinhos,

a caracterizacdo dessa assembleia torna-se ainda mais relevante.
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Abstract

Epi-benthic dinoflagellates of the genera Ostreopsis, Prorocentrum, Gambierdiscus,
Coolia and Amphidinium occur in tropical, subtropical and temperate regions of the
world. In the last two decades the occurrence of these genera have also been reported in
temperate regions, where Ostreopsis bloom. In this study the pattern of distribution and
abundance of these genera were studied in seven sampling stations along the northeast
coast of Brazil. Five stations were sampled in July 2012 (winter) and two in January
2013 (summer). The morphology and phylogeny of the species complex O. cf. ovata
were studied in one of the sampling stations. Ostreopsis and Prorocentrum were the
more abundant genera. Higher abundances were found in the summer, when O. cf. ovata
reached maximum abundance of 53659 cells.gPU Canistrocarpus crispatus™ and P.
lima 16297 cells.gPU Padina boergesenii. High Gambierdiscus abundance (1186
cells.gPU Dictyota ') was found at one station, while abundances were below 80
cells.gPU™ at the remaining stations. Amphidinium, Coolia and Sinophysis were
observed at low abundances. The dorsal-ventral diameter of O. cf. ovata varied between
28 and 85 pm, transdiameter between 13 and 63 pum and the anteroposterior diameter
between 11 and 39 um. Molecular analysis showed that cells belong to the O. cf. ovata
subclade Mediterranean, Atlantic and Eastern Pacific. The abundance of Gambierdiscus
and Ostreopsis at some stations raises the possibility of people and marine fauna

exposure to the deleterious effects of their toxins, particularly in the summer.

Keywords: Dinoflagellates; epi-benthic, Ostreopsis, Prorocentrum, Gambierdiscus,

Coolia, Amphidinium, Sinophysis.



Resumo

A assembleia de dinoflagelados epi-bentonicos inclui os géneros Ostreopsis,
Prorocentrum, Gambierdiscus, Coolia, Amphidinium, entre outros e apresenta
distribuicdo tropical e subtropical. Nas Gltimas duas decadas a ocorréncia desses
géneros tem sido reportada também em regides temperadas, onde floragcdes de
Ostreopsis se tornaram recorrentes. Neste estudo o padrdo de distribuicdo e a
abundancia desses géneros foram estudados em sete sitios de amostragem ao longo da
costa nordeste do Brasil. Cinco sitios foram amostrados em Julho de 2012 (inverno) e
dois em janeiro de 2013 (verdo). A morfologia e filogenia do complexo de espécies O.
cf. ovata foram estudados em um dos sitios de amostragem. Os géneros Ostreopsis e
Prorocentrum foram de forma geral dominantes. As abundancias foram mais elevadas
em Jan/13, quando O. cf. ovata atingiu abundancia méxima de 53659 céls.g PU
Canistrocarpus crispatus™ e P. lima de 16297 céls.gPU Padina boergesenii®. Alta
abundancia de Gambierdiscus (1186 céls.gPU Dictyota™) foi encontrada em um sitio de
amostragem, enquanto abundancias inferiores a 80 céls.gPU™ foram registradas nos
demais. Os géneros Amphidinium, Coolia e Sinophysis foram observados em menores
densidades. O didmetro dorso-ventral de O. cf. ovata variou entre 28 e 85 um, o
transdidmetro entre 13 e 63 um ¢ o didmetro antero-posterior entre 11 ¢ 39 pm. Anéalise
molecular mostrou que as células do sitio 6 pertencem ao clado O. cf. ovata subclado
Mediterraneo, Atlantico e leste do Pacifico. As abundancias dos géneros Ostreopsis e
Gambierdiscus em alguns sitios sugerem a possivel exposicdo de pessoas e da fauna

marinha aos efeitos deletérios de suas toxinas particularmente no verao.

Palavras-chaves: Dinoflagelados; epi-benténicos, Ostreopsis, Prorocentrum,

Gambierdiscus, Coolia, Amphidinium, Sinophysis.



1. Introducgéo

Os dinoflagelados epi-bentdnicos estdo geralmente associados a macroalgas,
recifes de coral, areia, lama e detritos (Tindall e Morton, 1998). A distribuicdo dos
géneros Ostreopsis, Prorocentrum e Coolia abrange amplamente os tropicos até as
areas temperadas (Shears e Ross, 2009; Aligizaki e Nikolaidis, 2006; Parsons et al.,
2012; Selina et al., 2014; Moreira et al., 2012; Nascimento et al., 2012a).

Os dinoflagelados epi-bentonicos dos géneros Ostreopsis, Prorocentrum,
Gambierdiscus, Coolia e Amphidinium podem produzir uma variedade de toxinas com
efeitos nocivos sobre outros organismos marinhos e a saude humana (Laza-Martinez et
al., 2011). Dentre essas toxinas estdo as ovatoxinas (-a,-b,-c,-d,-e) que sdo analogos da
palytoxina, ostreocina—d e mascarenotoxina —a e —b e sdo produzidas por espécies de
Ostreopsis (Parsons et al., 2012). O género Gambierdiscus produz as ciguatoxinas que
causam a doenca ciguatera (Litaker et al., 2010). As espécies bentbnicas de
Prorocentrum produzem toxinas diarréicas como o acido ocadaico e as dinofisistoxinas
(Hoppenrath et al., 2013).

Segundo Litaker et al. (2010) qualquer habitat em aguas rasas (<50 m) em que a
temperatura anual da agua varie entre 21° e 31°C, com presenca de macroalgas
abundante, turbuléncia baixa a moderada, salinidade alta e estavel, niveis de irradiacdo
atenuados a moderados (<10% da irradiacdo incidente) sdo favoraveis a ocorréncia de
Gambierdiscus. As mesmas condi¢cGes ambientais podem ser citadas como favoraveis
para a ocorréncia de densidades elevadas do género Ostreopsis (Parsons et al, 2012).

Floracdes de O. cf. ovata tem sido relatadas recentemente em regides tropicais e
temperadas (Vila et al., 2001; Aligizaki e Nikolaidis, 2006; Mangialajo et al., 2011;
Rhodes, 2010; Parsons et al., 2012). Ao longo da costa do Mediterraneo, O. cf. ovata
prolifera em aguas rasas e abrigadas, formando um filme mucilaginoso que cobre

recifes, rochas, sedimentos ndo consolidados, algas, angiospermas marinhas e



invertebrados (Vila et al., 2001; Aligizaki e Nikolaidis, 2006; Totti et al., 2010;
Accoroni et al., 2011). No Mar Mediterraneo tem sido relatada intoxicacdo de banhistas
e pessoas expostas ao aerossol marinho durante eventos de floracdo de O.cf. ovata
(Ciminiello et al., 2006). No verdo de 2005 cerca de 200 pessoas apresentaram sintomas
como rinorréia, tosse, febre, broncoespasmo com dispneia leve e chiado e a morte de
invertebrados bentdnicos foram relatados (Ciminiello et al., 2006).

No Brasil, no Rio de Janeiro floracdo de O. cf. ovata foi registrada pela primeira
vez no verdo de 1998 em Arraial do Cabo, quando um filme marrom cobriu uma
extensa area do costdo e em 2001 um novo evento foi registrado (Granéli et al., 2002;
Ferreira, 2006). A populacdo de ouri¢cos do mar (Echinometra lucunter) em contato
prolongado com o filme apresentou uma diminuigdo na densidade nos dois eventos de
floracdo (Granéli et al., 2002; Ferreira, 2006). Mortandade de ouricos do mar
(Evechinus chloroticus) também foi observada durante uma floracdo de O. cf. siamensis
na Nova Zelandia (Shears e Ross, 2009). Floragdes de O. cf. ovata também foram
observadas em 2006 e 2007 em Arraial do Cabo e Armacdo dos Buzios no Rio de
Janeiro (Nascimento et al., 2010) e em 2009 no Arquipélago de Séo Pedro e S&o Paulo
(Nascimento et al., 2012a).

No litoral sul da Bahia durante o verdo de 2008, mais de 10.000 pessoas
sofreram intoxicacdo com sintomas como dor de garganta, dor de cabeca, febre, tosse,
rinorréia entre outros. Apesar dos sintomas serem similares aos observados em pessoas
expostas a floracéo de O. cf. ovata no Mar Mediterraneo, as abundancias de O. cf. ovata
foram baixas e ndo foi possivel estabelecer uma ligacdo entre sua ocorréncia e a
intoxicacdo (Proenca et al., 2010).

O objetivo deste trabalho foi caracterizar a distribuicdo e abundéncia dos

géneros que compdem a assembleia de dinoflagelados epi-bentnicos ao longo da costa



nordeste do Brasil. Enfase especial foi dada ao complexo de espécies Ostreopsis cf.

ovata, agregando dados moleculares ao estudo morfoldgico.

2. Metodologia
2.1 Area de estudo e estratégia amostral

Ao longo de 836 km de linha de costa da regido tropical no sudoeste do Oceano
Atlantico, 81 amostras de macroalgas foram coletadas em sete sitios de amostragem
(Figura 1). As coletas foram realizadas em dois momentos distintos: entre 13 e 25 de
julho de 2012, quando foram amostrados os sitios 1 (Penha), 2 (Placafor), 3 (Muro Alto)
e 4 (Garca Torta) e entre 23 e 31 de janeiro de 2013 quando os sitios 5 (Forte) e 6 (Porto
de Galinhas) foram visitados (Tabela 1).

A escolha das praias foi feita considerando-se a facilidade de acesso. Recifes de
arenito estavam presentes na maioria das estacdes estudadas cobrindo uma grande
extensdo da praia, proporcionando um ambiente com alta diversidade de macroalgas
pardas (Canistrocarpus spp., Dictyota spp., Sargassum spp., Padina boergesenii) e
vermelhas (Gracilaria spp., Hypnea musciformis, Amphiroa brasiliense).

Em cada um do sitios foram coletadas amostras de macroalgas por mergulho
livre, em profundidades variando entre 1 e 2 metros. As macroalgas foram retiradas de
seus substratos utilizando sacos plasticos tipo zip-lock com a agua do mar adjacente.
Sempre que possivel trés individuos de cada espécie de macroalga foram coletados. Em
seguida, cada saco plastico foi agitado manualmente durante dois minutos a fim de
separar 0s organismos epifitos. As solucbes contendo microalgas epifitas foram fixadas
com lugol neutro a 1% para posterior contagem e identificacdo dos dinoflagelados epi-
bentbnicos. As macroalgas foram preservadas com formol 4% para posterior

identificacdo e determinacdo do peso Umido.



A salinidade e a temperatura da 4gua do mar foram medidas com uso de uma

sonda WTW no momento da amostragem, excetuando-se nos sitios 5 e 6.

2.2 Quantificacao dos dinoflagelados epi-bentdnicos

Os dinoflagelados dos géneros Ostreopsis, Prorocentrum, Gambierdiscus,
Coolia, Amphidinium e Sinophysis foram enumerados em nivel de género ou espécie no
caso de Ostreopsis e Prorocentrum. Os géneros foram identificados com base na
morfologia das células.

No laboratério, o volume das amostras de suspensdo de microalgas epifitas foi
medido usando uma proveta. As amostras foram posteriormente filtradas utilizando
malhas de 255 pm e 125 pm a fim de retirar detritos e areia. Os dinoflagelados epifitos
foram quantificados em camaras de sedimentagdo de 2.5, 5 ou 10 mL (Utermohl, 1958).
As amostras com maiores abundancias de dinoflagelados epi-benténicos foram
quantificadas utilizado camara de Sedgewick-rafter. A contagem foi feita em
microscopico Otico invertido (Axiovert, Zeiss) sob aumento de 200x e toda a area da
camara foi observada.

As macroalgas foram identificadas e pesadas em balanca digital (Marte AY220)
para determinacdo do peso umido. A densidade de células de dinoflagelados epifitos foi
calculada por grama de peso Gimido de macroalga (céls.g PU macroalga™), como mostra

a equacao a seguir:

((N° de células contadas + vol.sedimentado) X vol.da amostra)

Peso Umido de macroalga (PU).



2.3 Morfometria e identificacdo molecular de Ostreopsis

O diametro dorso-ventral (DV) e o transdiametro (W) de espécimes de
Ostreopsis presentes nos sitios 1 e 5 foram medidos e o diametro antero-posterior (AP)
foi medido apenas no sitio 5. As células foram clarificadas usando cloro, fotografadas e
medidas em microscépico Otico invertido no aumento de 400x usando o programa
Axiovision (Zeiss). As células de Ostreopsis foram quantificadas separadamente com
base nas suas dimensdes em O. cf. ovata < 40um (DV < 40um), O. cf. ovata (DV entre
40 e 60 pm), O. cf. ovata > 60 um (DV > 60 um). O arranjo das placas tecais foi
visualizado em microscopio de fluorescéncia (Axiolmager A2, Zeiss) usando o
fluorocromo Fluorescent Brightener 28 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

A andlise molecular foi feita com o objetivo de confirmar a identificacdo
taxondmica das células de Ostreopsis do sitio 5. Para a extracdo do DNA total de
celulas fixadas em lugol, uma unica célula de cada um dos morfotipos Ostreopsis cf.
ovata < 40um (n=12), O. cf. ovata (40 — 60um, n=24), O. cf. ovata > 60um (n=8) foi
isolada. Cada célula foi lavada com agua do mar filtrada em filtro de fibra de vidro
Millipore, sendo transferida sucessivamente com o auxilio de uma micropipeta de vidro
sob observacdo em microscopio Otico. Ao final deste procedimento cada célula foi
transferida para um microtubo de 0.5 mL. Cada célula foi submetida a um protocolo de
inducdo do rompimento da membrana celular por choque térmico. Para isso, 0s
microtubos contendo as células isoladas foram imersos em um banho de nitrogénio
liquido durante 1 minuto e, em seguida, em outro banho-maria em temperatura de 95°C
por mais 1 minuto. Esse procedimento foi repetido trés vezes. O DNA extraido foi
utilizado imediatamente no procedimento de reagdo em cadeia da polimerase (PCR).

O gene 5.8S rDNA e as regides ITS1 e ITS2 (“Internal Transcribed Spacer)”
foram  amplificadas usando os pares de primers ITSA/ITSB (5’-

GTAACAAGGTHTCCGTAGGT-3’/5’-AKATGCTTAARTTCAGCRGG-3’) (Sato et
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al., 2011; Adachi et al., 1994). As misturas para amplificacdo (50 pL) continham 1U
Tag DNA polymerase (ThermoScientific), 1x Tampao de reacdo com NH;SQO4, 2.5 mM
MgCl;, 0.4 ug de BSA (Bovine Serum Albumine), 0.16 mM dNTP’s e 16 pmol de cada
primer. A reagdo de PCR foi conduzida em um termociclador nas seguintes condigdes:
um passo inicial de aquecimento de 5 min a 95°C, seguido por 45 ciclos: 95°C por 1
min, 45°C por 1 min, 72°C for 1 min; e uma etapa final a 72°C por 5 min. Uma aliquota
de 5 pL de cada produto da PCR foi analisada por eletroforese em gel de agarose a
1,0% corado com GelRed (Biotium). Os produtos amplificados foram enviados para
sequenciamento na Macrogen (www.macrogen.com) em um analisador de DNA
automatico (ABI PRISM 3700 DNA analyzer (PE Applied Biosystems, Forster City,
CA, USA).

As sequéncias obtidas para cada amostra foram alinhadas utilizando-se o
algoritmo ClustalW (Larkin et al., 2007) disponivel no programa MEGAG6 (Tamura et
al., 2013). A qualidade dos alinhamentos obtidos foi verificada manualmente para evitar
artefatos introduzidos pelo programa. As sequéncias obtidas foram comparadas com
outras sequéncias disponiveis no banco de dados Genbank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Em seguida foram realizadas reconstrucgdes
filogenéticas empregando o método de Méaximum Likelihood (ML) disponivel no
programa MEGAG6 (Tamura et al., 2013) de acordo com os parametros descritos por

Sato et al. (2011).
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3. Resultados
3.1 Distribuicdo, composi¢cdo e abundéncia da assembléia de dinoflagelados epi-
bentonicos

Os géneros Ostreopsis, Prorocentrum, Gambierdiscus, Amphidinium, Coolia e
Sinophysis foram observados associados as macroalgas pardas e vermelhas (Fig 2) nos
sitios estudados. Em geral, Ostreopsis apresentou as maiores densidades, seguido de
Prorocentrum (Figura 2).

Os géneros Ostreopsis e Prorocentrum foram encontrados em todos os sitios
amostrados, enquanto Gambierdiscus foi encontrado apenas nos sitios 1, 2, 5 e 6
(Figura 2). Os géneros Coolia e Amphidinium estiveram presentes em todos os sitios
estudados excetuando o sitio 3 e 1, respectivamente. O género Sinophysis foi observado
apenas nos sitios 1, 5, e 6.

Os valores mais elevados das abundancias de dinoflagelados epi-bentdnicos
foram de 1105 céls.gPU Gracilaria mammilaris™ no sitio 1 em jul/12 e 57561 céls.gPU
Canistrocarpus crispatus™ no sitio 5 em jan/13 (Tabela 2 e 3).

A abundancia mais alta de Ostreopsis em jul/12 foi de 977 céls.gPU Gracilaria
mammilaris™ no sitio 1 (Tabela 2). Enquanto que em jan/13 a maior abundancia deste
género foi de 55610 céls.gPU Canistrocarpus crispatus™ no sitio 5, quando este género
representou 77% da densidade total de dinoflagelados epifitos (Tabela 3). Apesar da
elevada abundancia de Ostreopsis no sitio 5, nenhum biofilme foi observado cobrindo
as macroalgas.

Todas as células de Ostreopsis foram identificadas como O. cf. ovata com base
na sua morfologia e dimensdes. Ostreopsis cf. ovata com DV entre 40 e 60 um foi
encontrado em todos os sitios estudados e a densidade foi sempre superior as demais
classes de tamanho, representando entre 66 e 94% da densidade total de O. cf. ovata,

considerando todos os sitios. Ostreopsis cf. ovata > 60um nio foi encontrado no sitio 2,
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e suas maiores abundancias foram encontradas na amostragem de jan/13 (989 céls.gPU
Sargassum cymosum™). Ostreopsis cf. ovata < 40um foi encontrado nos sitios 5 e 6
sendo a maior abundancia (1707 céls.gPU C. crispatus™) no sitio 5.

Prorocentrum lima foi a espécie mais abundante do género Prorocentrum e sua
abundancia variou entre 456 céls.gPU Canistrocarpus cervicornis™ no sitio 1 (jul/12) e
16297 céls.gPU Padina boergesenii™ no sitio 5 (Jan/13), considerando todos os sitios
amostrados a espécie representou entre 71 e 100% da abundancia total de
dinoflagelados  epi-bentdbnicos. O complexo de espécies  Prorocentrum
emarginatum/fukuyoi (Hoppenrath et al., 2013) apresentou maior abundancia no sitio 6
(97 céls.gPU Sargassum vulgare™) em jan/13.

A abundéancia do género Gambierdiscus foi baixa em de jul/12 (méxima de 80
céls.gPU Lobophora variegata™, no sitio 2). A maior abundancia do género foi
registrada no sitio 6 (1186 céls.gPU Dictyota™), representando 41% da densidade total
de dinoflagelados epi-bentdnicos nesta amostra (Tabela 3). Os géneros Amphidinium,
Coolia e Sinophysis foram encontrados em menores abundancias (Figura 3). As maiores
abundéancias de Amphidinium e Coolia foram registradas sobre a macroalga Sargassum
cymosum no sitio 6 (jan/13), sendo iguais a 1277 e 247 céls.gPU™, respectivamente
(Tabela 3). A abundéncia do género Sinophysis ndo ultrapassou 79 céls.gPU Padina

boergesenii™* no sitio 5 (Tabela 2 e 3).

3.2 Morfologia e Genética de Ostreopsis

As celulas de Ostreopsis cf. ovata apresentaram forma oval ou de gota e em
alguns casos as células apresentaram forma mais arredondada, sendo comprimidas no
eixo antero-posterior (Figura 3). Muitos cloroplastos marrom-alaranjados foram

observados.
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Os diametros DV, W e AP apresentaram elevada variabilidade. O DV variou
entre 28 e 85 um, W entre 13 e 63 um, 0 AP entre 11 e 39 um ¢ a razdo DV/W 1.2 e 2.1
(Tabela 4). O padrdo das placas tecais das células de Ostreopsis cf. ovata deste estudo
foi similar ao observado por Fukuyo (1981), com a formula das placas sendo Po, 3°, 7",
6C, 6S(?), 5’7, 2>, 1p. A superficie da teca era lisa e ornamentada com poros
espalhados.

Sequéncias da regido ITS foram obtidas para trés células de O. cf. ovata isoladas
da estacdo Forte que apresentavam as seguintes dimensdes (DV,W), célula 1: 45, 28
um, célula 2: 58, 37 um e célula 3: 56, 44 um. O alinhamento final baseado na regido
ITS-5.8S rDNA conteve 138 sequéncias e incluiu 270 nucleotideos alinhados e 198
sitios varidveis. A filogenia foi similar aquela previamente publicada para o género
Ostreopsis (Sato et al., 2011, Tawong et al., 2014). A arvore apresentada (Figura 4)
mostrou que o clado O. cf. ovata é dividido em quatro subclados: o subclado
Mediterraneo, Atlantico e leste do Pacifico (Med/Atl/Pac); o subclado do Sul do Mar da
China (SCS) incluindo quatro cepas da Tailandia; o subclado de Malacca e Celebes
(Mal/Cel) incluindo trés cepas da Indonesia e trés cepas da Malésia; e o subclado da
Tailandia. Os clados correspondentes as espécies Ostreopsis sp. 1-7 e O. cf. siamensis
também foram recuperados. As células do sitio 5 pertencem ao clado O. cf. ovata

subclado Mediterraneo, Atlantico e leste do Pacifico.
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3.3 Habitat

A temperatura da agua do mar na amostragem de jul/12 (inverno) variou entre
27.4 °C no sitio 2 e 28.9 °C no sitio 3 (Tabela 1). A salinidade variou entre 34.2 e 35.7
em sitio 1 e sitio 2, respectivamente (Tabela 1).

Os locais de coleta das amostras nos sitios 1, 3, 4 e 5 foram localizados em &rea
protegida da acdo das ondas, ou seja, de baixo hidrodinamismo. J& nos sitios 2 e 6 as
macroalgas foram coletadas em locais de maior hidrodinamismo e exposicdo a acdo das

ondas.

4.0 Discusséo
4.1 Composigdo e abundancia de dinoflagelados epi-bentonicos

Este estudo documentou a presenca dos géneros Ostreopsis, Prorocentrum,
Gambierdiscus, Amphidinium, Coolia e Sinophysis no sudoeste do Oceano Atlantico, ao
longo da costa nordeste do Brasil. Os dois primeiros géneros predominaram em
abundancia nessa assembleia na maioria dos sitios estudados e Ostreopsis cf. ovata foi
em geral dominante.

O género Ostreopsis foi dominante na maioria dos sitios (jul/12), representando
pelo menos 57% da densidade total de dinoflagelados epi-bentdnicos em cada sitio, com
excecdo do sitio 2. Em jan/13 foi observada a dominéncia de Ostreopsis spp. de forma
consistente, Unica excecdo sendo uma amostra de Dictyota sp. no sitio 6, na qual foi
observada elevada densidade de Gambierdiscus spp. O padréo de dominancia de O. cf.
ovata durante o verdo ja foi observado em estudos realizados no sudeste do Brasil
(Nascimento et al., 2010), no mar Mediterraneo (Vila et al., 2001, Aligizaki &
Nikolaidis, 2006, Totti et al., 2010), no noroeste do Mar do Japéo, Russia (Selina et al.,
2014), no mar do Caribe, Cuba (Moreira et al., 2012). No norte da Grande barreira de

corais (Australia) o género dominante foi Prorocentrum (Skinner et al., 2013).
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A assembléia de dinoflagelados epi-bentdnicos também foi representada por
estes géneros em outros estudos no sudeste do Brasil (Nascimento et al., 2012b), no
Havai (Parsons & Preskitt, 2007), no Golfo do México (Okolodkov et al., 2007), no mar
Egeu, Mediterrdneo (Aligizaki & Nikolaidis, 2006), nas Ilhas Cook (Rhodes et al.,
2010) e na Micronésia (Xu et al., 2014).

Diferencas na abundancia de dinoflagelados epi-bentonicos foram observadas
entre os sitios amostrados no inverno de 2012 e no verdo de 2013, sendo que maiores
abundancias foram encontrados nos sitios visitados no verdo. No inverno a abundéncia
total ndo ultrapassou 1100 céls.g PU G. mammilaris™, enquanto nas estaces visitadas
no verdo valores até 58000 céls.gPU C. crispatus™ foram registrados. A abundancia
mais elevada de O. cf. ovata (55000 céls.gPU C. crispatus™) foi observada no sitio 6 no
verdo, quando esta espécie representou 77% da densidade total de dinoflagelados
epifitos nesta estacao.

Elevadas abundancias de O. cf. ovata ja foram registrados na costa do Rio de
Janeiro no Brasil, em Armacéo dos Buzios (130000 céls.gPU S. vulgare™ no inverno de
2006) e em Arraial do Cabo (21000 céls.gPU S. vulgare™ no verdo de 2006)
(Nascimento et al., 2010). No remoto Arquipélago de Sdo Pedro e Sdo Paulo a
abundancia de O. cf. ovata atingiu 46000 céls.gPU Laurencia sp.™” durante o inverno
(Nascimento et al., 2012a). A 14 km de Placafor, na praia de Itapua (Salvador, Bahia)
Mendes et al. (2012; 2013) registrou células de Ostreopsis em dois momentos (outono /
ver#o) e verificou que a abundancia durante o ver&o (10000 céls.gPU macroalga™) foi
maior do que no outono (7800 céls.gPU macroalga™).

No norte da costa Catala no Mar Mediterraneo, a abundancia de Ostreopsis spp.
no verdo (590000 céls.gPU Halopterus scoparia™) foi mais elevada do que no inverno
(1400 céls.gPU Halopterus scoparia™) em 1997 (Vila et al., 2001). Na mesma regido,

Mangialajo et al. (2011) registrou no veréo de 2008 abundéncias de Ostreopsis sobre a

16



macroalga Coralina elongata atingindo 7200000 céls.gPU™, enquanto que no outono a
abundancia foi de 3600000 céls.gPU™. Na costa de Ancona (Norte do Mar Adriatico,
Mediterraneo) foram observadas elevadas abundancias de O. cf. ovata durante o outono
(1700000 céls.gPU Hypnea musciformis™) em 2008 (Totti et al., 2010) e durante o
verdo (1300000 céls.gPU D. polypodioides™) em 2009 (Accoroni et al., 2012). No
Golfo do México foram observadas 790000 céls.gPU macroalga™ (Moreira et al., 2012)
de O. cf. ovata em setembro de 2010. No Havai a abundéncia de O. cf. ovata ndo
ultrapassou 7300 céls.gPU macroalga™ em Julho de 2001 (Parsons e Preskitt, 2007).
Ostreopsis siamensis também foi encontrado em 1983 na Florida durante o verdo com a
abundancia atingindo 1400 céls.gPU™ (Bomber et al., 1989).

Em regides temperadas onde o género Ostreopsis ocorre como Nova Zelandia e
Mar Mediterraneo, o género foi encontrado em temperaturas que variaram entre 11.5 e
29.7 °C, mas as floracdes s6 ocorrem quando a temperatura da agua atingiu 19°C no
verdo ou no outono (Chang et al., 2000; Vila et al., 2001; Aligizaki e Nikolaidis, 2006).
Na Nova Zeléndia as abundancias de O. cf. siamensis atingiram 1400000 céls.gPU
Carpophyllum plumosum™ (Shears e Ross, 2009) quando a temperatura da &gua foi
igual a 21°C (verdo). No noroeste do mar do Japdo (Russia) Ostreopsis spp. atingiu
valores maximos de abundancia de 6900000 céls.gPU Neorhodomela aculeata™ no
verdo de 2009, quando a temperatura da agua variou entre 22 e 24 °C. Contudo, a
presenca do género ocorreu mesmo quando a temperatura da agua do mar atingiu 7°C
durante o inverno (Selina et al., 2014).

Neste estudo as abundéncias mais elevadas do género Prorocentrum (16000
céls.gPU P. boergesenii™), representadas principalmente pela espécie P. lima, também
foram observadas no sitio 5 durante o verdo. Em Arraial do Cabo, Rio de Janeiro a
abundancia méxima de P. lima (1.2 x10* céls.gPU Colpomenia sinuosa™) foi registrada

no verdo de 2007 (Nascimento et al., 2010). Abundancias de P. lima semelhantes as
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encontradas nesse estudo foram registradas em uma lagoa costeira no Reino Unido
(méxima de 13000 céls.gPU macroalga™) durante o verdo (Foden et al., 2005). No Mar
Mediterraneo Vila et al. (2001) reportaram abundancia de Prorocentrum lima igual a
650 céls.gPU macroalga™ no verdo de 1997. No Havai, na Florida e no Mar do Caribe o
género Prorocentrum foi registrado em densidades variando entre 650 a 1800 céls.gPU
macroalga™ (Parsons e Preskitt, 2007; Bomber et al., 1989; Moreira et al., 2012).

O género Gambierdiscus atingiu abundancia de 1900 céls.gPU™ em uma
amostra de Dictyota em Porto de Galinhas no verdo, representando 41% da densidade
total de dinoflagelados epi-bent6nicos nesta amostra de macroalga. Em todas as demais
amostras analisadas neste estudo a abundancia de Gambierdiscus foi inferior a 80
céls.gPU macroalga™. Apenas 10% das floracdes de Gambierdiscus s&o encontradas em
densidades que variam entre 1000 e10000 céls.gPU macroalga™ (Kohli et al., 2014).

Valores baixos de abundéncia do género Gambierdiscus foram registrados em
outras localidades no Brasil como Armagdo dos Bulzios (méximo de 74 céls.gPU S.
vulgare™, Nascimento et al., 2012c) e Arquipélago de Abrolhos, Bahia (méximo de 4
céls.gPU macroalga™, Diniz et al., 2012). Gambierdiscus excentricus foi encontrado na
praia de Itapud, Salvador, BA, localizada a 13 km da praia de Placafor, com abundéncia
de 250 céls.gPU™ em dezembro de 2012 (Mendes et al., 2013).

No Oceano Atlantico (mar do Caribe) e no Oceano Pacifico as abundéncias de
Gambierdiscus podem atingir 100000 céls.gPU macroalga™ (Litaker et al., 2010). A
abundancia de Gambierdiscus, embora semelhante, é mais elevada no Pacifico do que
no Atlantico, e esses dados sugerem que, em grande escala, ha uma correlagdo positiva
entre a abundancia das espécies de Gambierdiscus numa regido e a ocorréncia de
ciguatera (Litaker et al., 2010). Contudo, o risco de ocorréncia de ciguatera também
depende fortemente das espécies de Gambierdiscus presentes, ja que cada espécie tem

um perfil de toxinas unico (Kohli et al., 2014).
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A densidade m&xima de Amphidinium encontrada neste estudo foi igual a 160
céls.gPU S. vulgare™ no sitio 5. Baixas densidades do género Amphidinium (104 e 175
céls.gPU™) foram reportadas no Rio de janeiro, Brasil (Nascimento et al.,2010) e na
Micronésia (Xu et al., 2014), enquanto que no Havai as abundancias desse género
atingiram 270 céls.gPU™ (Parsons & Preskitt, 2007).

Coolia spp. foi o género registrado em menores abundancias, de no maximo 160
céls.gPU S. vulgare™ no verdo no sitio 5. Densidades semelhantes foram registradas no
sudeste do Brasil (170 céls.gPU™ e 480 céls.gPU™) em Armacéo dos Buzios e Arraial
do Cabo (Nascimento et al., 2010). Enquanto que no mar Mediterraneo (16000
céls.gPU™) e no Havai (14000 céls.gPU™) densidades mais elevadas foram registradas

(Aligizaki & Nikolaidis, 2006; Parsons & Preskitt, 2007).

4.2 Morfologia e Genética de Ostreopsis

O padrdo das placais tecais, forma e tamanho das células sdo os caracteres
morfolégicos diagndsticos do género Ostreopsis (Penna et al., 2005; Aligizaki &
Nikolaidis, 2006). Entretanto, o padrdo das placas € muito similar entre as espécies do
género, o que dificultada a identificacdo por microscopia, pois qualquer espécie se
encaixa na descricdo da espécie tipo (O. siamensis) (Parsons et al., 2012). A Unica
excecdo seria a espécie O. heptagona.

No presente estudo, a maioria das células apresentou a forma tipica de O. cf.
ovata, de gota ou oval, mas em alguns casos células mais arredondadas foram
encontradas nos sitios estudados. Células com didametro DV na faixa de sobreposi¢éo do
DV das espécies O. cf. ovata e O. cf. siamensis (entre 60 e 85um) foram encontradas no
sitio 1, dificultando a distingcéo entre as duas espécies. As espécies O. cf. siamensis e O.
cf. ovata s&o muito parecidas do ponto de vista morfolégico. As principais

caracteristicas que as diferenciam sdo o tamanho da célula, a razdo entre o didmetro
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DV/AP, que segundo Penna et al. (2005) é >4 em O. cf. siamensis e < 2 em O.cf. ovata
e 0 tamanho dos poros tecais (Penna et al., 2005; Aligizaki & Nikolaidis, 2006, Parsons
et al., 2012). Devido aos problemas morfolégicos mencionados e a falta de dados
genéticos para os espécimes holdtipos a partir do qual a descri¢do original das espécies
O. siamensis e O. ovata foram realizadas, Penna et al. (2005) recomendam que essas
espécies sejam referenciadas como O. cf. ovata e O. cf. siamensis até que dados
morfoldgicos acurados e sequéncias genéticas das localidades tipo sejam geradas e as
espécies sejam entdo claramente definidas (Parsons et al., 2012).

A razdo DV/AP (1.9 — 2.4) das células de Ostreopsis encontradas no sitio 5
(Jan/13) se encaixa naquela proposta para a espécie O. cf. ovata segundo Aligizaki &
Nikolaidis,( 2006) e Penna et al. (2005).

As sequéncias de ITS das células analisadas no sitio 5 mostraram que estas
tratam-se de O. cf. ovata pertencente ao clado Atlantico/Mediterraneo/Pacifico (Sato et
al., 2011; Tawong et al., 2014). J4 as células do sitio 1 ndo foram analisadas do ponto de
vista molecular e é possivel que as células com DV maior do que 60 um representem
uma outra espécie de Ostreopsis.

Células pequenas de O. cf. ovata com DV entre 28 — 40 um foram encontradas
no sitio 5 (Jan/13). No mar Mediterraneo, células pequenas (DV entre 19 — 40um)
foram encontradas durante evento de floracdo de O. cf. ovata, representando entre 4 e
25% da populagéo (Accoroni et al., 2012). Naquele evento de floragéo, Accoroni et al.
(2012) investigou as caracteristicas morfométrica de O. cf. ovata em cada fase de
crescimento (inicial, proliferacdo e declinio), e observou que durante a fase final as
células apresentaram o didmetro DV (56 um =+ 9) significativamente maior do que nas

outras fases.
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5.0 Concluséo

Este estudo mostrou a ampla distribuicdo dos géneros Ostreopsis, Prorocentrum
e Gambierdiscus ao longo de 836 km na costa nordeste do Brasil. Elevadas abundancias
de Ostreopsis cf. ovata e Gambierdiscus foram encontradas em dois pontos da costa e
sdo passiveis de causar impactos ecoldgicos e a saide humana. Além disso, abundancias
mais elevadas foram encontradas no verdo do que no inverno. A morfometria do género
Ostreopsis demonstrou variabilidade na forma e no tamanho das células, o que dificulta
a identificacdo das morfo-espécies do género, tornando necessaria a analise genética
para confirmacéo da identificacdo baseada na morfologia. Mais estudos sdo necessarios

para compreender os fatores ambientais relacionados a essas proliferacoes.
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Figura 2: Faixa de variacdo da densidade (céls.gPU macroalga™) no intervalo
interquartil e seus respectivos valores de méaximo, minimo e mediana dos géneros

Ostreopsis, Prorocentrum, Gambierdiscus, e Amphidinium em cada um dos sitios de
amostragens de julho de 2012 e janeiro de 2013.
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Figura 3: Celulas de Ostreopsis cf. ovata encontrados nos sitios de amostragens de
janeiro de 2013 com diferentes dimenses. (a) Poro apical em vista lateral; (b) Placas
tecais em vista apical; (c) O. cf. ovata em vista apical.
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Tabela 1: Sitios de amostragens, com suas respectivas coordenadas geograficas.
Macroalgas coletadas (nimero amostral). Valores de temperatura (°C) e salinidade no
momento da coleta.

Sitios Macroalgas Temp. Sal.
Sitio 1 Sargassum vulgare (n=3); Padina boergesenii (n=3); Canistrocarpus cervicornis (n=4) 27.7 34.2
12°59°27°S Agardhiella subulata (n=2); Gracilaria mammilaris (n=3); Gracilaria domingenses (n=3)
38°37°29”°W
Sitio 2 Dictyopteris delicatula (n=3); Padina gymnospora (n=4); Lobophora variegata (h=1); 274 357
12°57°20°’S Sargassum hysterix (n=3)
38°22°45°W Amansia multifida (n=3); Plocamium brasiliensis (n=1)
Sitio 3 Dictyopteris delicatula (n=3); Canistrocarpus crispatus (n=4) 28.9 354
08°25°45°°S Gelidium floridanum (n=2); Gelidiella acerosa (n=3); Hypnea spinella (n=1)
34°58°40°W Bryopsis pennata (n=3)
Sitio 4 Sargassum vulgare (n=3); Dictyopteris delicatula (n=3) 27.9 34.2
09°35°00°’S Gelidiella acerosa (n=1); Gracilaria sp. (n=2); Amansia multifida (n=3)
35°39°35°W
Sito 5 Canistrocarpus crispatus (n=1); Padina boergesenii (n=3); Sargassum vulgare (n=3) - -
12°34°39°°S Dictyopteris polypodioides (n=1); Dictyota menstrualis (n=1); Hypnea musciformis (n=3)
38°0°6°W
Sitio 6 - -
08°30°40°’S Sargassum vulgare (n=3); Dictyota sp. (n=1)
35°00°7”°W Amphiroa brasilianas (n=3); Ochtodes secundiramea (n=1)
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Tabela 2: Densidade média (céls.gPU macroalga™) dos géneros de dinoflagelados epi-
bentbnicos por espécie de macroalga em cada sitio amostrado em julho de 2012,
incluindo valores médios por macroalgas pardas e vermelhas e por estacdo, além da
densidade total em cada macroalga. (-) = auséncia do género.

Dinoflagelado

Macroalga Ostreopsis Prorocentrum Gambierdiscus Coolia Sinophysis Amphidinium ~
tecadondo Total
spp. spp. spp. spp. spp. spp. identificado
PENHA - BA (SITIO 1)
Sargassum vulgare (n=3) 127 129 0 0 0 - 17 272
Padina boergesenii (n=3) 334 473 0 0 0 - 17 824
Canistrocarpus cervicornis (n=4) 162 456 8 0 0 - 18 644
Média das pardas 207 353 3 0 0 - 17 580
Agardhiella subulata (n=2) 701 131 1 0 0 - 0 832
Gracilaria mammilaris (n=3) 977 108 0 10 10 - 0 1105
Gracilaria domingenses (n=3) 176 96 0 0 0 - 21 293
Meédia das vermelhas 618 112 0 3 3 - 7 743
Média da estagdo 413 232 1 2 2 - 12 662
PLACAFOR - BA (SITIO 2)
Dictyopteris delicatula (n=3) 4 0 8 0 16 8 36
Padina gymnospora (n=4) 0 89 59 4 - 104 36 292
Lobophora variegata (n=1) 0 20 80 0 - 0 20 120
Sargassum hystrix (n=3) 0 10 0 2 - 41 8 61
Média das algas pardas 1 30 37 2 - 40 18 127
Plocamium brasiliensis (n=1) 0 30 15 15 - 105 15 180
Amansia multifida (n=3) 0 38 7 0 - 7 12 64
Média das algas vermelhas 0 34 11 7 - 56 14 122
Média da estagdo 0 32 24 5 - 48 16 125
MURO ALTO - PE (SITIO 3)
Dictyopteris delicatula (n=3) 155 39 - - - 0 26 220
Canistrocarpus crispatus (n=4) 656 5 - - - 7 59 728
Média das algas pardas 406 22 - - - 4 43 474
Gelidium floridanum (n=2) 96 36 - - - 0 0 132
Gelidiella acerosa (n=3) 167 32 - - - 0 30 230
Hypnea spinella (n=1) 168 197 - - - 0 140 505
Meédia das algas vermelhas 144 88 - - - 0 57 289
Bryopsis pennata (n=3) 177 0 - - - 0 0 177
Média da estacdo 177 0 - - - 0 0 177
GARCA TORTA (SITIO 4)
Sargassum vulgare (n=3) 32 16 - 0 - 0 21 70
Dictyopteris delicatula (n=3) 65 44 - 39 - 18 0 166
Média das algas pardas 49 30 - 19 - 9 11 118
Hypnea musciformis (n=1) 52 0 - 0 - 0 0 52
Gracilaria sp. (n=2) 49 26 - 0 - 0 0 75
Amansia multifida (n=3) 90 55 - 4 - 0 5 154
Média das algas vermelhas 64 27 - 1 - 0 2 94
Média da estagdo 56 29 - 10 - 5 6 106
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Tabela 3: Densidade média (céls.gPU macroalga™) dos géneros de dinoflagelados epi-
bentbnicos por espécie de macroalga em cada sitio amostrado em janeiro de 2013,
incluindo valores médios por macroalgas pardas e vermelhas e por estacdo, além da
densidade total em cada macroalga. (-) = auséncia do género.

Ostreopsis Prorocentrum Gambierdiscus Coolia Sinophysis Amphidinium Dinoflagelado

Macroalga spp. spp. spp. spp. spp. spp. tecadondo  Total
identificado
FORTE - BA (SITIO 5)
Padina boergesenii (n=3) 22019 16411 0 104 79 531 57 39202
Canistrocarpus crispatus (n=1) 55610 1829 0 0 0 122 0 57561
Sargassum vulgare (n=3) 8119 4058 25 38 38 0 306 12583
Dictyopteris polypodioides (n=1) 4878 1067 0 0 0 14 14 5973
Dictyota menstrualis (n=1) 40339 5579 0 0 0 0 1073 46990
Meédia das pardas 26193 5789 5 28 23 133 290 32462
Hypnea musciformis (n=3) 18300 5253 0 145 0 360 60 24119
Média da estacdo 22247 5521 3 87 12 247 175 28290
PORTO DE GALINHAS - PE
(SITIO 6)
Sargassum vulgare (n=2) 7202 4505 193 116 0 324 0 12340
Sargassum cymosum (n=1) 10341 2554 41 247 0 1277 0 14461
Dictyota sp. (n=1) 642 797 1186 19 0 214 19 2879
Meédia das pardas 6061 2619 474 128 0 605 6 9893
Amphiroa brasiliana (n=3) 3497 1414 46 45 6 1193 0 6201
Ochtodes secundiramea (n=1) 1807 76 0 22 0 54 11 1970
Meédias das vermelhas 2652 745 23 33 3 624 5 4086
Meédia da estacdo 4357 1682 248 80 1 614 6 6989
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Tabela 4: Faixa de variacdo, media e desvio padrdo das dimensbes didmetro dorso-
ventral (DV); transdiametro (W) e didmetro antero-posterior, além das razbes entre
DVI/AP, W/AP, DV/W das trés morfo-espécies de O. cf. ovata nos sitios 1 (Penha) e 2
(Forte) na Bahia, n = nimero de células medidas.

DV W AP DV/IAP  W/AP  DV/W
Penha - BA
O. cf. ovata
(40 oopmy 4860 3163 - - - 08-1.6
n=35 56+3  41+7 - - - 1.4+0.2
O. cf. ovata
(600m) 61-85 3961 - ; ; 12-17
n=70 67+6  48+5 - - ; 1.4+0.1
Forte — BA
O.cf.ovata  ,g 40 13 23 11 18 20-27 11-16 16-21
(< 40pum)

n=22 36+3 20+3 15+2 24+02 13+01 18+01
O. cf. ovata 43-60 23-46 16-39 15-29 11-19 12-21

g‘fgg 60pm)  ori4  33:6 2445 22404 14201 1.6+0.2
O.cf.ovata o1 oo 37 43 29 37 17-21 11-14 1516
(> 60pm)

n=8 62+1 41+2  33+3 19+01 12+01 15+01
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