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4 DA BIOGEOGRAFIA HISTORICA

4.1 Introducao

4.1.1 Distribuicao geograficas das esponjas

As esponjas sdo organismos sésseis cuja capacidade dispersiva estd restrita — com
excecdo de eventuais propagacdes assexuadas — a sua forma larval plantdnica, a qual
apresenta tempos varidveis de viabilidade na coluna d'dgua, sendo, na maioria dos casos, de
poucos dias (MALDONADO, 2006). Adicionalmente, fatores ambientais como temperatura e
salinidade limitam a atividade reprodutiva e mesmo o crescimento destes animais. Desta
forma, a maioria das esponjas ocorre em dreas locais ou regionais de endemismos, cuja
distribuicao geogréfica é um reflexo direto de suas caracteristicas, onde tolerancia fisioldgica,
periodo reprodutivo, produtividade e outros tantos fatores desempenham papéis cruciais em
sua colonizacdo espacial.

Devido a continuidade fisica das superficies oceanicas, por muito tempo, o ambiente
marinho prescindiu de barreiras dispersivas. Contudo, ndo s6 as massas de terra limitam a
dispersdo destes animais. Fatores como caracteristicas fisico-quimicas de correntes marinhas,
isoclinas, ressurgéncias, desembocaduras de rios (alterando a salinidade de dreas em torno da
foz), disponibilidade e caracteristicas geoldgicas do substrato, entre outros podem restringir a
dispersdo de organismos, impondo limites na area de distribuicdo de espécies. Estes podem
ser comprovados principalmente pelo fato de que muitas espécies de esponjas serem hoje
reconhecidamente introduzidas em regides que ndo habitam naturalmente (e.g., COLES,
1999; 2006). Ou seja, embora estas espécies sejam capazes de habitar uma gama de ambientes
diferentes, estas somente o podem fazer partir da assisténcia antrépica nas suas vias de

dispersao.
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Mas mesmo assim, ao longo de tempo evolutivo, as esponjas conseguiram se adaptar a
praticamente todos os hdbitats marinhos, provavelmente por meio de um processo lento de
especiacdo alopéatrica. Hoje elas sdo encontradas, verticalmente, desde zonas eulitorais até
profundidades hadais, horizontalmente, desde os trépicos até as maiores latitudes, e,
localmente, desde substratos consolidados a fundos lodosos e hdébitats dulciaquicolas
sazonais.

Padrdes de distribuicao abrangentes ja foram propostos a partir de anélises baseadas
na distribui¢ao global de espécies de demosponjas e hexactinelidas por meio do rastreamento
destes taxons sobre dreas de endemismo pré-estabelecidas (VAN SOEST, 1994;
TABACHNICK, 1994). Contudo, ao longo dos anos, muitos outros estudos taxondmica- e
geograficamente mais restritos, com diferentes abordagens metodoldgicas, propuseram
padrdes de distribuicdo para estes animais (ver referéncias em VAN SOEST et al., 2012), nos
quais grandes dreas de endemismo sao reconhecidas.

Mais recentemente, padrdes globais de distribui¢ao das esponjas foram publicados por
van Soest e colaboradores (2012). Neste trabalho, os autores fizeram uso de uma base de
dados online abrangente para estabelecer relacdes hierdrquicas entre dreas em diversos niveis
geograficos (reinos, provincias e ecorregides) por meio de andlises de agrupamento com base
na presenca e auséncia de espécies nestas. Dentre os resultados encontrados, os autores
identificaram agrupamentos de dreas que correspondem ou a grandes oceanos ou a uma
distribuicao bipolar/antitropical (Figura 4.1). Contudo, os préprios autores argumentam que
os resultados obtidos provavelmente refletem o conhecimento acumulado ao longo dos anos
da distribuicdo das espécies de esponjas, apresentando uma clara tendéncia amostral. Por
exemplo, os reinos com menores registros de esponjas, além de agruparem juntos,
apresentaram menor similaridade. Além disso, as andlises de niveis geogréaficos inferiores
(i.e., provincias e ecorregides), em geral, falharam em recuperar agrupamentos que
condissessem com as dreas mais abrangentes consideradas (reino e provincias,
respectivamente). Ainda, a maioria dos agrupamentos entre provincias se deu por adjacéncia
geografica, sendo que aquelas com um alto nimero de registros seguiram melhor a posicao

dos oceanos do que as com um nimero inferior de registros.
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Figura 4.1. Dendograma das relagdes hierdrquicas entre reinos marinhos com base na
distribuicdo geogréfica de espécies obtido por van Soest e colaboradores (2012). Esta
topologia foi obtida de esponjas por meio de andlise de agrupamento a partir de dados de
presenca/auséncia de espécies. As siglas correspondem as dreas: Africa do Sul Temperada
(TSAF); América do Sul Temperada (TSA); Artico (A); Atlantico Norte Temperado
(TNA); Atlantico Tropical (TA); Australdsia Temperada (TAA); Indo-Pacifico Central
(CIP); Indo-Pacifico Ocidental (WIP); Indo-Pacifico Oriental (EIP); Oceano Sul (SO);
Pacifico Norte Temperado (TNP); Pacifico Oriental Tropical (TEP). Redesenhado de van
Soest e colaboradores (2012).

4.1.2 Biogeografia de Mycale Gray, 1867

Embora muitos trabalhos tratem de aspectos biogeogrificos de espécies ou grupos
pertencentes ao género Mycale Gray, 1867 até hoje, somente um trabalho publicado propds
formalmente uma reconstrucio biogeografica para o grupo (HAJDU, 1995). Neste trabalho, o
autor utilizou diferentes métodos biogeograficos para inferir as relagdes de areas, como
Anélise de Parcimdnia de Brooks (BPA, Brooks Parsimony Analysis; BROOKS, 1985;
WILEY, 1988), Andlise de parcimonia de Endemismos (PAE, Parsimony Analysis of
Endemicity; Rosen, 1984), panbiogeografia (CROIZAT, 1958; CRAW et al., 1999), e outros.
Contudo, o autor focou suas discussdes nos resultados obtidos pela Andlise sem pressuposto

(No Assumption Analysis; VAN SOEST, 1996; VAN SOEST e HAJDU, 1997) por
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considerar esta mais apropriada dadas a expectativa de multiplos padrdes existirem e a
natureza difusa dos reinos marinhos e sua falta de barreiras geogréficas efetivas.

Hajdu (1995) encontra padrdes biogeograficos considerados clédssicos (Figura 4.2),
como os tragos trans-Pacifico, que se extendem pelo mar em dois sentido, Leste-Oeste e
Norte-Sul (grupo 1), e Tethiano (grupo 2). O autor encontrou como clado irmédo deste ultimo
um grupo predominante de dreas frias e temperadas (grupo 3), e apontou que as dreas
'primitivas’ do grupo trans-Pacifico também correspondiam predominantemente a dareas
frias/temperadas, indicando que, nestes grupos, as dreas basais correspondem a relictos
Gondwanicos. Tal interpretacdo levaria, entdo, a crer que muitas das esponjas tropicais atuais
sdo origindrias de ancestrais gondwanicos. Dentro desta perspectiva, Hajdu (1999) considerou
que relagdes de parentesco entre espécies de dguas quentes e frias, como os grupos-irmaos de
sua andlise Mycale (M.) arenaria e M. (M.) thielei, respectivamente, seriam indicios desta
afinidade gondwanica, a qual seria refor¢ada por relacdes encontradas entre as biotas do Chile

com areas frias, Antartica e Malvinas (HAJDU e DESQUEYROUX—FAIJNDEZ, 1994).
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Figura 4.2. Cladograma geral de drea com base nas relacdes filogenéticas do género
Mycale Gray, 1867 obtido por Hajdu (1995). Para filogenia-base e descricdo das dreas, ver
trabalho original. Extraido de Hajdu (1995).
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4.1.3 Objetivos
e Estabelecer uma hipdtese biogeogriafica para Mycale com base nas reconstrugdes
filogenéticas moleculares por meio de anélise de trés itens (3ia, Three-item analysis);
e Determinar padroes de distribui¢do geografica do género Mycale a partir da ocorréncia

de espécies.
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4.2 Material e métodos

As relacdes biogeogréficas de Mycale foram inferidas segundo os pressupostos da
biogeografia cladistica, tendo como base as topologias reconstruidas a partir de dados
moleculares (ver Capitulo 1). Para gerar os cladogramas tdxon-drea, dois cladogramas de
tdxons foram utilizados separadamente, derivados de hipéteses filogenéticas recuperadas por
dois critérios: o primeiro define uma hipétese conservadora, e o segundo uma mais
abrangente (Figura 4.3). A hipétese mais conservadora (A) foi determinada pelo resultado das
relacdes evolutivas obtidas com altos valores de suporte por meio dos dados combinados de
16S e 28S. Por sua vez, a mais abrangente (B) teve como base a topologia anterior, mas inclui
tdxons ndo representados anteriormente, sendo que as posi¢cdes destes derivam das relacdes
filogenéticas obtidas independentemente entre os diferentes marcadores, conforme o caso,
desde que apresentassem alto suporte e nido fossem conflitantes entre si (as informagdes
conflitantes entre os marcadores foram definidas por politomias de base).

As dreas de endemismo das espécies foram definidas em relagio aos reinos marinhos,
conforme as ecorregides delimitadas por Spalding e colaboradores (2007), a partir das
localidades de coleta das amostras utilizadas nas analises moleculares. A saber, os reinos
marinhos abrangem as seguintes &reas: Artico (A); Atlantico Norte Temperado (TNA);
Pacifico Norte Temperado (TNP); Atlantico Tropical (TA); Indo-Pacifico Ocidental (WIP);
Indo-Pacifico Central (CIP); Indo-Pacifico Oriental (EIP); Pacifico Oriental Tropical (TEP);
América do Sul Temperada (TSA); Africa do Sul Temperada (TSAF); Australdsia Temperada
(TAA); e Oceano Sul (SO) (Figura 4.4). As areas de endemismo, relativas as localidades de
coletas das amostras, de cada espécie, podem se vistas na Tabela 4.1.

Para a inferéncia das relacdes entre as dreas, foi empregada a andlise de trés itens (3ia,
do inglés, Three-item analysis, ou TTS, do inglés Three-taxon analysis; NELSON e
PLATNICK, 1991; ZARAGUETA-BAGILS e BOURDON, 2007). Nesta, cada hipétese de
homologia primdria € decomposta em afirmacdes de trés itens (3is, three item statements) —
i.e., enunciados na forma "A e B sdo mais estreitamente relacionados entre si que a C", ou
seja, C (A B) — as quais correspondem a informagao hierarquica minima possivel dos dados,
para, em seguida, construir uma arvore que é consistente com o maior nimero de afirmagdes
de trés itens possivel (ZARAGUETA-BAGILS e BOURDON, 2007). As andlises foram
realizadas utilizando o programa LisBeth (Zaragiieta-BAGILS ef al., 2012), onde foram
fornecidos o cladograma dos tdxons, conforme cada uma das hipéteses aceitas (A e B) — o

qual prové a evidéncia das relagdes entre as dreas — e uma lista de tdxons e as dreas de
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Figura 4.3. Cladogramas de tdxons utilizados para as andlises biogeograficas de Mycale
Gray, 1867. A topologia destes deriva de hipdteses filogenéticas determinadas por dois
critérios, no qual, o primeiro define uma hipétese conservadora (A), e o segundo uma
mais abrangente (B). A hipdtese conservadora foi baseada nas reconstrucoes filogenéticas
de dados moleculares combinados enquanto que a hipétese abrangente inclui tdxons nao
representados anteriormente cujas posicoes derivam das relagdes filogenéticas obtidas
independentemente entre os diferentes marcadores. Os ramos terminais sdo indicados
pelos epitetos das espécies. As potenciais espécies cripticas sdo indicadas por nimeros ou
localidades correspondentes apds o epiteto. Ver texto e Capitulo 1 para mais detalhes.

endemismo onde cada tdxon foi encontrado — dada a abrangéncia do cladograma.
Brevemente, a andlise realizada pelo programa, inicialmente, traduz o cladograma de tixons
em um cladograma tdxon-drea substituindo os tdxons terminais por suas dreas de endemismo
correspondentes, para, em seguida, gerar as 3is que s@o utilizadas como caracteristicas para a
reconstru¢do de uma drvore de intersecdo. O programa emprega a andlise de sub-arvores
livres de paralogia (Paralogy-free Subtree analysis; NELSON e LADIGES, 1996) e o método

transparente
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Figura 4.4. Reinos biogeograficos conforme definidos por Spalding e colaboradores
(2007). A saber, os reinos marinhos abrangem as seguintes dreas: Artico (A); Atlantico
Norte Temperado (TNA); Pacifico Norte Temperado (TNP); Atlantico Tropical (TA);
Indo-Pacifico Ocidental (WIP); Indo-Pacifico Central (CIP); Indo-Pacifico Oriental (EIP);
Pacifico Oriental Tropical (TEP); América do Sul Temperada (TSA); Africa do Sul
Temperada (TSAF); Australdsia Temperada (TAA); e Oceano Sul (SO).

(Transparent method; EBACH et al., 2005) para resolver os problemas gerados por dreas
redundantes e tdxons com distribui¢des amplas.

Adicionalmente, padrdes de distribuicdo geografica foram inferidos para o gé€nero
Mycale a partir da totalidade dos registros de espécies descritas validas para o mesmo (VAN
SOEST et al., 2012). Para tal, somente foram consideradas as espécies com alocagdo sub-
genérica, tendo sido as demais descartadas. Além disso, foram também descartadas as
espécies que se mostraram filogeneticamente distantes de Mycale a partir de andlises
anteriores (Capitulo 1), dentre estas M. (A.) titubans e M. (A.) phillipensis. A partir dos
registros das espécies de Mycale, estes tdxons foram tabulados binariamente (auséncia = 0,
presenca = 1) em relac@o a dreas de endemismo, delimitadas por reinos marinhos conforme
Spalding e colaboradores (2007). A matriz resultante foi submetida a andlises de agrupamento
e bayesiana. A andlise de agrupamento foi realizada por meio do método de agrupamento de
vizinhos préximos (NJ, do inglés Neighbour Joining)) a partir das distncias estimadas por
meio da férmula 1 / (Nj; + 1), onde N € o numero de espécies em comum entre as dreas i € j,
utilizando os programas StatSoft® STATISTICA® 7 ¢ MEGAS (TAMURA et al., 2011). A

andlise bayesiana foi realizada por meio de um modelo bindrio submetido a 10° geragdes de
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Tabela 4.1. Areas de endemismo das espécies utilizadas na inferéncia biogeogrifica de
Mycale Gray, 1867. As dreas de endemismo das espécies foram definidas com base nas
localidades de coleta das amostras utilizadas nas andlises moleculares, e em relagdo aos reinos
marinhos, conforme as ecorregides delimitadas por Spalding e colaboradores (2007), a saber:
Atlantico Norte Temperado (TNA); Pacifico Norte Temperado (TNP); Atlantico Tropical
(TA); Indo-Pacifico Ocidental (WIP); Indo-Pacifico Central (CIP); Indo-Pacifico Oriental
(EIP); América do Sul Temperada (TSA); Australdsia Temperada (TAA); e Oceano Sul (SO).

Espécie Area Espécie Area
M. (Aeg.) adhaerens TNP M. (C.) magnirhaphidifera TA/TSA
M. (Aeg.) americana TSA M. (C.) microsigmatosa TA/TSA
M. (Aeg.) carmigropila TA M. (M.) alagoana TA
M. (Aeg.) citrina TA M. (M.) arenaria TSA
M. (Aeg.) contarenii TNA M. (M.) grandis CIP
M. (Aeg.) crassissima CIP M. (M.) immitis.group TA
M. (Aeg.) escarlatei TSA M. (M.) laevis TA
M. (Aeg.) furcata in press CIP M. (M.) lingua TNA
M. (Are.) laxissima - Brasil TSA M. (M.) phyllophila EIP
M. (Are.) laxissima - Caribe TA M. (M.) thielei TSA
M. (Aeg.) lilianae EIP M. (M.) tridens SO
M. (Aeg.) magellanica 2 TSA M. (M.) vansoesti CIP
M. (Are.) mirabilis CIP M. (N.) arcuiris TSA
M. (Aeg.) rotalis TNA M. (N.) flagellifera CIP
M. (Aeg.) sulevoidea CIP M. (0.) acerata SO
M. (Aeg.) syrinx TNA M. (P.) sp.citrina TA
M. (Aeg.) tunicata TNA M. (Z.) angulosa TA/TSA
M. (C.) cecilia EIP M. (Z.) parishi EIP
M. (C.) fistulifera WIP

cadeias de Markov via Monte Carlo, sendo amostradas a cada 100 geracgdes, e descartando, ao
final, 25% dos dados obtidos nas primeiras cadeias, utilizando o programa MrBayes v3.1

(RONQUIST e HUELSENBECK, 2005).
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4.3 Resultados

As afirmagdes de trés itens (3is) gerados nas inferéncias biogeograficas por meio de
andlise de trés itens (3ia), assim como o nimero de nds internos a partir do qual estes foram
deduzidos e o ndmero inteiro do peso fraciondrio exato (iFW, exact (integer) fractional
weight) de cada 3is podem ser vistos na Tabela 4.2. A andlise com base no cladograma
representante da hipétese filogenética mais conservadora (A) gerou 15 3is, com uma soma
dos iFW igual a 530. Por sua vez, a baseada na hip6tese mais abrangente (B) resultou em 58
3is, com soma dos iFW de 14.418. As arvores de intersecdo, construidas com base nos 3is
produzidos em cada anélise, compreendendo as relagdes entre as dreas de endemismo (Figura
4.5), apresentaram um indice de retengéo* (RI, retention index) total de 0,972 e 0,950 e um
indice de completude” (Compl, completeness index) de 60 % e 83,9 %, respectivamente para
as hipdteses filogenéticas A e B.

A biogeografia com base na hipétese filogenética mais conservadora de Mycale retrata
um cendrio no qual o Oceano Sul (SO) corresponde a drea de endemismo mais primitiva para
0 género, e todas as demais derivam de uma mesma area ancestral. Neste cendrio, o Atlantico
Norte Temperado (TNA) diverge das demais dreas localizadas abaixo do Tréopico de Cancer,
e, curiosamente, retrata uma relacao mais proxima entre a América do Sul Temperada (TSA)
e o Indo-Pacifico Central (CIP), enquanto que o Indo-Pacifico Oriental (EIP) estaria mais
relacionado com o Atlantico Tropical (TA). Por sua vez, a biogeografia com base na hipdtese
filogenética mais abrangente de Mycale também recupera uma rela¢do basal entre o Oceano
Sul (SO) com as demais dreas, a partir das quais duas grandes divisdes biogeograficas podem
ser observadas. A primeira retrata um cendrio no qual os Indo-Pacificos Oriental (EIP) e
Ocidental (WIP) se relacionam por ancestralidade com o TA, sendo que TSA seria a area
ancestral mais basal desta. Na segunda divisdo biogeografica se observa uma afinidade entre
CIP e TNA, sendo o Pacifico Norte temperado (TNP) uma drea basal em relagdo as duas

anteriores.

" O indice de retencdo (RI) da drvore de intersecdo, na andlise de trés itens (3ia) é calculado pela férmula RI =
> ®niFW; /> riFW;, onde R € o conjunto dos valores de iFW dos 3is deduzidos da lista de caracteristicas, I € o
conjunto dos 3is presentes na drvore de interse¢do, e iFW,; é o valor de iFW do i-ésimo 3is de cada conjunto. No
caso, o RI das arvores de interse¢do das relagdes entre as dreas de endemismo dadas as hipdteses A e B sdo
iguais a 515/530 e 13691/14418, respectivamente.

™ O indice de completude (Compl) da 4rvore de intersecdo, na andlise de trés itens (3ia) é calculado pela férmula
Compl = n(RNI) / n(R), onde n(X) é o ndmero de elementos no conjunto em questdo. No caso, o indice de
completude das drvores de intersecdo das relacdes entre as dreas de endemismo dadas as hipdteses A e B sao
iguais a 12/20 e 47/50, respectivamente.
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Tabela 4.2. Lista das afirmagdes de trés itens (3is) produzida pela inferéncia biogeografica por meio de andlise de trés itens (3ia) a partir do
cladograma abrangendo as hipéteses filogenéticas mais conservadora (A) e abrangente (B) de Mycale Gray, 1867. As afirmagdes de trés itens
(3is) sao listadas, no formato C (A B), sendo A e B mais estreitamente relacionados entre si que a C, e A, B e C as dareas endemismo em relagao
aos reinos marinhos, a saber: Atlantico Norte Temperado (TNA); Pacifico Norte Temperado (TNP); Atlantico Tropical (TA); Indo-Pacifico
Ocidental (WIP); Indo-Pacifico Central (CIP); Indo-Pacifico Oriental (EIP); América do Sul Temperada (TSA); Australdsia Temperada (TAA); e
Oceano Sul (SO). Para cada 3is, € reportado o nimero de nds internos a partir do qual estes foram deduzidos (#) e o nimero inteiro do peso
fraciondrio exato (iFW). Ver texto para mais detalhes.

Hipétese conservadora (A) Hipétese abrangente (B)
(3is = 15; Y'iIFW = 530) (3is = 58; YiIFW = 14418)
3is # iFW 3is # iFW 3is # iFW 3is # iFW
SO (CIP TA) 8 40 CIP (EIP TA) 8 278 SO (TA WIP) 5 153 TA (TNP WIP) 1 19
SO (CIP TSA) 8 40 CIP (EIP TSA) 8 278 SO (TNATNP) 16 300 TA (TSA WIP) 1 28
SO (EIP TA) 7 35 CIP (EIP WIP) 8 222 SO (TNATSA) 12 221 TNA (EIP TA) 8 278
SO (EIP TNA) 12 56 CIP (TA WIP) 4 111 SO(TNAWIP) 8 143 TNA (EIP TSA) 8 278
SO (EIP TSA) 8 36 CIP (TSAWIP) 4 111 SO (TNPTSA) 12 221 TNA (EIP WIP) 8 222
SO (TA TNA) 15 71 EIP (CIP TNA) 16 667 SO (TNP WIP) 8 143 TNA (TA WIP) 4 111
SO (TA TSA) 19 91 SO (CIP EIP) 16 300 SO (TSA WIP) 6 141 TNA (TSAWIP) 4 111
SO (TNATSA) 8 36 SO (CIP TA) 19 599 TA (CIP EIP) 2 40 TNP (CIP TNA) 16 667
TA (CIP TSA) 8 40 SO (CIP TNA) 24 1000 TA (CIP TNA) 11 458 TNP (EIP TA) 8 278
TA (EIP TNA) 1 5 SO (CIP TNP) 16 300 TA (CIP TNP) 2 40 TNP (EIP TSA) 8 278
TA (EIP TSA) 1 5 SO (CIP TSA) 28 887 TA (CIP TSA) 10 373 TNP (EIP WIP) 8 222
TA (TNATSA) 1 5 SO (CIP WIP) 8 143 TA (CIP WIP) 1 19 TNP (TA WIP) 4 111
TNA(EIPTA) 6 30 SO (EIP TA) 10 361 TA (EIP TNA) 2 40 TNP (TSAWIP) 4 111
TNA (EIPTSA) 6 30 SO (EIP TNA) 16 300 TA (EIP TNP) 2 40 TSA (CIP TNA) 12 500
TSA (EIP TA) 2 10 SO (EIP TNP) 16 300 TA (EIP TSA) 2 69 TSA (EIP TA) 4 139
SO (EIP TSA) 12 339 TA (EIP WIP) 1 28 TSA (EIP WIP) 2 56
SO (EIP WIP) 8 222 TA(TNATNP) 2 40 TSA (TA WIP) 2 56
SO (TA TNA) 19 599 TA (TNATSA) 2 40 WIP (CIP TNA) 8 333
SO (TA TNP) 10 224 TA (TNAWIP) 1 19
SO (TA TSA) 22 811 TA (TNPTSA) 2 40
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Figura 4.5. Inferéncia biogeografica entre as dreas de endemismo das espécies de Mycale Gray, 1867 a partir das hipéteses filogenéticas mais
conservadora (A) e abrangente (B) por meio de anélise de trés itens (3ia). As dreas de endemismo estdo representadas no mapa mundo (a direita)
em relacdo aos ramos da drvore de intersecdo obtida por meio da andlise de trés itens (a esquerda). As dreas ancestrais correspondem a
extrapolagdes do somatério das dreas derivadas. Areas de endemismo em relagdo aos reinos marinhos, a saber: Atlantico Norte Temperado
(TNA); Pacifico Norte Temperado (TNP); Atlantico Tropical (TA); Indo-Pacifico Ocidental (WIP); Indo-Pacifico Central (CIP); Indo-Pacifico
Oriental (EIP); América do Sul Temperada (TSA); Australdsia Temperada (TAA); e Oceano Sul (SO). Ver texto para mais detalhes.
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A matriz gerada a partir a partir da tabulacdo dos dados de presenga e auséncia das
espécies de Mycale em relacdo as dreas de endemismo pode ser encontrada no Apéndice H. O
numero total de espécies por drea e entre pares de dreas pode ser visto na Tabela 4.3. O
nimero de ocorréncia de espécies diferiu significativamente entre as dreas (x2 =90,1;df=11;
p = 0,000), com um valor médio de 21,9 + 13,4 espécies (spp.) por drea, sendo que das 194
espécies tabuladas, somente 62 foram encontradas em mais de uma 4rea. As dreas com maior
namero de espécies registradas foram CIP (46 spp.), TNP (37 spp.) e TAA (36 spp.) enquanto
que as com menor nimero de registros foram EIP (4 spp.), TEP (4 spp.) e SO (8 spp.). A
partir da andlise de agrupamento (Figura 4.6.A) trés grandes grupos podem ser identificados,
o primeiro agrupa dois subgrupos compreendendo (SO + TSAF) e (WIP + (CIP + TAA)), o
segundo as areas TNA, TNP e A, no qual as duas dltimas sdo mais proximas entre si, € 0
terceiro grupo, mais proximo do segundo, abarca as dreas restantes, sendo que dentro deste €
possivel observar dois agrupamentos menores, unindo (TA + TSA) e (EIP + TEP). Por sua
vez, na andlise bayesiana foram recuperados somente trés agrupamento com altos valores de
suporte. Este grupos compreendem os pares de areas CIP + TAA, TA + TSA e A + TNP,

sendo que nao houve resolugdo das relacdes entre as demais areas.

Tabela 4.3. Matriz quadrada indicando o nimero de espécies reportadas ocorrer nas mesmas
areas. A linha diagonal indica o nimero total de espécies e, em colchetes, o nimero de
espécies exclusivas (endémicas) daquela drea. Os nimeros absolutos de espécies em comum
sao reportados abaixo da linha diagonal, e a distancia estimada pode ser vista acima desta. As
siglas correspondentes as dreas sio: Africa do Sul Temperada (TSAF); América do Sul
Temperada (TSA); Artico (A); Atlantico Norte Temperado (TNA); Atlantico Tropical (TA);
Australdsia Temperada (TAA); Indo-Pacifico Central (CIP); Indo-Pacifico Ocidental (WIP);
Indo-Pacifico Oriental (EIP); Oceano Sul (SO); Pacifico Norte Temperado (TNP); Pacifico
Oriental Tropical (TEP). Ver texto para mais detalhes.

TNA CIP TAA TEP WIP TNP A TA TSA TSAF SO EIP

TNA 19[13] 1,000 1,000 1,000 1,000 0,500 0,250 0,250 1,000 0,500 1,000 1,000
C1p 0 46 [14] 0,032 1,000 0,250 0,500 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,500

TAA 0 30  36[5] 1,000 0,333 0,500 1,000 1,000 1,000 0,500 0,500 0,500
TEP 0 0 0 6[3] 0500 1,000 1,000 0,500 0,500 1,000 1,000 0,500
WIP 0 3 2 1 27[22] 1,000 1,000 1,000 0,500 0,500 0,500 1,000
TNP 1 1 1 0 0 37[28] 0,125 1,000 1,000 1,000 1,000 0,500
A 3 0 0 0 0 7 14[4] 0,333 1,000 1,000 1,000 1,000
TA 3 0 0 1 0 0 2 30[15] 0,091 0,500 1,000 1,000
TSA 0 0 0 1 1 0 0 10 20[8] 1,000 1,000 0,500
TSAF 1 0 1 0 1 0 0 1 0 16[13] 0,500 1,000
SO 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 8[7]1 1,000
EIP 0 1 1 1 0 1 0 0 1 0 0 4[1]
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Figura 4.6. Padroes de distribui¢do geografica inferidos a partir da totalidade dos registros de espécies validas descritas para o género Mycale
Gray, 1867. As andlises foram realizadas com base na presenga e auséncia de espécies em relagcdo a dreas de endemismo, delimitadas por reinos
marinhos conforme Spalding e colaboradores (2007), a saber: Africa do Sul Temperada (TSAF); América do Sul Temperada (TSA); Artico (A);
Atlantico Norte Temperado (TNA); Atlantico Tropical (TA); Australdsia Temperada (TAA); Indo-Pacifico Central (CIP); Indo-Pacifico
Ocidental (WIP); Indo-Pacifico Oriental (EIP); Oceano Sul (SO); Pacifico Norte Temperado (TNP); Pacifico Oriental Tropical (TEP). A.
Relacdo entre dreas obtida por andlise de agrupamento realizada utilizando o método de agrupamento de vizinhos préximos e distancias
estimadas por meio da férmula 1 / (N; + 1), onde N € o nimero de espécies em comum entre as dreas i € j. B. Relagdo entre dreas obtida por
andlise bayesiana realizada por meio de um modelo bindrio submetido a 10° geracdes de cadeias de Markov via Monte Carlo. As siglas
correspondem as dreas: Ver texto para mais detalhes.
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4.4 Discussao

4.4.1 Biogeografia histérica

As inferéncias biogeografias obtidas por meio da andlise de trés itens (3ia)
apresentaram uma grande divergéncia conforme a hipétese filogenética subjacente. Enquanto
que a inferéncia baseada na hipdtese conservativa recuperou uma relacdo entre o Indo-
Pacifico Central (CIP) e a América do Sul Temperada (TSA), na hipdtese mais abrangente o
CIP se relaciona com o Atlantico Norte Temperado (TNA), estando TSA mais proxima de
outras areas como Atlantico Tropical (TA) e Indo-Pacifico Oriental (EIP). As diferengas entre
as duas reconstrucoes biogeogréficas € marcante, com somente poucas relacdes em comum. A
primeira delas € a posi¢cdo basal do Oceano Sul (SO) em relacdo as demais areas. A outra
similaridade se da na relacdo TA + EIP, a qual s6 diverge entre as duas andlises pela presenca
da drea Indo-Pacifico Ocidental (WIP) na andlise com base na filogenia mais abrangente.

Com base em cada uma destas € possivel inferir eventos historicos distintos durante a
diversificacdo do género Mycale. Porém, ambas as andlises remontam a um cendrio de
diversificacdo a partir de dreas mais remostas ao sul. A primeira andlise — com base na
filogenia conservadora — une todas as dreas, com exce¢do do SO, no que poderia ser
interpretado como uma afinidade Tethyana, a partir da qual se diversifica, primeiramente,
uma fauna do Norte que viria a colonizar o TNA. Em seguida, pode-se interpretar as relacdes
das areas seguintes como anteriores a abertura entre o Atlantico Sul e Norte. Esta suposicao
levaria a uma afinidade entre a fauna do TA com o EIP, provavelmente, devido a unido destas
areas antes do soerguimento do Istmo do Panamd. Concomitantemente, a afinidade entre o
TSA e o CIP se daria pela conectividade entre o Atlantico Sul e o Indico. Porém, a segunda
andlise — baseada na filogenia mais abrangente — remonta a um cendrio hipotético diferente,
no qual se deduz uma diversificacdo Leste-Oeste, provavelmente anterior a abertura do
Atlantico, na qual se identificaria uma afinidade a Oeste, unindo o Norte Temperado e o
Indico, e outra a Leste, unindo o Proto-Caribe e o Pacifico Sul Oriental. Neste dltimo, a fauna
mais primitiva seria origindria do Sul, que posteriormente colonizaria o TSA e o Atlantico
Tropical, sendo que este, em seguida se diversificaria apdés o fechamento do Istmo do
Panamd, levando a origem de uma fauna do Pacifico ancestral, que se diversificaria
novamente, colonizando o EIP e o WIP. Ambos os cendrios apresentam uma grande parcela
de incongruéncia, sobretudo a inferéncia biogeografica derivada da filogenia abrangente.
Nesta, as faunas do Indico apresentam origens diferentes, sendo que a porgio central desta

regido teria uma origem, e as faunas ocidentais e orientais outra, implicando em um evento no
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qual — se a hipétese de uma origem Atlantica for considerada valida — uma fauna hipotética do
Pacifico Tropical derivada do fechamento do Istmo, apds colonizar o EIP, deveria cruzar a
fauna do Indo-Pacifico Central para colonizar o WIP. Uma terceira incongruéncia desta
andlise € a maior afinidade entre o Atlantico Norte Temperado e o CIP. Se a hipdtese de uma
origem oriental desta fauna for considerada valida, deveria de ter havido primeiro uma
diversificacdo da fauna ocidental do Norte Temperado, permitindo a unidio do Indico com o
Norte Oriental, a partir do qual se diversificaria as faunas do TNA e CIP.

Todavia, como a andlise biogeografica histérica é dependente da hipétese filogenética
aceita, o nivel de resolucdo e completude desta implica diretamente em relacdes
biogeogréficas diversas. Desta forma ambas as inferéncias, por se basear em filogenias cuja
amostragem de taxons € bem inferior a real diversidade conhecida do género, e, além disso,
apresentarem muitas relagdes mal resolvidas (politomias), estdo aquém de serem verossimeis

a historia biogeografica de Mycale.

4.4.2 Padrdes de distribuicdo geografica

Por sua vez, as andlises com base na presenca e auséncia de tdxons nas dreas de
endemismo estabelecidas resultaram em padrdoes bem similares de distribuicdo geografica,
mas diferindo em relacdo as suas resolucdes. Tanto na andlise de agrupamento quanto na
bayesiana foi possivel recuperar relagdes de afinidade entre os pares de areas Indo-Pacifico
Centra (CIP) e Australdsia Temperada (TAA), Atlantico Tropical (TA) e América do Sul
Temperada (TSA), e Artico (A) e Pacifico Norte Temperado, apresentando alta similaridade e
suporte. Estas relagdes recuperadas entre dreas geograficamente proximas provavelmente
remonta a uma diversificacdo recente entre estas, na qual uma grande parcela dos tdxons em
comum, muito provavelmente, se deve a eventos de dispersao de espécies, dada a
conectividade entre as dreas.

O cendrio biogeografico expressado pela andlise de agrupamento apresenta
consideragdes interessantes a serem destacadas. Em primeiro lugar, esta evidencia uma
relacdo de proximidade entre o Indo-Pacifico Ocidental (WIP) com a ja mencionada afinidade
CIP e TAA, sugerindo uma origem comum da fauna do Indico e da Austrdlia. Como esta
regido veio a ser formada principalmente pela deriva de dois subcontinentes, o australiano € o
indiano, banhados pelo Mar de Tethys, a relacdo de proximidade entre TAA e CIP sugere que
a fauna de Mycale destas areas derivaram do primeiro, enquanto que a do WIP do segundo

subcontinente. Uma outra relacdo interessante foi a obtida entre a Africa do Sul Temperada e
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0 Oceano Sul. Tanto evidéncias geoldgicas quanto atuais podem ser utilizadas para suportar
esta relacdo, uma vez que estas regides eram proximas no inicio da separacdo de Gondwana e
a Corrente de Benguela, atualmente, banha a costa Sul da Africa com dguas frias oriundas do
continente Antartico. Contudo, a explicagao histdrica ganha ainda mais for¢a devido a relacdo
entre as faunas australiana e indica com as sulafricana e antartica. Esta afinidade remonta
diretamente a uma relacdo gondwanica, porém, excluindo a fauna sulamericana (ver abaixo).
Outra relacdo de destaque remonta a uma afinidade laurasiana, unindo o Artico (A), Pacifico
Norte Temperado (TNP) e Atlantico Norte Temperado. A grande conectividade atual entre A
e TNP ¢ evidenciada em uma relagcdo de proximidade entre estas dreas, e provavelmente, uma
fauna ancestral a estas duas deu origem a do TNA apds a abertura do Atlantico Norte. Por
fim, as demais dreas remontam a uma afinidade Tropical, anterior a abertura do Atlantico e ao
soerguimento do Istmo do Panamd. Aqui € possivel observar uma diversificagcdo Norte-Sul, na
qual a fauna da América do Sul Temperada diverge em relagdo ao Atlantico Tropical,
sugerindo uma colonizagio do continente sulamericano a partir do Proto-Caribe. E possivel
também observar uma diversificacao Leste-Oeste, a qual remonta a uma origem comum entre
o Pacifico Oriental Tropical e o Indo-Pacifico Oriental.

Contudo, este tipo de andlise € extremamente sensivel a amostragem taxondmica, o
que é demonstrado pela baixa resolucdo encontrada na andlise bayesiana e pela baixa
similaridade entre as dreas. Como pode ser visto na Tabela 4.3, a maior parte das espécies de
Mycale registradas era endémica, e somente cerca de 30 % destas sdo encontradas em mais de
uma drea. As relagdes encontradas na andlise bayesiana parecem refletir diretamente o esforco
amostral nestas dreas, haja visto que somente foram recuperadas relagdes com suporte entre
dreas com um alto nimero de espécies registradas. Outra considera¢do se deve ao fato das
duas dreas com menor nimero de espécies reportadas (TEP e EIP) terem agrupado na andlise
de similaridade, levantando a possibilidade de que este agrupamento se deva a um artefato de
andlise.

Este tipo de andlise também € sensivel a delimitacdo de areas de endemismo. Muitas
das espécies registradas apresentaram distribui¢des referentes a paises ao invés de 4reas.
Neste sentido, caso uma espécie seja reportada para um pais que apresente sua area de costa
localizada em diferentes dreas de endemismo estabelecidas, como Brasil e Austrélia, pode ser
que tal promova artefatos de andlise. Por exemplo, muitas espécies que ocorrem ao longo da
costa do Brasil t€ém uma &area de distribui¢do limitrofe no Sudeste deste pais. Contudo, esta

regido € definida como pertencente a TSA, o que promove a coocorréncia destas espécies
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também no TA. Como no caso desta andlise, o nimero de espécies registradas para o Brasil
foi superior ao registrado em outras regides da América do Sul (dados ndo mostrados), a
relacdo resultante da informacao de presenca de espécies nas duas areas (TSA + TA) pode ter
sido promovida mais por um erro de delimitagdo de areas — associado a amostragem
diferencial dos registros ao longo da costa do continente — do que uma afinidade faunistica
real. Por outro lado, a regidao do Sudeste do Brasil é alegadamente uma zona de transicdo
biogeografica (SOLE—CAVA et al., 1981; PALACIO, 1982), e a fauna de esponjas desta
regido apresenta afinidade com o Atlantico Tropical Ocidental. Deste modo, provavelmente a
delimitacdo entre as dreas de endemismo TA e TSA apresentou um forte peso na recuperacao
de uma relac@o entre estas dreas, a qual deveria ser revista, ou mesmo, esta zona poderia ser
tratada como uma 4rea a parte. Um exemplo similar também € dado pelos registros de
espécies da Austrdlia. Este pais abrange duas regides recuperadas como afins (TAA + CIP), e
a maioria de suas espécies € registrada ocorrer ao longo de toda a costa do pais. Novamente,
isto promove um alto nimero de coocorréncia para estas dreas, o que possibilita a recuperacao

de artefatos.

4.4.3 Biogeografia de Mycale e padroes de distribuicdo das esponjas

As andlises biogeograficas de Mycale, além de apresentar uma grande divergéncia
entre métodos, também diverge em relacdo aos padrdes globais de distribui¢dao de esponjas. O
padrao de distribuicdo proposto por van Soest e colaboradores (2012) determina uma
afinidade entre os Indo-Pacificos Central e Ocidental, seguido pela Australdsia Temperada.
Nesta relacdo, as duas dreas tropicais estariam mais relacionadas do que o sul temperado.
Contudo, nos resultados obtidos por meio da andlise de agrupamento — metodologia, esta,
similar a empregada pelos autores — a relagc@o entre estas areas se mostrou invertida, refletindo
uma coesdo faunistica do continente australiano. Como discutido anteriormente, esta relacao
obtida aqui poderia advir de erros no registro de espécies, determinando distribuicdes maiores
do que as reais, mas também encontra suporte na origem geoldgicas destas regides, como
evidencia a deriva dos subcontinentes indiano e australiano. No mais, a maior parte das
demais relagdes de dreas propostas por van Soest e colaboradores (2012) difere em grande
parte das obtidas aqui. Por exemplo, os autores recuperam em seu trabalho uma afinidade
entre 0 Oceano Sul e a América do Sul Temperada — uma afinidade de fauna reconhecida por
muitos autores (e.g., DESQUEYROUX—FA(JNDEZ, 1994; HAJDU, 1995) — as quais, por

fim, se relacionam com a Africa do Sul Temperada. Contudo, os resultados do presente
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trabalho sugerem uma maior semelhanca entre a fauna da TSA e uma fauna ancestral do
Proto-Caribe (mas ver discussdo acima). Com a excecdo da TSA, a afinidade entre o Oceano
Sul e a Africa do Sul Temperada também foi recuperada neste trabalho, o que reforca uma
origem em comum para estas faunas (quer seja por vicaridncia ou dispersao). O padrdes de
distribuicdo geografica de van Soest e colaboradores (2012), assim, neste trabalho (andlise de
similaridade), sugere uma afinidade entre o Indo-Pacifico Oriental e o Pacifico Oriental
Tropical. Contudo, os autores assinalam o Pacifico Norte Temperado como drea mais
relacionada a estas, ao contrario do que foi encontrado aqui. Os resultados desta tese sugerem
que a fauna de Mycale destas areas (EIP e TEP) esteja relacionada a uma fauna tropical proto-
caribenha. E que a fauna de Mycale do Pacifico Norte Temperado estaria relacionada com a
fauna do Artico, uma drea que, por sua vez, no trabalho de van Soest e colaboradores (2012)

se relaciona com o Atlantico Tropical e Norte Temperado.
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5 DA METABOLOMICA COMPARADA

5.1 Introducao

5.1.1 Produtos naturais de esponjas: importincia farmacoldgica e papel ecoldgico

Produtos naturais, metabdlitos secunddrios, ou ndo-primdrios sdo produtos de
processos regulatorios celulares produzidos por organismos vivos cujos niveis podem ser
considerados como a resposta maxima dos sistemas bioldgicos a alteragdes genéticas ou
ambientais. Estes tém sido explorados pela humanidade para uma gama de propdsitos
diferentes, incluindo seu uso como comida, fragrancias, pigmentos, inseticidas e remédios. O
ambiente marinho é uma fonte rica de produtos naturais biologicamente ativos, muitos dos
quais possuem caracteristicas estruturais nao encontradas em produtos naturais de origem
terrestre. Todos os anos, um nimero cada vez maior de novos metabolitos marinhos € relatado
na literatura, indicando que este ambiente potencialmente continue a ser uma fonte abundante
de novos produtos naturais por muitos anos vindouros (BLUNT et al., 2012, LEAL et al.,
2012a, b; SACRISTAN-SORIANO et al., 2012).

Nas ultimas décadas, as esponjas tém se tornado uma das fontes predominantes na
descoberta novos produtos naturais biologicamente ativos, principalmente devido a sua
prevaléncia no ambiente marinho, facil coleta e capacidade de sintetizar uma variedade de
produtos naturais de diversas classes estruturais. No periodo de cinco anos, entre 1986 e 1991,
mais de 400 novos compostos com atividade citotoxica foram descritos na literatura obtidos a
partir de esponjas (SCHMITZ et al., 1993; LEAL et al., 2012a, b). Estes compreendem as
mais diversas classes quimicas, como nucleosideos, terpenos, esterdis, peptideos ciclicos,
alcalédides, acidos graxos, peréxidos e aminodcidos derivados (frequentemente halogenados).
A maioria dos compostos bioativos encontrados nas esponjas podem ser classificados como
anti-inflamatdrios, anti-tumorais, imuno- ou neuro-supressores, anti-virais, anti-maldricos,

anti-bidticos ou anti-encrustantes (TRAMPER, 1999).
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Entretanto, muitos destes compostos sdo na verdade produzidos por organismos
associados as esponjas, como bactérias e fungos, os quais utilizariam os mesmos como forma
de protecdo contra organismos agressores estranhos (THAKUR et al., 2003). A prépria no¢ao
de simbiose é de certa forma dirigida por restricdes bidticas ambientais, onde o organismo
hospedeiro, no caso, a esponja, sintetiza compostos bioativos que proporcionam prote¢ao
contra organismos invasores (e.g., RICHELLE-MAURER et al., 2003). Os fungos e bactérias
simbidticos com as esponjas também produzem metabdlitos secunddrios que agem como
antibidticos ou citostéticos (e.g., PETTIT et al., 2000; BRINGMANN e LANG, 2003). Em
demospongias, esta associacdo entre microrganismos e hospedeiros € altamente especifica,
gerando também uma alta especificidade na producio de compostos bioativos (ver THOMAS
et al.,2010; ROZAS et al., 2011). Funcionalmente, estes compostos agem apenas como meios
de defesa quimica (ver THOMS e SCHUPP, 2007). Contudo, outras classes de moléculas
podem apresentar um papel duplo, envolvendo tanto defesa quanto ativacdo de vias
metabodlicas importantes na auto-defesa, com moléculas similares e/ou homdélogas aquelas
presentes no sistema imune inato e adaptativo de metazodrios derivados (MULLER et al.,

1999, 2004).

5.1.2 Metabolémica comparativa

O conhecimento produzido a respeito do contetido metabdlico das esponjas até agora
se deve basicamente a triagem de compostos de interesse farmacoldgico. Leia-se, das muitas
espécies de esponjas estudas sob o ponto de vista bioquimico, somente uma fracdo minima
dos compostos que apresentaram resposta farmacoldgica tiveram suas pesquisas
aprofundadas. Desta forma, pouco ou nada se sabe a respeito da aparente complexa estrutura
metabodlica das esponjas, uma vez que os trabalhos normalmente descrevem apenas novos
produtos potencialmente explordveis. Questdes como o papel evolutivo desses compostos
estdo apenas comecando a serem exploradas (ver tdpico acima), mas outras permanecem
incertas, como: 1) quao filogeneticamente distribuidos sdo estes compostos?; ii) que estados
fisiolégicos desencadeiam a producdo dos mesmos?; iii) qual o papel dos diferentes fatores
ambientais na sintese desses metabodlitos?; dentre outras.

Com a recente era das “Omicas”, na qual um volume macico de informacdes
bioldgicas pode ser gerado rapidamente, e relativamente a baixo custo, estas questdes estao
comegando a ser investigadas. Com a possibilidade praticamente ilimitada de rastreamento de

metabolitos, gerando fendtipos metabdlicos tanto qualitativos quanto quantitativos, a
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comparacdo destes entre diferentes amostras permitird um grande avang¢o no conhecimento
dessas vias, levando tanto a uma maior compreensao da fun¢do e evolucdo destes compostos
quanto a uma identificacdo dos mesmos para fins praticos (FIEHN, 2002; WECKWERTH e
MORGENTHAL, 2005). Embora a metaboldmica comparada seja amplamente aplicada em
biomedicina, fitoquimica e microbiologia (NIELSEN e JEWETT, 2007), poucos trabalhos ja
foram feitos envolvendo invertebrados que nao sejam espécies usadas como modelo animal.
Em esponjas, hd praticamente um tunico trabalho sob este prisma: um estudo recente
que aplicou o principio de impressao digital metabdlica — i.e., a identificacdo de fendtipos
metabdlicos por meio da comparacdo de padrdoes multiparamétricos obtidos a partir de
rastreamento em larga escala de compostos de um grande nimero de amostras — como
indicador de biodiversidade em Homoscleromorpha (IVANI§EVIC et al., 2011). Os autores,
usando uma abordagem de impressdo digital metabdlica por meio de HPLC-DAD-ELSD-
MS (do inglés, High performance liquid chromatography - Diode Array Detector -
Evaporative Light Scattering Detector - Mass Spectrometry), primeiramente, mediram a
variabilidade intraespecifica da diversidade metabolomica entre duas espécies de Oscarella
Vosmaer, 1884, a qual se mostrou significativamente menor do que a variabilidade
interespecifica, porém indicando que 95% do perfil metabolomico entre elas € aparentemente
idéntico. Ainda, por meio da classificacdo gerada a partir da comparagdo entre os perfis
metabdlicos de dez espécies de Homoscleromorpha, os autores encontraram uma alta
congruéncia com reconstrucdes filogenéticas obtidas a partir de dados moleculares, sendo
capazes de demonstrar a existéncia de dois grupos distintos dentro deste tdxon (Figura 5.1).
Este estudo comprovou que determinados metabdlitos em Homoscleromorpha atuam como
caracteristicas quimiotaxondmicas, sendo compartilhados evolutivamente entre as espécies.
No caso, os autores confirmam a presenca de plakinaminas, alcaldides esteroidais, como

sinapomorfia entre Corticium Schmidt, 1862 e Plakina Schulze, 1880.

5.1.3 Metabdlitos de Mycale Gray, 1867

Mais de 160 compostos ja foram descobertos a partir de espécies do género Mycale
Gray 1867, sendo a maior parte destes exclusivos (ver Apéndice I). O primeiro composto
relatado na literatura isolado a partir de uma espécie de Mycale revelou uma nova classe
estrutural de nucleosideos, cujo nome mycalisina A, faz alusdo a sua origem (KATO et al.,
1985). A partir de entdo, uma miriade de novos compostos nomeados em funcdo de seu

isolamento a partir de extratos de Mycale spp., comecaram a ser relatados na literatura, como:
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Figura 5.1. Perfis metabdlicos de espécies de Homoscleromorpha e classificagido gerada a
partir de dados moleculares e metabolomicos. A. Espectrometria de espécies de
Homoscleromorpha obtidos por meio de HPLC-DAD-ELSD-MS. B. Constraste entre
classificacdo gerada a partir de dados moleculares (a esquerda) e metabolomicos (a
direita). As letras indicam os grupos congruentes entre as duas andlises. Extraido de
IvaniSevi¢ et al., 2011.

mycalamidas,

mycalazais, mycalazdis, mycalenitrilas, mycaleoxinas, mycalolilideos,

mycalosideos, mycaperéxidos, mycapolidis, além de muitos outros compostos especificos

pertencentes a outras classes, como panteaminas, tedanolideos, hiburipiranonas, acetogeninas,

alquil-pirréis e outros (Figura 5.2). Estes produtos apresentam as mais diversas atividades

bioldgicas, de amplo interesse farmacoldgico,

espermostaticos (mycalisinas; KATO et al., 1985; mycalosideos, ANTONOV et al., 2003),

agindo como agentes citostiticos e

anti-virais (mycalamidas, PERRY er al., 1988; PERRY et al., 1990; mycaperdxidos,
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Figura 5.2. Estrutura quimica de alguns dos principais compostos quimicos isolados a
partir de espécies do género Mycale Gray, 1867. A. Mycalisina A. B. Mycalamida A. C.
Mycalazal 1. D. Mycalazol 1. E. Mycalenitrila 1. F. Mycaleoxina. G. Mycalolida A. H.
Mycalosida A. 1. Mycaperéxido A. J. Mycapoliol A. K. Panteamina A. L. 13-
deoxytedanolida. Para uma lista completa dos produtos naturais de Mycale, assim como
referéncias, ver Apéndice 1.

TANAKA et al., 1993), e citotéxicos e anti-tumorais (mycalolideos, FUSETANI et al., 1989;
mycaperoxidos, TANAKA et al., 1993; mycalaz6is, ORTEGA et al., 1997; mycalazais e
mycalenitrilas, ORTEGA et al., 2004; tiomycalolideos, MATSUNAGA et al., 1998a), citando
s6 alguns exemplos.

Contudo, ainda pouco se sabe a respeito do papel destes compostos na ecologia
quimica dessas esponjas, ou mesmo da representatividade destes em relagdo as associacdes
com microrganismos. Um dos poucos trabalhos neste sentido comparou as comunidades
bacterianas, assim como sua influéncia na incrustacdo de poliquetos, de duas espécies de

Mycale oriundas de localidades distintas: Mycale adhaerens de Hong Kong e Mycale
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laxissima das Bahamas (LEE et al., 2007). Os autores concluem que as espécies de Mycale
das duas regides diferem em sua microbiota tanto em nimero quanto em espécies isoladas,
sendo a de Hong Kong mais diversa. Ainda, quando os extratos das duas esponjas foram
incubados com bactérias isoladas a partir da referéncia proveniente de Hong Kong, as nativas
apresentaram inibicdes de crescimento contra uma ampla variedade destas, enquanto que no
extrato da estrangeira ndo foi observado qualquer efeito contra as mesmas. No mesmo estudo,
ensaios de colonizacdo, usando larvas de poliquetos nativos de Hong Kong, mostraram que o
extrato da esponja da mesma localidade era capaz de inibir a fixagdo do poliqueta, mas os da
esponja de Bahamas ndo mostraram qualquer efeito observavel. Por meio de HPLC-MS, foi
mostrado que o perfil metabdlico entre as espécies diferia significativamente, tendo M.
adhaerens apresentado maior diversidade de &acidos graxos. Os autores concluem que as
espécies de Mycale geograficamente distintas apresentam especificidade tanto em suas
comunidades bacterianas associadas a superficie quanto na sua atividade anti-incrustante, a
qual possivelmente se deve as diferencas na composi¢do quimica de seus dcidos graxos. E que
diferentes comunidades bacterianas associadas as esponjas podem refletir diferencas de

habitat nas suas comunidades simpatricas tanto bacteriana quanto béntica (LEE et al., 2007).

5.1.4 Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear na identificacdo de moléculas

A espectroscopia por ressonincia magnética nuclear (RMN ou NMR, do inglés
Nuclear Magnetic Resonance) é uma técnica que explora as propriedades de certos nicleos
atoOmicos para determinar as propriedades fisicas e quimicas de 4tomos ou moléculas. Assim
como outras técnicas, como a espectrometria de massa (MS, do inglés Mass Spectrometry)
seja ela acoplada a cromatografia gasosa (GC, do inglés Gas chromatography) ou a
cromatografia liquida de alta performance (HPLC, do inglés High-performance liquid
chromatography), a espectroscopia por RMN ¢ largamente utilizada para a determinacdo
estrutural de produtos naturais. Mais recentemente, essas técnicas estdo sendo combinadas
para produzir andlises mais refinadas e robustas para a identificacdo de compostos em
misturas complexas, possibilitando andlises de extratos brutos, ndo-purificados. Por exemplo,
as técnicas modernas para andlise metabolomica utilizam correlagdes de sinais obtidos tanto

por RMN quanto por GC-MS (SAITO e MATSUDA, 2010).



224

5.1.4.1 Deslocamento quimico

A espectroscopia por ressonancia magnética nuclear se baseia no fato de que nucleos
ativos em RMN (spin diferente de zero), como 'H e "*C absorvem radiacdo eletromagnética
em uma frequéncia caracteristica de acordo com o isétopo. A frequéncia ressonante, a energia
de absorcdo e a intensidade do sinal sdo proporcionais a forca do campo magnético. Por
exemplo, em um campo magnético de 21 Tesla, os hidrogénios ressonam a 900 MHz, sendo,
portanto, comum se referir a um magneto de 21 T como sendo um magneto de 900 MHz,
embora diferentes nicleos ressonem em uma frequéncia diferente nesta forca de campo em
proporcdo aos seus momentos magnéticos nucleares.Para niicleos com spin %2, colocados na
presenca de um campo magnético externo, haverd dois estados de spin: um alinhado na
direcdo do campo magnético, com menor energia (+1/2), e outro na dire¢cdo oposta a0 campo
magnético, de maior energia (-1/2). A diferenca de energia (AE) entre os dois estados de spin
aumenta conforme a forca do campo magnético, sendo normalmente muito pequena, o que
leva a necessidade de altos campos magnéticos. A diferenca de energia entre dois estados de
spin num dado campo magnético € proporcional a seus momentos magnéticos (Figura 5.3).
Contudo, apesar de todos os nicleos em uma molécula possuirem 0s mesmos momentos
magnéticos, eles ndo irdo entrar em ressonancia na mesma frequéncia. Isto porque estes
valores dependem da densidade eletronica ao redor do nicleo, gerando campos magnéticos
locais. Estes campos magnéticos locais formam uma regido de blindagem (a favor do campo
magnético) ou desblindagem (contra o campo magnético) em torno do nucleo que ird afetar a
frequéncia na qual o nicleo entra em ressonancia. Tais variacdes no campo magnético sao
muito pequenas, na faixa de Hz, enquanto as diferencas de frequéncia entre nicleos diferentes
sdo na ordem de MHz. Para padronizar as frequéncias de ressonincia geradas em
espectrometros de RMN com diferentes campos magnéticos foi criada a escala medida em
partes por milhdo (ppm) relacionando a frequéncia em Hz com a frequéncia em MHz (ou seja
Hz/MHz), para designar as diferentes frequéncias de um mesmo nucleo em uma molécula,
denominada de deslocamento quimico (3). Por exemplo, um nicleo que entre em ressonancia
a uma frequéncia de 2500 Hz em um espectrometro de 500 MHz terd um deslocamento
quimico de 5 ppm. O mesmo valor em ppm serd observado se este nicleo for analisado em
um espectrometro de 900 MHz onde teria uma frequéncia de ressonancia de 4500 Hz.

Uma vez que os deslocamentos dos hidrogénios sdo primariamente determinados por
efeitos de blindagem simples eles podem ser preditos e tabelados, como demonstrado por uma

calculadora on line que prevé deslocamentos quimicos de hidrogénio em cadeias aliféticas,
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Figura 5.3. Principio da espectometria por ressonancia magnética nuclear (RMN). Uma
carga spinning gera um campo magnético, € 0 spin-magneto resultante possui momento
magnético () proporcional ao spin. Na presenca de um campo magnético externo (By),
existem dois estados de spin, +1/2 e -1/2. O momento magnético do estado +1/2 de menor
energia estd alinhado com o campo externo, mas o estado de spin -1/2 de maior energia
estd oposto a ele. Note que a flecha representando o campo externo aponta para o Norte.
A diferenca de energia (AE) entre os dois estados de spin é dependente do campo
magnético externo, e ¢ sempre muito pequena. O diagrama ilustra que os dois estados de
spin possuem a mesma energia quando o campo magnético externo € zero, mas diverge
conforme ele aumenta. Num campo magnético By, a formula para a diferenca de energia é
dada (I = %2, e p € o momento magnético do nicleo no campo, por exemplo: 'H =
2,7927; “F n=2,6273;°'P p = 1,1305; ¢ °C p=0,7022).

desenvolvida na Faculdade de Colby, (http://www.colby.edu/chemistry/NMR/H1pred.html).
Os valores dos deslocamentos quimicos fornecem informacdes a respeito dos diferentes
ambientes quimicos dos nucleos em uma molécula. A correlacdo entre os valores de
deslocamento quimico observados no espectro com a estrutura molecular é chamada
atribuicdo de espectros (do inglés, assigning spectra) (Figura 5.4). No caso dos espectros de
hidrogénio, a andlise da intensidade dos sinais (integracdo) fornece informagdes sobre o
nimero de hidrogénios que dao origem ao sinal, podendo ser base para andlises quantitativas.
A andlise deve integrar os picos, € ndo apenas medir sua altura, uma vez que estes também

tém largura. Sendo assim, seu tamanho depende da sua drea, e ndo da altura.
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Figura 5.4. Intensidade de sinais de frequéncia obtidos por ressonancia magnética nuclear
(RMN) em funcdo do deslocamento quimico. A. Sinais de RMN 'H para alguns
compostos diferentes. A férmula do deslocamento quimico € dada. Note que dependendo
do campo magnético aplicado (By) a frequéncia entre os sinais muda. Da direita para a
esquerda: benzeno, diclorometano, propanona, e tetrametilsilano (TMS, usado
normalmente como padrdo de sinal, indicado aqui na cor verde). B. Distribuicdo geral de
deslocamentos quimicos de prétons associados a diferentes grupos funcionais. Os
intervalos sdo aproximados, e podem ndao compreender todos os compostos. Note que os
intervalos para os prétons dos grupos OH e NH (laranja) sdo maiores do que aqueles dos
grupos CH (azul), devido principalmente a variacdes na ligacdo do hidrogénio em
concentracdes de amostras diferentes. Intervalos para amostras em solucao de CDCls, e
escala de deslocamento quimico relativa a TMS 6 = 0.

5.1.4.2 Acoplamento escalar
Algumas das informacdes mais uteis para elucidacdo de estruturas vém do

acoplamento escalar (ou acoplamento J, do inglés, J-coupling) entre nucleos ativos de RMN.
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Este acoplamento se da a partir da interagdo de diferentes estados de spin através das ligacdes
quimicas de uma molécula, resultando numa divisdo do sinal de RMN. Estes padroes
divididos podem ser complexos ou simples, proporcionando uma visdo detalhada sobre a
conectividade de 4tomos em uma molécula.

O acoplamento para o equivalente a n nicleos com spin %2 separa o sinal em um n+1,
gerando um multipleto com razdes de intensidade seguindo o triangulo de Pascal. O
acoplamento com spins adicionais levard a mais quebras de cada componente do multipleto.
Por exemplo, o acoplamento para dois nicleos com spin ¥2 com constantes de acoplamento
significativamente diferentes resultard em uma dupla de dupletos (abreviatura: dd). Note que
0 acoplamento entre os nucleos que sdo quimicamente equivalentes (isto €, ttm o mesmo
deslocamento quimico) nao tem nenhum efeito sobre os espectros de RMN e os acoplamentos
entre os nucleos que sdo distantes (normalmente mais do que trés ligacdes separadas para
hidrogénio em moléculas flexiveis) sdo geralmente muito pequenos para causar divisdes
observéveis. Acoplamentos a mais de trés ligacdes podem muitas vezes ser observados em
compostos ciclicos e aromaticos (normalmente ocorrem quando hé ligacdes duplas e simples
alternadas, onde ha maior eficiéncia da sobreposicao dos orbitais p permitindo a transferéncia
da informagdo), resultando em padrdes mais complexos de divisao (Figura 5.5).

O acoplamento combinado com o deslocamento quimico (e a integracdo para
hidrogénio) revela ndo s6 o ambiente quimico dos nicleos, mas também o nimero de nicleos

ativos de RMN vizinhos no interior da molécula.

5.1.4.3 Espectroscopia por RMN do etanol: um exemplo

Para o espectro de RMN '"H do etanol (CH3CH,0H), € esperado um sinal para cada
um dos trés deslocamentos quimicos: um para o grupo -CHs, um para o grupo -CH, e um para
o grupo -OH. Um tipico grupo -CH3 possui um deslocamento por volta de 1 ppm, um -CH;
ligado a um -OH possui um deslocamento de cerca de 4 ppm e um -OH possui um
deslocamento de cerca de 2-3 ppm dependendo do solvente utilizado. Devido ao movimento
molecular a temperatura ambiente, os trés hidrogénios do -CHs chegam a uma média durante
o curso do experimento (que tipicamente requer alguns milisegundos). Estes hidrogénios se
tornam degenerados e formam um sinal no mesmo deslocamento quimico. A forma e drea dos
picos também sdo indicativas da estrutura quimica. No exemplo em questdo, o sinal do -CHj3
teria trés vezes a area do sinal de -OH. Similarmente o sinal do -CH, teria o dobro da area de -

OH mas apenas 2/3 da area do sinal de -CH;. Contudo, devido ao acoplamento escalar, o
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Figura 5.5. Efeito do acoplamento escalar na espectroscopia por ressonincia magnética
nuclear (RMN). A. O padrio de divisdao de um dado nicleo (ou grupo de nicleos
equivalentes) pode ser previsto pela regra do n+1, onde n € o nimero de nicleos vizinhos
acoplados com a mesma (ou similar) constante de acoplamento de J (unidade em Hz). Se
ha dois nucleos vizinhos acoplados, o sinal observado serd um tripleto (n=2, n+1=3). Em
todos os casos, a(s) linha(s) central(is) do padrao de divisdo terdo maior intensidade do
que as periféricas. B. As intensidades das linhas de divisdo sdo dadas pelos numeros em
um triangulo de Pascal. C. Se um dado ntcleo estd acoplado com dois ou mais conjuntos
de nucleos vizinhos por diferentes valores de J, a regra do n+1 nao prevé todo o padrao de
divis@o. Ao invés disso, a divisdo dada por conjunto J € adicionada aquela esperada para
os outros conjuntos J. D. Magnitudes das constantes de acoplamento J para alguns nicleos

vizinhos.

grupo -CHj3 € dividido em um tripleto, com uma razdo de intensidade de 1:2:1, pelos dois

hidrogénios vizinhos do -CH,. Da mesma forma, o -CH, estd dividido em um quarteto, com

uma propor¢ao de intensidade de 1:3:3:1, pelos trés hidrogénios vizinhos do -CHi;. Em

principio, os dois hidrogénios do -CH, também seriam divididos novamente em um dupleto

para formar um dupleto de quartetos pelo hidrogénio do -OH, mas a troca intermolecular do

préton do dcido hidréxilo muitas vezes resulta numa perda de informacdo de acoplamento

(Figura 5.6).



229

Etanol

oo
2001
=00
400
300

200

i

-100

Figura 5.6. Exemplo do espectro de RMN 'H do etanol plotado como intensidade do sinal
contra o deslocamento quimico. Ha trés tipos diferentes de dtomos de hidrogénio (H) no
etanol em relacdo a RMN. O hidrogénio no grupo —OH ndo estd acoplando com os outros
atomos de H e aparece como um simpleto, mas os H dos grupos —CH; e —CH, estao
acoplados uns com os outros, resultando num tripleto e num quarteto, respectivamente.

5.1.5 Objetivos"

e Comparar os perfis metabdlicos de trés espécies do género Mycale Gray, 1867 obtidos
por espectroscopia de ressonincia magnética nuclear dos nucleos de hidrogénio (RMN
'H);

e Contrastar as similaridades metabdlicas entre as espécies com suas relacdes
evolutivas;

e Determinar as diferencas nos perfis metabdlicos entre grupos de individuos

metabolicamente relacionados.

" A identificagdio dos compostos dos perfis metabélicos ndo serd realizada neste trabalho uma vez que a
identificacdo destes por deslocamentos quimicos em misturas complexas, além de demandar um enorme esforco
e ser demorado, pode apresentar uma série de problemas como alta sobreposi¢do de picos, subestimativa dos
compostos na mistura, e potenciais interagdes idnicas e de pH que podem fazer com que os picos de um
composto desviem do esperado. A identificacdo destes se dard num segundo momento, quando for construida
uma base de dados mais completa para a busca de compostos especificos e as técnicas forem dominadas.
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5.2 Material e Métodos
5.2.1 Coleta de material

Para avaliar o contetido metaboldmico de Mycale, 11 individuos pertencentes a trés
subgéneros diferentes foram coletados em campo e trazidos vivos para o laboratério em sacos
plasticos com dgua do mar natural. A coleta ocorreu no Municipio de Angra dos Reis, Rio de
Janeiro, nas docas da Pousada Jamanta (aproximadamente 23° 01' 15" S, 44° 19" 44" O). As
espécies coletadas foram: Mycale (Aegogropila) americana van Soest, 1984 (N = 5), Mycale
(Carmia) microsigmatosa Arndt, 1927 (N = 3) e Mycale (Zygomycale) angulosa
(Duchassaing e Michelotti, 1864) (N = 3). Estas foram numeradas em campo conforme ordem
de coleta, e um cédigo de identificacdo conforme a espécie, onde A = M. angulosa, E = M.
americana e 1 = M. microsigmatosa. A seguir, as amostras foram congeladas em refrigerador
a -20 °C, as quais permaneceram estocadas até a extracdo. Foi, ainda, retirada uma subamostra
dos individuos para extracdo de DNA a fim de estabelecer uma relacdo filogenética entre os
individuos. A extragdo de DNA, amplificagdo, sequenciamento, edicdo alinhamento e
reconstrugdo filogenética das sequéncias foram feitas de acordo com o Capitulo 1 deste

trabalho.

5.2.2 Extracdo de metabdlitos

Frascos ambar de 50 mL foram lavados, rinsados com dgua destilada e secos em estufa
a 60 °C. Em seguida, os frascos foram rotulados de acordo com o nimero dado as amostras, e
pesados, sem suas tampas, em balanca eletronica de precisdo Scientech® SA210. Por fim,
foram guardados tampados em refrigerador a -20 °C. As amostras congeladas foram entdo
transferidas para seus respectivos frascos, os quais foram revestidos com papel-filme,
abrindo-se nestes pequenos rasgos no lugar da boca do frasco, e liofilizadas por 24 horas em
liofilizador Christ® LOC-2m no Laboratério de Radioclimatologia e Mudancas Globais
(LARAMG) da UERJ.

As amostras secas foram pesadas novamente em balanca de precisd@o (novamente sem
as tampas), e peso seco da amostra calculado [Peso(frasco + amostra seca)(g) — P€SO(frasco)(g)]. As
amostras foram entdo trituradas com bastdo de vidro, e 10 mL de metanol 100 % (CH3;OH),
da marca MERCK®, foram adicionados para cada 1 g de peso seco da amostra. Os frascos
foram revestidos com papel-filme para vedacao e acondicionados em agitador por 12 dias. As
amostras foram entao decantadas, e o solvente transferido para um tubo de ensaio limpo, ap6s

filtragem em papel filtro. Foram transferidos at¢ 900 puL do extrato bruto filtrado para
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microtubos de polipropileno de 1,5 mL, do tipo Eppendorf. Este foi centrifugado em
microcentrifuga a 10000 rpm por 20 min a fim de retirar o restante da matéria particulada
ap6s filtragem. Por fim, este foram secos em concentrador SpeedVac Thermo® Savant

DNA110 por 30 minutos.

5.2.3 Ressonincia Magnética Nuclear

As amostras foram dissolvidas diretamente em 0,6 mL de CD;OD e colocadas em
tubos de RMN de 5 mm. Os espectros de RMN 'H foram feitos em um espectrometro da
Agilent Technologies operando a 499,98 MHz. Todos os espectros foram adquiridos a 25 °C
com uma largura espectral de 5252.1 Hz, 16 K de pontos e 128 scans (acumulacdes). Os
sinais FID (do inlgés, Free induction decay) foram transformados por Fourier, as fases e a
linha de base dos espectros resultantes foram corrigidos manualmente e calibrados e
normalizados para o tetrametilsilano (TMS) a 0.000 ppm usando o programa Mestrelab®

MestReNova 6.

5.2.4 Andlise dos dados

Antes das andlises estatisticas, os espectros foram alinhados utilizando o pacote
icoshift (SAVORANI et al., 2010) implementado no programa MATLAB® R2012a, a fim de
corrigir erros posicionais nos espectros oriundos de ligeiros desvios de campo magnético. O
método de alinhamento baseia-se num modelo de insercdo e delecdo para intervalos de
deslocamentos de espectros e depende de um nicleo de computagdo eficiente baseado na
Transformacdo Réapida de Fourier (FFT, do inglés Fast Fourier Transform). O alinhamento
foi realizado dividindo os vetores dos espectros em setores, cujos intervalos foram definidos
manualmente, de forma a incluir todos os multipletos, mas sem que estes fossem separados
entre si. O vetor alvo para cada sec@o foi determinado pela média dos valores multiplicado
por trés, e o alinhamento utilizou o algoritmo de busca rdpida para a melhor correcao de
deslocamento naquele intervalo.

Em seguida, os valores de intensidade de cada espectro foram padronizados em
relacdo a média e ao desvio-padrdo. Foi incluida na andlise apenas a regido de 0.5 a 9.5 ppm,
com a exclusdo da regido de 4.5 a 5.5 ppm por apresentar um sinal de intensidade muito
elevada e cuja curva inclui outros picos que muitas das vezes ndo podem ser detectados, o que
implicaria em um erro de classificacdo. Considerando cada amostra como uma varidvel

independente, cujos valores correspondiam aos vetores de seu espectro, foi realizada uma
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andlise de componentes principais (PCA) usando o algoritmo NIPALS (Non-Linear Iterative
Partial Least Squares) com 50 iteracdo e critério de convergéncia igual a 0,0001, onde o
nimero de componentes extraidos foi determinado por valida¢do cruzada (V-fold = 7). Os
autovalores dos componentes extraidos foram utilizados para construir um grafico tri-
dimensional. A visualizacdo da classificacdo das amostras por similaridade foi realizada por
meio de uma andlise de agrupamento por arvore hierdrquica, na qual foi utilizada a regra de
amalgamacdo de ligacdo completa e as distancias estimadas por meio de 1 - a correlacdo r de
Pearson. Esta foi contrastada com a arvore filogenética obtida a partir das sequéncias de 16S
conforme descrito anteriormente (ver Capitulo 1). As andlises estatisticas foram realizadas
utilizando o programa StatSoft® STATISTICA® 7.

Foi realizada uma andlise considerando apenas os sinais de frequéncia encontrados nos
espectros. Os sinais foram tabulados binariamente (auséncia = 0, presen¢a = 1) ao longo da
escala de ppm (com duas casas decimais). A matriz resultante foi submetida a uma anélise por
inferéncia bayesiana (BI) usando um modelo binério, calculando a verossimilhanca apenas
das posi¢des informativas, e submetido a 100.000 gera¢des de cadeias de Markov via Monte
Carlo, sendo amostradas a cada 10 geracgdes, e descartando, ao final, 25 % dos dados obtidos
nas primeiras cadeias. Um grupo externo (OUT) artificial foi utilizando, para fins de
enraizamento, o qual considerou ausente todos os picos. Para tal, foi utilizado o programa
MrBayes v3.1 (HUELSENBECK e RONQUIST, 2003; RONQUIST e HUELSENBECK,
2005).

Para fins comparativos, grupos de amostras definidos com base na sua similaridade por
presenca e auséncia nos picos encontrados por RMN 'H, onde os grupos mais abrangentes
foram determinados por suporte dos ramos e especificidade. Foi calculada a média dos
vetores dos grupos formados, e estes foram subtraidos entre si de forma a obter um vetor
resultante. O vetor resultante foi utilizado para a construgao de gréaficos espectrais das regides
analisadas, nos quais os valores positivos equivalem aos vetores maiores no primeiro grupo, e
0s negativos aos vetores maiores no segundo grupo. Os gréificos espectrais reduzidos entre os

grupos foram construidos no Microsoft® Excel® 2003.
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5.3 Resultados

5.3.1 Extracdo dos metabdlitos

As amostras apresentavam grande diferenca de biomassa, o que reflete os diferentes
tipos de forma de crescimento de cada espécie. As amostras com maior peso seco foram
aquelas correspondentes a individuos maci¢os ou com ramos eretos, tendo sido os incrustantes
0s que apresentaram menor peso seco. Além disso, uma parcela considerdvel do solvente
adicionada para a extracdo dos metabdlitos se manteve retida pela a amostra, sendo que
apenas uma parcela do total pode ser recuperada. Esta se mostrou inicialmente turva devido a
suspensao de particulas do tecido da esponja apds maceracao. Contudo, apds centrifugacdo, os
extratos se mostraram limpidos, com uma coloragdo, em geral, bem similar a da esponja ainda
in vivo, indo do laranja escuro, quase vermelho, ao amarelo acastanhado. Os extratos
apresentaram uma viscosidade acentuada, e em alguns casos, goticulas de lipidios puderam
ser observadas, as quais se mostraram mais nitidas durante o procedimento de secagem,
resultando em uma camada lipidica superficial, dificultando a evaporagdo do solvente. Apds a
secagem, os precipitados apresentaram uma coloragdo escura, indo do castanho ao marrom, de
aspecto fridvel. Foi possivel observar também que durante a secagem os extratos deixaram um
residuo, da mesma coloragcdo do extrato, na parede dos microtubos. A Tabela 5.1 mostra os
valores de peso seco, volume de solvente adicionado as amostras, volume recuperado e
retencdo de solvente pelo tecido para cada amostra. Infelizmente, devido a um erro
metodoldgico, ndo foi possivel obter os pesos dos precipitados apds secagem, os quais
serviriam para estimar o rendimento da extracdo e padronizar a solubilizacdo destes em igual

concentracao.

5.3.2 Espectros de RMN 'H

Os espectros obtidos apds a transformagao de Fourier, ajuste de fase e linha de base,
calibracdo e normalizacdo podem ser vistos na Figura 5.7. Nesta, é possivel observar certo
padrdo dos sinais entre as amostras. Por exemplo, todas as amostras apresentaram um sinal
com alta intensidade e uma base larga em torno de 4,8 ppm correspondente ao hidrogénio do
OH do metanol (solvente usado no preparo das amostras) — e um sinal em 3,31 ppm que
corresponde aos hidrogénios do CH3; do metanol. Por outro lado, alguns sinais s6 foram
observados em algumas amostras, como os dois picos em torno de 9,2 e 8,9 ppm nas amostras

I5 e I16 (ver Apéndice J).
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Tabela 5.1. Sumadrio do procedimento de extracdo metandlica dos metabdlitos de Mycale
Gray, 1867. Os cddigos correspondem as amostras das espécies M. (Z.) angulosa (A), M.
(Aeg.) americana (E), e M. (C.) microsigmatosa (I). Os valores indicados correspondem a:
peso seco das amostras, em g (PS); volume de metanol adicionado as amostras, em mL (Vy);
volume do extrato recuperado das amostras, em mL (V;); percentagem do solvente retido
pelas amostras (R); volume da amostra submetido a secagem e utilizado subsequentemente a
andlise em RMN 'H, em mL (Vs); percentagem do volume extraido que foi submetido a
secagem (S). Ver texto para mais detalhes.

Amostra PS Vi V2 R VS S

A2 052 520 290 4424 090 31.0
Al2 036 358 1.10 6930 1.10 100.0
Al4 0.82 823 490 4045 090 184
E6 034 344 210 3890 090 429
E9 006 125 060 5185 0.60 100.0
E10 022 217 100 5385 1.00 100.0
El1l 0.04 080 020 7500 0.20 100.0
E13 031 3.07 090 70.68 090 100.0
IS 1.57 15770 9.60 38.86 0.90 94

I7 0.56 558 330 4081 090 273
116 020 197 1.10 4428 1.10 100.0

5.3.3 Andlise dos dados

A anédlise de componentes principais resultou na extracdo de quatro componentes
capazes de explicar 98,8 % dos dados, sendo que destes, o componente 1 compreendeu cerca
de 85,4 % da variacao dos dados, seguindo por 6,5 % no componente 2, 4,5 % no componente
3, e 2,4 % no componente 4 (Tabela 5.2). Ainda, a andlise revelou a existéncia de trés grupos
bem definidos ao longo do componente 2, e dentro destes, a existéncia de uma separacao mais
profunda ao longo dos componentes 3 e 4 (Figura 5.8.A). Nesta € possivel observar que o
componente 2 separa as trés espécies, M. (Z.) angulosa (A), M. (Aeg.) americana (E), e M.
(C.) microsigmatosa (I), o componente 3 separa as amostras E9, EI11 e 116 das demais
amostras destas espécies, € o componente 4, assim como o componente 3, separa as amostras
E9, E11 e 116 de suas coespecificas além de separar a amostra A12 das demais de M. (Z.)
angulosa.

A andlise de agrupamentos revelou que os perfis metabdlicos das trés espécies
divergem entre si, havendo mais similaridade entre os espectros intraespecificos do que entre

os interespecificos (Figura 5.8.B, direita). Nesta também foi possivel verificar que dentro de



235

b LN
M M AN i
—_.Jk__:'«__.w
9‘5 9‘0 SIS 8:0 7“5 7.0 6‘5 6‘0
ppm
| L 116
i
L Jj‘ A
U
1)
I :L h A L
Lo 1 A
l Wi R
i

ppm

Figura 5.7. Espectros de RMN 'H (500 MHz) obtidos para as amostras de Mycale Gray,
1867. Espectros apds transformacao de Fourier, ajuste de fases e linha de base, calibragao
e normalizacdo para o tetrametilsilano (TMS) a 0.000 ppm. Os espectros sao mostrados
empilhados para facilitar a comparagdo dos picos encontrados. Os cddigos indicados a
direita correspondem as amostras das espécies M. (Z.) angulosa (A), M. (Aeg.) americana
(E), e M. (C.) microsigmatosa (1).

M. (Aeg.) americana (E) e M. (C.) microsigmatosa (I) houve amostras que apresentaram
grande divergéncia, as mesmas que se mostraram separadas pela PCA. Desta forma, em E €
possivel definir dois subgrupos constituidos por E6, E10 e E13 no primeiro, € E9 e E11 no
segundo, e I se separa em I5 e I7 num subgrupo e I16 isolado no segundo. Contudo, a
similaridade entre os perfis metabdlicos das espécies de Mycale diferem das relagdes
filogenéticas entre estas (Figura 5.8.B, esquerda). Enquanto que a filogenia entre as trés
espécies suporta uma relagdo mais proxima entre M. (Z.) angulosa e M. (C.) microsigmatosa,
sendo M. (Aeg.) americana mais distante destas, a andlise dos perfis metabdlicos indica a

composi¢ao metabdlica de A € mais similar da de E, sendo I mais distante destas.
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Tabela 5.2. Sumadrio da anélise de componentes principais (PCA) dos espectros de RMN
'H. Na tabela estdo reportados: os componentes extraidos da andlise (C); a fracdo da
variacdo dos dados explicada por cada componente (RZX); a fragdo cumulativa da
variacdo a cada componente incorporado na andlise (R?2X (Cumul.)); os autovalores de
cada componente; a fracdo da variacdo explicada pelo modelo (Q%); a fracio cumulativa
da variacdo explicada a cada componente incorporado na andlise (Q* (Cumul.)); o ndmero
de iteragdes de cada componente. Ver texto para mais detalhes.

R2X Q2
C RzZX  (Cumul.) Autovalor Q2 (Cumul.) Iter.
1 0,854 0,854 9,391 0,852 0,852 3
2 0,065 0,919 0,720 0,919 0,988 11
3 0,045 0,964 0,492 0,963 1,000 5
4 0,024 0,988 0,269 0,988 1,000 3

Contudo, a inferéncia bayesiana bindria por presenca e auséncia de picos entre as
amostras revelou relacdes diferentes entre as encontradas por distancia (Figura 5.9; a matriz
bindria dos sinais encontrados nas amostras para os respectivos deslocamentos quimicos pode
ser encontrada no Apéndice J). Nesta é possivel observar que as amostras 116, E9 e El1
possuem uma relacdo mais proxima entre si do que com suas coespecificas, enquanto que a
andlise de agrupamentos por distincia resultou unicamente em grupos espécie-especificos.
Deste modo, quatro grupos podem ser definidos, o primeiro, A, compreendendo as amostras
de M. (Z.) angulosa, o segundo, I') que abrange as amostras IS e I7 de M. (C.)
microsigmatosa, o terceiro grupo, E', que abarca as amostras E6, E10 e E13 de M. (Aeg.)
americana, € por fim, o grupo entre as amostras ndo pertencentes as mesmas espécies, aqui
subdividido em E", com as amostras E9 e El1, e I", correspondentes a amostra [16. Outra

divergéncia entre a andlise de agrupamentos por distancia e a bayesiana bindria foi a relacao
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Figura 5.8. Andlise dos perfis metabdlicos de Mycale Gray, 1867. A. Grafico tri-
dimensional (x, y, z) dos vetores dos componentes obtidos na PCA (componentes 2, 3 e 4,
respectivamente) realizado entre os espectros de RMN 'H das amostras de Mycale. As
linhas de grade sélidas indicam pontos de referéncia para a separagdo de grupos. B.
Contraste entre as relacdes evolutivas das espécies analisadas obtida por meio do
marcador 16S e reconstruida pelo método de Méaxima Verossimilhanca (ML) (esquerda) e
a similaridade dos perfis metabdlicos obtida por andlise de agrupamento em darvore
hierdrquica dos espectros de RMN 'H. Os c6digos e as cores as amostras das espécies M.
(Z.) angulosa (A, vermelho), M. (Aeg.) americana (E, azul), e M. (C.) microsigmatosa (I,
verde). Ver texto para mais detalhes.
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Figura 5.9. Topologia das relagdes entre as amostras de Mycale Gray, 1867, obtida por
Inferéncia Bayesiana (BI) bindria a partir dos sinais encontrados nos espectros de RMN
'H. A BI foi realizada calculando a verossimilhanga apenas das posi¢des informativas com
100.000 geracdes de cadeias de Markov via Monte Carlo, amostradas a cada 10 geracdes,
com 25 % dos dados descartados no final. Um grupo externo (OUT) artificial foi
utilizando, considerando ausente todos os picos. Os cédigos e as cores as amostras das
espécies M. (Z.) angulosa (A, vermelho), M. (Aeg.) americana (E, azul), e M. (C.)
microsigmatosa (1, verde). Os grupos definidos por suporte A, E', E" e I' sdo indicados
acima dos ramos. A amostra [16 corresponde, sozinha, ao grupo I" considerado. Ver texto
para mais detalhes.

mais proxima entre os perfis metabdlicos de M. (Z.) angulosa e M. (C.) microsigmatosa do
que com a maioria das amostras de M. (Aeg.) americana, 0 que, em parte, esti em
congruéncia com a filogenia obtida por 16 S (Figura 5.8.B, esquerda).

Os espectros reduzidos entre os grupos interespecificos revelaram que certos sinais
apresentaram forte cariter de especificidade. Com base nestes, € possivel observar que o
grupo E' e I' apresentam muito mais sinais em relacao ao grupo A, enquanto que a distribui¢dao
de picos entre E' e I' se encontra mais balanceada (Tabela 5.3; Figuras 5.10 e 5.11). Dentre os
sinais caracteristicos de E' em relacao a A, ha dois multipletos por volta de 8,8 e 8,5 ppm,
outro em 8,3 ppm, um grupo de sinais entre 8,1 e 7,8 ppm, dois multipletos por volta de 7,7 e
7,6 ppm, um grupo de sinais entre 7,5 ¢ 7,0 ppm, um multipleto em 6,8 e outro em 6,3, um
grupo de sinais a partir de 5,7 ppm, dois multipletos em torno de 4,1 ppm, um sinal em 4,0,
em grupo de sinais entre 3,5 e 3,1 ppm, um sinal por volta de 2,0 ppm, dois multipletos em

torno de 1,6 e 1,4 ppm, com um sinal intenso em 1,2 ppm, um grupo de sinais entre 1,1 € 0,8
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ppm, ¢ um sinal em 0,7 ppm (Figuras 5.10.A e 5.11.A). Entre A e I' € possivel observar
algumas ligeiras diferencas, entre as quais, alguns picos caracteristicos encontrados em A,
mas nao em I', como um sinal por volta de 7,3 ppm e dois multipletos em torno de 7,1 e 6,7
ppm. Inversamente, dentre os sinais caracteristicos de I' em contraste com A, temos dois
sinais por volta de 9,3 e 9,2 ppm, um multipleto por volta de 8.9. A partir dai, os
caracteristicos de I' se assemelham aos de E' em relacdo a A, com excecdo da auséncia de um
grupo de sinais entre 7,5 e 7,0 ppm, um sinal em 2,7 ppm e a presen¢a de um multipleto por
volta de 2,4 ppm (Figuras 5.10.B e 5.11.B). O contraste entre os espectros dos grupos E' e I'
mostram que as diferencas entre estes se resumem a alguns sinais, como a presenca, em I' de
sinais por volta de 9,3 e 9,2 ppm, um multipleto por volta de 8.9, um sinal em 2,7 ppm, e
multipleto por volta de 2,4 ppm e uma maior intensidade em alguns grupos de sinais, uma vez
que estes estdo presentes em ambos os grupos, como por volta de 8,1, 6,2, 5,7, 3,4, 2,2, 2,0,
1,6, 1,4, 1,3 ppm. Inversamente, os sinais encontrados em E', mas ndo em I' incluem um
complexo de picos entre 7,5 e 7,0 ppm e um multipleto em 6,8. No mais, E' apresenta uma
maior intensidade de certos picos também encontrados em I', como 8,5, 7,9, 7,6, 4,1, 3,4, 3,1

3,0 e 0,9 ppm (Figuras 5.10.C e 5.11.C).

Tabela 5.3. Diferenca aproximada na intensidade dos sinais de frequéncia encontrados nos
intervalos de deslocamento quimico dos espectros de RMN 'H das espécies de Mycale
Gray, 1867. Diferencas de intensidade conforme determinado pelos espectros médios
subtraidos entre os grupos A, E' e I' (ver Figuras 5.10 e 5.11). Ver texto para mais
detalhes.

ppm Intensidade ppm Intensidade
9,0-88 I>A=F 6,5-55 E=I'>A
80-78 E=I>A 3,7-3,6 E=I'>A
0,7-0,6 I'>E>A 3,5-3,0 E=I>A
95-90 I'>A=F 4,2-39 E=I'>A
88-8,7 E=I'>A 2,7-2,6 I'>A=FE
86-85 E=I>A 25-24 I'>A=F
84-83 E=I'>A 2,1-20 E'=I'>A
82-80 I>E>A 1,7-1,5 I'>E'>A
78-76 E=I>A 1,5-1,2 I'>E'>A
75-70 E>A=T 1,1-0,8 E=I>A
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Figura 5.10. Diferencas interespecificas dos perfis metabdlicos das espécies de Mycale
Gray, 1867, para os espectros de RMN 'H na faixa de 9,5 a 5,5 ppm. Diferencas entre os
espectros médios subtraidos entre os grupos A e E' (A), AeI' (B) e E'e I' (C). Grupos
definidos com base na sua similaridade por presenca e auséncia dos sinais encontrados por
RMN 'H por meio de Inferéncia bayesiana. Os sinais caracteristicos de cada grupo se
encontram acima ou abaixo da linha do zero, destacado por cores: vermelho (A), azul (E')
e verde (I'). Ver texto para mais detalhes.
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Figura 5.11. Diferencas interespecificas dos perfis metabdlicos das espécies de Mycale
Gray, 1867, para os espectros de RMN 'H na faixa de 4,5 a 0,5 ppm. Diferencas entre os
espectros médios subtraidos entre os grupos A e E' (A), AeI (B) e E' e I' (C). Grupos
definidos com base na sua similaridade por presenca e auséncia dos sinais encontrados por
RMN 'H por meio de Inferéncia bayesiana. Os sinais caracteristicos de cada grupo se
encontram acima ou abaixo da linha do zero, destacado por cores: vermelho (A), azul (E')

e verde (I'). Ver texto para mais detalhes.
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Figura 5.12. Diferencas intraespecificas dos perfis metabdlicos das espécies de Mycale
Gray, 1867, para os espectros de RMN 'H na faixa de 9,5 a 5,5 ppm. Diferencas entre os
espectros médios subtraidos entre os grupos E'e E" (A), I' e I" (B). Grupos definidos com
base na sua similaridade por presenca e auséncia nos picos encontrados por RMN 'H por
meio de Inferéncia bayesiana. Os picos caracteristicos de cada grupo se encontram acima
ou abaixo da linha do zero, destacado por cores: azul escuro (E'), azul claro (E"), verde
escuro (I') e verde claro (I"). Ver texto para mais detalhes.

Por fim, os espectros médios intraespecificos subtraidos entre os grupos E' e E" e os grupos I'
e I" revelaram haver maior similaridade na ocorréncia de sinais entre E" e 1", do que entre
seus coespecificos (Figuras 5.12 e 5.13), como evidenciado pela inferéncia bayesiana (ver
Figura 5.9). Dentre os sinais caracteristicos de E' em relagdo a E" temos os multipletos por
volta de 8,8, 8,5, 8,1 e 7,9 ppm, e um grupos de sinais entre 7,5 e 7,0 ppm, além de algumas
divergéncias na intensidade de sinais em comum. Em menor propor¢do de intensidade estdo
os sinais caracteristicos de I' em relacdo a I", se destacando, principalmente, dois sinais por
volta de 3,3 e 1,3 ppm, além de vérios sinais de intensidade pouco significativa e que parecem
ser diferencas de intensidade de sinais encontrados nos dois grupos. Um padrdao mais evidente
de ocorréncia de sinais se d4 dentre os caracteristicos de E" e I". Nestes € possivel observar
uma série de sinais em comum, como os multipletos encontrados em torno de 7,7 ¢ 7,6 ppm,

os multipletos entre 4,2 e 4,0 ppm, os sinais préximos a 3,6 e 3,4 ppm,
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Figura 5.13. Diferencas intraespecificas dos perfis metabdlicos das espécies de Mycale
Gray, 1867, para os espectros de RMN 'H na faixa de 4,5 a 0,5 ppm. Diferencas entre os
espectros médios subtraidos entre os grupos E'e E" (A), I' e I" (B). Grupos definidos com
base na sua similaridade por presenca e auséncia nos picos encontrados por RMN 'H por
meio de Inferéncia bayesiana. Os picos caracteristicos de cada grupo se encontram acima
ou abaixo da linha do zero, destacado por cores: azul escuro (E'), azul claro (E"), verde
escuro (I') e verde claro (I"). Ver texto para mais detalhes.

quatro sinais entre 3,3 e 3,1, os picos por volta de 2,3 e 2,0 ppm, os multipletos em torno de
1,6 e 1,4 ppm, o sinal em 1,3 ppm e o mutltipleto por volta de 0,9 ppm. Individualmente, o
grupo I" apresenta alguns sinais adicionais ndo encontrados no E", muitos deles, sendo
caracteristicos em I' nas comparacdes interespecificas, como o sinal em 9,2 ppm, que também
€ caracteristico de I', mas menos intenso neste, muito embora o sinal em 9,3 seja mais intenso
em I' do que em I". Uma outra divergéncia entre os sinais de E" e I" estd na ocorréncia do
sinal em 3,3 ppm, o qual é caracteristico em E", mas ndo em I", o qual, todavia, é encontrado

em I
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5.4 Discussao

5.4.1 Aplicacdo do método

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) € uma ferramenta largamente aplicada em
diversas dreas como descoberta de drogas, pesquisa farmacéutica, toxicologia, deteccao de
doencas, pesquisas nutricionais e alimenticias, e outras (ver referéncias em SAITO e
MATSUDA, 2010). O crescimento da area da Metabolomica nas ultimas décadas fez crescer
cada vez mais o conhecimento a cerca do metabolismo de diversos organismos. Contudo, a
maior parte destas pesquisas ainda se concentra em grupos como mamiferos, plantas e
bactérias, para os quais andlises metabdlicas tém permitido descobrir compostos e vias
metabodlicas que antes demandariam um grande esforco. Para tais organismos, a literatura é
abundante e fornece uma base de dados abrangente e diversa. Contudo, para muitos
organismos, este tipo de informagdo ainda é precario, como no caso das esponjas, € a
aplicacdo de tal ferramenta permitir um grande avango no conhecimento do metabolismo
destes organismos.

Até agora, a RMN ainda nao havia sido utilizada para a comparacdo metabdlica de
espécies de esponjas. O protocolo utilizado neste trabalho se mostrou vidvel para tal anélise,
permitindo gerar perfis metabdlicos de qualidade a serem analisados quantitativamente. Por
meio de uma quantidade infima de amostra (menos do que 0,5 g, em média), foi possivel uma
extracdo de metabolitos sensivel a deteccdo por RMN. Embora se deva levar em conta que
amostras cujo peso seco seja muito baixo (menor do que 0,3 g) tendem a resultar em baixo
rendimento, sendo preferivel o uso de amostras maiores quando disponivel. A identificacao de
compostos a partir do espectro de extratos brutos, por demandar um grande esfor¢o e ser
demorada, ndo foi aplicada a estes dados. A utilizacdo de outras técnicas como HPLC e MS,
além da aplicacdo de espectroscopia de correlacdo bi-dimensionais, permitiria uma analise
mais robusta das amostras, as quais virdo a ser utilizadas em trabalhos futuros.

Outra consideracdo metodoldgica diz respeito a coleta e processamento das amostras.
No caso, as esponjas foram trazidas vivas e congeladas em refrigerados a -20 °C. Todavia é
sabido de longa data que altera¢des drdsticas no ambiente ou a lesdes e danos sofridos pelas
esponjas agem como sinais para seu sistema bioquimico, resultando em diversos mecanismos
de defesa. Estes consistem desde sinalizacdo de reacdes de oxidacdo e hidrdlise até producdo
de novas substancias (MULLER e MULLER. 2003). Desta forma, os procedimentos de coleta
e processamento das amostras utilizadas aqui apresentam a potencial capacidade de

desencadear tais mecanismos, e sendo assim, alterar o perfil metabdlico das esponjas, o qual
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passaria a representar um novo estado fisiolégico distinto do "normal", i.e., ndo-alterado por
manipulagdo (ver abaixo). Sendo assim, uma adequacdo deste protocolo se faz necessdrio a
fim de contornar tal problemdtica, e sdo propostas duas metodologias que poderiam
solucionar tal questdo. A primeira consiste na fixacdo destas esponjas desde a coleta em
campo em tampdo estabilizador (como RNAlater®), reduzindo o estresse produzido pela
coleta e congelamento. Este procedimento seria mais ficil do que o utilizado, uma vez que
evita o transporte de esponjas vivas da drea de coleta até o laboratdrio, permitindo a andlise de
individuos de localidades pouco acessiveis. Por outro lado, o tampdo poderia alterar
quimicamente os compostos das esponjas, uma vez que seu pH e salinidade diferem do meio
intracelular desses organismos, e além disso, o sinal do tampdo nos espectros de RMN seria
predominante nas amostras e poderia mascarar sinais de compostos menos concentrados.
Alternativamente ao tampao estabilizante, as amostras poderiam ser congeladas em nitrogénio
liquido, mas este procedimento requer maior logistica de coleta, além de limitd-las dreas
acessiveis e relativamente proximas, uma vez que o transporte aéreo deste material € proibido
por lei. Por fim, outra alternativa poderia fazer uso de técnicas de biologia celular para a
dissociacdo de células e formacdo de primorfos (CUSTODIO et al., 1998). Esta organizagio
celular obtida em laboratério permitiria a exclusdo de muitos simbiontes (ver abaixo) — o que
permitiria, adicionalmente, contrastar os perfis metabdlicos das esponjas com e sem, ou das
células das esponjas e do simbiontes recuperados, para determinar a parcela dos compostos
produzidos por estes — além de padronizar um estado fisiol6gico entre as amostras, permitindo
a remocdo de artefatos produzidos por manipulagdes afetem as comparacdes entre as
amostras. O ponto negativo desta metodologia € que esta é mais dispendiosa, uma vez que
requer uma infraestrutura laboratorial minima para sua execu¢do, além de limitar as
amostragem a areas proximas do local de pesquisa. Embora esta técnica permita um controle
das condicdes em que as amostras se encontram, permitindo testes entre diferentes meios,
estas diferem do meio natural da esponja, e assim, seu perfil metabdlico ndo refletiria o

metabolismo que esta teria nas condi¢des ambientais.

5.4.2 Comparacio dos perfis metabdlicos

A andlise de componentes principais dos espectros obtidos por RMN 'H das amostras
de Mycale revelou que as trés espécies, M. (Z.) angulosa (A), M. (Aeg.) americana (E) e M.
(C.) microsigmatosa (1) apresentam uma grande similaridade em sua composi¢ao metabdlica,

na qual cerca de 85 % da variancia espectral ndo corresponde a diferencas interespecificas.
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Todavia, uma parcela menor da variabilidade observada, correspondendo ao componente 2
(ca. 6,5 % da variancia) permitiu distinguir claramente as trés espécies, revelando que uma
parte significativa dos perfis metabdlicos das amostras evidencia diferencas metabdlicas
intrinsecas entre as espécies de Mycale analisadas. Os espectros reduzidos entre os grupos A,
E' e I' evidenciam estas diferencas (Figuras 5.10 e 5.11). Nestes foi possivel observar que as
amostras de M. (Aeg.) americana se caracterizam por apresentar uma alta intensidade em um
grupo de sinais de frequéncia entre 7,5 e 7,0 ppm em comparagdo com as amostras demais
espécies. Ainda, as amostras de M. (C.) microsigmatosa apresentam uma alta intensidade em
quatro grupos de sinais, em comparagdo com as amostras das duas outras espécies — cujos
sinais estiveram ausentes ou em intensidade equivalente — cujas frequéncias se encontram
entre 9,4 € 9,2 ppm, 9,0 e 8,8 ppm, 2,7 € 2,6 ppm e entre 2,5 e 2,4 ppm. A Unica amostra a nao
apresentar sinais de frequéncia caracteristicos foi M. (Z.) angulosa, cujas amostras apresentam
uma menor intensidade em muitos dos sinais encontrados entre 8,8 e 8,3 ppm, entre 6,5 € 5,5
ppm, entre 3,5 e 3,0 ppm e entre 2,3 e 0,5 ppm do que as amostras das espécies M. (Aeg.)
americana ¢ M. (C.) microsigmatosa. Contudo, a identificacdo dos compostos
correspondentes aos sinais caracteristicos destas espécies aprimoraria a comparagao dos perfis
metabodlicos entre elas, e, além de permitir determinar que tipos de metabolismo estas
estivessem desenvolvendo, possibilitaria identificar novidades e metabdlitos em comum.

Um nivel de variacdo menor foi detectado pelo componente 3 (ca. de 4,5 % da
variancia), no qual um fator outro que ndo o especifico determinou uma parcela da
variabilidade observada entre as amostras. Este componente reflete uma variabilidade
intraespecifica, dividindo as amostras de M. (Aeg.) americana e M. (C.) microsigmatosa em
dois grupos distintos, uma vez que ndo ha divergéncia genética entre as amostras destas
espécies que permita sugerir diferencas intrinsecas entre estas. Na anédlise bayesiana dos sinais
observados, as amostras dos grupos E" e [" apresentaram maior correspondéncia de sinais do
que com os grupos E' e I', que por sua vez foram recuperados em grupos separados, indicando
um certo grau de similaridade entre as amostras dos grupos E" e 1" (E9, El1 e 116),
evidenciando que estes dois grupos apresentam uma série de compostos em comum. Estes
resultados sugerem que os dois grupos distintos encontrados dentre as amostras das duas
espécies refletem estados fisiologicos distintos entre estes, onde os grupos E' e T
correspondem a um metabolismo diferente (metabolismo 1) do encontrado nos grupos E" e I"
(metabolismo 2). Estas diferencas podem ser observadas nos espectros reduzidos entre os

grupos de cada espécie (Figuras 5.12 e 5.13), os quais evidenciam uma grande equivaléncia
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dos sinais encontrados entre grupos que apresentam o metabolismo 2 (E" e I"). Contudo, a
determinac¢do do estado fisioldgico correspondente ao metabolismo 2 somente seria possivel
com a identificacdo dos compostos correspondentes ao sinais de frequéncia em comum
encontrados nos perfis metabdlicos destes grupos — como por exemplo os multipletos
encontrados em torno de 7,7 e 7,6 ppm, os multipletos entre 4,2 e 4,0 ppm, 0s sinais proximos
a 3,6 e 3,4 ppm, os quatro sinais entre 3,3 e 3,1, os sinas por volta de 2,3 e 2,0 ppm, os
multipletos em torno de 1,6 e 1,4 ppm, o sinal em 1,3 ppm e o multipleto por volta de 0,9
ppm. Por outro lado, a identificacio do metabolismo 1 € mais problemdtica uma vez que
praticamente ndo h4 sinais de frequéncia em comum entre os grupos E' e I', impedindo assim
identificar compostos que poderiam evidenciar o estado fisiolégico em que estas amostras se
encontram.

Um outro nivel de variabilidade foi determinado pelo componente 4 da andlise de
componentes principais, responsavel por cerca de 2,5 % da variancia dos dados. Este
componente, além de resultar em uma separagdo equivalente a do componente 3 (ver acima),
distingue a amostra A12 das demais de M. (Z.) angulosa, as quais também sdo observadas
com um alto grau de divergéncia, refletindo uma variabilidade intraespecifica relativamente
alta nesta espécie. Tal variabilidade € evidenciada tanto pela distincia entre as amostras
quanto pelos sinais encontrados, e reflete a presenca diferencial de metabdlitos nestas
amostras. Ao contrario do encontrado entre as amostras de M. (Aeg.) americana e M. (C.)
microsigmatosa, onde dois estados fisioldgicos distintos sdo observados (ver acima), nas
amostras de M. (Z.) angulosa ndo foi possivel determinar se estas amostras correspondem a
uma distingdo metabdlica clara uma vez que somente uma amostra apresentou maior grau de
divergéncia das demais. Esta questdo s6 poderd ser averiguada apds a identificacdo dos
compostos correspondentes os sinais de frequéncia distintivos entre as amostras de M. (Z.)
angulosa, caso estes correspondam a compostos especificos de vias metabdlicas conhecidas.

Por fim, a correlagdo entre as diferencas nos perfis metabdlicos e a relagdo
filogenética das espécies se mostrou ambigua. A andlise de similaridade entre os espectros de
RMN resultou em uma relagio contrdria a encontrada na reconstrucao filogenética. Enquanto
que o filograma das relagdes evolutivas entre as trés espécies mostra que M. (Z.) angulosa e
M. (C.) microsigmatosa sao mais proximas entre si do que M. (Aeg.) americana [i.e., E (A +
I)], o dendrograma de similaridade entre os espectros obtidos por RMN evidencia que o perfil
metabodlico de M. (Z.) angulosa é mais semelhante ao de M. (Aeg.) americana do que de M.

(C.) microsigmatosa [i.e., I (A + E)]. Por outro lado, a andlise bayesiana dos sinais de
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frequéncia apresenta um resultado similar ao obtido pela andlise filogenética. A andlise
qualitativa dos sinais revela que as amostras E6, E10 e E13 (grupo E') sdo mais divergentes
do que o restante das amostras, e recupera um grupo maior que une os grupos A, I', E" e I".
Como discutido acima, os grupos E" e I" correspondem a metabolismos distintos do
encontrado nas outras amostras de Mycale. Quando as andlises foram refeitas com a exclusao
destas amostras (dados ndo mostrados) — a fim de preservar somente aquelas recuperadas em
um mesmo grupo pelo componente 3 da PCA, que supostamente condizem a um mesmo
estado fisiolégico — a topologia se mostrou a mesma, com M. (Aeg.) americana mais distante
de M. (Z.) angulosa e M. (C.) microsigmatosa [i.e., E (A + I)]. Estes resultados sugerem que a
andlise qualitativa dos sinais de frequéncia ¢ uma metodologia mais adequada para comparar
perfis metabdlicos do que andlises quantitativas quando se considera a importancia das
relacdes evolutivas. Isto se deve provavelmente ao fato de que a presenca de sinais implica na
ocorréncia de uma molécula especifica correspondente, o que reflete a existéncia de genes que
codificam para vias metabdlicas. Desta forma, espécies proximas, por apresentarem maior
probabilidade de compartilharem tais genes, e, por conseguinte, tais vias, poderiam ser
identificados pela presenga de compostos em comum. Por sua vez, variacdes na concentracao
destes compostos poderiam advir de fatores outros que ndo genéticos, implicando em uma

auséncia de correlacdo direta com as relagdes evolutivas entre estas espécies.
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CONCLUSOES FINAIS

A partir dos resultados deste trabalho foi possivel concluir que:

1y

2)

3)

4)

Os marcadores 16S, 28S e cox1 resultaram em topologias que, em geral, apresentaram
baixo suporte ou mesmo politomias nas relacdes mais profundas na reconstru¢do das
relacOes filogenéticas de Mycalina. Por sua vez, as inferéncias utilizando os dados
combinados de 16S e 28S se mostraram robustas, mesmo com certas espécies
apresentando taxas evolutivas distintas para um ou outro marcador separadamente.

As inferéncias filogenéticas objetivando as relacdes evolutivas de Mycale realizadas
utilizando o marcador 16S apresentaram resultados com maior suporte e resolu¢do do
que com 28S e coxl, os quais apresentaram poucas posi¢oes informativas e alta taxa
de evolucgdo, respectivamente.

Os dados moleculares sugerem a existéncia de trés espécies cripticas em Mycale:

a. M. (C.) magnirhaphidifera — uma compreendendo amostras do Panamad e
Brasil, com sigmas ausentes, € a outra amostras também do Panama e Belize,
com sigmas abundantes;

b. M. (Aeg.) magellanica — na qual das duas amostras analisadas uma agrupa com
M. (Aeg.) escalatei e outra com espécies de Arenochalina;

c. M. (Are.) laxissima — uma compreende amostras do Panam4, e a outra do
Brasil.

Juntamente com resultados de outros pesquisadores, Mycalina nao foi recuperado
como grupo monofilético, e Desmacella e Merlia parecem ser os grupos mais basais
de Poecilosclerida. Cinco grupos puderam ser reconhecidos em Mycalina, cujas
relacOes seriam:

a. (Hamacantha, (Merlia, (Esperiopsis, Phlyctaenopora), (Desmacella,

(Tetrapocillon, Dragmatella))));
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(Isodyctia, Podospongia, Amphilectus, Ulosa);

(Diacarnus, (Negombata, Neopodospongia), (Sigmoceptrella, Guitarra));
(Mycale, Cladorhizidae);

E (Biemna, Neofibularia, Sigmaxinella) externo a Poecilosclerida,
possivelmente relacionado a Tetractinellida.

excecdo das espécies M. (Anomomycale) titubans, M. fibrexilis e M.

(Aegogropila) phillipensis, o género Mycale se mostrou um grupo monofilético. Os

sub-géneros Zygomycale, Arenochalina, e Naviculina foram recuperados como

monofiléticos. Por sua vez, Carmia, Aegogropila e Mycale se mostraram polifiléticos.

Os sub-géneros Oxymycale e Paresperella foram analisados monotipicamente.

6) Os clados recuperados em Mycale foram:

a.

Carmia 1 (monofilético), compreendendo as espécies M. microsigmatosa, M.
fistulifera, M. phyllophila e M. cecilia;

Zygomycale (monofilético), compreendendo as espécies M. angulosa e M.
parishi;

Aegogropila 1 (parafilético), compreendendo as espécies M. crassissima, M.
contarenii, M. escarlatei, M. lilianae, uma das espécies cripticas de M.
magellanica, M. sulevoidea e M. syrinx.

Aegogropila 11 (monofilético), compreendendo as espécies M. furcata e M.
rotalis.

Carmia 11 (parafilético), compreendendo duas espécies cripticas de M.
magnirhaphidifera,

Aegogropila 111 (monofilético), compreendendo as espécies M. americana, M.
carmigropila e M. citrina;

Arenochalina (monofilético), compreendendo M. mirabilis, as duas espécies
cripticas de M. laxissima, e uma das espécies critpicas de M. magellanica.
Mycale 1 (monofilético), compreendendo as espécies do grupo-immitis M.
arenaria e M. alagoana;

Paresperella (monotipico), compreendendo amostras ndo identificadas até o
nivel de espécie;

Mycale 11 (monotitpico), compreendendo somente M. lingua;

Mycale 111 (parafilético), compreendendo as espécies M. grandis, M. laevis e

M. thielei;
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l. Oxymycale (monotipico), compreendendo somente M. acerata; e
m. Navicula (monofilético), compreendendo as espécies M. arcuiris, M.
flagellifera e amostras nao identificadas até o nivel de espécie.

Quatro formas bdsicas tipicas de A, B, C e D (= "curvoquela") foram recuperadas por
meio da andlise dos pardmetros morfométricos extraidos das medidas lineares e
angulares das anisoquelas tipo I de Mycale;
As correlacdes entre as dimensdes espiculares em Mycale revelaram que muitas
apresentam uma relacdo significativa entre si, sendo que a maior parte dos ramos
correspondentes as relacdes entre as espécies parece seguir a mesma tendéncia da
relacdo entre os parametros. Por outro lado, dimensdes de espiculas divergentes ao
modelo esperado apresentado por algumas espécies poderiam ser explicadas por
fatores particulares na linhagem evolutivas destas espécies;
De forma geral, a maior parte das caracteristicas morfoldgicas analisadas
apresentaram um alto grau de homoplasia, embora algumas revelaram ser

sinapomorfias de certos clados reconhecidos;

10) A hipétese de evolucao das espiculas micracantoxeas e microxeas mais provavel

implica no surgimento independente destas em varias linhagens;

11) Até que se faca uma revisdo da evolugdo das espiculas rafides e toxas, uma hipdtese

para a evolugdo destas em Mycale deveria considerar que as séries de transformacao
rafide > toxa, rafide > rafidotoxa, rafide > microxea, toxa > microxea, rafidotoxea >

micréxea e toxa > micracantoxea poderiam ter ocorrido em diferentes linhagens;

12) Por meio da reconstru¢do de caracteristicas morfoldgicas, a morfologia ancestral de

Mycale poderia ser definida pelas seguintes caracteristicas: forma de crescimento
geralmente incrustante; canais subectossomais nao-visiveis; auséncia de exudacdo de
muco; esqueleto coanossomal plumoreticulado; tratos esqueléticos geralmente
multiespiculares; subtiléstilos (= mycaldstilos) em somente uma categoria;
anisoquelas em trés categorias com forma A tipica formando rosetas; auséncia de
rafides, isoquelas, toxas, micréxeas e micracantoxeas. A partir desta, com o objetivo
de estabelecer novos paradigmas para a sistematica de Mycale os clados considerados
neste trabalho sdo definidos morfologicamente como:

a. Carmia 1 (= "Tenuicarmia") — Mpycale com canais ectossomais visiveis,

esqueleto ectossomal ndo especializado, sigmas em somente uma categoria,
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anisoquelas também em somente uma categoria, tipicamente com forma B e
ndo formando rosetas;

Carmia Il — Mycale com canais ectossomais visiveis, esqueleto ectossomal nao
especializado, rafides sinuosas (= rafidotoxas) presentes, sigmas em pelo
menos duas categorias, podendo apresentar microxeas e anisoquelas em até
trés categorias, as quais geralmente apresentam forma B;

Zygomycale — Mycale com esqueleto ectossomal reticulado, rafides e isoquelas
presentes, toxas em uma categoria formando toxodragmatas, sigmas em duas
categorias, anisoquelas também em duas categorias tipicamente com forma A e
formando rosetas;

Aegogropila 1 e 11 — Mycale com canais ectossomais podendo ou ndo estar
visiveis, exudacdo de muco, quando existente, pouco acentuada; esqueleto
ectossomal geralmente reticulado, podendo apresentar derivagdes para
confuso, rafides podem ou ndo estar presentes, toxas podem estar presentes em
mais de uma categoria, podendo ou niao formar toxodragmatas, sigmas podem
estar presentes em mais de uma categoria, podem apresentar micracantoxeas,
anisoquelas em duas ou mais categorias, anisoquelas-I geralmente com forma
A e, em sua maioria, formando rosetas, anisoquelas-II podem apresentar
formas A ou B, anisoquelas-III, quando presentes, geralmente com forma A;
Aegogropila Il — Mycale com canais ectossomais podendo ou nao estar
visiveis, exudacdo de muco bastante acentuada, esqueleto ectossomal
geralmente reticulado, podendo apresentar derivacdes ndo especializado,
sigmas em uma categoria, anisoquelas em duas ou mais categorias,
anisoquelas-I tipicamente com forma A e formando rosetas, anisoquelas-II
podem apresentar formas A ou B, anisoquelas-III, podem apresentar formas A
ou B;

Arenochalina — Mycale com forma de crescimento geralmente tubular,
exudacdo de muco Dbastante acentuada, esqueleto ectossomal nao-
especializado, esqueleto coanossomal reticulado, sigmas em somente uma
categoria, anisoquelas também em somente uma categoria, tipicamente com
forma B e podendo ou nao formar rosetas;

Naviculina — Mycale com canais ectossomais visiveis, esqueleto ectossomal

reticulado, esqueleto coanossomal plumoso, tratos esqueléticos tipicamente
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paucispiculares, podendo ou ndo apresentar toxas em uma categoria, sigmas
em duas categorias, anisoquelas em pelo menos duas categorias, as
anisoquelas-I tipicamente com forma A podendo ou ndo formar rosetas,
anisoquelas-II do tipo naviculiquela;

h. Oxymycale — Mycale com esqueleto ectossomal reticulado, subtilostilos
ausentes, substituidos por Oxeas, rafides presentes, sigmas ausentes,
anisoquelas em duas categorias, anisoquelas-1 tipicamente com forma C,
anisoquelas-II e III com forma A;

1. Paresperella — Mycale com canais ectossomais visiveis, esqueleto ectossomal
reticulado, toxas em pelo menos uma categoria, sigmas com bordas serreadas,
podendo apresentar micréxeas, anisoquelas em até trés categorias e geralmente
com forma A;

J- Mycale I — Mycale com esqueleto ectossomal confuso, rifides presentes,
subtildstilos em duas categorias, sigmas em pelo menos uma categoria,
anisoquelas em trés categorias, anisoquelas-I do tipo "curvoquela" (forma D) e
formando rosetas, anisoquelas-II e I com forma A;

k. Mycale 11 — similar a Mycale 1, mas subtilostilos em somente uma categoria,
sigmas em somente uma categoria, anisoquelas em somente duas categorias,
anisoquelas-I tipicamente com forma C;

1.  Mpycale III — tentativamente dividido em trés subgrupos, onde:

m. Mycale TII.LA — similar a Mycale 1, mas subtiléstilos em somente uma
categoria, sigmas em duas categorias,

n. Mycale 1I1.B — similar a Mycale 1, mas subtildstilos em somente uma categoria,
sigmas em duas categorias, anisoquelas em somente duas categorias,
anisoquelas-I tipicamente com forma C;

0. Mycale III.C — similar a Mycale 1, mas subtilostilos em somente uma
categoria, rafides ausentes, sigmas em somente uma categoria, anisoquelas-II
do tipo curvoquela (forma D).

13) A variabilidade genética do complexo M. (C.) microsigmatosa estimada por 16S,
resultou em uma alta diversidade haplotipica (H = 0,792), tendo sido encontrados seis
haplétipos (A - F), e uma baixa diversidade nucleotidica (r = 0,0021). Contudo, a

comparacdo da variabilidade deste marcador com a encontrada em outras espécies



254

sugere uma alta conservatividade do gene 16S, implicando em uma subestimativa da
variabilidade genética de M. (C.) microsigmatosa;

14) Duas hipéteses sdo levantadas a fim de explicar a variabilidade genética encontrada no
complexo:

a. Na primeira, uma alta taxa de evolucao do gene 16S permitiria o surgimento de
varios haplétipos nesta linhagem:;

b. E na segunda, mais provavel, mas a ser confirmada por outros marcadores
mais varidveis, os diferentes haplétipos correspondem a linhagens proximas,
mas evolutivamente distintas, ou em vias de separacao.

15) A variabilidade morfolégica do complexo M. (C.) microsigmatosa parece estar mais
associada a fatores genéticos do que geograficos, sugerindo que esta seria um
resultado de diferencas intrinsecas entre linhagens evolutivas e nao de uma
diversificacio entre populagdes sob a influéncia de fatores ambientais diferentes;

16) A auséncia de mecanismos dispersivos que promovam uma conectividade de um fluxo
génico entre as dreas estudadas e as evidéncias de invasdes de outras espécies de
Mycale e de organismos bentdnicos associados ao coral Carijoa sugerem que a
distribuicao disjunta das linhagens (= hapldtipos) encontradas no complexo M. (C.)
microsigmatosa poderia ser decorrente da introducdo de espécies exdticas por acdo
antrépica;

17) Os individuos do complexo M. (C.) microsigmatosa com auséncia completa de
anisoquelas e sigmas parecem corresponder a uma nova espécie, e sendo assim, a
possibilidade de perda total de microscleras em Mycale deve ser reavaliada pelos
autores, e considerada como uma potencialidade no processo evolutivo destas
espécies, ao invés de creditar a estas espiculas conditio sine qua non para a existéncia
do grupo;

18) As relacdes de drea obtidas a partir das duas hipdteses filogéticas assumidas por meio
da andlise de trés itens (3ia) se mostraram pouco criveis como representantes da
histéria biogeografica de Mycale, sendo necessario aprimorar tais hipéteses por meio
de maior resolugao filogenética e amostragem. De toda forma, ambas remontam a um
cendrio de diversificac@o a partir de dreas mais remostas ao sul, e uma afinidade entre
a fauna tropical do Atlantico e do Pacifico provavelmente, devido a unido destas dreas
antes do soerguimento do Istmo do Panama. As relagdes encontradas foram:

a. Na hipétese conservadora, (SO, (TNA, (TA, EIP), (CIP, TSA)));



255

b. E na hipétese abrangente, (SO, (TSA, (TA, (EIP, WIP))), (TNP, (TNA, CIP))).

19) Os padrdes de distribuicdo de espécies se mostraram pouco robustos, com somente
trés relagdes entre pares de dreas com altos valores de similaridade e suporte —
CIP+TAA, TA+TSA e A+TNP - refletindo diretamente o esforco amostral nestas
areas ao longo dos anos. Além disso, a delimita¢do de dreas de endemismo deveria ser
aprimorada, a fim de considerar localidades fisicas independentes de fronteiras
politicas;

20) As relacdes de area encontradas com base na distribuicdo de Mycale na andlise de
similaridade divergiram do padrdao global de distribuicdo de esponjas proposto
recentemente, as quais, pela andlise de similaridade, seriam: ((((TEP, EIP), (TA,
TSA)), (TNA, (TNP, A))), ((TSAF, SO), (WIP, (CIP, TAA))));

21) O protocolo de extragdo de metabdlitos empregado se mostrou vidvel para andlise dos
perfis metabdlicos de Mycale por meio de RMN 'H. Contudo, algumas questdes
levantadas ap6s a andlise dos dados sugerem que adequacdes deste devem ser feitas a
fim de contornar certos problemas;

22) Os perfis metabélicos das amostras de Mycale obtidos por RMN 'H apresentam uma
grande similaridade, mas as trés espécies analisadas, M. (Z.) angulosa (A), M. (C.)
microsigmatosa (1), e M. (Aeg.) americana (E), puderam claramente ser distinguidas
por uma parcela menor da variabilidade observada. Além disso, a andlise dos
espectros também permitiu detectar uma variabilidade intraespecifica nos perfis
metabdlicos, a qual acredita-se refletir estados fisioldgicos distintos;

23)E por fim, a correlacdo entre as diferencas nos perfis metabdlicos e a relacdo
filogenética das espécies se mostrou ambigua, sendo que a andlise qualitativa dos
sinais de frequéncia, por ter obtido um resultado similar ao obtido pela andlise
filogenética, seria uma metodologia mais adequada para comparar perfis metabdlicos
do que andlises quantitativas quando se considera a importancia das relacdes

evolutivas.
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APENDICE A - Material examinado

Tabela Al. Lista do material examinado. A lista inclui somente as amostras a partir das quais foram geradas sequéncias de a0 menos um marcador
molecular. Na tabela estdo indicadas a Subordem de Poecilosclerida, Familia e Espécie a que as espécies das amostras pertencem, seguido pelo nimero
de tombo destas. A localidade das amostras € dada pelo pais de origem do material. As amostras do Brasil estdo indicadas pela UF do estado de origem.
As extracdes de DNA realizadas por colaboradores estdo indicadas pelo nome do mesmo sob o tépico Protocolo. Também estdo indicadas a
concentracdo da suspensdo de DNA estocado (ng/ul), assim como a razdo da densidade 6ptica (OD) nos espectros 230, 260 e 280 nm, quando
disponiveis.

Extracio

Subordem Familia Espécie Tombo Localidade  Protocolo ng/pl  260/280 260/230
Mycalina Mycalidae Mycale (Aegogropila) americana EH29 RJ - - - -
Mycalina Mycalidae Mycale (Aegogropila) americana UERJ 2 SP A. Mendes - - -
Mycalina Mycalidae Mycale (Aegogropila) americana UER]J 826 RJ - 72 1.7 0.9
Mycalina Mycalidae Mycale (Aegogropila) americana UER]J 829 RJ - 9 1.9 -
Mycalina Mycalidae Mycale (Aegogropila) americana UERJ 830 RJ - 7 1.6 -
Mycalina Mycalidae Mycale (Aegogropila) carmigropila BT09 Panama - - - -
Mycalina Mycalidae Mycale (Aegogropila) carmigropila MNRIJ 15602 Panama - 99.8 1.73 0.76
Mycalina Mycalidae Mycale (Aegogropila) carmigropila MNRJ 15888 Panama - 37.6 1.45 0.5
Mycalina Mycalidae Mycale (Aegogropila) citrina MNRIJ 15636 Panama - 66.1 1.84 1.37
Mycalina Mycalidae Mycale (Aegogropila) citrina MNRIJ 15835 Panama - 39.1 1.87 0.8
Mycalina Mycalidae Mycale (Aegogropila) citrina MNRIJ 15860 Panama - 56.5 1.88 1.14
Mycalina Mycalidae Mycale (Aegogropila) contareni MNRIJ 1153 Franca - 27 1.6 0.9
Mycalina Mycalidae Mycale (Aegogropila) contareni MNRIJ 1167 Franca - 120 1.9 0.3
Mycalina Mycalidae Mycale (Aegogropila) contareni MNRIJ 1175 Franca - 45 1.7 0.4
Mycalina Mycalidae Mycale (Aegogropila) contareni MNRIJ 4051 Franca A. Mendes 6715 2.0 2.0
Mycalina Mycalidae Mycale (Aegogropila) contareni MNRIJ 4057 Franca A. Mendes 4230 1.9 1.7
Mycalina Mycalidae Mycale (Aegogropila) contareni MNRIJ 4061 Franca A. Mendes 2355 2.0 1.7
Mycalina Mycalidae Mycale (Aegogropila) contarenii MNRIJ 4076 Franca A. Mendes 1765 1.9 1.7
Mycalina Mycalidae Mycale (Aegogropila) crassissima BC04 Vietna - 5.9 1.8 0.5
Mycalina Mycalidae Mycale (Aegogropila) escarlatei EHUERJ 010 AL - 45 1.9 1.2

Mycalina Mycalidae Mycale (Aegogropila) escarlatei EHUERJ 033 AL - 88 1.9 1.5
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?
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52
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10.0
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48
33.8
57.9
476
18
27.4
110.3
152
569
1744
747
142
138
52
35
28
59

39.2

42.4

54.8
94

2434

1.7
2.0
2.0
1.9
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1.4
1.3
1.6
1.9
1.8
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1.9
2.1

1.85
1.88
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1.71
1.84
1.82
1.9

1.6
1.1
1.7
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0.7
0.5
0.6
0.2
0.2
0.5
1.3
1.8

0.7
1.32
0.9
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0.7
0.67
1.37
1.07
0.3
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Mycale (Carmia) microsigmatosa
Mycale (Carmia) microsigmatosa

MmiSAl1l
MmiSA12
MmiSA14
MmiSA15
MmiSA16
MmiSA17
MmiSA18
MmiSA19
MmiSA20
MmiSA3
MmiSA4
MmiSA5
MmiSA6
MmiSA7
MmiSA8
MmiSS06
MmiSS106
MmiSS23
MmiSS69
MmiSS89
MmiSS90
MNRJ 14288
MNRIJ 14289
MNRIJ 15644
MNRIJ 15664
MNRIJ 15672
MNRJ 15696
MNRIJ 15716
MNRIJ 655
MNRIJ 656
MNRJ 657
UER]J 184
UER]J 185
UER]J 824

BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
SP
SP
SP
SP
SP
SP
AL
AL
Panama
Panama
Panama
Panama
Panama
Bahamas
Bahamas
Bahamas
RJ
RJ
RJ

A. Mendes
A. Mendes
A. Mendes
A. Mendes
A. Mendes

522
42.4
36.7
108.7
52.8
23.7
133.9
45.4
30.6
75.0
65.8
97.4
142.1
98.2
221.3
35.0
47.7
75.9
91.7
325
40.4
86
15
62.9
104.6
81.5
176.1
89.2
7088
2732
4627
8928
1229
79

1.57
1.67
1.62
1.29
1.44
1.65
1.27
1.64
1.46
1.41
1.79
1.73
1.62
1.79
2.01
1.70
1.74
1.33
1.25
1.74
1.30
2.0
1.6
1.92
1.89
1.87
1.86
1.85
1.8
1.9
1.8
1.9
1.9
1.9

1.8

1.1
1.16

1.2
1.16

1.23
14
14
1.3
1.8
2.0
0.9
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Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina

Mycalidae
Mycalidae
Mycalidae
Mycalidae
Mycalidae
Mycalidae
Mycalidae
Mycalidae
Mycalidae
Mycalidae
Mycalidae
Mycalidae
Mycalidae
Mycalidae
Mycalidae
Mycalidae
Mycalidae
Mycalidae
Mycalidae
Mycalidae
Mycalidae
Mycalidae
Mycalidae
Mycalidae
Mycalidae
Mycalidae
Mycalidae
Mycalidae
Mycalidae
Mycalidae
Mycalidae
Mycalidae
Mycalidae
Mycalidae

Mycale (Carmia) microsigmatosa
Mycale (Carmia) microsigmatosa
Mycale (Carmia) microsigmatosa
Mycale (Grapelia) ancorina
Mycale (Grapelia) ancorina
Mycale (Mycale) alagoana
Mycale (Mycale) alagoana
Mycale (Mycale) alagoana
Mycale (Mycale) alagoana
Mycale (Mycale) alagoana
Mycale (Mycale) alagoana
Mycale (Mycale) alagoana
Mycale (Mycale) alagoana
Mycale (Mycale) alagoana
Mycale (Mycale) alagoana
Mycale (Mycale) alagoana
Mycale (Mycale) alagoana
Mycale (Mycale) arenaria
Mycale (Mycale) arenaria
Mycale (Mycale) armata
Mycale (Mycale) doellojuradoi
Mycale (Mycale) fusca

Mycale (Mycale) grandis
Mycale (Mycale) laevis

Mycale (Mycale) laevis

Mycale (Mycale) laevis

Mycale (Mycale) laevis (branca)
Mycale (Mycale) laevis (branca)
Mycale (Mycale) lingua

Mycale (Mycale) lingua

Mycale (Mycale) loveni

Mycale (Mycale) phyllophila
Mycale (Mycale) thielei

Mycale (Mycale) tridens

UERIJ 825 RJ
UER]J 827 RJ
UERIJ 834 RJ
UFRJPOR 4242 ?
UFRJPOR 4243 ?
BTO07 Panama
EHUERIJ 068 AL
MNRJ 14894 AL
MNRJ 15380 AL
MNRJ 15733 Panama
MNRJ 15743 Panama
MNRIJ 15756 Panama
MNRIJ 15789 Panama
MNRIJ 15793 Panama
MNRIJ 15796 Panama
MNRIJ 15797 Panama
MNRIJ 4624 AL
MNRIJ 8411 BA
UERIJ 83 RJ
MNRIJ 10674 ?
MNRIJ 10856 ?
UFRIJPOR 3773 ?
BPBM 764 ?
MNRIJ 15693 Panama
MNRJ 15694 Panama
MNRJ 15703 Panama
MNRJ 15637 Panama
MNRIJ 15742 Panama
ID 225 ?
ZMAPOR21411 ?
cat. 1900-252 ?
BPBM 722 Havai
MNRIJ 8157 Chile
ZMAPOR13405 Antartica

B. Cosme
B. Cosme

B. Cosme

69
380
106

20

30

84
48
71

54.6
42.4
324

55
33.8
33.7

354

16
32
68
177
493
23

11

68.3
69.2
54
83.3
45.7
3
600

39
111
70
37

1.9
1.7
1.9
1.7
1.7

1.9
1.8
1.9
1.8
1.86
1.92
1.83
1.91
1.88
1.89
1.8
1.9
1.9
1.9
2.1
1.7
1.9
1.85
1.89
1.87
1.87
1.82
24

1.6
1.9
1.9

0.9
0.7
1.0
0.7
0.9

1.2
1.6
1.9
1.04
1.46
1.41
1.29
1.95
1.67
1.73
1.2
0.3
1.7
0.5
22
1.2
1.3
1.81
1.78
1.7
1.48
1.56
0.1

1.5
1.1
0.2
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Mycalina Mycalidae Mycale (Mycale) vansoesti BCO1 Indonésia - 76.5 1.7 1.0
Mycalina Mycalidae Mycale (Naviculina) arcuiris UERJ 136 SP A. Mendes - - -
Mycalina Mycalidae Mycale (Naviculina) sp. EHS1 BA - - - -
Mycalina Mycalidae Mycale (Naviculina) sp. EHS2 BA - - - -
Mycalina Mycalidae Mycale (Naviculina) sp. EHS3 BA - - - -
Mycalina Mycalidae Mycale (Naviculina) sp. EHS4 BA - - - -
Mycalina Mycalidae Mycale (Naviculina) sp. EHSS5 BA - - - -
Mycalina Mycalidae Mycale (Naviculina) sp. EHS6 BA - - - -
Mycalina Mycalidae Mycale (Naviculina) sp. EHS7 BA - - - -
Mycalina Mycalidae Mycale (Naviculina) sp. EHUER J004 AL - 87 1.9 1.5
Mycalina Mycalidae Mycale (Oxymycale) acerata MNRJ 11131 Antértica - 39 1.9 1.4
Mycalina Mycalidae Mycale (Oxymycale) acerata MNRIJ 13176 Antértica - 65 1.9 1.3
Mycalina Mycalidae Mycale (Paresperella) sp. MNRIJ 15642 Panama - 61.4 1.9 1.95
Mycalina Mycalidae Mycale (Paresperella) sp. MNRIJ 15865 Panama - 119.7 1.84 1.21
Mycalina Mycalidae Mycale (Zygomycale) angulosa EH10 RJ - - - -
Mycalina Mycalidae Mycale (Zygomycale) angulosa EH11 RJ - - - -
Mycalina Mycalidae Mycale (Zygomycale) angulosa EH18 RJ - - - -
Mycalina Mycalidae Mycale (Zygomycale) angulosa EH21 RJ - - - -
Mycalina Mycalidae Mycale (Zygomycale) angulosa EH22 RJ - - - -
Mycalina Mycalidae Mycale (Zygomycale) angulosa EH23 RJ - - - -
Mycalina Mycalidae Mycale (Zygomycale) angulosa EH3 RJ - - - -
Mycalina Mycalidae Mycale (Zygomycale) angulosa EHS5 RJ - - - -
Mycalina Mycalidae Mycale (Zygomycale) angulosa MNRIJ 15666 Panama - 82.5 1.84 1.1
Mycalina Mycalidae Mycale (Zygomycale) angulosa MNRJ 15707 Panama - 59.2 1.97 1.25
Mycalina Mycalidae Mycale (Zygomycale) angulosa MNRJ 15889 Panama - 76.9 1.93 1.87
Mycalina Mycalidae Mycale (Zygomycale) angulosa MycO1 SP - 53 - -
Mycalina Mycalidae Mycale (Zygomycale) angulosa Myc02 SP - 34 - -
Mycalina Mycalidae Mycale (Zygomycale) angulosa Myc03 SP - 17 - -
Mycalina Mycalidae Mycale (Zygomycale) angulosa Myc06 SP - 84 - -
Mycalina Mycalidae Mycale (Zygomycale) angulosa Myc07 SP - 91 - -
Mycalina Mycalidae Mycale (Zygomycale) angulosa UERJ 823 RJ - 379 1.8 1.0
Mycalina Mycalidae Mycale (Zygomycale) angulosa UERJ 831 RJ - 137 1.6 0.7
Mycalina Mycalidae Mycale (Zygomycale) parishi BC02 Havai - 15.0 1.6 0.6

Mycalina Mycalidae Mycale (Zygomycale) parishi BCO03 Havai - 102.0 1.9 1.7



Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina

Mycalidae
Cladorhizidae
Cladorhizidae
Cladorhizidae
Cladorhizidae
Cladorhizidae
Cladorhizidae
Cladorhizidae
Cladorhizidae
Cladorhizidae
Desmacellidae
Desmacellidae
Desmacellidae
Desmacellidae
Desmacellidae
Desmacellidae
Desmacellidae
Desmacellidae
Desmacellidae
Desmacellidae
Esperiopsidae
Esperiopsidae
Esperiopsidae
Esperiopsidae
Esperiopsidae
Guitarridae
Guitarridae
Guitarridae
Hamacanthidae
Isodictyidae
Isodictyidae
Merliidae
Merliidae
Merliidae

Mycale (Zygomycale) parishi
Asbestopluma sp. n.2
Asbestopluma sp. n.2
Asbestopluma sp. n.3
Asbestopluma vaceleti
Abyssocladia sp.
Chondrocladia
Chondrocladia
Cladorhiza flosabyssi
Cladorhiza gelida
Biemna caribbea?
Biemna caribbea?
Biemna caribbea?
Biemna caribbea?
Biemna sp.

Desmacella aff. Anexa
Dragmatella aberrans
Neofibularia nolitangere
Sigmaxinella cearense
Sigmaxinella cearense
Amphilectus fucorum
Amphilectus sp.
Esperiopsis sp.
Semisuberites cribosa
Ulosa stuposa

Guitarra sepia

Guitarra sp.
Tetrapocillon sp
Hamacantha (Vomerula) falcula
Coelocarteria singapoorensis
Isodyctia sp.

Merlia normani

Merlia normani

Merlia normani

BPBM 544
MNRJ10866
MNRJ9118
MNRIJ9119
ZMAPOR13264
MNRJ10873
MNRJ10882
MNRJ10882
ZMAPOR21289
ZMAPOR19680
MNRJ 14280
MNRIJ 14893
MNRIJ 14904
MNRIJ 14916
MNRIJ 10316
MNRIJ13767
ZMAPOR18038
ZMAPOR14177
MNRIJ8687
MNRJ8687
MNRJ3755
MNRIJ 10756
ID 271
ZMAPOR17024
ZMAPOR14109
MNRJ3923
ID 241
ZMAPOR15263
ID 264
ZMAPOR17703
MNRJ 13482
MNRJ 15831
MNRJ 9454
ZMAPORO04765

Havai
Chile
Chile
Chile
Antartica
Chile
Chile
Chile
?
Irlanda
AL
AL
AL
AL
Chile
?
Espanha
Cur
CE
CE
Franca
Chile
Antartica
Esc
Franca
?

?
Mad
Irlanda
Indonésia
Chile
Panama

Panama
9
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16.7

3.26
2.16

0.07
0.1
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Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Mycalina
Microcionina
Microcionina
Microcionina
Myxillina
Myxillina
Mpyzxillina

Mycalidae
Podospongiidae
Podospongiidae
Podospongiidae
Podospongiidae
Podospongiidae
Acarnidae
Microcionidae
Microcionidae
Desmacididae
Tedaniidae
Tedaniidae

Phlyctaenopora sp.
Diacarnus megaspinorhabdosa
Podospongia sp.
Sceptrintus richardi
Sceptrintus richardi
Sigmosceptrella sp.
Acarnus innominatus
Clathria cf calla
Clathria sp.
Desmapsamma ancorata
Tedania ignis

Tedania ignis

ID 213
ZMAPOR13278
MNRIJ 11666
ZMAPOR10791
ZMAPOR10791
MNRJ10323b
MNRJ 14290
BT14
#100
#3
BT10
BTI11

?
Indonésia
Antartica

?

?
Chile
AL
Panama
RJ
RJ
Panama
Panama

B. Cosme
B. Cosme
B. Cosme
B. Cosme
B. Cosme

16

27
203

1.7
1.7

1.3
0.9
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Tabela A2. Amplificagdo dos marcadores moleculares por amostra utilizada. A tabela lista a espécie e
o nimero de tombo de cada amostra, além de indicar para cada uma o nimero de reacdoes de PCR
realizadas (T), o nimero de amplificacdes bem sucedidas (A) a razdo entre o nimero de sucessos
sobre o numero de tentativas (A/T) e se o sequenciamento (S) dos produtos amplificados foi
realizado, sendo que C indica sequéncias obtidas de organismos contaminantes ou de baixa qualidade.

16S 28S cox1
Espécie Tombo T A AT S TA AT STA AT S
M. (Aegogropila) americana EH29 11 100 - - - - - 21 05 S
M. (Aegogropila) americana UERJ 2 31 033 S 11 100 S 1 0 0.0 -
M. (Aegogropila) americana UERJ 826 11 100 S - - - - - - -
M. (Aegogropila) americana UERJ 829 11 100 S - - - - - - -
M. (Aegogropila) americana UERIJ 830 1 1 100 S - - - - - - - -
M. (Aegogropila) carmigropila BTO09 32 067 S 1 1 100 S 2 O 000 -
M. (Aegogropila) carmigropila MNRJ 15602 1 0O 000 - 1 1 1.00 S 1 0 0.00 C
M. (Aegogropila) carmigropila MNRJ 15888 1 0 000 - 1 O 0.00 - - - - -
M. (Aegogropila) citrina MNRJ 15636 1 1 100 S 1 1 100 S 1 1 1.00 S
M. (Aegogropila) citrina MNRJ 15835 1 1 1,00 S 1 1 100 S - - - -
M. (Aegogropila) citrina MNRJ 15860 1 1 1,00 S 1 1 100 S 1 O 0.00 C
M. (Aegogropila) contareni MNRIJ 1153 3 0 000 - - - - - - - - -
M. (Aegogropila) contareni MNRIJ 1167 5 0 0,00 - - - - - - - -
M. (Aegogropila) contareni MNRIJ 1175 2 0 000 - - - - - - - - -
M. (Aegogropila) contareni MNRIJ 4051 3 0 000 - - - - - - - - -
M. (Aegogropila) contareni MNRJ 4057 51 020 S 1 1 100 S 5 0 000 -
M. (Aegogropila) contareni MNR]J 4061 1 0 000 - - - - - - - - -
M. (Aegogropila) contarenii MNR]J 4076 3 0 000 - - - - - - - - -
M. (Aegogropila) crassissima BC04 21 050 S 1 0 000 - - - - -
M. (Aegogropila) escarlatei EHUERJOIO 1 O 0,00 - - - - - - - - -
M. (Aegogropila) escarlatei EHUERJO033 1 0 0,00 - - - - - - - - -
M. (Aegogropila) escarlatei UERIJ 11 4 2 050 S - - - - - - - -
M. (Aegogropila) escarlatei UER]J 822 1 1 1,00 S - - - - - - - -
M. (Aegogropila) escarlatei UERJ 9 32 067 S 1 1 100 S 2 1 050 S
M. (Aegogropila) escarlatei? EHUERJO025 1 0 0,00 - - - - - - - - -
M. (Aegogropila) escarlatei? EHUERJ040 1 O 0,00 - - - - - - - - -
M. (Aegogropila) furcata BC09 20 000 -1 1 100 S - - - -
M. (Aegogropila) furcata BC10 3 2 067 -1 0 000 - - - - -
M. (Aegogropila) lilianae BCO07 21 050 S 1 0 000 - - - - -
M. (Aegogropila) magellanica MNRJ 9178 4 2 050 S 1 1 100 S 4 0 000 -
M. (Aegogropila) magellanica MNRIJ 9194 4 1 025 S 1 1 100 S - - - S
M. (Aegogropila) phillippensis BCO08 21 050 S 1 0 000 - - - - -
M. (Aegogropila) syrinx BCO05 11 100 S 11 100 - - - - -
M. (Aegogropila) tunicata ZMAPOR19661 2 2 1,00 S 1 1 100 S 4 0 000 -
M. (Arenochalina) adhaerens UFRJPOR 4098 1 O 0,00 - - - - - - - -
M. (Arenochalina) laxissima MNRIJ 15841 1 1 1,00 S - - - S - - - -
M. (Arenochalina) laxissima MNRIJ 15842 1 1 1,00 S - - - S 1 1 1.00 S
M. (Arenochalina) laxissima UERJ 12 1 1 1,00 S 1 1 100 S 1 1 1.00 S
M. (Arenochalina) laxissima UERIJ 4 1 1 1,00 S - - - S - - -
M. (Arenochalina) laxissima MNRIJ 1027 1 0 000 - - - - - - - - -
M. (Arenochalina) laxissima MNRIJ 2563 1 0 000 - - - - - - - - -
M. (Arenochalina) mirabilis MNRIJ 1833 51 020 s 2 2 100 S 5 0 000 -
M. (Arenochalina) mirabilis MNRIJ 3005 51 020 - - - - - - - - -
M. (Arenochalina) mirabilis MNRIJ 3005 6 0 000 - - - - - - - - -
M. (Carmia) cecilia BPBM 550 31 03 S 11 100 S 1 0 000 -



M. (Carmia) cecilia (=maunakea)
M. (Carmia) macilenta

M. (Carmia) macilenta

M. (Carmia) magnirhaphidifera
M. (Carmia) magnirhaphidifera
M. (Carmia) magnirhaphidifera
M. (Carmia) magnirhaphidifera
M. (Carmia) magnirhaphidifera
M. (Carmia) magnirhaphidifera
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa

BPBM 520
MNRIJ 3838
MNRIJ 3841
MNRIJ 15714
MNRIJ 15729
MNRIJ 15730
MNRIJ 1998
MNRIJ 14287

MNRIJ 647

EH1
EH12
EH13
EH13
EH14
EH15
EH17
EHI19

EH2
EH20
EH25
EH28
EH30
EH32
EH34
EH37

EH4

EH6

EHS

EHUERIJ 002
EHUER]J 003
EHUERIJ 007
EHUERIJ 008

MmiAR10

MmiARI11

MmiAR12

MmiAR2
MmiAR3
MmiAR4
MmiARS
MmiAR6
MmiAR7
MmiARS
MmiAR9
MmiSAl

MmiSAll

MmiSA12

MmiSA14

MmiSA15

MmiSA16

MmiSA17

MmiSA18

MmiSA19

MmiSA20
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1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
0,00
0,00
0,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
0,00
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1,00
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1,00
1,00
1,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
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M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Carmia) microsigmatosa
M. (Grapelia) ancorina

M. (Grapelia) ancorina

M. (Mycale) alagoana

M. (Mycale) alagoana

M. (Mycale) alagoana

M. (Mycale) alagoana

M. (Mycale) alagoana

M. (Mycale) alagoana

M. (Mycale) alagoana

M. (Mycale) alagoana

M. (Mycale) alagoana

M. (Mycale) alagoana

M. (Mycale) alagoana

M. (Mycale) alagoana

M. (Mycale) arenaria

M. (Mycale) arenaria

M. (Mycale) armata

M. (Mycale) doellojuradoi
M. (Mycale) fusca

M. (Mycale) grandis

M. (Mycale) laevis

M. (Mycale) laevis

M. (Mycale) laevis

M. (Mycale) laevis (branca)
M. (Mycale) laevis (branca)

MmiSA3
MmiSA4
MmiSAS
MmiSA6
MmiSA7
MmiSAS8
MmiSS06
MmiSS106
MmiSS23
MmiSS69
MmiSS89
MmiSS90
MNRJ 14288
MNRJ 14289
MNRJ 15644
MNRIJ 15664
MNRIJ 15672
MNRIJ 15696
MNRIJ 15716
MNRIJ 655
MNRIJ 656
MNRIJ 657
UER]J 184
UERIJ 185
UERIJ 824
UERIJ 825
UERIJ 827
UER]J 834

UFRJPOR 4242
UFRJPOR 4243

BTO07
EHUERIJ 068
MNRIJ 14894
MNRIJ 15380
MNRIJ 15733
MNRJ 15743
MNRIJ 15756
MNRJ 15789
MNRJ 15793
MNRIJ 15796
MNRIJ 15797
MNRIJ 4624
MNRIJ 8411

UERIJ 83
MNRJ 10674
MNRJ 10856

UFRJPOR 3773

BPBM 764
MNRIJ 15693
MNRIJ 15694
MNRIJ 15703
MNRIJ 15637
MNRJ 15742
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M. (Mycale) loveni cat. 1900-252 2 0 0,00 - - - - - - - - -

M. (Mycale) thielei MNRJ8157 2 2 100 S 1 1 100 S 2 0 000 C

BCO1
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M. (Mycale) vansoesti

M. (Naviculina) sp. EHS1 11 1,00 S - - - - - - - -
M. (Naviculina) sp. EHS2 1 1 1,00 S - - - - - - - -
M. (Naviculina) sp. EHS3 1 1 1,00 S - - - - - - - -
M. (Naviculina) sp. EHS4 1 1 1,00 S - - - - - - - -
M. (Naviculina) sp. EHS5 1 1 1,00 S - - - - - - - -
M. (Naviculina) sp. EHS6 1 1 1,00 S - - - - - - - -
M. (Naviculina) sp. EHS7 1 1 1,00 S - - - - - - - -
M. (Naviculina) sp. EHUERJOO4 1 O 0,00 -

M. (Paresperella) sp. MNRJ 15642 -

M. (Paresperella) sp. MNRJ 15865 1 1 1,00 S

M. (Zygomycale) parishi BCO02 4 1 025 -2 0 000 - - - - -
M. (Zygomycale) parishi BCO03 1 1 100 -1 0 000 - - - - -
M. (Zygomycale) parishi BPBM 544 1 0 0,00

Asbestopluma vaceleti ZMAPOR13264 - - - - 1.0 000 - - - - -
Chondrocladia MNRJ10882 - - - -1 1 1.00 - - - - -
Chondrocladia MNRIJ10882 - - - -1 1 100 S 2 1 050 S

Cladorhiza gelida ZMAPOR19680 - - - -1 1 100 - - - - -




2

(oze]

Biemna sp. MNRJ 10316 1 1 1,00 S 1 1 100 S - - - -
Dragmatella aberrans ZMAPOR18038 1 0 000 - I 1 100 S - - - -
Sigmaxinella cearense MNRIJ8687 4 0 000 - -1 - -1 0 000 -
Sigmaxinella cearense MNRIJ8687 3 0 000 - - - - - - - - -

Amphilectus sp. MNRJ 10756 - - - S 11 100 S - - - -

Semisuberites cribosa ZMAPOR17024 4 0 000 - - - - - - - - -

Guitarra sepia MNRIJ3923 - - - -1 1 100 S - - - -

ZMAPOR15263 1 0 0,00 050 S - - - -

Tetrapocillon sp

ZMAPOR17703 7 0 0,00 1.00 S - - - -

Coelocarteria singapoorensis

Merlia normani ZMAPORO4765 2 0 0,00 - - - - - - - - -
Merlia normani MNR]J 9454 30 000 - 11 100 S - - - -
Merlia normani MNRJ15831 1 1 100 - 1 1 100 S - - - -
Diacarnus megaspinorhabdosa ZMAPOR13278 - - - S 11 100 S - - - -
Sceptrintus richardi ZMAPOR10791 2 0 000 - 1 O 000 - - - - -
Sceptrintus richardi ZMAPOR10791 1 O 0,00 - - - - - - - - -

Acarnus innominatus MNRIJ 14290 1 1 1,00 S 1 1 1.00 S - - - -

Clathria sp. #100 1 1 100 - 1 0 000 - - - - -
Tedania ignis BT10 2 1 050 S 1 1 1.00 S - - - -
Tedania ignis BT11 2 1 050 S - - - - - - - -

6
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APENDICE B - Protocolos de extracao e amplificacao

B1. Protocolo de purificacio de DNA

Solucdes e Tampoes

Tampao de lise: Hidrocloreto de Guanidina (GuHcl) 4 M, Tris-HCl 10 mM (pH 6,4),
EDTA 20 mM, e TritonX-100 0,65 %.

Cloroférmio.

Suspensao de diatomécea: Terra de diatomacea (Celite) 20 % e HC1 0,32 %.
Adicionar 50 ml de H20 MiiliQ e 500 pl de solugao de HCI 32% a 10 g de terra de

diatomdcea analitica (filtrada por pré-deposi¢do tratada com carbonato de célcio e
calcinada).

Etanol (100 %).

Tampao de elui¢do: Tris-HCI 10 mM (pH 8,0).

Procedimento

1. Amostra triada sob estereoscopio optico para remoc¢do de parasitas e outros
organismos associados;

2. Transferir para microtubo de 1,5 mL um pedaco de cerca de 10 mm® de tecido;

3. Adicionar 600 pL de tampao de lise.

4. Homogeneizar a solu¢do macerando a amostra com pistilo de polipropileno aplicando
movimentos circulares contra o fundo do tubo;

5. Incubar o homogeneizado em banho-maria a 60 °C por no minimo 2 horas;

6. Adicionar 600 pL de cloroférmio e misturar por inversao;

7. Centrifugar a 6000 RPM por 3 minutos a temperatura ambiente em microcentrifuga;

8. Retirar 550 pL do sobrenadante para microtubo de 1,5 mL limpo;

9. Adicionar 40 pL de suspensao de diatomacea e incubar a temperatura ambiente por
10’ com agitagao (é importante que a soluc¢ao final tenha pH inferior a 6,5 ou 0 DNA
ndo ird adsorver a silica);

10. Centrifugar a 6000 RPM por 3 minutos a temperatura ambiente;

11. Descartar o sobrenadante e adicionar 1 mL de etanol 100%:;

12. Ressuspender o precipitado por agitagdo em vortex e incubar a -20 °C por no minimo
15’;

13. Repetir os passos 10-12 mais uma vez (é importante a fim de eliminar os tragos de
GuSCN que poderiam inibir a reagdo de PCR);

14. Descartar o sobrenadante e secar completamente o precipitado em fluxo laminar ou
em concentradores a vicuo;

15. Ressuspender o precipitado em 75 uL do tampao de eluicio e incubar a 56 °C por 10’
(é importante que a soluc¢do final tenha pH superior a 7,5 ou 0 DNA ndo ird eluir da
silica);

16. Centrifugar a 10.000 RPM por 5’;
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17. Transferir 60 plLdo sobrenadante para um microtubo limpo devidamente rotulado.

B2. Protocolos de amplificacio por PCR

16S

Reacdo de PCR: DNA polimerase GoTaq (Promega) 1 U em tampao préprio com
MgCl, 1,5 mM, dNTP (Qiagen) 0,13 mM, primers diplo-rnl-fl e diplo-rnl-rl
(LAVROV et al., 2008) 0,1 uM e DNA fita molde ~ 50 ng.

Termociclagem: uma fase inicial de desnaturagdo a 92 °C por 4’; 5 ciclos com
desnaturagio a 92 °C por 307, pareamento a 44 °C por 45”, e extensdo a 72 °C por 17;
35 ciclos de desnaturagdo a 92 °C por 307, pareamento a 51 °C por 45”, e extensdo a
72 °C por 1’; e uma fase final de extensdo a 72 °C por 6’.

Reagdo de PCR: DNA polimerase GoTaq (Promega) 1 U em tampdo préprio com
MgCl, 1,5 mM, dNTP (Qiagen) 0,13 mM, primers 28SCallyF e 28SCallyR (LOPEZ—
LEGENTIL et al., 2011) 0,1 uM e DNA fita molde ~ 50 ng.

Termociclagem: uma fase inicial de desnaturagdo a 94 °C por ’; 40 ciclos com
desnaturagio a 95 °C por 307, pareamento a 45 °C por 307, e extensdo a 72 °C por 2’;
e uma fase final de extensdo a 72 °C por 5.

Reagcdo de PCR: DNA polimerase GoTaq (Promega) 1 U em tampdo préprio com
MgCl, 1,5 mM, dNTP (Qiagen) 0,13 mM, primers COIP1020F (REVEILLAUD et al.,
2011) e HCO2198 (FOLMER et al., 1994) 0,1 uM e DNA fita molde ~ 50 ng.

Termociclagem: uma fase inicial de desnaturagdo a 92 °C por 3’; 40 ciclos com
desnaturagio a 94 °C por 307, pareamento a 40 °C por 30”, e extensdo a 72 °C por 17;
e uma fase final de extensdo a 72 °C por 5.
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APENDICE C - Testes de padronizacao dos marcadores moleculares

C1. Conjuntos de oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados na amplificacao por PCR dos marcadores moleculares ao longo deste
trabalho

A tabela lista, por ordem de nimero de reacdes realizadas, para cada conjunto de primer (#), o marcador molecular (Gene), os oligonucleotideos
iniciadores (Primers) utilizados nas reacdes, assim como suas sequéncias (5' > 3') e referéncia, o nimero de reacdes de PCR realizadas (T) e bem
sucedidas (A), e a razdo entre estes nimeros (A/T), o nimero de sequenciamentos realizados (S) e o nimero de sequéncias aproveitaveis (R),
assim como a razao entre estes (R/S) e a razdo entre o nimero de sequéncias aproveitdveis e o nimero de reacdes relizadas (R/T).

PCR Seq.
Gene Primers Sequéncia 5' > 3' Referéncia T A AT S R RS RT

1 16S  diplo-rnl-f1 TCGACTGTTTACCAAAAACATAGC Lavrov et al. (2008) 732 289 0,39 195 163 0,84 0,22
diplo-rnl-r1 AATTCAACATCGAGGTSGGAAAC Lavrov et al. (2008)

2 28S  28SCallyF TGCGACCCGAAAGATGGTGAACTA  Lopez-Legentil et al. (2011) 204 112 0,55 104 93 0,89 0,46
28SCallyR CCAACACCTTTAATGGTATCTGC Lépez-Legentil ez al. (2011)

3 coxl COIPlo20F GCTTTTGCGGGGATGATAGGTAC Reveillaud et al. (2011) 133 15 0,11 10 8 0,80 0,06
HCO2198 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG Folmer et al. (1994)

4 coxl LCO1490 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA Folmer et al. (1994) 79 26 033 26 2 0,08 0,03
HCO2198 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG Folmer et al. (1994)

5 288 C1 ACCCGCTGAATTTAAGCAT Borchiellini et al. (2004) 78 18 0,23 13 0 0,00 0,00
RD3r AGTCTTTCGCCCCTATACCCA McCormack et al. (2002)

6 28S  28S.MycBI1351F GTTGCGACCCGAAAGATGGTG (este trabalho) 53 16 0,30 11 0 0,00 0,00
28S.MycB2081R GACTAACCCATGTCCAACTGCG (este trabalho)

7 coxl Poecilo.cox1.656.674R  GCAGGATCAAAAAAAGCAG (este trabalho) 39 2 005 2 0 0,00 0,00
Poecilo.cox1.88.107.F ATGATAGGGACTGCCTTTAG (este trabalho)

8 coxl dgLCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGAYATYGG Meyer et al. (2005) 37 23 0,62 22 11 0,50 0,30
dgHCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAARAAYCA Meyer et al. (2005)

9 atp8 trnL.atp8-F CCAATTGTACTTAAATGCCAC (este trabalho) 28 0 000 - - - -
ds-atp6-rl CTACATTAAATTGATCAAAATANGC D. Lavrov (pers. comm.)

10 28S  Poecilo.285X.247.F CCCCAGGAGCACGTCTGTCTG (este trabalho) 25 0 0,00 - - - -
Poecilo.28SX.999.R CCCTGAGCCTGACGGGGAGCC (este trabalho)



11 28S  Por28S-15F GCGAGTCACCYGCTGAAT Morrow et al. (2012) 18 0,00 - -
Por28S-878R CACTCCTTGGTCCGTGTTTC Morrow et al. (2012)

12 28S  28S.MycAl431R CCTCTGGCTTCGCCCTATTC (este trabalho) 18 0,11 - -
28S.MycA683F CAAGTACCGTGAGGGAAAGG (este trabalho)

13 28S C2 GAAAAGAACTTTGRARAGAGAGT Chombard et al. (1998) 12 0,00 - -
D2 TCCGTGTTTCAAGACGGG Chombard et al. (1998)

14 16S  16S1fw TCGACTGTTTACCAAAAACATAGC Watkins e Beckenbach (1999) 12 0,00 - -
16SH-mod ATTCAACATCGAGGTC O. Voigt (pers. comm.)

15 nad4 diplo-nd4-f1 TATTTGARGGNRTATTRATHCCANTG Lavrov et al. (2008) 12 0,00 - -
diplo-nd4-r1 CCATRTGNGCCACHGAAGAATARGC Lavrov et al. (2008)

16 18S  18SMycaleO1F ATAACTGCTCGAACCGTATGGCCT Loh et al. (2012) 10 0,10 0,00 0,00
18SMycaleO1R AAACGCTAACATCCACCGATCCCT Loh et al. (2012)

17 RIM rml-F GTACGAAAGGATTGAGTGATAG (este trabalho) 9 0,11 1,00 0,11
trnl-R GTGGCATTTAAGTACAATTGG (este trabalho)

18 28S  NL2F TACCGTGAGGGAAAGGTGAAA Kober e Nichols (2007) 9 0,00 - -
NL2R CGGAGGGAACAGCTACTAGA Kober e Nichols (2007)

19 coxl diplo-cox1-fl GGTGCWCCRGATATGGCNTTTCC Lavrov et al. (2008) 7 0,14 0,00 0,00
diplo-cox1-rl GGTACWGCAATWATCATNGTWGC Lavrov et al. (2008

20 coxl LCO1490 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA Folmer et al. (1994) 7 0,00 - -
cox1-R1 TGTTGRGGGAAAAARGTTAAATT Rot et al. (2006

21 coxl COIPlo20F GCTTTTGCGGGGATGATAGGTAC Reveillaud et al. (2011) 7 0,00 - -
cox1-R1 TGTTGRGGGAAAAARGTTAAATT Rot et al. (2006)

22 28S  Por28S-1490F AACTCACCTGCCGAATCAAC Morrow et al. (2012) 6 0,00 - -
Por28S-2170R CCAATCCTTTTCCCAARGTT Morrow et al. (2012)

23 28S  Por28S-830F CATCCGACCCGTCTTGAA Morrow et al. (2012) 6 0,00 - -
Por28S-1520R GCTAGTTGATTCGGCAGGTG Morrow et al. (2012)

26 18S  18SMycale02F CAACGGGTGACGGAGAATTA Loh et al. (2012) 5 0,00 - -
18SMycale02R TTTCAGCCTTGCGACCATACTC Loh et al. (2012)

27 cytb  diplo-cob-flm ATGTNTTNCCTTGRGGWCAAATGTC Lavrov et al. (2008) 5 0,00 - -
diplo-cob-rlm ATTWGGWATWGANCGYAAWATNGC Lavrov et al. (2008)

28 cox2 diplo-cox2-flm AAGCWATWGGRCATCARTGRTATTG Lavrov et al. (2008) 5 0,00 - -
diplo-cox2-rlm CWATWGGCATAAANGARTGATTNGC Lavrov et al. (2008)

Total 1556 506 0,33 386 278 0,72 0,18

290
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C2. Teste de DNA polimerase para in vitro

Amostras (DNA fita molde ~ 50 ng): Amostras: Mycale (O.) acerata (MNRIJ 13176),
Mycale (C.) microsigmatosa (UER] 184) e Cinachyra sp. (ID150);

Primers: diplo-rnl-f1 e diplo-rnl-r1 (LAVROV et al., 2008);

DNA polimerases: 1) GoTaq Green Master Mix (Promega), ii) GoTaq (Promega), ii1)
GoTaq HotStart (Promega), iv) Tth (Biotools); v) Pfu (ndo-comercial).

Reacgdes de PCR:

1.  Master Mix 1x, primers cada 0,14 uM, DNA fita molde ~ 50 ng;
ii.  DNA polimerase 1 U em tampao préprio (MgCl, ja incluso), dNTP 0,17 mM,
primers cada 0,12 uM;
iii. ~ DNA polimerase 1 U em tampao préprio, MgCl, 1,0 mM, dNTP 0,17 mM,
primers cada 0,12 uM;
iv.  DNA polimerase 1 U em tampao préprio, MgCl, 1,7 mM, dNTP 0,11 mM,
primers cada 0,11 pM;
v.  DNA polimerase 1 U em tampao Biotools, MgCl, 1,7 mM, dNTP 0,11 mM,
primers cada 0,11 pM;

Termociclagem: uma fase inicial de desnaturagdo a 92 °C por 4’; 5 ciclos com
desnaturagdo a 92 °C por 30”, pareamento a 44 °C por 457, e extensédo a 72 °C por 17;
35 ciclos de desnaturagdo a 92 °C por 307, pareamento a 51 °C por 45”, e extensdo a
72 °C por 1’; e uma fase final de extensdo a 72 °C por 6’.

Visualizacdo em gel de agarose 1,0 % da amplificagao da regido 16S das espécies Mycale (O.)
acerata (2, 5, 8, 11 e 14), Mycale (C.) microsigmatosa (3, 6,9, 12 e 15) e Cinachyra sp. (4, 7,
10, 13 e 16) a partir de diferentes enzimas DNA polimerase. Raias: (1) marcador de tamanho
de fragmento Gene Ruler© 100pb DNA ladder (Fermentas): (2-4) GoTaq Green Master Mix
(Promega); (5-7) GoTaq (Promega); (8-10) GoTaq HotStart (Promega); (11-13) Tth
(Biotools); (14-16) Pfu (ndo-comercial).
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APENDICE D - Sequéncias de bancos de dados publicos na Internet utilizadas neste trabalho

A tabela indica o grupo (G) de Desmospongiae, a Ordem (O) e a Espécie a que as sequéncias
pertencem, seguidos pelo nimero de acesso em bancos de dados publicos na Internet dos
marcadores moleculares em questdo (16S, 28S e coxl), sendo a maioria proveniente do
NCBI. Além disso, para as amostras de Poecilosclerida estdo indicadas a Subordem (Sub) e
Familia (Fam). As ordens estdo abreviadas pelas trés primeiras letras e as subordens pelas
quatro primeiras letras do nome do tédxon.

G O Sub Fam Espécie 16S 28S cox1
G4 Poe Myca Mycalidae Mpycale (Aegogropila) adhaerens - GU324501 -
G4 Poe Myca Mycalidae Mycale (Aegogropila) carmigropila - GU324497 -
G4 Poe Myca Mycalidae Mycale (Aegogropila) rotalis - HQ379296 -
G4 Poe Myca Mycalidae Mycale (Aegogropila) sulevoidea - GU324503 -
G4 Poe Myca Mycalidae Mycale (Anomomycale) titubans - HQ379297 -
G4 Poe Myca Mycalidae Mycale (Arenochalina) laxissima - GU324494 -
G4 Poe Myca Mycalidae Mpycale (Arenochalina) laxissima - GU324495 -
G4 Poe Myca Mycalidae Mpycale (Arenochalina) laxissima - GU324496 -
G4 Poe Myca Mycalidae Mpycale (Arenochalina) mirabilis - HE611633 -
G4 Poe Myca Mycalidae Mycale (Carmia) fistulifera - GU324499 -
G4 Poe Myca Mycalidae Mycale (Carmia) microsigmatosa - GU324500 -
G4 Poe Myca Mycalidae Mycale (Mycale) grandis - GU324506 -
G4 Poe Myca Mycalidae Mycale (Mycale) laevis - GU324492 -
G4 Poe Myca Mycalidae Mpycale (Mycale) laevis - GU324493 -
G4 Poe Myca Mycalidae Mpycale (Mycale) laevis - HQ709325 -
G4 Poe Myca Mycalidae Mpycale (Mycale) laevis - HQ709326 -
G4 Poe Myca Mycalidae Mpycale (Mycale) laevis - HQ709327 -
G4 Poe Myca Mycalidae Mycale (Mycale) laevis - HQ709328 -
G4 Poe Myca Mycalidae Mycale (Mycale) laevis - HQ709329 -
G4 Poe Myca Mycalidae Mycale (Mycale) laevis - HQ709330 -
G4 Poe Myca Mycalidae Mycale (Mycale) laevis - HQ709331 -
G4 Poe Myca Mycalidae Mpycale (Mycale) laevis - HQ709332 -
G4 Poe Myca Mycalidae Mpycale (Mycale) laevis - HQ709333 -
G4 Poe Myca Mycalidae Mpycale (Mycale) laevis - HQ709334 -
G4 Poe Myca Mycalidae Mpycale (Mycale) laevis - HQ709335 -
G4 Poe Myca Mycalidae Mycale (Mycale) laevis - HQ709336 -
G4 Poe Myca Mycalidae Mycale (Mycale) laevis - HQ709337 -
G4 Poe Myca Mycalidae Mycale (Mycale) laevis - HQ709338 -
G4 Poe Myca Mycalidae Mycale (Mycale) lingua - GU324505 -
G4 Poe Myca Mycalidae Mpycale (Naviculina) flagellifera - AY319321 -
G4 Poe Myca Mycalidae Mpycale (Naviculina) flagellifera - - AY625664
G4 Poe Myca Mycalidae Mpycale (Zygomycale) parishi - GU324502 -
G4 Poe Myca Mycalidae Mpycale fibrexilis - IN162064 -
G4 Poe Myca Mycalidae Mpycale fibrexilis - AY026376 -
G4 Poe Myca Mycalidae Mycale fibrexilis - - AJ843890
G4 Poe Myca Mycalidae Mycale sp. - GU324498 -
G4 Poe Myca Mycalidae Mycale sp. - GU324504 -
G4 Poe Myca Cladorhizidae Chondrocladia sp - HE611631 -
G4 Poe Myca Cladorhizidae Cladorhiza cf. gelida - HE611629 -
G4 Poe Myca Desmacellidae  Biemna fistulosa - - AMO076982
G4 Poe Myca Desmacellidae  Biemna saucia - - JF773146
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Esperiopsidaae
Isodictyidae
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Podospongiidae
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Podospongiidae

Biemna variantia
Desmacella cf. annexa
Neofibularia hartmani
Neofibularia hartmani
Neofibularia hartmani
Neofibularia irata
Neofibularia nolitangere
Sigmaxinella hipposiderus
Amphilectus fucorum
Coelocarteria singaporensis
Coelocarteria sp.
Diacarnus spinipoculum
Negombata magnifica
Negombata magnifica
Antho involvens
Artemisina melana
Axechina raspailioides
Axechina raspailioides
Clathria kylista

Clathria kylista

Clathria oxeota

Clathria prolifera
Clathria prolifera
Clathria schoenus

Echinodictyum mesenterinum

Ectyoplasia ferox
Ectyoplasia ferox
Endectyon delaubenfelsi
Endectyon fruticosum
Eurypon cf clavatum
Eurypon clavigerum
Holopsamma helwigi
Hymeraphia verticillata
Microciona prolifera
Pandaros acanthifolium
Raspaciona aculeata
Raspailia elegans
Raspailia ramosa
Thrinacophora cervicornis
Crambe crambe

Crella rosea
Desmapsamma anchorata
Desmapsamma anchorata
Hemimycale columella
Hymedesmia pansa
lotrochota birotulata
lotrochota birotulata
Iotrochota birotulata
Lissodendoryx jenjonesae
Lissodendoryx sigmata
Monanchora arbuscula
Monanchora clathrata
Mpyxilla cf. rosacea

AF362005
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HQ379292
HQ379293

HQ379294
AY561874
AY561875
AY561881

HQ379291

DQ299260

EF646844
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HQ379272

HQ379276

HQ379278

HQ379281
AY561883
HQ379299
GU324491
HQ379300
HQ379301

AY561884

HQ379298

HE611641
HQ379305
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1Q034574
JF773145
JQ034575
JQ034576
EF519653
JF773147

EF519576

7Q034545
SBD1049
EF519605
AJ843888
EF519607
JQ034557

JQ034559
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APENDICE E - Estimativa de modelos de substituicdo de nucleotideos
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E1l. Sumario dos alinhamentos

4 # pb # pb #pb
Sequéncias (Total) (Informativos) (Mutagdes
Alinhamento unicas)
16S (supra) 78 454 222 57
16S (sub) 91 462 153 24
28S (supra) 125 336 73 17
28S (sub) 69 322 13 47
cox1 69 559 289 24
cox1 (1% 69 187 78 16
cox1 (2% 69 186 32 7
cox1 (3% 69 186 179 1
E2. Estimativa de modelo de substituicio do alinhamento 16S-Supra
Modelo # Par, BIC AICc InL (+I) +G) R
GTR+G 162 14388,46 13028,22 -6351,31 n/a 0,44 2,24
GTR+G+I 163 14397,81 13029,18 -6350,78 0,08 0,51 2,23
T92+G 156 14399,37 13089,45 -6387,98 n/a 0,43 2,29
TNO93+G 159 14403,85 13068,77 -6374,61 n/a 0,43 2,28
T92+G+1 157 14409,06 13090,76 -6387,63 0,06 0,49 2,29
HKY+G 158 14411,81 13085,12 -6383,8 n/a 0,43 2,33
TNO93+G+1 160 14413,86 13070,39 -6374,41 0,06 0,49 2,27
HKY+G+I 159 14421,25 13086,17 -6383,31 0,08 0,51 2,32
K2+G 155 14466,25 13164,72 -6426,62 n/a 0,44 2,26
K2+G+I 156 14475,41 13165,49 -6426 0,08 0,52 2,25
GTR+I 162 14902,15 13541,91 -6608,15 0,34 n/a 1,99
T92+1 156 14926,99 13617,08 -6651,79 0,34 n/a 1,98
HKY+I 158 14938,26  13611,57 -6647,02 0,34 n/a 2,03
TNO93+I 159 14943,06 13607,99 -6644,22 0,34 n/a 2,01
K2+I 155 14973,03 13671,5 -6680,02 0,34 n/a 1,99
IC+G 154 15025,25 13732,11 -6711,33 n/a 0,47 0,5
JC+G+I 155 15033,48 13731,95 -6710,24 0,1 0,59 0,5
JC+1 154 1549547 14202,33 -6946,44 0,34 n/a 0,5
GTR 161 15553,76  14201,91 -6939,16 n/a n/a 1,89
T92 155 15571,24 14269,71 -6979,12 n/a n/a 1,89
TNO93 158 15582,09 142554 -6968,94 n/a n/a 1,89
HKY 157 15593,42 14275,12 -6979,81 n/a n/a 1,89
K2 154 15627,1 14333,95 -7012,25 n/a n/a 1,89
JC 153 16134,51 14849,76 -7271,16 n/a n/a 0,5




297

E3. Estimativa de modelo de substituicio do alinhamento 16S-Sub

Modelo # Par, BIC AICc InL (+I) +G) R
T92+G 182 6778,204 5206,146 -2420,28 n/a 0,32 1,64
K2+G 181 6784,184 5220,755 -2428,59 n/a 0,32 1,59
T92+G+I 183 6786,998 5206,312 -2419,35 0,31 0,63 1,65
HKY+G 184 6787,529 5198,213 -2414,29 n/a 0,32 1,6
K2+G+I 182 6793,095 5221,037 -2427,72 0,31 0,67 1,6
TN93+G 185 6795,55 5197,605 -2412,98 n/a 0,31 1,59
HKY+G+I 185 6796,02 5198,076 -2413,22 0,33 0,69 1,61
TN93+G+I 186 6804,647 5198,074 -2412,21 0,3 0,63 1,6
T92+1 182 6807,013 5234,955 -2434,68 0,57 n/a 1,54
K2+I1 181 6811,077 5247,648 -2442,04 0,57 n/a 1,51
HKY+I 184 6813,409 5224,093 -2427,23 0,57 n/a 1,53
GTR+G 188 6819,308 5195,478 -2408,89 n/a 0,32 1,6
TN93+1 185 6823,572 5225,628 -2426,99 0,57 n/a 1,53
GTR+G+I 189 6828,073 5195,615 -2407,95 0,32 0,69 1,61
GTR+I 188 6845,027 5221,197 -2421,75 0,57 n/a 1,53
IC+G 180 6866,643 5311,843 -2475,14 n/a 0,34 0,5
JC+G+I 181 6876,114 5312,685 -2474,56 0,34 0,78 0,5
JC+I 180 6888,24  5333,44 -2485,94 0,57 n/a 0,5
K2 180 7012,205 5457,405 -2547,92 n/a n/a 1,39
T92 181 7014,124 5450,695 -2543,56 n/a n/a 1,4
HKY 183 7020,208 5439,521 -2535,96 n/a n/a 1,38
TNO93 184 7030,813 5441,498 -2535,94 n/a n/a 1,38
GTR 187 7046,396 5431,195 -2527,76 n/a n/a 1,38
JC 179 7087,155 5540,985 -2590,72 n/a n/a 0,5

E4. Estimativa de modelo de substituicio do alinhamento 28S-Supra

Modelo # Par, BIC AICc InL (+I) +G) R
K2+G+I 250 7291,955 5133,605 -2315,3 0,58 0,34 2,61
T92+G+I 251 7302,583 5135,611 -2315,29 0,58 0,34 2,61
TN93+G+I 254 7324,387 5131,553 -2310,23 0,59 0,38 2,57
K2+G 249 7330,929  5181,2  -2340,11 n/a 0,15 2,6
HKY+G+I 253 7331,504 5147,29 -2319,11 0,57 0,34 2,79
T92+G 250 7338,29 517994 -2338,47 n/a 0,15 2,56
GTR+G+I 257 7349,373 5130,676 -2306,75 0,58 0,39 2,55
TN93+G 253 7362,227 5178,013 -2334,47 n/a 0,16 2,54
HKY+G 252 7371427 5195,834 -2344,39 n/a 0,15 2,76
GTR+G 256 7385,087 5175,01 -2329,93 n/a 0,16 2,54
JC+G+I 249 7471,1  5321,371  -2410,2 0,58 0,39 0,5
JIC+G 248 7507,256 5366,149  -2433.6 n/a 0,16 0,5
TN93+I 253 7534,317 5350,103 -2420,51 0,72 n/a 2,21
GTR+I 256 7555,331 5345255 -2415,05 0,73 n/a 2,19
K2 248 809791 5956,803 -2728,92 n/a n/a 2,12
TNO93 252 8098,385 5922,792 -2707,87 n/a n/a 2,13
T92 249 8108,2  5958,471 -2728,75 n/a n/a 2,12
K2+I 249 8108,548 5958,819 -2728,92 0 n/a 2,12
T92+I1 250 8118,837 5960,487 -2728,74 0 n/a 2,12

GTR 255 8123,373 5921917 -2704,4 n/a n/a 2,13



HKY 251 8142477 5975,506 -2735,24 n/a n/a 2,11
HKY+I 252 8153,115 5977,522 -2735,23 0 n/a 2,11
IC 247 8261,247 6128,762 -2815,91 n/a n/a 0,5
JC+1 248 8271,885 6130,777 -2815,91 0 n/a 0,5
ES. Estimativa de modelo de substituicio do alinhamento 28S-Sub
Modelo # Par, BIC AlICc InL +D) +G) R
K2+G 137 3046,794 1951,32  -837,804 n/a 0,11 2,63
K2+G+I 138 3051,832 1948,375 -835,319 0,62 0,33 2,83
T92+G 138 3056,316 1952,859 -837,561 n/a 0,11 2,63
T92+1 138 3058,905 1955,448 -838,855 0,75 n/a 2,53
T92+G+1 139 3061,324 1949,884  -835,06 0,61 0,33 2,84
IC+G 136 3062,032 1974,542 -850,427 n/a 0,13 0,5
JIC+G+I 137 3067,351 1971,877 -848,082 0,62 0,3 0,5
K2+I 137 3073,603 1978,129 -851,208 0,39 n/a 1,57
HKY+G 140 3075,286 1955,862 -837,037 n/a 0,11 2,71
HKY+I 140 3077,56 1958,136 -838,174 0,75 n/a 2,74
TNO93+G 141 3079,223 1951,816 -834,001 n/a 0,14 24
HKY+G+I 141 3080,307  1952,9  -834,543 0,62 0,34 2,95
K2 136 3082,761 1995271 -860,792 n/a n/a 1,48
TNO3+I 141 3082,999 1955,592 -835,889 0,73 n/a 2,18
TN93+G+I 142 3085,228 1949,838 -831,999 0,57 0,34 2,74
T92 137 3092,219 1996,745 -860,516 n/a n/a 1,48
IC 135 3094,049 2014,543 -871,44 n/a n/a 0,5
JC+I 136 3104,076  2016,586 -871,449 0 n/a 0,5
GTR+G 144 3104,484 1953,129 -831,619 n/a 0,1 3,07
GTR+I 144 3108,771 1957,416 -833,762 0,75 n/a 2,72
GTR+G+I 145 3109,823 1950,486 -829,284 0,61 0,29 3,06
HKY 139 3111,795 2000,355 -860,296 n/a n/a 1,48
TN93 140 3112,359 1992,935 -855,574 n/a n/a 1,49
GTR 143 3140,349 1996,977 -854,556 n/a n/a 1,48
E6. Estimativa de modelo de substituicao do alinhamento cox1
Modelo # Par, BIC AICc InL (+) (+G) R
T92+G+1 139 22249,614 21063,79 -10392,377 0,31 0,46 1,72
HKY+G+I 141 22249,78 21046,908 -10381,922 0,28 0,41 1,41
HKY+G 140 22250,106 21055,758 -10387,354 n/a 0,24 1,87
T92+G 138 22280,622 21103,321 -10413,151 n/a 0,25 1,77
TNO93+G+1 142 22283,436 21072,042 -10393,481 0,27 0,41 1,36
TN93+G 141 22307,349 21104,478 -10410,707 n/a 0,26 1,38
GTR+G+I 145 22347,733 21110,769 -10409,821 0,28 0,44 1,12
GTR+G 144 22376,492 21148,051 -10429.,47 n/a 0,27 1,12
K2+G+1 138 22488,746 21311,446 -10517,213 0,33 0,53 1,38
K2+G 137 22535,081 21366,305 -10545,65 n/a 0,27 1,4
JC+G+I 137 22858,788 21690,012 -10707,503 0,35 0,61 0,5
IC+G 136 22915,182 21754,929 -10740,969 n/a 0,29 0,5
GTR+I 144 23726,732 22498,29 -11104,59 0,44 n/a 1,25
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HKY+I 140 23742775 22548,402 -11133,676 0,44 n/a 1,24
T92+1 138 23750,626 22573,325 -11148,153 0,44 n/a 1,2
TNO93+I1 141 23767,891 22565,02 -11140,977 0,44 n/a 1,06
K2+I 137 23837,587 22668,811 -11196,903 0,44 n/a 1,13
JC+I 136 24136,524 22976,271 -11351,64 0,44 n/a 0,5
GTR 143 26229,441 25009,523 -12361,214 n/a n/a 1,11
TNO93 140 26282,492 25088,144 -12403,547 n/a n/a 1,1
HKY 139 26298,117 25112,292 -12416,629 n/a n/a 1,1
T92 137 26302,33 25133,554 -12429,274 n/a n/a 1,09
K2 136 26321,086 25160,834 -12443,921 n/a n/a 1,26
JC 135 26590,809 25439,081 -12584,052 n/a n/a 0,5
E7. Estimativa de modelo de substituicdo do alinhamento cox1 (1* posi¢io)
Modelo # Par, BIC AICc InL (+I) (+G) R
K2+G 137 5173,156 4156411 -1939,692 n/a 0,32 1,57
T92+G 138 5181,542 4157,398 -1939,163 n/a 0,31 1,67
K2+G+I 138 5182,599 4158455 -1939,691 0 0,32 1,57
T92+G+I 139 5190,986 4159,443 -1939,163 0 0,31 1,67
GTR+G 144 5196,595 4128,063 -1918,359 n/a 0,35 1,32
GTR+G+I 145 5199,562 4123,634 -1915,121 0,4 1,3 1,31
K2+I 137 5223,822  4207,077 -1965,025 0,5 n/a 1,49
TNI93+G 141 5234,382 4188,042 -1951,417 n/a 0,36 1,94
TNO93+G+1 142 5235,418 4181,681 -1947,214 0,4 1,25 1,98
T92+1 138 5239,826 4215,682 -1968,305 0,49 n/a 1,53
GTR+I 144 5240,761 4172229 -1940,442 0,48 n/a 1,59
IC+G 136 5254,564 4245219 -1985,118 n/a 0,33 0,5
JC+G+I 137 5264,008 4247264 -1985,118 0 0,33 0,5
TNI93+I1 141 5279,489 4233,15 -1973,971 0,49 n/a 1,69
HKY+G 140 5287,271 4248,33 -1982,584 n/a 0,3 1,91
HKY+G+I 141 5296,715 4250,376 -1982,584 0 0,3 1,91
JC+I 136 5301,134 4291,789 -2008,403 0,5 n/a 0,5
HKY+I 140 5350,295 4311,354 -2014,096 0,5 n/a 1,61
K2 136 5480,843 4471,498 -2098,257 n/a n/a 1,39
T92 137 5504,919 4488,175 -2105,574 n/a n/a 1,39
GTR 143 5525,043 4463,909 -2087,305 n/a n/a 1,46
TN93 140 5547,578 4508,637 -2112,737 n/a n/a 1,45
IC 135 5553,321 4551,376 -2139,218 n/a n/a 0,5
HKY 139 5623,662 4592,12 -2155,501 n/a n/a 1,39
ES. Estimativa de modelo de substituicao do alinhamento cox1 (2° posicio)
Modelo  # Par, BIC AICc InL (+I) (+G) R
GTR+G 144 2699,165 1631,441 -670,039 n/a 0,16 0,74
IC+G 136 2708,36  1699,776 -712,388 n/a 0,1 0,5
HKY+G 140 2708,595 1670,439 -693,63 n/a 0,09 0,65
GTR+G+I 145 2708,603 1633,488 -670,039 0 0,16 0,74
TN93+G 141 2715,252  1669,703 -692,239 n/a 0,09 0,66
K2+G 137 2715,846 1699,869 -711,412 n/a 0,1 0,71
JC+G+I 137 2717,752  1701,775 -712,365 0 0,09 0,5
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HKY+G+I 141 2718,031 1672,482 -693,628 0 0,09 0,65
TN93+G+I 142 2724,69 1671,749 -692,239 0 0,09 0,66
K2+G+I 138 2726,875 1703,504 -712,207 0 0,1 0,71
T92+G 138 2731,081 1707,71 -714,311 n/a 0,1 0,66
T92+G+1 139 2740,484 1709,72 -714,293 0 0,1 0,66
GTR 143 274336 1683,028 -696,855 n/a n/a 0,68
GTR+I 144 2752,798 1685,073 -696,855 0 n/a 0,68
HKY 139 2766,232 1735468 -727,167 n/a n/a 0,68
IC 135 2771,481 1770,292 -748,668 n/a n/a 0,5
TN93 140 2773,629 1735473 -726,147 n/a n/a 0,68
HKY+I 140 2775,661 1737,505 -727,163 0 n/a 0,68
K2 136 2779,299 1770,716 -747,858 n/a n/a 0,68
JC+I 136 2780919 1772,335 -748,668 0 n/a 0,5
TNO3+I1 141 2783,066 1737,518 -726,146 0 n/a 0,68
K2+I 137 2788,737 1772776  -747,858 0 n/a 0,68
T92 137 2790,133  1774,156 -748,556 n/a n/a 0,68
T92+1 138 2799,57 1776,2  -748,555 0 n/a 0,68
E9. Estimativa de modelo de substituicdo do alinhamento cox1 (3* posic¢io)

Modelo # Par, BIC AICc InL (+I) (+G) R
TNO3+G+l 142 15752,747 14699,807 -7206,268 0,03 1,27 2,52
TN93+G 141 15754205 14708,656 -7211,715  n/a 0,85 2,66
T92+G+I 139 15780,92 14750,157 -7234,511 0,03 1,39 1,99
T92+G 138 15792,163 14768,792 -7244.852  nla 0,85 2,02
HKY+G+I 141 15810,197 14764,648 -7239,711 0,03 1,34 2,19
HKY+G 140  15820,891 14782,734 -7249,777  nla 0,84 221
GTR+G+l 145  15905,956 14830,84 -7268,715 0,03 1,62 1,3
GTR+G 144 15913,945 14846,221 7277429  nla 1,17 1,28
K2+G 137 16127,062 15111,085 -7417,02 n/a 1,02 1,95
K2+G+1 138 16129,127 15105,757 -7413,334 0,03 1,34 1,97
TNO3+I 141 16297,486 15251,937 -7483,356 0,03 n/a 1,51
T92+1 138 16330,869 15307,499 -7514,205 0,03 n/a 1,38
JC+G+I 137 16355,965 15339,988 -7531,472 0,03 1,72 0,5
JC+G 136 16357,255 15348,672 -7536,836  n/a 1,34 0,5
HKY+I 140  16363,432 15325,276 -7521,048 0,03 n/a 1,44
GTR+] 144 16380,238 15312,514 -7510,575 0,03 n/a 1,02
TNO93 140 16440,74 15402,584 -7559,702  n/a n/a 1,46
GTR 143 16509,376 15449,043 -7579.863  n/a n/a 0,97
T92 137 16516227 15500,25 -7611,603  n/a n/a 1,29
HKY 139 16533,442 15502,678 -7610,772  n/a n/a 1,35
K2+1 137 16725749 15709,772 -7716,364 0,03 n/a 1,77
K2 136 16835,889 15827,306 -7776,153  n/a n/a 1,77
JC+I 136 16851,811 15843,228 -7784,114 0,03 n/a 0,5
JC 135 16956,883 15955,693 -7841,369 n/a n/a 0,5
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APENDICE F - Dados morfolégicos de Mycale Gray, 1867 revisados da literatura e
referéncias utilizadas por espécie

F1. Descritores morfologicos tentativamente tabulados da literatura

Morfologia externa
1. Forma de crescimento: encrustante; lobada; tubular; ereta ramificada; macica

2. Superficie: hispida; lisa; conulosa; fistulosa; sulcada; rugosa; espinada; poros
sulcados

3. Consisténcia: fragil; macia; compressivel; firme; resiliente

4. Coloragdo: azul; laranja; roxo; amarelo; vermelho; verde; rosa; bege; marrom;
branco

5. Canais subectossomais: nao-visivel; visivel
6. Exudacao de muco: ausente; presente
Morfologia interna
Organizagao do esqueleto
7. Esqueleto ectossomal: nao-especializado; especializacdo tangencial reticulada; confuso.
8. Composicao: <tipos de espiculas>

9. Diametro da secdo transversal do feixe de espiculas [ndo-aplicavel a: ndo-
especializado e confuso]: <numérico>

10. Numero de espiculas por secdo transversal do feixe de espiculas [ndo-aplicavel a:
nao-especializado e confuso]: <numérico>

11. Arranjo das malhas [ndo-aplicdvel a: ndo-especializado e confuso]: triangular,
quadrangular/retangular, poligonal

12. Diametro das malhas [nao-aplicdvel a: ndo-especializado e confuso]: <numérico>
13. Poros por malha [ndo-aplicavel a: ndo-especializado e confuso]: <numérico>

14. Esqueleto coanossomal: plumoso; plumoreticulado; reticulado
15. Composicao: <tipos de espiculas>

16. Fibras de espongina: pouco expressiva, muito expressiva, cerne com material
externo

17. Tratos: multispiculares, paucispiculares
18. Diametro da se¢do transversal do feixe de espiculas: <numérico>
19. Numero de espiculas por secdo transversal do feixe de espiculas: <numérico>

20. Arranjo das malhas [n@o-aplicdvel a: plumoso e plumoreticulado]: triangular,
quadrangular/retangular, poligonal

21. Diametro das malhas [ndo-aplicdvel a: plumoso e plumoreticulado]: <numérico>

Elementos do esqueleto
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Megascleras
22. Subtildstilos: ausente, uma categoria, duas categorias, trés categorias
23. Subtiléstilo I [ndo-aplicavel a: ausente]: robusto, delgado
24. Lumen: visivel, ndo-visivel
25. Curvatura: reto, ligeiramente curvado, curvado

26. Protuberancia da cabeca: bem demarcada, ligeiramente demarcada, ndao
demarcada

27. Extremidade final: pontiaguda em "V", pontiaguda em "Y", arredondada
28. Comprimento total: <numérico>
29. Largura mdxima: <numérico>
30. Largura da cabeca: <numérico>
31. Distribui¢@o: coanossomo, ectossomo
32. Ocorréncia: comum, incomuim, raro
33. Subtiléstilo II [ndo-aplicdvel a: ausente e uma categoria]: robusto, delgado
34 -42.idem a 24 - 32

43. Subtil6stilo III [ndo-aplicdvel a: ausente, uma categoria e duas categorias]:
robusto, delgado

44 - 52.idem a 24 - 32
53. Oxeas: ausente, presente
44. Limen [ndo-aplicavel a: ausente]: visivel, ndo-visicel
55. Curvatura [ndo-aplicavel a: ausente]: reto, ligeiramente curvado, curvado

56. Extremidade [ndo-aplicdvel a: ausente]: pontiaguda em "V", pontiaguda em "Y",
arredondada

57. Comprimento total [ndo-aplicdvel a: ausente]: <numérico>
58. Largura méxima [ndo-aplicavel a: ausente]: <numérico>
59. Distribui¢do [ndo-aplicdvel a: ausente]: coanossomo, ectossomo
60. Ocorréncia [ndo-aplicavel a: ausente]: comum, incomum, raro
Microscleras
61. Anisoquelas: ausente, uma categoria, duas categorias, trés categorias

62. Anisoquela I [ndo-aplicavel a: ausente]: A, B, C, D (="curvoquela"),
naviculiquela, anomoquela, quela unguiferada

63. Cabeca (%): <numérico>
64. Angulo de curvatura da cabega: <numérico>
65. Angulo de abertura da ala frontal da cabeca: <numérico>
66. Angulo de abertura entre as alas laterais da cabeca: <numérico>

67. Angulo de abertura entre as alas frontal e lateral da cabeca: <numérico>
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68. Pé (%): <numérico>
69. Angulo de curvatura do pé: <numérico>
70. Angulo de abertura da ala frontal do pé: <numérico>
71. Angulo de abertura entre as alas laterais do pé: <numérico>
72. Curvatura do eixo: : <numérico>
73. Comprimento total: <numérico>
74. Distribui¢do: coanossomo, ectossomo
75. Ocorréncia: comum, incomum, raro
76. Arranjo: somente disperso, podendo formar rosetas

77. Micro-caracteristicas: nenhuma, projecao digitiforme, esporao basal, falce
ondulada, poro arredondado, pé ndo fusionado

78. Anisoquela II [ndo-aplicavel a: ausente e uma categorial: A, B, C, D
(="curvoquela"), naviculiquela, anomoquela, quela unguiferada

79-93. idem a 63 - 77

94. Anisoquela III [ndo-aplicdvel a: ausente, uma categoria e duas categorias]: A, B,
C, D (="curvoquela"), naviculiquela, anomoquela, quela unguiferada

95-109. idem a 63 - 77
110. Isoquelas: ausente, uma categoria, duas categorias
111. Isoquela I [ndo-aplicdvel a: ausente]: A, B, C, D
112. Cabeca (%) : <numérico>
113. Angulo de curvatura da cabeca: <numérico>
114. Angulo de abertura da ala frontal da cabeca: <numérico>
115. Angulo de abertura entre as alas laterais da cabega: <numérico>
116. Angulo de abertura entre as alas frontal e lateral da cabega: <numérico>
117. Curvatura do eixo: : <numérico>
118. Comprimento total: <numérico>
119. Distribuicdo: coanossomo, ectossomo
120. Ocorréncia: comum, incomuim, raro
121. Arranjo: somente disperso, podendo formar rosetas
122. Isoquela II [ndo-aplicdvel a: ausente e uma categorial: A, B, C, D
123 -132.idema 112 - 121
133. Sigmas: ausente, uma categoria, duas categorias, trés categorias
134. Sigma I [ndo-aplicavel a: ausente]: lisa, serreada
135. Comprimento total: <numérico>

136. Distribuicdo: coanossomo, ectossomo
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137. Ocorréncia: comum, incomuim, raro
138. Dobradura dos ganchos: abrupta, suave

139. Sigma II [ndo-aplicdvel a: ausente e uma categoria]: lisa, serreada
140 - 143. idem a 135 - 138

144. Sigma III [ndo-aplicdvel a: ausente, uma categoria e duas categorias]: lisa,
serreada

145 - 148. idem a 135 - 138
149. Réfides e derivadas: ausente, uma categoria, duas categorias, trés categorias

150. Réfide I [ndo-aplicdvel a: ausente]: normal/reta, rafidotoxa/sinuosa, toxa/inflada,
micréxea, micracantoxea

151. Comprimento total: <numérico>
152. Distribuicdo: coanossomo, ectossomo
153. Ocorréncia: comum, incomuim, raro

154. Arranjo: somente disperso, podendo ocorrer em feixes
(ttricodragmatas/toxodragmatas)

155. Réfide II [ndo-aplicdvel a: ausente e uma categoria]: normal/reta,
rafidotoxa/sinuosa, toxa/inflada

156 - 159. 1dem a 151 - 154

160. Réfide III [ndo-aplicavel a: ausente, uma categoria e duas categorias]:
normal/reta, rafidotoxa/sinuosa, toxa/inflada

161 - 164. idem a 151 - 154
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F2. Referéncias da tabulacao de caracteristicas morfolégicas por taxon

Taxon

Referéncia

M. (Aeg.)adhaerens
M. (Aeg.)americana
M. (Aeg.)carmigropila
M. (Aeg.)citrina

M. (Aeg.)contareni

M. (Aeg.)crassissima
M. (Aeg.)escarlatei

M. (Aeg.)lilianae

M. (Aeg.)magellanical

M. (Aeg.)magellanica2

M. (Aeg.)rotalis

M. (Aeg.)sulevoidea

M. (Aeg.)syrinx

M. (Are.)laxissima_Brasil
M. (Are.)laxissima_Caribe

M. (Are.)mirabilis

M. (Car.)cecilia

M. (Car.)fistulifera

M. (Car.)magnirhaphidifera

M. (Car.)microsigmatosa

M. (Myc.)alagoana
M. (Myc.)arenaria

M. (Myc.)grandis
M. (Myc.)laevis

M. (Myc.)lingua

M. (Myc.)phylophilla
M. (Myc.)thielei

M. (Myc.)vansoesti
M. (Nav.)arcuiris

M. (Nav.)flagellifera
M. (Oxy.)acerata

M. (Par.)sp.citrina
M. (Zyg.)angulosa
M. (Zyg.)parishi

Carballo e Cruz-Barraza, 2010; Lambe, 1893

Muricy e Hajdu, 2006; van Soest, 1984

Hajdu e Riitzler, 1998

Hajdu e Riitzler, 1998

van Soest e Hajdu, 2002

Dendy, 1905, Pulitzer-Finalli, 1993

Hajdu e Teixeira, 2011; Hajdu et al., 1995; Muricy e Hajdu,
2006

Carballo e Hajdu, 2001

Ridley, 1881

Ridley, 1881

Topsent, 1924; Boury-Esnault e Lopes, 1985

Sollas, 1902; Pulitzer-Finalli, 1993

Topsent, 1924; Levi, 1960

Muricy e Hajdu, 2006; Hajdu et al., 2011

Duchssaing e Michelotti, 1864; Hajdu e Riitzler, 1998; van
Soest, 1984

Lendenfeld, 1887; van Soest e Hajdu, 2002

Carballo e Cruz-Barraza, 2010

Row, 1911

Carballo e Cruz-Barraza, 2010; Carballo e Hajdu, 2001;
Hajdu e Riitzler, 1998; van Soest, 1984

Arndt, 1927; Hajdu e Riitzler, 1998; Hechtel, 1965; Muricy e
Hajdu, 2006; van Soest, 1984

Cedro et al., 2011

Hajdu e Boury-Esnault, 1991; Hajdu e Desqueyroux-
Faindez, 1994; Muricy e Hajdu, 2006

Pulitzer-Finalli, 1993; Thomas, 1973

Carter, 1882; Hajdu e Desqueyroux-Faundez, 1994; Hajdu e
Riitzler, 1998; Hechtel, 1965; van Soest, 1984

Ackers et al., 1992; Boury-Esnault et al., 1994; Bowerbank,
1866; van Soest e Hajdu, 2002

Lévi, 1963; van Soest, 1982

Hajdu e Desqueyroux-Fatndez, 1994

Calcinai et al., 2006

Lerner e Hajdu, 2002

Vacelet e Vasseur, 1971

Hentschel, 1914; Kirkpatrick, 1907; Kirkpatrick, 1908; Rios
et al., 2004

not described

Muricy e Hajdu, 2006; van Soest, 1984

Lévi, 1963; Hechtel, 1965; Thomas, 1973; van Soest e
Hajdu, 2002
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APENDICE G - Resultado univariado para cada varidvel dependente (VD) e testes post-hoc
de Bonferoni dos Testes Multivariado de SignificAncia (MTS) entre os haplétipos e
localidades

Tabela G1. Resultado univariado para cada VD e testes post-hoc de Bonferoni no MTS entre
os haplétipos A-D do complexo Mycale (Carmia) microsigmatosa Arndt, 1927. Os haplétipos
usados como varidveis independentes (A-D) foram restritos a uma tnica localidade (RJ). As
varidveis dependentes (VD) do modelo L, W, T e T/W sao descritas na se¢do 3.2.4. Os graus
de liberdade (df, do inglés degree of freedom) para cada conjunto de dados foram: dfyapisipo =
3; dfgno = 17; dfroa = 20. Abreviaturas dadas como: soma dos quadrados (SS); médias
quadraticas (MS); valor de F (F); valor-p do teste (p). Os testes com valor-p < 0.05 estdo em
negrito.

Varidavel Efeito SS MS F p
L Haplétipo  3587,443 1195,814 15,496 0,000
Erro 1311,850 77,168
Total 4899,293
W Haplétipo 18,229 6,076 21,852 0,000
Erro 4,727 0,278
Total 22,956
T Haplétipo 8,519 2,840 11,404 0,000
Erro 4,233 0,249
Total 12,753
T/W Haplétipo 0,179 0,060 13,555 0,000
Erro 0,075 0,004
Total 0,254
Teste post-hoc de Bonferroni (df = 17)
p
Variavel MS (A-B) (A-C) (A-D) (B-C) (B-D) (C-D)
L 77,168 0,004 0,002 0,000 1,000 1,000 1,000
w 0,278 0,230 0,058 0,000 0,002 0,362 0,000
T 0,249 1,000 0,003 1,000 0,003 1,000 0,000
T/W 0,004 0,529 0,873 0,000 1,000 0,036 0,003
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Tabela G2. Resultado univariado para cada VD e testes post-hoc de Bonferoni no MTS entre
os haplétipos A-C do complexo Mycale (Carmia) microsigmatosa Arndt, 1927. Os haplétipos
usados como varidveis independentes (A-C) foram restritos a uma tunica localidade (RJ). As
varidveis dependentes (VD) do modelo L, W, T, T/W, S e A sdo descritas na se¢do 3.2.4. Os
graus de liberdade (df, do inglés degree of freedom) para cada conjunto de dados foram:
dfHapistipo = 2; dfgwo = 12; dfror = 14. Abreviaturas dadas como: soma dos quadrados (SS);
médias quadraticas (MS); valor de F (F); valor-p do teste (p). Os testes com valor-p < 0.05
estdo em negrito.

Varidavel Efeito SS MS F p

L Haplétipo  2171,934 1085,967 17,892 0,000
Erro 728,348 60,696
Total 2900,282

w Haplétipo 5,782 2,891 8,027 0,006
Erro 4,322 0,360
Total 10,103

T Haplétipo 6,248 3,124 11,346 0,002
Erro 3,304 0,275
Total 9,552

T/W Haplétipo 0,018 0,009 2,347 0,138
Erro 0,047 0,004
Total 0,065

S Haplétipo 14,764 7,382 2,312 0,141
Erro 38,309 3,192
Total 53,073

A Haplétipo 67,553 33,776 22,127 0,000
Erro 18,317 1,526
Total 85,870

Teste post-hoc de Bonferroni (df = 12)

Varidvel MS p(A-B) p(A-C) p(B-C)
L 60,696 0,002 0,001 1,000
W 0,360 0,216 0,074 0,006
T 0,275 1,000 0,004 0,005
T/W 0,004 0,237 0,395 1,000
S 3,192 1,000 0,165 0,671

A 1,527 0,903 0,000 0,000
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Tabela G3. Resultado univariado para cada VD e testes post-hoc de Bonferoni no MTS entre
localidades do complexo Mycale (Carmia) microsigmatosa Arndt, 1927. As localdades
usadas como varidveis independentes (Hav, Pan e RJ) foram restritas a um unico haplétipo
(A). As varidveis dependentes (VD) do modelo L, W, T, T/W, S e A s@o descritas na secao
3.2.4. Os graus de liberdade (df, do inglés degree of freedom) para cada conjunto de dados
foram: dfyapisipo = 2; dfgmo = 11; dfto = 13. Abreviaturas dadas como: soma dos quadrados
(SS); médias quadréticas (MS); valor de F (F); valor-p do teste (p). Os testes com valor-p <
0.05 estao em negrito.

Varidavel Efeito SS MS F p

L Haplétipo 259,050 129,525 2,412 0,135
Erro 590,800 53,709
Total 849,850

w Haplétipo 2,389 1,194 3,454 0,069
Erro 3,803 0,346
Total 6,192

T Haplétipo 0,171 0,085 0,366 0,702
Erro 2,566 0,233
Total 2,736

T/W Haplétipo 0,033 0,016 5,046 0,028
Erro 0,036 0,003
Total 0,069

S Haplétipo 11,841 5,921 1,359 0,297
Erro 47,908 4,355
Total 59,750

A Haplétipo 19,248 9,624 4,827 0,031
Erro 21,930 1,994
Total 41,178

Teste post-hoc de Bonferroni (df = 11)

Variavel MS p(Hav-Pan)  p(Hav-RlJ) p(Pan-RJ)
L 53,709 1,000 1,000 0,153
w 0,346 1,000 0,183 0,162
T 0,233 1,000 1,000 1,000
T/W 0,003 0,955 0,054 0,124
S 4,355 1,000 0,662 0,600

A 1,994 0,056 0,883 0,100
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Tabela G4. Resultado univariado para cada VD no MTS entre localidades do complexo
Mycale (Carmia) microsigmatosa Arndt, 1927. As localdades usadas como varidveis
independentes (AL e RJ) foram restritas a um tnico haplétipo (B). As varidveis dependentes
(VD) do modelo L, W, T, T/W, S e A sdo descritas na se¢cdo 3.2.4. Os graus de liberdade (df,
do inglés degree of freedom) para cada conjunto de dados foram: dfpapisipo = 1; dfgmo = 6;
dfroa = 7. Abreviaturas dadas como: soma dos quadrados (SS); médias quadréiticas (MS);
valor de F (F); valor-p do teste (p). Os testes com valor-p < 0.05 estdo em negrito.

Varidvel Efeito SS MS F p

L Haplétipo 25,240 25,240 0,391 0,555
Erro 387,044 64,507
Total 412,284

W Haplétipo 1,616 1,616 15,451 0,008
Erro 0,628 0,105
Total 2,244

T Haplétipo 0,732 0,732 3,774 0,100
Erro 1,164 0,194
Total 1,896

T/W Haplétipo 0,011 0,011 4,409 0,081
Erro 0,015 0,003
Total 0,026

S Haplétipo 2,125 2,125 2,845 0,143
Erro 4,480 0,747
Total 6,605

A Haplétipo 7,904 7,904 14,950 0,008
Erro 3,172 0,529

Total 11,076
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APENDICE H - Matriz de presenca e auséncia de espécies de Mycale Gray, 1867 em relacdo
a dreas de endemismo

Reinos biogeograficos conforme definidos por Spalding e colaboradores (2007). A saber, os
reinos marinhos abrangem as seguintes areas: Artico (A); Atlantico Norte Temperado (TNA);
Pacifico Norte Temperado (TNP); Atlantico Tropical (TA); Indo-Pacifico Ocidental (WIP);
Indo-Pacifico Central (CIP); Indo-Pacifico Oriental (EIP); Pacifico Oriental Tropical (TEP);
América do Sul Tropical (TSA); Africa do Sul Temperada (TSAF); Australdsia Temperada
(TAA); e Oceano Sul (SO).

Espécies TNA CIP TAA TEP WIP TNP A TA TSA TSAF SO EIP
Mycale (Aegogropila) adhaerens
Mycale (Aegogropila) americana
Mycale (Aegogropila) arndti
Mycale (Aegogropila) bamfieldensis
Mycale (Aegogropila) carmigropila
Mycale (Aegogropila) cavernosa
Mycale (Aegogropila) citrina
Mycale (Aegogropila) crassissima
Mycale (Aegogropila) denticulata
Mycale (Aegogropila) dubia
Mycale (Aegogropila) escarlatei
Moycale (Aegogropila) flagelliformis
Mycale (Aegogropila) jukdoensis
Mycale (Aegogropila) kolletae
Mycale (Aegogropila) lilianae
Mycale (Aegogropila) magellanica
Mycale (Aegogropila) magnitoxa
Mycale (Aegogropila) meridionalis
Mycale (Aegogropila) militaris
Mycale (Aegogropila) nodulosa
Moycale (Aegogropila) parvasigma
Mycale (Aegogropila) pectinicola
Mycale (Aegogropila) pellucida
Mycale (Aegogropila) plumosa
Mycale (Aegogropila) porosa
Mycale (Aegogropila) retifera
Mycale (Aegogropila) rotalis
Mycale (Aegogropila) serpens
Mycale (Aegogropila) simonis
Mycale (Aegogropila) sulevoidea
Mycale (Aegogropila) syrinx
Mycale (Aegogropila) tapetum
Mycale (Aegogropila) tunicata
Moycale (Arenochalina) anatipes
Mycale (Arenochalina) anomala
Moycale (Arenochalina) aplysilloides
Mycale (Arenochalina) euplectellioides
Moycale (Arenochalina) flammula
Mycale (Arenochalina) incrustans
Mycale (Arenochalina) laxissima
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Espécies

TNA CIP TAA TEP WIP TNP

A

TA TSA TSAF SO EIP

Moycale (Arenochalina) mirabilis
Mycale (Arenochalina) pluriloba
Mycale (Arenochalina) setosa
Mycale (Arenochalina) tenuityla
Moycale (Arenochalina) trincomalensis
Mycale (Arenochalina) truncatella
Mycale (Carmia) bellabellensis
Mycale (Carmia) bolivari
Mycale (Carmia) carlilei

Mycale (Carmia) cecilia

Mycale (Carmia) cockburniana
Mycale (Carmia) confundata
Mycale (Carmia) contax

Mycale (Carmia) crassa

Mycale (Carmia) cucumis
Mycale (Carmia) digitata

Mycale (Carmia) diminuta
Mycale (Carmia) erythraeana
Mycale (Carmia) fascibula
Mycale (Carmia) fistulifera
Mycale (Carmia) fusiformis
Mycale (Carmia) gaussiana
Moycale (Carmia) helios

Mycale (Carmia) hentscheli
Mycale (Carmia) levii

Mycale (Carmia) lissochela
Mycale (Carmia) macilenta
Mycale (Carmia) magnirhaphidifera
Mycale (Carmia) micracanthoxea
Mycale (Carmia) microsigmatosa
Mycale (Carmia) microxea
Mycale (Carmia) minima

Mycale (Carmia) modesta
Mycale (Carmia) murrayi
Mycale (Carmia) mytilorum
Mpycale (Carmia) nullarosette
Mycale (Carmia) orientalis
Mycale (Carmia) papillosa
Mycale (Carmia) phyllophila
Mycale (Carmia) pulvinus
Mycale (Carmia) raphidiophora
Mycale (Carmia) richardsoni
Mycale (Carmia) sanguinea
Mycale (Carmia) senegalensis
Mycale (Carmia) stegoderma
Mycale (Carmia) subclavata
Mycale (Carmia) suezza

Mycale (Carmia) tasmani
Moycale (Carmia) tenuisinuousitylostyli
Mycale (Carmia) tenuispiculata
Mycale (Carmia) toxifera
Mycale (Carmia) urizae

Mbycale (Grapelia) ancorina
Mycale (Grapelia) australis
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Espécies

TNA CIP TAA TEP WIP TNP

A

TA TSA TSAF SO EIP

Moycale (Grapelia) burtoni
Mycale (Grapelia) menylloides
Moycale (Grapelia) parasitica
Mycale (Grapelia) trichophora
Mycale (Grapelia) unguifera
Mycale (Grapelia) vaceleti
Mbycale (Grapelia) vansoesti
Mycale (Mycale) anisochela
Mycale (Mycale) arctica
Mycale (Mycale) arenaria
Mycale (Mycale) arenicola
Mycale (Mycale) armata
Mycale (Mycale) aruensis
Mycale (Mycale) beatrizae
Mycale (Mycale) brownorum
Mycale (Mycale) cartwrighti
Mycale (Mycale) chujaensis
Mycale (Mycale) darwini
Mycale (Mycale) dendyi
Mycale (Mycale) doellojuradoi
Mycale (Mycale) fusca

Mycale (Mycale) geojensis
Mycale (Mycale) grandis
Mycale (Mycale) gravelyi
Mycale (Mycale) hispida
Mycale (Mycale) immitis
Mycale (Mycale) indica
Mycale (Mycale) japonica
Mycale (Mycale) jasoniae
Mycale (Mycale) laevis
Mycale (Mycale) lapidiformis
Mycale (Mycale) lingua
Mycale (Mycale) longistyla
Mycale (Mycale) loveni
Mycale (Mycale) macginitiei
Mycale (Mycale) macrochela
Mycale (Mycale) madraspatana
Mycale (Mycale) massa
Mycale (Mycale) monanchorata
Mycale (Mycale) myriasclera
Mycale (Mycale) novaezealandiae
Mycale (Mycale) oceanica
Mycale (Mycale) paschalis
Mycale (Mycale) quadripartita
Mycale (Mycale) rara

Mycale (Mycale) rhaphidotoxa
Mycale (Mycale) simplex
Mycale (Mycale) strongylophora
Mycale (Mycale) sulcata
Mycale (Mycale) thielei
Mycale (Mycale) toporoki
Mycale (Mycale) topsenti
Mycale (Mycale) trichela
Mycale (Mycale) tridens

0 0 0 0 0 0
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Espécies

TNA CIP TAA TEP WIP TNP

A TA TSA TSAF SO EIP

Mycale (Mycale) tylota

Mycale (Mycale) vansoesti

Mpycale (Naviculina) arcuiris
Mycale (Naviculina) chungjae
Mycale (Naviculina) cleistochela
Mycale (Naviculina) cliftoni
Mycale (Naviculina) diversisigmata
Mycale (Naviculina) flagellifera
Mycale (Naviculina) neunggulensis
Moycale (Naviculina) obscura
Mycale (Naviculina) purpurata
Mycale (Naviculina) thaumatochela
Mycale (Naviculina) ulleungensis
Mycale (Oxymycale) acerata
Mycale (Oxymycale) intermedia
Mycale (Oxymycale) koreana
Mycale (Oxymycale) paradoxa
Mycale (Oxymycale) renieroides
Mycale (Oxymycale) rhoi

Mycale (Oxymycale) stecarmia
Mycale (Oxymycale) stephensae
Mycale (Paresperella) atlantica
Mycale (Paresperella) bidentata
Mycale (Paresperella) curvisigma
Moycale (Paresperella) dentata
Mycale (Paresperella) dichela
Moycale (Paresperella) levii
Mycale (Paresperella) macrosigma
Mpycale (Paresperella) microsigma
Mycale (Paresperella) moluccensis
Moycale (Paresperella) penicillium
Mycale (Paresperella) psila
Mycale (Paresperella) repens
Mycale (Paresperella) serratohamata
Mycale (Paresperella) serrulata
Moycale (Paresperella) spinosigma
Mycale (Paresperella) toxifera
Moycale (Paresperella) undulata
Mycale (Paresperella) vitellina
Mycale (Rhaphidotheca) arctica
Mycale (Rhaphidotheca) coronata
Mycale (Rhaphidotheca) loricata
Mycale (Rhaphidotheca) marshallhalli
Mycale (Zygomycale) angulosa
Mycale (Zygomycale) parishi
Mycale (Zygomycale) ramulosa

0 0 0 0 0
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Apéndice I - Lista dos metabdlitos secundarios isolados a partir de espécies de Mycale Gray, 1867 obtida da literatura

Férmula Classe / Atividade Espécie de
Nome do composto molecular Estrutura quimica farmacolégica origem
NH, Vi
NI A N\
Mycalisine A Ci3H13N50; kN/ { Nucleosideo / Mycale s
(Kato et al., 1985) vomd O Inibidor de divisao celular Y p:
CH,
o\(.ZH
Hc HaG
Mycalisine B N H Nucleosideo /
Cy3H;,N,O ‘ o .. Mycale sp.
(Kato et al., 1985) 3T '\Ezji% Inibidor de divisao celular yeate sp
e} (\i'}l
Enantio Sigmosceptrellin-A .
(Capon & McLeod, 1985) CpHO, Norsesterterpeno / Mpycale cf. ancorina
Enantio Sigmosceptrellin-A methyl
ester .
(Capon & McLeod, 1985) CysH,,0s Norsesterterpeno / Mpycale cf. ancorina
- Mycale sp.

(Capon et al., 1997)




Ciclic peroxide 4
(Capon & McLeod, 1987)

Ciclic peroxide ester 7
(Capon & McLeod, 1987)
(Capon et al., 1997)

Ciclic peroxide 5
(Capon & McLeod, 1987)

Ciclic peroxide ester 8
(Capon & McLeod, 1987)
(Capon et al., 1997)

MycalAmida A
(Perry et al, 1988)
(Roush & Pfeifer, 2000)
(Hood et al., 2001)
(Zimmermann et al., 2009)

Cy4H330,

CysHy 04

Cy4HyoOy

CysHy04

Co4HyNOyg

Norsesterterpeno /

Norsesterterpeno /

Norsesterterpeno /

Norsesterterpeno /

Amida /
Antiviral
Antitumoral
Apoptético

Mpycale cf. ancorina

Mycale cf. ancorina
Mpycale sp.

Mpycale cf. ancorina

Mpycale cf. ancorina
Mycale sp.

Mycale hentscheli
Mycale sp.

315



lviycdalonae A
(Fusetani et al., 1989)
(Matsunaga et al., 1999)
(Liu & Panek, 2000)
(Panek & Liu, 2000)
(Matsunaga & Fusetani, 2004)

(Maunlrammata at a1l DNNKN

Mycalolide B
(Fusetani et al., 1989)
(Matsunaga et al., 1999)
(Matsunaga & Fusetani, 2004)

Mycalolide C
(Fusetani et al., 1989)
(Matsunaga et al., 1999)
(Matsunaga & Fusetani, 2004)

Rotalin A
(Corriero et al., 1989)

Rotalin B
(Corriero et al., 1989)

Cy7HeaN4O 4y

Cs2:H7uN,Oyy

Cs1H7N,O 6

C20H320

C20H33Br02

Macrolideo /
Citotoxico
Despolimerizador de

actina

Macrolideo /
Citotoxico

Macrolideo /
Citotoxico

Diterpeno /

Diterpeno /
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Mycale sp.
Mycale magellanica

Mycale sp.
Mycale magellanica

Mycale sp.
Mycale magellanica

Mbycale rotalis

Mycale rotalis



MycalAmida B
(Perry et al., 1990)
(Kocienski et al., 1998)
(Kocienski et al., 2000)

20-hydroxyscalarolide?
(Giordano et al, 1990)

20-hydroxyscalarolide?
(Giordano et al, 1990)

rateamine A
(Northcote et al., 1991)
(Rzasa et al., 1998)
(Romo et al., 1998)
(Remuifian & Pattenden, 2000)
(Bordeleau et al, 2005)
(Low et al., 2005)

Mana at al  HNNON

13-deoxytedanolide
(Fusetani et al., 1991)
(Smith et al., 2003)
(Nishimura et al, 2005)

CasHysNOy g

C,5H,Br,O;

Cy5H,9Br;0;3

Amida /
Antiviral
Antitumoral

Acetogenina
(polibrominado) /

Acetogenina
(polibrominado) /

Macrolideo /
Citotoxico
Imunossupressor

-/
Citotoxico

317

Mycale sp.

Mycale rotalis

Moycale rotalis

Mycale hentscheli
Moycale sp.

Mycale adhaerens



Hiburipyranone
(Fusetani et al., 1991)
(Uchida et al., 1997)
(Uchida et al., 1998)

Mycaperoxide F
(Capon, 1991)

Mycaperoxide F methyl ester
(Capon, 1991)
(capon et al., 1998)

Mycaperoxide E
(Capon, 1991)

Mycaperoxide E methyl ester
(Capon, 1991)

Ci,H3BrO,

CysHy04

CasHy405

C,4H4,05

CysHy405

HO.

Br

OH

CH,

-/
Citotoxico

Norsesterterpeno /

Norsesterterpeno /

Norsesterterpeno /

Norsesterterpeno /

Mycale adhaerens

Mycalespongiosa

Mycalespongiosa
Mycale sp.

Moycale spongiosa

Moycale spongiosa

318



"Non-nominated" cyclic
polybrominated C15 Acetogenina
(Notaro et al., 1992)

20-hydroxyscalarolide (isomerl)
(Notaro et al., 1992)

20-hydroxyscalarolide (isomer2)
(Notaro et al., 1992)

16-pentacosenoic acid
(Carballeira et al., 1992)

18-pentacosenoic acid
(Carballeira et al., 1992)

C,5H,Br,0;

C5sHyBr,05

Cy5H,9Br;0;3

C25H4802

C25H4802

HO’

HE

Acetogenina
(polibrominado) /

Acetogenina
(polibrominado) /

Acetogenina
(polibrominado) /

Acido graxo fosfolipideo /

Acido graxo fosfolipideo /

Mbycale rotalis

Mbycale rotalis

Mycale rotalis

Mpycale laevis

Mycale laevis

319



2-Methoxy-5-hexadecenoic acid
(Carballeira et al., 1992)

Trichoharzin
(Kobayashi et al., 1993)

Mycaperoxide A
(Tanaka et al., 1993)
(Harwood et al, 1999)

Mycaperoxide B
(Tanaka et al., 1993)
(Harwood et al, 1999)

Exophilin A
(Doshida et al., 1996)

"Non-nominated" 5-alkylpyrrole-2-
carboxaldehyde (1)
(Venkateswarlu et al., 1996)

C17H3203

C,4H4,05

Cy4Hyr05

CyH3;NO

Acido graxo fosfolipideo /

S\ Policetideo /
HO CH

Norsesterterpeno /
Citotéxico
Antiviral

Norsesterterpeno /
Citotéxico
Antiviral

-/
Antimicrobial

HO, 7\
\/Q\/\/\/\/\/\/\/\CH3 Hidroximetilpirrol /

Mpycale laevis

Moycale cecilia
a partir do fungo
Trichoderma
harzianum

Mycale sp.

Mycale sp.

Mycale adhaerens
a partir do fungo
Exophiala pisciphila

Mycale monanchorata
Mpycale mytilorum

320



"Non-nominated" 5-alkylpyrrole-2-
carboxaldehyde (2) C,;H3oNO
(Venkateswarlu et al., 1996)

Mycalone
(Rochfort et al., 1996) C5,H405
(Capon et al., 1997)

Mycalazol 1

(Ortega et al., 1997) C;0Hy3NO,
Mféilf;?efal., 1997) CyHyiNO,
MZS?EZS lef al., 1997) CysHy3NO,
Mycalazol 4 CLHLNO,

(Ortega et al., 1997)

CH,

Hidroximetilpirrol /

Lactona (esteroidal) /

Hidroximetilpirrol /

Hidroximetilpirrol /
Citotéxico

Hidroximetilpirrol /
Citotéxico

Hidroximetilpirrol /
Citotéxico

321

Mycale monanchorata
Mycale mytilorum

Mpycale spp.

Mycale
micracanthoxea

Mycale
micracanthoxea

Mycale
micracanthoxea

Mycale
micracanthoxea



Mycalazol 5
(Ortega et al., 1997)
(Hansen & Skattebgl, 2004)

Mycalazol 6
(Ortega et al., 1997)

Mycalazol 7
(Ortega et al., 1997)

Mycalazol 8
(Ortega et al., 1997)

Mycalazol 9
(Ortega et al., 1997)

Mycalazol 10
(Ortega et al., 1997)

C30HysNO,

CyHy3NO,

Cy3HyNO,

Cy3HysNO,

C30HyNO,

Ca6HysNO,

Hidroximetilpirrol /
Citotéxico

Hidroximetilpirrol /
Citotéxico

Hidroximetilpirrol /
Citotdxico

Hidroximetilpirrol /
Citotéxico

Hidroximetilpirrol /
Citotéxico

Hidroximetilpirrol /
Citotéxico

Mycale
micracanthoxea

Mycale
micracanthoxea

Mycale
micracanthoxea

Mycale
micracanthoxea

Mycale
micracanthoxea

Mycale
micracanthoxea

322



Mycalazol 11
(Ortega et al., 1997)
(Nabbs & Abell, 1999)

Mycalazol 12
(Ortega et al., 1997)

Mycalazal 1
(Ortega et al., 1997)

Mycalazal 2
(Ortega et al., 1997)
(Hansen & Skattebgl, 2004)

Mycaperoxide C methyl esther
(Capon et al., 1997)

Mycaperoxide D methyl esther
(Capon et al., 1997)

CHiNO,

CasHyNO,

C30Hy3NO

C30HysNO

CysHy405

CysHy405

Hidroximetilpirrol /
Citotéxico

Hidroximetilpirrol /
Citotéxico

Hidroximetilpirrol /
Citotéxico

Hidroximetilpirrol /
Citotéxico

Norsesterterpeno /

Norsesterterpeno /

Mycale
micracanthoxea

Mycale
micracanthoxea

Mycale
micracanthoxea

Mycale
micracanthoxea

Mycale sp.

Mycale sp.

323



Ketone (+)-6
(Capon et al., 1997)

Ketone 7
(Capon et al., 1997)

Alcohol 8
(Capon et al., 1997)

Hydrocarbon 9
(Capon et al., 1997)

Hydrocarbon 10
(Capon et al., 1997)

C18H3OO

C18H3OO

C18H32O

C16H28

C16H28

Norsesterterpeno /

Norsesterterpeno /

Norsesterterpeno /

Norsesterterpeno /

Norsesterterpeno /

Mycale sp.

Mycale sp.

Mycale sp.

Mycale sp.

Mycale sp.

324



Hydrocarbon 11
(Capon et al., 1997)

CholeEsterol, acetate
(Venkateswarlu et al., 1998)

FucoEsterol
(Venkateswarlu et al., 1998)

CrinoEsterol
(Venkateswarlu et al., 1998)

DehydroergoEsterol
(Venkateswarlu et al., 1998)

C16H28

C29H4802

CyHygO

Cy3Hy6O

CyHy0

Norsesterterpeno /

Esterol /

Esterol /

Esterol /

Esterol /

Mycale sp.

Mycale parishi

Mycale parishi

Mycale parishi

Mpycale parishi

325



Floridoside
(Venkateswarlu et al., 1998)

Thiomycalolide A
(Matsunaga et al., 1998a)

Thiomycalolide B
(Matsunaga et al., 1998a)

30-hydroxymycalolide A
(Matsunaga et al., 1998b)
(Matsunaga et al., 1999)
(Matsunaga & Fusetani, 2004)
(Tsukamoto et al., 2005)

32-hydroxymycalolide A
(Matsunaga et al., 1998b)
(Matsunaga et al., 1999)
(Matsunaga & Fusetani, 2004)

C9H1808

C57H81N7OZOS

Ce2Ho1N7053S

Cy7HeeN4O 14

C45H62N4O 13

HO

Macrolideo /
Citotoxico

Macrolideo /
Citotoxico

Macrolideo /
Citotoxico

Macrolideo /
Citotoxico

326

Mycale parishi

Mycale sp.

Mycale sp.

Mycale magellanica

Mycale magellanica



38-hydroxymycalolide B
(Matsunaga et al., 1998b)
(Matsunaga et al., 1999)
(Matsunaga & Fusetani, 2004)

Mycaperoxide G methyl ester
(Capon et al., 1998)

Ketone 11

Non-nominated 5-alkylpyrrole-2-
carboxaldehyde (283)
(Compagnone et al., 1999)

Non-nominated 5-alkylpyrrole-2-
carboxaldehyde (284)
(Compagnone et al., 1999)

Non-nominated 5-alkylpyrrole-2-
carboxaldehyde (285)
(Compagnone et al., 1999)
Non-nominated 5-alkylpyrrole-2-
carboxaldehyde (286)
(Compagnone et al., 1999)

CS 1H72N4O 17

(o]
9~ _CH,
cH CH,
CysHyp Oy ; : ::3 Shs
H3(§: CH,
CH,
CH, (0]
CH
C 1 8H3 202 °
H,C C I'(I);-I
H0\/q»\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/Cgl
CysHyuN,O !
HO\«Q\/\M/\N\(CI-E
C,oH3;NO H CH;
HO, i\ i
”0\/&/\/\/\/\/\/\/\/\/\/%
N
CysHyNO "

Macrolideo /

Citotoxico

Norsesterterpeno /

Norterpene /

Hidroximetilpirrol /

Hidroximetilpirrol /

Hidroximetilpirrol /

Hidroximetilpirrol /

327

Mycale magellanica

Mpycale spp.

Mpycale spp.

Mycale
microsigmatosa

Mycale
microsigmatosa

Mycale
microsigmatosa

Mycale
microsigmatosa



Non-nominated 5-alkylpyrrole-2-
carboxaldehyde (287)
(Compagnone et al., 1999)
Non-nominated 5-alkylpyrrole-2-
carboxaldehyde (288)
(Compagnone et al., 1999)
Non-nominated 5-alkylpyrrole-2-
carboxaldehyde (289)
(Compagnone et al., 1999)
Non-nominated 5-alkylpyrrole-2-
carboxaldehyde (290)
(Compagnone et al., 1999)
Non-nominated 5-alkylpyrrole-2-
carboxaldehyde (291)
(Compagnone et al., 1999)
Non-nominated 5-alkylpyrrole-2-
carboxaldehyde (292)
(Compagnone et al., 1999)
Non-nominated 5-alkylpyrrole-2-
carboxaldehyde (293)
(Compagnone et al., 1999)
Non-nominated 5-alkylpyrrole-2-
carboxaldehyde (294)
(Compagnone et al., 1999)
Non-nominated 5-alkylpyrrole-2-
carboxaldehyde (295)
(Compagnone et al., 1999)

CyHs53NO

CyHyNO

C,7Hy,NO

CyH5,NO

CyHy;3NO

Hidroximetilpirrol /

Hidroximetilpirrol /

Hidroximetilpirrol /

Hidroximetilpirrol /

Hidroximetilpirrol /

Hidroximetilpirrol /

Hidroximetilpirrol /

Hidroximetilpirrol /

Hidroximetilpirrol /

Mycale
microsigmatosa

Mycale
microsigmatosa

Mycale
microsigmatosa

Mycale
microsigmatosa

Mycale
microsigmatosa

Mycale
microsigmatosa

Mycale
microsigmatosa

Mycale
microsigmatosa

Mycale
microsigmatosa

328



MycalAmida D
C,3H30NO

(West et al., 2000a) 2RO
Peloruside A

(West et al., 2000b) CyHigO1y

(Liao et al., 2003)

H

Mycaleoxine CpHyuN,05 o 1) _

(Venkatesham et al., 2000)

(6'Z)-5-(23'-cyanotricos-6'- ox )
enyl)pyrrole-2-caldehyde CyoHysN,O %‘”

(Venkatesham et al., 2000)

-3

o U\
(6'E)-5-(pentadec-6'-enyl)pyrrole-2- H
carbaldehyde C,H3;NO

(Venkatesham et al., 2000)

H;

30,32-Dihydroxymycalolide A

CysHeuN,O
(Phuwapraisirisan et al., 2002) 6T

Amida /
Citotoxico

Macrolideo /
Citotéxico
(estabilizante de
microtibulos)

Hidroximetilpirrol /

Hidroximetilpirrol /

Hidroximetilpirrol /

Macrolideo /
Citotoxico

Mycale sp.

Mycale sp.

Mycale tenuispiculata

Mycale tenuispiculata

Moycale tenuispiculata

Mbycale izuensis

329



Mycaloside A
(Kalinovsky et al., 2002)

Mycaperoxide H
(Phuwapraisirisan et al., 2003)

Mycaloside B
(Antonov et al., 2003)

Mycaloside C
(Antonov et al., 2003)

Mycaloside D
(Antonov et al., 2003)

CS 1H84023

Cy4Hy04

C50H82023

C50H82023

C53H86024

Ester6ide
(oligoglicosideo) /

Sesterterpene /
Citotoxico

Esterdide
(oligoglicosideo) /
Espermostatico

Ester6ide
(oligoglicosideo) /
Espermostatico

Ester6ide
(oligoglicosideo) /
Espermostatico

330

Mycale laxissima

Mycale sp.

Mycale laxissima

Mycale laxissima

Mycale laxissima



Mycaloside E
(Antonov et al., 2003)

Mycaloside F
(Antonov et al., 2003)

Mycaloside G
(Antonov et al., 2003)

Mycaloside H
(Antonov et al., 2003)

Mycaloside I
(Antonov et al., 2003)

C52H86022

Esterdide
(oligoglicosideo) /
Espermostatico

Ester6ide
(oligoglicosideo) /
Espermostatico

Esterdide
(oligoglicosideo) /
Espermostatico

Esterdide
(oligoglicosideo) /
Espermostatico

Esterdide
(oligoglicosideo) /
Espermostatico

Mycale laxissima

Mycale laxissima

Mycale laxissima

Mycale laxissima

Mycale laxissima
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Mycalazal 3

(Ortega et al., 2004)

Mycalazal 4

(Ortega et al., 2004)

Mycalazal 5

(Ortega et al., 2004)

Mycalazal 6

(Ortega et al., 2004)

Mycalazal 7

(Ortega et al., 2004)

Mycalazal 8

(Ortega et al., 2004)

Mycalazal 9

(Ortega et al., 2004)

Ca6HyNO

C4Hy NO

CyHy3NO

Cy3Hy NO

CasHysNO

Ca6HysNO

Cy3HyNO

Hidroximetilpirrol /
Citotdxico

Hidroximetilpirrol /
Citotéxico

Hidroximetilpirrol /
Citotdxico

Hidroximetilpirrol /
Citotdxico

Hidroximetilpirrol /
Citotéxico

Hidroximetilpirrol /
Citotéxico

Hidroximetilpirrol /
Citotéxico

Moycale cecilia

Moycale cecilia

Moycale cecilia

Mpycale cecilia

Moycale cecilia

Moycale cecilia

Moycale cecilia
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Mycalazal 10
(Ortega et al., 2004)

Mycalazal 11
(Ortega et al., 2004)

Mycalazal 12
(Ortega et al., 2004)

Mycalazal 13
(Ortega et al., 2004)

Mycalenitrile 1
(Ortega et al., 2004)

Mycalenitrile 2
(Ortega et al., 2004)

Mycalenitrile 3
(Ortega et al., 2004)

2,4-dihydroxy-1-butyl(4-
hydroxy)benzoate
(Xin et al., 2005)

C30H4NO

C;30H53NO

C;30H5;NO

C23H38N20

CycHuN,O

Cy7HyeNO

C11H1405

OH

Hidroximetilpirrol /
Citotéxico

Hidroximetilpirrol /
Citotéxico

Hidroximetilpirrol /
Citotéxico

Hidroximetilpirrol /
Citotéxico

Hidroximetilpirrol /
Citotéxico

Hidroximetilpirrol /
Citotéxico

Hidroximetilpirrol /
Citotéxico

-/
Citotoxico

Moycale cecilia

Moycale cecilia

Moycale cecilia

Mpycale cecilia

Mpycale cecilia

Moycale cecilia

Moycale cecilia

Mycale plumose
a partir do fungo
Penicillium
auratiogriseum
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Fructigenine A
(Xin et al., 2005)

Metacycloprodigiosin
(Liu et al., 2005)

Mycapolyol A
(Phuwapraisirisan et al., 2005)

Mycapolyol B
(Phuwapraisirisan et al., 2005)

Mycapolyol C
(Phuwapraisirisan et al., 2005)

C27H29N3O3

CasH33N;0

CssHosN2O

Cs3HgoNO 17

CS 1H86N2016

-/
Citotoxico

-/
Citotoxico

Poliol /
Citotoxico

Poliol /
Citotoxico

Poliol /
Citotoxico

Mycale plumose
a partir do fungo
Penicillium
auratiogriseum

Mycale plumose
a partir do fungo
Saccharopolyspora sp.

Mbycale izuensis

Mycale izuensis

Mycale izuensis
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Mycapolyol D
(Phuwapraisirisan et al., 2005)

Mycapolyol E
(Phuwapraisirisan et al., 2005)

Mycapolyol F
(Phuwapraisirisan et al., 2005)

Secomycalolide A
(Tsukamoto et al., 2005)

Mycgranol
(Rudi et al., 2005)

C49H82N20 15

C47H75N,044

CysH7NO 13

Cy7HegN,O16

C211132C)4
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Poliol / Mveale i .
.. cale izuensis
Citotoxico Y <
Poliol /

L. Mycale izuensis
Citotoxico Y <
Poliol /

L. Mpycale izuensis
Citotoxico Y

Macrolideo /
Inibidor de atividade Mycale sp.
proteossdmica

Diterpeno (isocopalano) / Mycale aff. graveleyi



AzumAmida A
(Nakao et al., 2006)
(Izzo et al., 2006)

AzumAmida B
(Nakao et al., 2006)
(Izzo et al., 2006)

AzumAmida C
(Nakao et al., 2006)
(Izzo et al., 2006)

AzumAmida D
(Nakao et al., 2006)
(Izzo et al., 2006)

AzumAmida E
(Nakao et al., 2006)
(Izzo et al., 2006)

C27H3N505

Ca7H3N5054

Cy7H3N,O;

C25H35N505

C27H3 8N406
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Tetrapeptideo (ciclico) /
Inibidor de histona
desacetilase

Tetrapeptideo (ciclico) /
Inibidor de histona
desacetilase

Tetrapeptideo (ciclico) /
Inibidor de histona
desacetilase

Tetrapeptideo (ciclico) /
Inibidor de histona
desacetilase

Tetrapeptideo (ciclico) /
Inibidor de histona
desacetilase

Mycale izuensis

Mycale izuensis

Mycale izuensis

Mbycale izuensis

Mycale izuensis
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Aurantiomide A
(Xin et al., 2007)

Aurantiomide B
(Xin et al., 2007)

Aurantiomide C
(Xin et al., 2007)

Anacine
(Xin et al., 2007)

Euplectellodiol
(Salmoun et al., 2007)

CoHxN,O4

CisH»N,O,4

C 1 8H20N4O3

C18H22N4O3

C16H3002

Alcal6ide (quinazolina) /

Alcaléide (quinazolina) /
Citotéxico

Alcaléide (quinazolina) /
Citotéxico

Alcaléide (quinazolina) /

Norsesterterpeno /

Mycale plumose
a partir do fungo
Penicillium
auratiogriseum

Mycale plumose
a partir do fungo
Penicillium
auratiogriseum

Mycale plumose
a partir do fungo
Penicillium
auratiogriseum

Mycale plumose
a partir do fungo
Penicillium
auratiogriseum

Moycale euplectelloides
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2-(p-Hydroxybenzyl)prodigiosin
(Fehér et al., 2008)

Mycaloside J
(Afiyatullov et al., 2008)

Mycaloside K
(Afiyatullov et al., 2008)

N-demethyl aspochracin
(Motohashi et al., 2008)

Mycalenitrile 4
(Mao et al., 2009)

Mycalenitrile 5
(Mao et al., 2009)
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Mycale armata

Azafulveno /
a partir do fungo

Citotoxico
C,,H;,N;0
AR Inibidor de topoiromerase Pseudoalteromonas
I rubra
Esteroide
C50Hg,0,, (oligoglicosideo) / Mycale laxissima
Esteroide
C5,Hg,055 (oligoglicosideo) / Mycale laxissima
[e]
HGC\HLN“ Mycale sp.
NMo -/ a partir do fungo
CooH34NO4 HC N - Aspergillus
1
CHs CH IR oA sclerotiorum
» e ~— = Hidroximetilpirrol /
I W . .
CyyHyiN,O  ° Citotoxico Mycale sp.
Inibidor de HIF-1
B - = Hidroximetilpirrol /
CyHyN,O @ " Citotéxico Mycale sp.
Inibidor de HIF-1



Mycalenitrile 6
(Mao et al., 2009)

Mycalenitrile 7
(Mao et al., 2009)

Mycalenitrile 8
(Mao et al., 2009)

Mycalenitrile 9
(Mao et al., 2009)

Mycalenitrile 10
(Mao et al., 2009)

Mycalenitrile 11
(Mao et al., 2009)

Mycalenitrile 12
(Mao et al., 2009)

Mycalenitrile 13
(Mao et al., 2009)

Mycalenitrile 14
(Mao et al., 2009)

Mycalazal 14
(Mao et al., 2009)

C25H38N20

CyHN,O

CasHyoNO

CyHuNO

CyoHyN,O

CyyHuN,O

C28H46N20

C,1H34N,0

CyHyN,O

M e — 2
i N
B — e c?
i N
I\ —
i N
H
B _
J 2
4
D/H - W
&
/H = =
7 M
OIH =
,N
W
JoH
&
4
[: N
1\ CH;
ol H

Hidroximetilpirrol /
Citotéxico
Inibidor de HIF-1
Hidroximetilpirrol /
Citotéxico
Inibidor de HIF-1
Hidroximetilpirrol /
Citotéxico
Inibidor de HIF-1
Hidroximetilpirrol /
Citotéxico
Inibidor de HIF-1
Hidroximetilpirrol /
Citotéxico
Inibidor de HIF-1
Hidroximetilpirrol /
Citotéxico
Inibidor de HIF-1
Hidroximetilpirrol /
Citotéxico
Inibidor de HIF-1
Hidroximetilpirrol /
Citotéxico
Inibidor de HIF-1
Hidroximetilpirrol /
Citotéxico
Inibidor de HIF-1
Hidroximetilpirrol /
Citotéxico
Inibidor de HIF-1

Mycale

Mycale

Mycale

Mycale

Mycale

Mycale

Mycale

Mycale

Mycale

Mycale

sp.

sp.

sp.

sp.

sp.

sp.

sp.

sp.

sp.

sp.
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Mycalazal 15
(Mao et al., 2009)

Mycalazal 16
(Mao et al., 2009)

Mycalazal 17
(Mao et al., 2009)

Mycalazal 18
(Mao et al., 2009)

Mycalazal 19
(Mao et al., 2009)

Mycalazal 20
(Mao et al., 2009)

1,5-Diazacyclohenicosane
(Coello et al., 2009)

Peloruside B
(Singh et al., 2010)

C,,H3;NO

C,H;5sNO

CH;35NO

C22H33NO

CyH3;NO

Ci9HgN,

C26H4601 1

Hidroximetilpirrol /
Citotéxico
Inibidor de HIF-1
Hidroximetilpirrol /
Citotéxico
Inibidor de HIF-1
Hidroximetilpirrol /
Citotéxico
Inibidor de HIF-1
Hidroximetilpirrol /
Citotéxico
Inibidor de HIF-1
Hidroximetilpirrol /

Citotéxico
Inibidor de HIF-1
Hidroximetilpirrol /
Citotéxico
Inibidor de HIF-1

Diamina (ciclico) /
Citotéxico

Macrolideo /
Citotéxico
Estabilizante de
microtibulos

Mycale sp.

Mycale sp.

Moycale sp.

Mycale sp.

Mycale sp.

Mycale sp.

Mycale sp.

Mycale hentscheli
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APENDICE J - Lista e matriz de presenca e auséncia de sinais de frequéncia dos espectros
de RMN 'H obtidos para as amostras de Mycale Gray, 1867

A tabela abaixo mostra a auséncia (0) ou presenca (1) dos sinais de frequéncia (em ppm) nos
espectros de RMN 'H obtidos para as amostras de Mycale (Zygomycale) angulosa (A2, A12 ¢
A14), Mycale (Aegogropila) americana (E6, E9, E10, E11 e E13) e Mycale (Carmia) microsigmatosa
(I5, I7 e 116) em referéncia a auséncia total de sinais (OUT), onde o ponto (.) representa identidade
cOom a mesma.

ppm

38888 REcERRRARRETEEAL§I 22228

AN O\ OO 0 OO OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 0 OO0 0 OO0 OO0 OO0 O 0 O o©
OUT 000000000000000000000000000000000
A2 11 111 R R A A
A2 .1 .1 1.1 11 S 11
Ald . .11 111 1 111
E6 Sl S 1 1
E9 S 11 1 11
E10 S 1 1 1
Ell Sl Sl o 11
EI3 . ... 11 111 1 I
15 R T T T R . 1 11
17 111 . .11 .. 1111 11111 .1 1 1
me .1 . .11 .11 .1 11.11111..1 1.1 1.1

EE5E838E85885883 888 EEERREREEE8ERRATIIY

(o e e o e o e e o e o R e R S S S T o e S T e S T T o o e S L T e e e e T
OUT 000000000000000000000000000000000
A2 L IS IS . . 1
A2 1 . 1. 1111 1.1 I
Ald L R R T B 12111 I
E6 .. .1 ... .1 .. 1.1 ... 20, 1
E9 . . .1 .11 .. .11 .1......22112111 .
EIO . . . .1 . ..., 1
EIl 1 . . .1 . . . . . .1 .. .. ...112.121
EI3 . . .1 .1 .1 ..11.1.1 T
15 IS IS S I o 1 . 1
17 (RS S TS NS S NS IS TS RS IS IS B 1 . 1
me .11 .1 . 1111 .11.1.1 112 .121 1 1
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ANEXO - Artigo de revisdo da Qualificagdo de Doutorado

20 anos da primeira sequencia de DNA publicada de Porifera: ou o que
aprendemos até agora dos estudos moleculares em ecologia e evolucao em esponjas

Thiago Silva de Paula & Gisele Lobo-Hajdu

Laboratério de Genética Marinha, Departamento de Genética, Universidade do Estado
do Rio de Janeiro, Rua Sao Francisco Xavier, 524, PHLC 201, Maracana, CEP 20550-

013, Rio de Janeiro, RJ, Brazil.

Resumo

O filo Porifera (poriferos, esponjas) € um dos principais componentes de comunidades
bentbnicas de vdrios ambientes aquaticos, com ampla distribuicdo no tempo e no
espaco. Um dos principais problemas para estudos sobre a biologia de esponjas se deve
ao fato de que a classificac@o destes animais é muito complexa para ndo especialistas. A
biologia molecular vem atuando como mais uma importante ferramenta para estudos em
sistemdtica e, por meio do uso de marcadores genéticos, € possivel inferir processos
populacionais e filogenéticos. Ao longo das ultimas décadas diversos marcadores
moleculares, tanto nucleares como mitocondriais, véem sendo utilizados em diferentes
estudos em Porifera. Este trabalho de revisdo visa sumarizar os principais marcadores
moleculares utilizados em estudos evolutivos e sistemdticos em esponjas reportados na

literatura.

Palavras-Chave: Esponjas, Sistemdtica molecular, Filogenia, DNAmit, rRNA, 18S, 28S,

COL ITS.
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Introducgdo

O filo Porifera (poriferos, esponjas, do latim porus, poro + phoros, portador de)
compreende organismos com uma organiza¢do morfoldgica, sendo um dos principais
componentes de comunidades bentOnicas de vdrios ambientes aquiticos. As esponjas
sdo animais sésseis, que geralmente se alimentam das menores fracdes orginicas em
suspensdo na agua e tem alto potencial filtrador. Existem cerca de 8260 espécies
recentes de esponjas conhecidas (Van Soest ef al., 2011), que podem ser encontradas
desde a superficie da dgua até mais de 8.000 metros de profundidade, e seu registro
fossil data as esponjas desde a era pré-cambriana (Bergquist, 1978).

Um dos principais problemas para estudos sobre a biologia de esponjas € o fato
da classificagc@o destes animais ser muito complexa para ndo especialistas. Os poriferos
apresentam também uma grande variabilidade genética (Solé-Cava & Boury-Esnault,
1999; Boury-Esnault & Solé-Cava 2004, Worheide et al., 2004a) acompanhando a
plasticidade fenotipica. Para a separacdo de espécies € necessdria a compilagdo de uma
vasta série de caracteres morfolégicos e moleculares, quando possivel. Na verdade estes
problemas s3o também comuns em uma grande variedade de invertebrados onde
ocorrem complexos de espécies cripticas, organismos estreitamente relacionados e
semelhantes morfologicamente, onde a separacdo de espécies € dificil quando se utiliza
técnicas taxondmicas convencionais, como a observagdo de espiculas e esqueletos no
caso das esponjas (Knowlton 1993).

A biologia molecular é uma importante ferramenta para estudos em sistematica
e, por meio do uso de marcadores genéticos, € possivel inferir processos populacionais e
filogenéticos (Avise, 2004). Embora o termo marcador molecular se aplique a utiliza¢ao
de qualquer molécula, seja proteina, aguicar, lipideo ou acido nucléico, como fonte de

dados, no escopo deste trabalho este termo se aplica somente ao DNA, uma vez que nas
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ultimas décadas este se tornou a principal mdlecula utilizada em estudos comparativos.
As andlises a partir das seqiiéncias de DNA podem providenciar informacdes a respeito
de eventos e processos evolutivos tanto qualitativa quanto quantitativamente, com
grande serventia para estudos sistematicos (Hillis er al., 1996). Estes estudos,
entretanto, levaram um longo tempo para se estabelecer nas pesquisas com esponjas,
comparartivamente 2 outros grupos animais, que comegaram a aparecer somente no
inicio da década de 1990 (Kelly-Borges et al., 1991). Contudo, hoje hd um crescente
nimero de trabalhos na literatura com extensivo uso de dados moleculares com
seqiiencias de DNA gerados para Porifera, que t€ém fornecido novas perspectivas a cerca
da sistemdtica e evolucdo das esponjas (e.g., Borchiellini et al., 2001; Nichols &
Worheide, 2005; Lavrov et al., 2008), e mesmo da evolucdo dos metazodrios (e.g.,
Miiller et al., 2001).

Diversos marcadores moleculares, tanto nucleares como mitocondriais véem
sendo utilizados para fins filogenéticos em Porifera (para uma revisao, ver Erpenbeck &
Worheide, 2007). As seqiiencias parciais ou completas dos genes do RNA ribossomal
(RNAr) 18 S e 28 S sao correntemente empregados pelos pesquisadores para reconstruir
filogenias em diferentes niveis (Borchiellini et al., 2000). Contudo, outros genes
nucleares, como o do Fator de alongamento 1 alfa (Erpenbeck et al., 2005a), o do intron
2 da tubulina (Schroder er al., 2003), o da familia das proteinas de choque térmico
Hsp70 (Borchiellini er al., 1998), o do segundo intron da subunidade beta da ATP
sintetase (Bentlage & Worheide, 2007) ou de seqiiencias homeobox (Richelle-Maurer et
al., 2006 e referéncias citadas) t€ém comecado a ser explorados por alguns poucos
trabalhos, mostrando um grande potencial na elucidacao das relagdes evolutivas entre os
diversos grupos de esponjas. O gene mitocondrial da subunidade I da Citocromo ¢

oxidase (coxI), geralmente é usado para estudos biogeogrificos ou para reconstrucdes
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filogenéticas de menor nivel taxondmico, e, em esponjas, incluem-se trabalhos para
resolver relacdes dentro de complexos de espécies (e.g., Duran et al., 2004a; Erpenbeck
et al., 2005c; Nichols, 2005; Worheide, 2006). Certos estudos mostram que, na maioria
dos casos, este marcador pode ser muito conservativo para resolver relacdes no nivel de
espécies ou populagdes (mas ver Duran & Riitzler, 2006), mas, a despeito disso, este
gene continua sendo o marcador mitocondrial mais utilizado na literatura. Mas com o
advento da era genOmica, e a publicacdo cada vez maior de seqiiéncia de genomas
mitocondriais completos de esponjas (e.g., Lavrov et al., 2005; Wang & Lavrov, 2008),
tem comec¢ado o uso de dados gendmicos completos para inferir as relacdes evolutivas
de Porifera e auxiliar a sistematica desse grupo (e.g., Lavrov et al., 2008).

Nesta revisao, foi sumarizado os principais marcadores moleculares utilizados
em estudos evolutivos e sistemdticos em esponjas reportados na literatura. NOs
apontamos as principais abordagens realizadas a partir destes marcadores, e listamos
aqui a seqii€éncia dos principais oligonucleotideos iniciadores (primers) existentes para

cada marcador.

Marcadores moleculares

Genes do RNAr nuclear

O RNA ribossomal (RNAr) € o componente principal dos ribossomos, local de
sintese de proteinas de todas as células vivas. A fun¢cdo dos RNAr é fornecer um
mecanismo de decodificagio do RNA mensageiro (RNAm) em aminodcidos e de
interagir via a atividade da enzima peptidil transferase com os RNA transportadores

(RNAL) durante a traducdo.



351

O ribossomo de 80 S € formado por duas subunidades, nomeadas de acordo com
a velocidade de sedimentacdo quando sujeitas a centrifugacdo. O Svedberg (simbolo S)
€ a unidade utilizada para coeficientes de sedimentacdo. Esta unidade ¢ nomeada em
honra ao quimico sueco Theodor Svedberg (1884-1971), vencedor do prémio Nobel de
1926 por seu trabalho em quimica de coldides e a invencdo da ultra centrifuga.

Os eucariotos apresentam quatro tipos de RNA ribossomal (RNAr): 28 S, 18 S,
5.8 S e5S. ORNAr 18 S junto com 33 proteinas ribossomais formam a subunidade
menor do ribossomo (SSU, small subunit) de 40 S. A subunidade maior do ribossomo
dos eucariotos (LSU, large subunit), de 60 S, € composta por 49 proteinas ribossomais +
RNAr S5 S + RNAr 5.8 S + RNAr 28 S. Os genes do RNAr se encontram agrupados em
um Unico bloco transcricional (com esxcecdo do 5 S) que se encontra repetido em
multiplas copias in tandem no genoma, separados por espacadores nao transcritos (NTS,
Nontranscribed Spacers) que intercalam repeti¢cdes individuais dentro do mesmo
cromossomo. A organizacao desses genes em sua unidade transcricional é: ETS — 18 S
—ITS 1-5.8 S —1ITS 2 - 28 S, onde ETS é um espagador externo transcrito (External
Transcribed Spacer), e ITS1 e ITS2 s@o dois espagadores internos transcritos (Internal
Trancribed Spacers) (Hillis & Dixon, 1991).

A diversidade intra-gendmica das seqiiéncias dos genes do DNAr pode ser
extremamente conservada, sugerindo que estas entidades ndo evoluiriam
independentementes, como explicado pela “evolucdo em concerto” (Arnheim, 1983,
Elder & Turner, 1995; Liao, 1999). Isto permitiria o uso destas seqiiéncias sem grandes
problemas quanto a sua homologia. Contudo, o mais indicado é que antes de qualquer
reconstru¢do filogenética se estime o grau de homoplasia produzido pela variacdo intra-
gendmica de marcadores que potencialmente sofreriam evolu¢cdo em concerto (Hillis &

Davis, 1988; ver também Worheide et al., 2004b).
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Extremamente conservado em estrutura e possivelmente em fun¢do ao longo da
evolucdo da vida, os RNAr, e particularmente o 18 S (SSU), tornaram-se os marcadores
moleculares mais comumente utilizados para estabelecer relagdes filogenéticas entre
organismos. Mutagdes nas regides centrais conservadas dos RNAr sdo pesadamente
direcionadas na direcdo de substituicdo de nucleotideos relativamente as delecdes e
inser¢des (indels). Isso, juntamente com a existéncia de uma estrutura secundéria
universal, facilita consideravelmente o processo de alinhamento. Foi a partir de
filogenias moleculares com base nas sequencias dos RNAr que se chegou a conclusao
da existencia dos trés dominios da vida: Bacteria, Archaea e Eukarya (Woese et al.,

1990).

O 18 S, RNAr da subunidade menor do ribossomo (SSU), dos principais
marcadores filogenéticos, € talvez um dos menos utilizados em esponjas, € raramente
sozinho. A literatura possui casos de excelentes resultados para investigacao de relacdes
inter-filos até inter-géneros. O marcador possui regides com diferentes taxas evolutivas,
como normalmente encontrado em 28 S, cox! e muitos outros marcadores, sendo, desta
forma, versatil para diferentes niveis de abordagem (gé€neros, familias, ordens, etc), e
uma ferramenta disponivel e que deve ser utilizada.

Zrzavy et al. (1998) estudou relagdo entre filos, empregando tanto 18 S quanto
dados morfolégicos. Os resultados foram interessantes, porém, a topologia apresentada
foi posteriormente considerada conservadora. Medina et al. (2001), utilizando
seqiiencias completas de 18 S e 28 S, considerou este hébil para estudos interfilo, cujos
resultados sao mais consistentes quando utilizados seqiiéncias completas e associadas a

28 S. Borchiellini et al. (2004b), tal como Medina et al. (2001), considera o uso de
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seqiliencias completas preferivel e encontrou forte congruéncia entre as topologias
geradas por 18 S e 28 S para relacdes de interordem.

Kober & Nichols (2007) utilizando seqiiéncias completas e parciais de 18 S e 28
S apresentaram uma topologia com forte suporte para familias, apesar do estudo ter
como objetivo principal entender a relacdo das ordens Poecilosclerida e Hadromerida.
Desta forma os marcadores mostraram-se excelentes para o nivel de familia.

Redmond et al. (2007) considera o 18 S uma marcador com grande potencial e
versatilidade. Redmond & McCormarck (2008) estudaram essas regides varidveis em
Haplosclerida (grupos marinhos) afim de comparar os indels (inser¢Oes e delecdes),
estes foram suficientes em fornecer dados suficientes para os autores contestarem a

atual organizacdo em subordens.

Maior gene do RNA ribossomal, o 28S tem sido repetidamente utilizado como
marcador filogenético, apresentando diferentes resultados, em parte por possuir
diferente taxas evolutivas ao longo de suas vdrias regides cerne e segmentos de
expansao (para a descri¢do dos dominios do 28 S ver Hancock et al., 1988). Enquanto
as regides cerne (core, C) do 28 S podem ser bastante conservadas estruturalmente ao
longo da 4rvore da vida, os dominios de expansdo (expansion domains, D) podem variar
enormemente, mesmo entre linhagens recentes (Hillis & Dixon, 1991).

Medina et al. (2001) estudando grandes grupos considerou que seqiiéncias
completas de 28 S, quando associadas a 18 S, sdo hédbeis em elucidar filogenias de filos
e classes, sendo 18 S mais resiliente em formar agrupamentos andémalos.

McCormarck et al. (2002) empreitou uma andlise filogenética da ordem

Haplosclerida (Demospongiae) utilizando seqiiéncias parciais de 28 S. Como resultado,
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os autores consideraram o conjunto de dados utilizado pequeno, e o resultado
incongruente com topologias moleculares previamente apresentadas. Além disso,
consideraram a regido D3 extremamente varidvel, excluindo grande parte de sua
seqiiéncia por mostrarem alinhamento pouco confidvel. Entretanto os autores
argumentam que esta regido parece possuir uma taxa de substituicdo mais acelerada na
ordem Haplosclerida, que nas demais ordens de Demospongiae. Em contra partida
Alvarez et al. (2000) considerou a regido D3 sensivel para explicitar novos
agrupamentos dentro da familia Axinellidae. Contudo, Barucca et al. (2007), numa
tentativa preliminar em reconstruir as relacdes filogenéticas de Clionaidae, considera
que a regido D2 seja mais varidvel que a D3, e desta forma mais apropriada para
filogenias de familias.

Nichols (2005), estudando o suporte monofilético da classe Demospongiae e
suas ordens, utilizou seqii€éncias parciais de 28 S, obtendo agrupamentos andmalos, tal
como McCormack et al. (2002), e considerou este menos sensivel que cox/ ou dados
combinados dos dois marcadores (28 S parcial + cox/). Entretanto Nichols (2005) ndo
descreve quais dominios sdo abrangidos pelos primer utilizados por ele, apenas explana
que com base em seqiiéncias completas publicadas em Medina et al. (2001) a regidao
mostra-se suficiente varidvel para responder a sua pergunta.

Borchiellini et al. (2004b) considerou sequencias parciais de 28 S menos habil
que 18 S em resolver relagdes inter-ordens de Demospongiae, resultado semelhante,
como previamente apresentado em Medina ef al. (2001). Chombard et al. (1998)
estudando a filogenia de Tetractinellida obteve resultados consistentes € com suporte
morfoldgico. Estes autores utilizaram as regides C1, D1, C2, D2 sendo esta dltima

muito varidvel, bem como a regido DS.
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Erpenbeck et al. (2007f) obteve bons resultados utilizando as regides C1-D1
para determinar a filogenia de Raspailiidae (Demospongiae: Poecilosclerida:
Microcionina). Previamente Borchiellini ef al. (2000) em revisdo mostra que as quatro
primeiras regides do LSU foram muito utilizadas com bons resultados. Sendo que a
regido D2, pela sua alta variabilidade, seria recomendada para categorias taxondmicas
mais inferiores, contrariamente as regidoes C1-D1-C2, indicadas para categorias
superiores.

Apesar das diversas criticas a respeito do uso de seqii€ncias parciais de 28 S
(Borchiellini et al., 2000; Boury-Esnault et al., 2006), estas se mostraram excelentes
marcadores filogenéticos, desde que seja escolhida uma regido com taxa de evolucao
congruente com a pergunta a ser repondida e o objeto de estudo.

O uso do 28 S em andlises filogenéticas, por possuir diferentes taxas evolutivas e
diferencas em sua estrutura secunddria, pode causar um viés no resultado das andlises, e
como medida sensata, Erpenbeck et al. (2004b) sugerem que a estrutura secundaria do
DNAr seja usada no alinhamento das seqiiéncias. Ainda, eles indicam que mais de um
gene seja utilizado, a fim de produzir topologias mais robustas, contanto que sejam

mutuamente independentes.

Genes mitocondriais

A mitocondria € uma organela citoplasmatica relacionada com a producdo da
maior parte da energia nas células ndo-fotossintetizantes e possui seu proprio genoma.
As células humanas contém algumas centenas de mitocondrias que se autoduplicam e,
durante a divisdo mitdtica, segregam-se ao acaso entre as células-filhas. Cada

mitocOndria apresenta até 10 copias de um cromossomo circular, 0 cromossomo
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mitocondrial, e como existem diversas mitocondrias por célula, existem diversos
genomas de organela por célula.

O DNAmit € normalmente herdado na forma hapléide sempre da célula materna
(transmissdo uniparental matrilinear). Um efeito da heranca materna € que a seqiiéncia
de DNAmit € mais sensivel do que o DNA nuclear (cuja heranca é dipldide, exceto nas
células germinativas e nos cromossomos X € Y) ao processo de coalescéncia (ver
Hudson, 1991). Visto que o DNAmit ndo recombina (ndo existem cromossomos
homoélogos) e é herdado uniparentalmente, ele contém informacio filogenética e o
tempo de ancestralidade compartilhada (ou monofiletismo reciproco) é % do esperado
para genes nucleares. A auséncia de recombinacdo faz com que o genoma mitocondrial
comporte-se como uma unica entidade herddvel (efetivamente um locus Unico com
alelos multiplos).

O DNAmit € bastante utilizado para reconstrugdes filogenéticas e estudos em
Sistemadtica, notadamente os genes do RNAr mitocondrial (16 S e 12 S), com
seqiiencias de nucleotideos de evolucao lenta, a subunidade I da Citocromo c¢ oxidase

(coxl), e o Citocromo b (cyth), que possuem regides conservadas e varidveis.

coxl

A Citocromo c¢ oxidase ¢ uma enzima chave no metabolismo aerébico
promovendo bombeamento de prétons, a qual € composta por varias subunidades. O
gene da subunidade I da Citocromo c oxidase (cox! ou COI) é mitocondrialmente
codificado e possui aproximadamente 1500 pb. Poucos trabalhos utilizam a seqiiéncia
completa de coxl, e praticamente nenhum deles possui como objetivo inferéncia

evolutiva ou sistemdtica, sendo este utilizado quase sempre parcialmente. Desta forma,
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costuma-se referir na literatura a segmentos ou regides de cox!, o que nao implica em
divisdes estruturais na molécula, como no caso de 28 S, por exemplo.

A regido “Folmer”, em referéncia ao primeiro autor do trabalho de publicacdo de
primers universais para invertebrados, largamente utilizados (Folmer et al., 1994), se
localizad na extremidade 5° do gene cox/. A regido possui ca. 640 pb na maioria dos
grupos, e € rodeada de regides de seqii€éncias conservadas, o que a torna facil de isolar e
analisar. O Sistema de identificacdo microgendmica DNA Barcoding, que tem como
pretensdo a discriminacdo de todas as espécies vivas através da utilizacdo de um
marcador molecular padrdo, tem, por meio de seu concércio internacional iBoL
(International Barcode of Life, http://ibol.org), promovido a regido “Folmer” como
segmento padrdo para a maior parte dos grupos de animais (Herbert et al., 2003). Esta
abordagem representa uma estratégia extremamente promissora para o diagndstico da
biodiversidade, embora haja um intenso debate a respeito dos beneficios e problemas
nesta iniciativa de pesquisa (e.g., Solé-Cava & Worheide, 2007). O projeto Sponge
Barcoding  (http://www.spongebarcoding.org) vem apoiando tecnicamente e
estimulando a utilizacdo deste gene (Worheide et al., 2007).

Um crescente nimero de estudos demonstrou que seqiiéncias de cox! de
espécies estreitamente relacionadas diferem o suficiente para identificar espécies com
alta confianca. Contudo, argumenta-se que a regido utilizada pelo Barcode of Life
fragmento ndo apresenta variabilidade suficiente em Porifera (Duran & Riitzler 2006,
Worheide 2006), e outra regido adjacente com alta taxa de substitui¢do é sugerida
(Erpenbeck et al., 2005¢c). A chamada regido “I3-M11”, de cerca de 1100 pares de bases
apresenta um alto nimero de sitios variaveis.

Erpenbeck et al. (2007e) produziram uma arvore baseada em coxl, regido

“Folmer”, utilizado esponjas do Caribe, com intuito de avaliar a posi¢ao e inter-relacdes
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das classes de Demospongiae. Segundo estes autores este marcador além de corroborar
agrupamentos previamente demonstrados utilizando 28 S, abriu novos perspectivas no
cendrio da taxonomia de Porifera. Entretanto, o marcador nao foi habil em resolver
questdes mais profundas, pois sua resolugdo € baixa.

Em contrapartida, Erpenbeck et al. (2006a) e Huang et al. (2008) argumentam
que cox! sofre uma evolu¢do mais lenta em esponjas, e, desta forma, ¢ adequado como
marcador informativo desde o nivel de espécie até familia, sendo que os primeiros
recomendam o uso de uma regido adjacente supostamente mais mais varidvel em
metazodrios basais (“I3-M11”, 3’ dowsntream a regido “Folmer”) . Raleigh et al.
(2007), utilizando a regido “I3-M11”, realizou uma andlise filogenética da ordem
Haplosclerida, a fim de testar os agrupamentos revelados por trabalhos prévios com 18
S e 28 S, encontrando muitos agrupamentos congruentes. Os autores recorrentemente
afirmam que em seus dados, a regido “I3-M11” € capaz de resolver relagdes intra e inter
-genéricas e intra-familiares. Contudo, a variabilidade entre as regido “Folmer” e “I3-

M11” de coxl devem ser mais profundamente analisadas, uma vez que podem variar

marcadamente entre diferentes grupos taxondmicos (de Paula, pers. obs.)

Genoma mitocondrial

Os genes do genoma mitocondrial podem ser utilizados como marcadores
moleculares em Porifera. Estudos recentes em esponjas mostraram que o DNAmit
desses organismos apresenta tamanho em torno de 16,4 - 28,9 Kpb e uma grande
variacdo na quantidade de genes: de 18 a 44. Em geral, além dos 37 genes tipicos de
mamiferos, algumas esponjas apresentam genes extras de RNAt e um gene para
subunidade 9 (subunidade c) da ATP sintase (Figura 2) (Lavrov et al., 2005; Wang &

Lavrov, 2008). Todos os genes apresentam a mesma orientacao transcricional e ndo hi
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presenca de introns, com raras excecdes. Entretanto, em contraste com os demais
metazodrios, a distribui¢do de nucleotideos ndo codificantes é mais regular (Lavrov et
al., 20005).

O genoma mitochondrial da esponja Oscarella carmela contem genes extras,
incluindo o tatC, um gene da subunidade c da translocase da Arginina, que ndo é
encontrado em nenhum outro DNAmit animal (Wang & Lavrov, 2008). Em
contrapartida, o DNAmit de Plakortis angulospiculatus, outra esponja, possui apenas
seis genes de RNALt, e contem dois introns tipo 1 na cox!/ (este foi o segundo relato de
introns no DNAmit de esponjas, Lavrov et al., 2008). Genomas mitocondriais das
ordens Dendroceratida, Dictyoceratida, e Verticillitida, de Demospongiae, possuem
apenas dois genes RNAt (trnM(cau) e trnW(uca)) e possuem um conteido génico
praticamente idéntico ao de individuos do filo Cnidaria (Beagley et al., 1995; Shao et
al., 2006).

Em Demospongiae, o nimero extremamente varidvel (de 2 a 27 genes) de
RNAts € conseqiiéncia de perdas freqiientes ou duplicacdes nos genes de RNAt. A
maioria das espécies também exibe um iniciador e prolongador distinto, o RNAt-Met
(Gissi et al., 2008). A partir do estudo das diferengas entre 0 DNAmit de esponjas e de
outros grupos animais busca-se obter informagdes tteis na reconstrucao filogenética e
no esclarecimento das relacdes dos animais. Dezessete genomas mitocondriais
completos de diferentes esponjas foram publicados por Wang & Lavrov (2008) e nos
dois anos seguintes, outros dez genomas completos foram depositados no Genbank.

Segundo Gissi et al. (2008), Porifera estd entre os nove filos que possuem
grande variabilidade na arquitetura de seu genoma mitocondrial, que leva em
consideragdo tanto o conteido do gene (sequéncia), quanto a sua ordem no genoma. A

arquitetura do DNAmit consiste na ordem de todo o conjunto de genes codificantes



360

funcionais, incluindo genes duplicados e raros. A observagdo da grande variabilidade na
arquitetura do DNAmit em vérios grupos distantes filogeneticamente indica que a
aceleracdo na taxa de rearranjos genOmicos ocorreu de maneira independente vdrias
vezes na histéria evolutiva dos metazodrios. E sugere ainda que as causas desse
aumento da taxa possam ser investigadas por meio da andlise de caracteristicas
fisiol6gicas e metabdlicas comuns aos tdxons distantes que compartilham o mesmo
padrdo evolutivo (Gissi et al., 2008).

Embora esteja claro que genes codificantes de proteinas sdo menos moveis que
genes de RNAt, isto pode ocorrer tanto devido a diferencas no tamanho quanto a
diferencas seletivas — a probabilidade de um rearranjo génico mitocondrial ser letal ou
uma desvantagem seletiva (e.g., por ndo englobar o gene todo) pode ser muito maior
para um gene grande do que para um pequeno (Dowton et al., 2009).

A relativa raridade de rearranjos gendmicos faz estes caracteres muito atrativos
como fontes de dados filogenéticos (Wang et al., 2002). Comparar os arranjos dos
genomas mitocondriais € uma boa ferramenta para inferir relacdes filogenéticas (Boore
& Brown, 1998; Boore, 1999). O grande nimero de possiveis rearranjos génicos em
poriferos sugere que € improvavel que tenha havido uma convergéncia na ordem dos
genes (Lavrov & Lang, 2005a).

Atualmente, existem 27 genomas mitocondriais completos disponiveis no

GenBank, e muitos mais a serem publicados (D. Lavrov, pers. comm.).

Outros marcadores moleculares
Alguns marcadores moleculares foram tdo esporadicamente utilizados em
esponjas que dificilmente se pode estabelecer alguma discussdo a respeito desses

resultados. Contudo, vale a pena ressaltar seu uso e as conclusdes obtidas pelos autores.
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As proteinas de choque térmico (Hsp) foram utilizadas por Borchiellini ef al.
(1998) para inferir a relacdo filogenética entre os diploblastos. O autores justificam o
uso do marcador pela sua ubiqiiidade e conservatividade em eucariotos. Neste estudo, a
filogenia de eucariotos utilizando Hsp70 resultou numa monofilia entre os diploblastos,
unindo Porifera, Cnidaria e Ctenophora num mesmo clado.

Schroder et al. (2003) utilizaram o intron-2 do gene da tubulina para reconstruir
a relacdo filogenética entre as esponjas endémicas do lago Baikail, além do marcador
coxl. Embora coxl tenha se mostrado muito conservativo, ndo tendo apresentado
resolucdo suficiente para resolver a relacdo entre boa parte das espécies, o intro-2 da
tubulina foi capaz de resolver as relacdes internas entre estas esponjas, que constituem
um grupo monofilético.

Erpenbeck et al. (2005a) caracterizaram e testeram a adequacdo do fator de
alongamento 1 alfa (Efla) como marcador filogenético em demosponjas. Os autores
aconselham cautela no uso do marcador devido as abundantes contaminacdo nas
amplificacOes realizadas em seu trabalho. Concluem, ainda, que este ndo deva ser
utilizados para resolver relacdes filogenéticas profundas, embora possam suportar
relacdes ao nivel de familia. Os autores argumentam também que este marcador
possivelmente apresenta conflito em seu sinal filogenético, ao invés de ndo te-lo, uma
vez que o comprimento de ramos sem suporte filogenético muitas das vezes excede o de
ramos com suporte.

Alguns marcadores recentes em esponjas estdo comecando a aparecer por meio
de abordagens multi-/oci (a ulizigdo de mais de um marcador a fim de se obter maior
suporte nas andlises ou confrontar diferentes historias evolutivas). Entre estes se

destacam: a subunidade 8 da ATP-sintetase (atp8) (Xavier et al., 2010), os espacadores
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mitocondriais (Erpenbeck et al., 2009; T.S. de Paula, unpub. data), e o gene 16 S do

RNAr mitocondrial (Dohrmann et al., 2008)

ITS

Os espacadores internos transcritos (ITS) dos genes genes que codificam para o
RNAr (ver acima), por ndo possuir fun¢do génica, servindo apenas como um separador
entres os genes dos RNAr, postuladamente, apresentam altas taxas evolutivas. Existem
dois espagadores no DNAr, o ITS1 e o ITS2, com taxas de evolugdo diferentes entre si,
variando de organismo para organismo, embora o ITS2 comumente pareca ser mais
variavel (ref.).

Embora tenha sido muito utilizado para filogenias em niveis taxondmicos basais
e filogeografia de diversos eucariotos (Van Oppen et al., 2000; Coleman, 2003), em
esponjas, contudo, o uso deste marcador para estudos filogenéticos € limitado a poucos
trabalhos (ver Tabela 1), sendo majoritariamente empregado para estudos
populacionais. A maioria destes trabalhos demonstrou que os ITS apresentam
velocidade de acimulo de mutagdes apropriada para estudar relacdes de esponjas em
nivel de espécie e para diferenciacdo de complexos de espécies (espécies cripticas).
Contudo, por se apresentarem em cOpias multiplas no genoma dos eucariotos, algum
grau de variacdo intra-gendmica pode existir, a onde utiliza¢do desta regido em analises
filogenéticas em outros niveis deve ser cuidadosamente considerada (Worheide et al.,

2004b).

SRTs
As seqiiéncias curtas repetidas in tandem (do inglés short tandem repeats, STR),

ou micros-satélites, apresentam repeticdes com unidade basica de 2-6 pares de base e o
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polimorfismo. Micro-satélites sdo tipicamente neutros e co-dominantes, € sdo
normalmente utilizados como marcadores moleculares para estudos de parentesco ou
clonalidade, populacdes, e outros. Um exemplo comum de micro-satélite € a repeticdo
de (CA),, na qual n é uma varidvel entre alelos. Estes marcadores muitas vezes
apresentam altos nivels de polimorfismo inter- e intra-especifico, principalmente
quando as repeti¢cdes estes se repetem dez ou mais vezes (Queller et al., 1993).

Embora sejam marcadores moleculares versateis, particularmente para andlises
de populacdes, os STRs apresentam algumas limitacdes. Primeiramente, STRs
desenvolvidos para uma espécie em particular sdo especificos, podendo, em alguns
casos, ser aplicados apenas a espécies proximas, pois a porcentagem de loci
amplificados com sucesso decai com o aumento da distancia genética (Jarne & Lagoda,
1996). E em segundo lugar, por consistirem de regides andOnimas, ndo € possivel
estabelecer nenhum critério de homologia entre os diferentes loci, desta forma, tinico
tratamento analitico possivel para estes dados € uma abordagem fenética (distancia),
impossibilitando qualquer reconstrucdo filogenética a partir destes.

Embora o uso de seqiiéncias repetidas tenha comecado a partir de 1985, com o
advento da impressdo digital de DNA (Jeffreys et al., 1985), somente na tltima década,
com o barateamento do processo de desenvolvimento de primers de micro-satélites, que
seu uso em estudos evolutivos e sistematicos teve uma representatividade considerdvel.
Em esponjas, o seu uso ainda é muito restrito, porém com importantes trabalhos
pioneiros demonstrando a utilidade destes marcadores. Somente seis espécies de
esponjas ja tiveram algum trabalho com descri¢@o ou utilizacdo de micro-satélites como
marcador molecular: Crambe crambe, Spongia officinalis, Spongia agaricina,

Scopalina lophyropoda, Hymeniacidon sinapium, Halichondria panicea.
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Duran et al. (2002) foi o primeiro trabalho a reportar micro-satélites em Porifera.
Neste trabalho, os autures encontraram uma grande variacdo entre o nimero de alelos
por loci em C. crambe, variando de trés a 16, e ainda, que nas duas populaces analisadas
a distribuicdo dos alelos foi consideravelmente diferentes, indicando uma bem
demarcada diferenciacdo gentécia entre elas. Numa continuagcdo do trabalho anterior,
analisando 11 populagdes de C. crambe, Duran et al. (2004b) conclui que os loci micro-
satélites utilizados foram capazes de verificar altos niveis de estrutura populacional
entre as localidades e um significativo isolamento por distancia, além de encontrar uma
forte estrutura genética dentro de cada area.

Hoshino & Fujita (2006) também encontraram uma alta variagdo no
polimorfismo de STRs em H. sinapium, que variaram entre dois a 10 alelos, que nao
desviaram de um modelo de neutralidade com expectativas de Hardy-Weinberg.
Contudo, os autores reportaram um significativo desequilibrio de ligacdo entre duas de
suas amostras (de 24 no total). Em contra-partida, Noyer et al. (2009) reportaram alguns
loci de STRs em S. agaricina que desviaram de Hardy-Weinberg, € um polimorfismo
por loci menor, variando de um a sete. Contudo, como reportado por Dailianis &
Tsigenopoulos (2010) S. officinalis aparentemente apresenta uma diversidade alélica
muito maior que S. agaricina em seus STRs, que variou cinco a 34 no trabalho desses
autores.

Blanquer et al. (2009), ap6s andlise de STRs, apontam um padrio de forte
estrutura genética espacial em pequena escala em S. lophyropoda, propiciando um
isolamento por distancia. Contudo, nenhum endocruzamento foi detectado nas
populacdes analisadas, confirmado descobertas anteriores em invertebrados marinhos
que uma forte estrutura genética espacial ndo necessariamente implica em

endocruzamento.
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Conclusoes

Embora muitos marcadores moleculares estejam sendo utilizados em estudos
evolutivos e sistemdticos em esponjas, muitos trabalhos mais precisam ser conduzidos a
fim de podermos avaliar quais marcadores sdo os mais indicados para cada nivel de
estudo ou grupo taxondmico (Erpenbeck et al., 2005a). A despeito do uso predominante
de determinados marcadores, estes ndo necessariamente significam que sejam o0s
melhores ou os mais indicados para toda e qualquer andlise evolutiva. As abordagens
multi-loci tem mostrado que a histdria genealdgica de um tinico marcador quase sempre
nao reflete a histéria completa dos organismos estudados (Brower et al., 1996; Nichols,
2001). Essa abordagem geralmente produz resultados mais robustos e confidveis, sendo,
desta forma, preferiveis em relacio a uma abordagem reducionista (Erpenbeck et al.,
2006Db).

O projeto PortoL (The Porifera Tree of Life), um consércio internacional cuja
pretensdo € estabelecer uma filogenia abrangente de Porifera (www.portol.org) tem
tentado estabelecer uma diretriz para estudos filogenéticos e evolutivos em esponjas
utilizando a abordagem multi-loci. Idealmente para o PorToL: 1) estudos de filogenias
de taxons basais (como de classes, ordens ou familias) deveriam ser conduzidas com ao
menos nove genes nucleares, genomas mitocondriais completos, e seqiiéncias completas
dos genes de RNAr; 2) filogenias de nivel taxondmico menores (como familias
pequenas ou evolutivamente recentes e gé€neros) deveriam ser reconstruidas com ao
menos um gene nuclear, trés genes mitocondriais e seqiiéncias completas dos genes do
RNAr (R. Thacher, pers. comm., pesquisador lider do PorTol)

Contudo, s6 porque cada vez mais marcadores moleculares t€m sido publicados,

e seu uso se tornado cada vez mais abrangente, as andlises morfoldgicas ndo devem ser
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deixadas de lado. Embora a sistemdtica molecular tenha revolucionado a nossa
concepcdo de alguns grupos (e.g., Aguinaldo et al., 1997), e em esponjas as abordagens
moleculares tém trazido novas perspectivas a cerca de sua evolucio e biologia (e.g.,
Miiller et al., 2001; Nichols, 2005; Lavrov et al., 2008; ), a morfologia continua sendo
imprescindivel. Diversos trabalhos tém mostrado que resultados moleculares e
morfolégicos podem ser congruentes (Chombard & Boury-Esnault, 1999; mas ver
Kober & Nichols, 2007), ou que, por meio de uma perspectiva molecular, os dados
morfoldgicos tomam uma nova interpretacdo (e.g., Chombard et al., 1998, Alvarez et
al., 2000; Erpenbeck et al., 2006b; Erwin & Thacker, 2007; Cardenas et al., 2008)
Recentemente, Erpenbeck et al. (2008) lancaram um servidor online para bases
de dados filogenéticas geradas por dados moleculares (The Sponge Genetree Server,
http://www.spongegenetrees.org). Embora ainda em fase de inicial, contando com os
esforcos individuais de diversos pesquisadores, o projeto prevé extender seu banco de

dados a todas as classes de esponjas.
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100 |Lavrov et al. (2008) Mol Phylogenet Evol 3.89 X
101 |Lukic-Bilela er al. (2008) Gene 2.27 X
102 |Redmond & McCormack, 2008 Mol Phylogenet Evol 3.89 X X X
103 |Voigt et al. (2008) BMC Evol Biol 3.70 X X X
104 [Wang & Lavrov (2008) PLoS ONE 441 X
105 |Worheide er al. (2008) BMC Evol Biol 3.70 X X X X ATPB
106 |Blanquer et al. (2009) Mar Ecol Prog Ser 2.48 X
107 |Dohrmann et al. (2009) Mol Phylogenet Evol 3.89 X X X 16S
108 |Erpenbeck et al. (2009) BMC Genomics 4.21 X
109 |Lépez-Legentil & Pawlik (2009) Coral Reefs 3.78 X X X X
110 |Noyer et al. (2009) Conserv Genet 1.26 X
111 [Philippe et al. (2009) Curr Biol 10.03 X
112 |Redmond & McCormack, 2009 J Mar Biol Ass UK 0.93 X X X
. . ALD, ATPB, CAT,
113 |Sperling et al. (2009) Mol Biol Evol 3.70 X EFla, MAT, PFK., TPI
2010 306 162 13 3 6 1 2 4 6 5
114 |Cérdenas et al. (2010) Zool Scr 3.09 X X X
115 |Dailianis & Tsigenopoulos (2010) Conserv Genet 1.26 X
116 |Gazave et al. (2010a) Mol Phylogenet Evol 3.89 X X X
117 |Gazave et al. (2010b) PLoS One 4.41 X X X
118 [|Harcet ef al. (2010) Mol Phylogenet Evol 3.89 X X X X
119 |Heim & Nichols (2010) Zootaxa 0.85 X X X
120 [Lavrov (2010) Mol Biol Evol 5.51 X X
121 |Loépez-Legentil et al. (2010) Sci Mar 1.08 X X X X 16S
122 |Maikova et al. (2010) Russ J Genet 0.43 X X MIR




123

124

125
126
2011
127
128
129
130
131
132
133
134
135

Poppe et al. (2010)
Sperling et al. (2010)

Reveillaud et al. (2010)
Xavier et al. (2010)

Cérdenas et al. (2011)
Eid et al. (2011)
Ereskovsky et al. (2011)
Erpenbeck et al. (2011)
Mitchell et al. (2011)?
Morrow et al. (2011)
Redmond et al. (2011)
Reveillaud et al. (2011)
Rua et al. (2011)

PLoS ONE
Geobiology

Mol Phylogenet Evol
Mol Phylogenet Evol

PLoS ONE

J Pharmaceut Biomed Anal
Zootaxa

Mol Phylogenet Evol
Zootaxa

Mol Phylogenet Evol
PLoS ONE

PLoS ONE

J Mar Biol Ass UK

4.41

3.21

3.89
3.89
2.93
441
2.73
0.85
3.89
0.85
3.89
441
4.41
0.93

1.62

\© Eallial

Fo T B B E B S

Moo X

X X
X

7 1 1 0 4

X X

X

X X

X

X X

X X

X X X

ALD, ATPB, CAT,
EFla, MAT, PFK, TPI

ATPB
atp8
2

nadl

atp6, cox2, MIR
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Outros
marcadores Objetivo principal Cobertura taxondomica
Ano |DNAmt EST STR|Filo Pop Spp. Barcode Sist Gen Qutros Pop Esp Gen Fam Ord Cla Taxon
1991 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

T e Hadromerida
1992 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0

2 1 /x| x Porifera
1993 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1

5 1 Jx_ . | x Porifera

1994 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
X

4 1l | x “Lithistida”

1995 0 0 0 0O 0 O 0 0 0 0 0O 0 0 0

1996 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0O 0 0 0

s | Jx x Porifera
1997 (1] (1] 0 0 o0 1] 0 1] 0 1] 0O o0 0 1
6 | ./ x Demospongiae
1998 0 0 0 4 0 1] 0 0 0 1] 0O o0 0 1
7 X X Porifera
8 X X Tetractinellida
9 X X Porifera
10 X X Porifera

6
11 X X Porifera
12 X X Hadromerida
13 X X Spongillina
14 X X Porifera
15 X X Astrophorida
16 X X X Porifera
17 X X X Tetilla
18 X X Axinellidae
19 X X Porifera
20 X X X Clypeatula (=Ephydatia)
21 X X X Thymosiopsis
22 X X Astrosclera “willeyana'
2001 1] 1] 0 2 0 1] 0 1] 0 1] 0o o0 0 1 1] i |
23 X X Porifera
24 X X Porifera

25
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26
27

28
29
30
31
2003
32
33
34

35

Simbiont/Host
Coevolution
In vitro diversity

2
Methodology only

Simbiont/Host
Coevolution

Crambe crambe
Halichondrida

Axinella corrugata
Spongosorites suberitoides
Haplosclerida
Leucetta ‘chagosensis’

Halichondria panicea
Calcarea
Spongillina

Dysidea

36
37
38
39
40
41

42

43
44
45
46
47

48

Mo

Secondary structure

SSCP

Intragenomic
variation

Mo

Alectona
Demospongiae
Crambe crambe
Crambe crambe
Crambe crambe
Halichondria panicea

Porifera

Halichondria japonica
Calcarea

Chondrilla

various

49
50
51
52
53
54

55
56

Lol B B

Intragenomic
variation

Spongillina
Scopalina lophyropoda
Demospongiae
Halichondrida
Porifera
Geodia and Tethya

Placospongia

Demospongiae
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57
58
59

Aplysinidae

60
61
62
63
64

65

66
67

68

69
70
71
72
73
74

75

76

77
78

79

80
81

82
83
84
85
86

Moo ) K

Methodology only

Horizontal gene
transfer

Intragenomic
variation

Secondary structure

Comparative
analyses

Secondary structure
and Composition
analysis

Secondary structure

Mo

Calcarea
Chondrilla nucula
Demospongiae
Hymeniacidon sinapium
Spongillina

Demospongiae

Astrosclera willeyana
Tedania

Halichondrida

Clionaidae
Pericharax heteroraphis
Scopalina
Crambe crambe
Pachymatisma normani
Sollasellidae (=Raspailiidae)

Porifera

Metazoa

Demospongiae
Raspailiidae

Demospongiae

Verongida
Hexactinellida

Aplysina
Tethya
Tethya

Spongillina
Demospongiae
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87
88
89
90
91
92
93

DNA Barcode

SNSRI

Spongillina
Spongillina
Halichondriidae
Haplosclerida
Haplosclerida
Porifera
Oscarella carmela

94
95
96
97
98
99
100

101

102
103
104
105

Intergenic region
diversity

Negombata magnifica
Hexactinellida
Vosmaeria
Hymeniacidon
Porifera*
Spongillina
Demospongiae

Suberites domuncula

Porifera
Porifera
Demospongiae
Leucetta chagosensis

106
107

108

109
110
111

112

113
2010
114
115
116
117
118
119

Intergenic region
diversity

Intragenomic
variation

Scopalina lophyropoda
Hexactinellida

Xestospongia muta
Spongia agaricina
Porifera

Halichondrida

Porifera

Geodiidae
Spongia officinalis
Axinellidae
Homoscleromospha
Eunapius
Tethya
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Intergenic region

120 .

diversity
121 Callyspongia vaginalis
122 X X Spongilina
123 X Irciniidae
124 Porifera
125 Hexadella
126 Cliona celata
2011 5 1 8
127 X Astrophorida
128 X X Negombata
129 X X Halisarca
130 X X Spongillina
131 X X Sigmaxinella
132 Demospongiae
133 X Haplosclerida
134 X X Plocamionida
135 Methodology only X Demospongiae
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1996

1997

1998
7

8

9

10
1999
11
12
13
14
15
16
17
2000
18
19
20
21
22
2001
23
24
25

Metodologia de analise

Phylogenetic: MP
Phylogenetic: ML, MP and NJ

Phylogenetic: MP and NJ
Phylogenetic: ML, MP and NJ

Phylogenetic: MP and NJ

Phylogenetic: MP and NJ
Phylogenetic: MP and NJ
Phylogenetic: ML, MP and ME
Phylogenetic: MP

Phylogenetic: ML, MP and DM; Others: TT

Phylogenetic: MP and NJ
Phylogenetic: ML and ME
Phylogenetic: ML, MP and DM.
Phylogenetic: NJ; Others: cDNA
Phylogenetic: MP and NJ; Genome: LPCR

Phylogenetic: ML and MP;
Phylogenetic: ML, MP and NJ
Phylogenetic: MP and NJ
Phylogenetic: MP and ME

Phylogenetic: MP and NJ
Phylogenetic: ML and MP

Morfologia

Spicule morphology (SEM); Infomal character evolution

Character matrix = Independent and combined (total evidence) phylogeny

Character matrix = Independent phylogeny

Character matrix = Independent phylogeny and character evolution

Species description
Species description
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(]
S
(=3
N

2003

Population: F
Phylogenetic: ML, MP and ME
Phylogenetic: ML, MP and NJ
Phylogenetic:MP
Phylogenetic: ML and MP
Phylogenetic: ML and MP; Population: HN

32
33
34
35

none
Phylogenetic: ML and MP
Phylogenetic: NJ
Phylogenetic: ML, MP and NJ

Character matrix = Combined (total evidence) phylogeny; Formal character evolution

2004

Phylogeneic: MP and NJ
Phylogenetic: ML, MP and NJ
Population: AMOVA and F
Population: F
Phylogenetic: ML; Population: HN and AMOVA
Phylogenetic: ML, MP and NJ
Phylogenetic: ML and BI; Others: SS
Phylogenetic: ML and NJ
none
Phylogenetic: ML, MP and NJ

Phylogenetic: ML and BI
Phylogeneic: MP and NJ

Phylogenetic: ML, MP, ME
Population: F
Phylogenetic: ML and BI
Phylogenetic: BI
Phylogenetic: GO; Genome: LAPCR and SS
Phylogenetic: ML and BI; Genome: LAPCR and SS; Others: SA
Phylogenetic: MP; Others: AA
Phylogenetic: MP and BI

Phylogenetic: ML, MP, ME and BI

Excavating pattern variability (SEM)
Character matrix = Formal character evolution

Spicule, skeletal (optical) and larval (TEM) morphology
Formal character evolution

Spicule morphology (optical and SEM)

Spicule morphology; Character matrix
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Phylogenetic: ML and BI
Populational: AMOVA, F, HN
Phylogenetic: ML and BI
none
Phylogenetic: MP and NJ
Phylogenetic: ML and BI; Others: SS
Phylogenetic: NJ
Distance: p

Distance: p, NJ
Phylogenetic: ML, MP, NJ
Phylogenetic: MP; Populational: HN, F; Others: SS
Phylogenetic: BI; Distance.
Populational: KC, Nb,
Phylogenetic: MP
Phylogenetic: ML, ME and BI
Phylogenetic: BI
Phylogenetic: ML and BI
Phylogenetic: ML and BI
Phylogenetic: ML and BI
Distance: ANOVA; Others: SS
Phylogenetic: ML, MP and NJ
Phylogenetic: ML and BI; Genome: LAPCR and SS; Others: SA
Phylogenetic: NJ and BI
Phylogenetic: BI
Phylogenetic: ML, ME and BI
Phylogenetic: ML and NJ
Phylogenetic: MP and BI
none
Phylogenetic: ML, MP, NJ, ME and BI
Phylogenetic: ML, MP, NJ and BI
Phylogenetic: ML and NJ
Phylogenetic: ML and MP
Phylogenetic: BI
Phylogenetic: ML, NJ and BI; Genome: LAPCR and SS; Others: SA

Phylogenetic: ML and NJ; Genome: LPCR, PWS

Spicule and skeletal (optical) morphology

Spicule morphology (optical)

Character matrix; Formal character evolution; Spongin fiber morphology (optical)

Species description; Identification key
Character matrix; Independent phylogeny

Spicule morphology (optical and SEM)

none
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Phylogenetic: BL.
Phylogenetic: ML, ME and BI; Others: TT

Distance: p, K2P, ANOVA, KW, MW.

Phylogenetic: ML, MP, NJ and BI; Others: SA.
Phylogenetic: ML, BI and GO; Genome: LAPCR and SS; Others: TT.
Phylogenetic: ML and NJ; Genome: LPCR, PWS
Phylegentic: ML; Others: SA
Phylegentic: BI; Others: SA
Genome: LAPCR and SS; Others: SA
Phylogenetics: BI; Population: HN, AMOVA, Mt, Co.

Phylogenetic: BI

Phylogenetic: BI; Genome: EST
Phylogenetic: ML; Distance: p
Phylogeny: BI; Others: TT

Phylogenetic: ML, MP, NJ and BI

Phylogenetic: ML, MP and BI
Phylogenetic: ML, MP and BI

Phylogenetic: BI

Phylogenetic: ML, MP, NJ and BI
Phylogenetic: ML, MP and NJ

Phylogenetic: BI; Others: MC
Phylogenetic: ML and BI; Distance
Phylogenetic: ML and BI

Phylogenetic: ML and BI
Phylogenetic: NJ
Phylogenetic: ML and NJ; Genome: LAPCR and 454

Character matrix; Independent phylogeny, Formal character evolution
Species description

Character matrix; Formal character evolution
none
Character matrix; Formal character evolution

Informal character evolution

Species description

Spicule and spongin fiber morphology (optical)

none

Character matrix; Formal character evolution
Skeletal morphology (optical)
Species description
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130
131
132
133
134
135

Phylogenetic: ML and BI
Phylogenetic: ML and BI
Phylogenetic: ML and BI
Phylogenetic: ML and BI
Phylogenetic: ML and BI; Distance
Distance: p

Species description

Spicule morphology (optical)
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# artigos
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crescimento da area de pesquisa em Sistematica e
Ecologia Molecular em Porifera

Numero de artigos na area por ano

a. b. e

3

o) Q
Q Q N
SIS

S H o PP SR PSS S P& F O N
SRR N R SR P PP

Ano

Visibilidade da area, estimada pelo Fator de Impacto (IF) dos

12

10 1

periodico, por ano
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Representatividade taxon6mica das amostras utilizadas nas
publicagdes na area

. Populagio
Espécie
45% 19%

18 1

16

14 1

12 A
n
% 10 A

a
Tt 10% 11%

B p

4 p

P e L
21 ,—m\
D T T T T T T T T T T T T T T 1

Abrangéncia sistematica dos artigos publicados na area

Proporcao das publicacées com foco

em diferentes niveis taxonémicos

Classe
Espécie 20%
26%

Ordem
14%

Género
219, Familia
19%

Proporcao das publicacées com foco
nas diferentes ordens de Porifera

Homoscl erophorida
1%

Haplosclerid
ap t;;:%en a Spirophorida
1% Agelasida

2%

Clathrinida

Halichondrida .
23% Chondrosida
5%
Dictyoceratida
5%
Verongida
5%
Poecilosclerida Astrophorida
15% 6%
Hadromerida

11%

Proporcao das publicagées com foco
nas diferentes classes de Porifera

Demospongiae
88%

Homoscleromorpha
2%

Hexactinellida
3%

Calcarea
6%

Proporcao das publicacées com foco
nas diferentes familias de Porifera

Aplysinidae
4%

Others® Astroscleridae

4%

Clionaidae

4%
Geodiidae
Halichondriid &
alic :):%"' ae Podospongiidae
4%
Raspailiidae
4%
Crambeidae Spongiidae
9% 4%
Teihyidae_j Axinellidae
5% 5%
Leucettidae . X Chondrillidae
5% Dictyonellidae 5%

5%
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indice de discrepancia taxonémica (ID)

Representatividade de um taxon em relacao as publicacdes na area. Um taxon é
super-representado quando seu ID > 1 e sub-representado quandos eu ID < 1

At /A A, = nimero de artigos com foco em um determinado taxon na area
ID = T A; = numero total de artigos na area
- E E, = numero de éspecie do taxon em questéo
t /E E; = 0 numero total de espécies do grupo na area.
T
Discrepancia taxonémica em Porifera
16.0 4
i Representatividade
= 1404 Hiper-representado Super-representado P L Sub-representado
S .l - proporcional
E 10.0 4
E 8.0
2 80
& 40
£ 20 10 08 07 07 06 05 ga 04
0.0
2 2 - T B S . L S Fs N , o
'Oéi}‘b ’5'5}0 @‘@B \Oc}@*@ég o‘i@g’b«\\‘?\ §b0 L\;‘I\Q’b ‘\\L\"@ Q‘I(s\&b @QQ \\:QQ\@ §©® “@& 0(@@ (\\0‘\@ \\(fg ® 0& @Qﬁb Q@-(\gg “@&
& & & ‘\D@r R o & ,\5@0@6& & Q\Oé’@&q S R P & 8 +0c‘9£}
%) hY =Sl @0 \2\%@ \z;b- @? Q{b QB A (?31, @0 ?‘37 &R ‘2@ QD
oS oS
Taxon
Discrepéancia taxonémica em funcdo do logaritmo do nimero de
espécies do taxon
16.0
y= 18 BBEx 252
14.0 4 ¢ R%= 06299
12.0 -
*
100 -
5 80
B.0 -
40 4
20 -
& &
0.0 . . . : Camn
1 145 2 25 3 348 4

log # spp.)
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Marcadores moleculares utilizados quanto ao tipo e numero

por publicagao na area

Outros
10% 188

ITS
15%

12 - |-1as m255 meoxl OlTs lnthers|
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Ano
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=]
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10 4
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f

h
q

= [ - m w
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1 4
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Abordagens das publicacdo na area

Qutros
13%

Genoma
5%

Espéciescripticas
4%
Filogenia

Posigao sistematica A47%

5%
18 4 DNA Barcode /
16 A Descrigdo de espécie;
13%
14 - Populagﬁo:’_lf
17 4 Filogeografia
@ 13%
2 101
E g
It
B
4 4
2 e — o S . ——————_"
D T T T T T T T T T T
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Abordagens por marcador

cox1 outros ITS
6%
R . Qutros
Espécies cripticas DEL
13% Filogenia
W
Posicio E spécies cripticas
sistemitica 3%
4%
Puosigio
. sistemitica
Descrigiode / 5%
espécie [ Barcode:
256% Descrigio de
Populagio / espécie / Barcode:
ilogeografia 19%

13%

28S 18S

Qutros
6%
E spécies cripticas E spécies cripticas
6% 8%
Posigio
sistematica
Filogenia 10%
P osigio 855
sigtematica

D escrigéo de
espécie / Barcode/

B%
Descrigio de /

%
espécie / Barcode "
35 Populagao /
Filogeografia

9%

A\ A
$ILLEFLS L LTI LSTFLELS LSS

Filogenia
19%

/

Populagéo /
Filogeografia
28%

Filogenia
59%
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Utilizacdo de dados morfolégicos em publicacdes na area

B -

5 .

4
w
>
P 3
L]
L]

2 4

‘] .

NoOod 4 A g N o4 o A B DN
A G B A S QO
Ano
Abordagens aplicadas aos dados morfologicos

12 1

11 1
w 10
2 91
5 81
B _I.’ 4

6 -

5 4

Watriz de Yariagan de Evolugan de Descrigao de Reconstrugao
carateristicas / caracteristicas caracteristicas Especies filogenética
Chave de morfolagicas

identificagao

Utilizagdo de dados morfoldgicos



