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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).



203

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



207

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).
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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).
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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
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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
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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)));
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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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