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RESUMO

A subfamilia Botryllinae € um taxon de ascidias coloniais com ampla distribuicéo,
ocorrendo em praticamente todos os mares do planeta. Os animais desta
subfamilia formam col6nias incrustantes, com zooides raramente alcan¢cando 3mm
de comprimento. O tdxon compreende somente dois géneros, Botryllus e
Botrylloides, mas a validade deste ultimo género ainda é discutida. O presente
trabalho teve por objetivo descrever os Botryllinae da costa brasileira, estudando
suas relacdes filogenéticas com base em dados morfoldgicos. Todos os lotes de
botrilineos da Colecdo de Ascidiacea do Instituto de Ciéncias do Mar (Labomar,
UFC) foram examinados, e as espécies encontradas foram identificadas. Para a
reconstrucdo filogenética, 20 caracteres informativos foram selecionados, com
base na estrutura da colonia e morfologia dos zooides. O género Symplegma foi
usado como grupo externo. O exame dos exemplares da colecdo revelou a
presenca das seguintes espécies: Botrylloides giganteum, Botrylloides nigrum,
Botryllus humilis, Botryllus planus, Botryllus cf. primigenus, Botryllus cf. tuberatus,
Botryllus schlosseri, Botryllus tabori e Botryllus sp. n. Destas 9 espécies, somente
a ja conhecida Botryllus tabori e uma espécie nova de Botryllus sdo consideradas
endémicas. A analise cladistica gerou 3 arvores igualmente parcimoniosas, nas
quais a Uunica diferenca foi a posicdo da espécie Botryllus schlosseri. Foi
observada a monofilia para o género Botrylloides, que teve como sinapomorfia o
ovario localizado em posicao ventral aos testiculos. Para os Botryllus se observou

a parafilia com a divisdo em trés grupos distintos.



ABSTRACT

The subfamily Botryllinae is composed of colonial ascidians present in all oceans
circunglobally. The botryllinids form thin encrusting sheets, with zooids seldom
reaching 3mm in length. Botryllinids comprise two genera, Botryllus and
Botrylloides, but the validity of the later is currently questionated. The present work
aimed to describe the Botryllinae from the Brazilian coast, studying their
phylogenetic relationships based on morphological characters. All lots of botryllids
from the Ascidiacea Collection of the Marine Sciences Institute (Institute de
Ciéncias do Mar, Labomar, UFC) were examined. Twenty informative characters
based on colony structure and zooid morphology, were selected for phylogenetic
reconstruction. The genus Symplegma was used as outgroup. The survey on the
collection revealed the following species from Brazilian coast: Botrylloides
giganteum, Botrylloides nigrum, Botryllus humilis, Botryllus planus, Botryllus cf.
primigenus, Botryllus cf. tuberatus, Botryllus schlosseri, Botryllus tabori e Botryllus
sp. n. Among the nine species recorded, only Botryllus tabori and a new species of
Botryllus are considered endemic. The cladistic analysis yielded three equally
parsimonious trees, where only Botryllus schlosseri changed its position in the
different topologies. The monophily of the genus Botrylloides was observed, with
the ovaries located ventrally in relation to the testicles as supporting
synapomorphy. Botryllus seems to be a paraphiletic genus, with three diverging

clades.
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1 - INTRODUCAO

O ambiente marinho é conhecido por abrigar uma grande diversidade
faunistica e floristica em seus varios ecossistemas. Neste ambiente estéo
inseridas as ascidias, como sdo comumente conhecidos 0s representantes da
classe Ascidiacea do subfilo Tunicata (=Urochordata). Dentre os tunicados a
classe Ascidiacea € a que contém a maior diversidade, com cerca de 2500
espécies em todo mundo (C. Lambert, 2005). Os representantes deste grupo sao
animais exclusivamente marinhos, e estdo presentes desde regides costeiras
rasas (regido entremarés), até grandes profundidades. Constituem um grupo de
animais seésseis, incrustantes, essencialmente bentdnicos e de habito filtrador,
alimentando-se do fitoplancton e de particulas organicas presentes na agua (Van
Name, 1945; Millar, 1971). Todas as ascidias sdo hermafroditas, mas muitas ndo
podem fertilizar seus proprios ovos por serem protandricas ou protéginas,
apresentando maturacdo gonadal em épocas distintas (G. Lambert, 2005). Elas
podem reproduzir-se basicamente de trés formas: por reproducdo assexuada
através de brotamento, que ocorre somente em algumas familias; fissdo de
colénias, um processo registrado em algumas espécies e reproducdo sexual, que
ocorre universalmente em todo o grupo (Millar, 1971).

Os Ascidiacea possuem caracteristicas extremamente importantes em
diferentes aplicagbes: por serem animais filtradores, sédo especialmente afetadas
por poluentes presentes na agua do mar e por esta razdo podem ser utilizados
como bioindicadores no monitoramento da qualidade de agua em regibes
potencialmente impactadas (Papadopoulou & Kanias, 1977; Carballo & Naranjo,
2002). Outra caracteristica importante desde grupo animal € a habilidade de
sintetizar substancias bioativas de grande interesse farmacologico e medicinal,
possuindo algumas substancias com potentes atividades antitumorais ja isoladas a
partir de extratos destes animais (Jimenez et al. 2003; Nieves, 1995). Além disso,
sdo constituintes de uma importante comunidade ecoldgica incrustante
denominada “fouling”, estando presentes em varias etapas da sucessao ecologica

(Rocha, 1991). Como organismo incrustante, representa também graves
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problemas a maricultura, crescendo sobre organismos cultivados (Delby & Young,
1993), a navegacao, aumentando o arrasto das embarcacdes e crescendo em
outras estruturas submersas causando danos principalmente em tubulacdes
metalicas em portos (Silva, 2003).

Uma preocupacado recente ndo s6 com as ascidias, mas também com
outros grupos, tem sido com a introducdo de espécies exdticas, pois algumas
espécies podem apoiar longos deslocamentos, sendo transportadas de um lugar a
outro por acdo humana (por meio de agua de lastro, fixados em casco de
embarcacdes ou sobre sementes de animais cultivaveis) (Lambert, 2002). Essas
espécies podem colonizar essas novas localidades, adaptando-se bem as
condi¢cdes ambientais do novo ambiente, competindo e dominando estes locais
por auséncia de seu predador natural, e com isso comprometendo a sobrevivéncia
de espécies nativas (Lambert, 2002; 2007; Tyrrell & Byers, 2006).

Apesar dessas caracteristicas, ndo é facil reconhecer uma ascidia como tal,
uma vez que S80 animais que possuem uma aparéncia incomum, com uma
grande diversidade de formas e cores, sendo muitas vezes confundidos com
outros grupos animais como Porifera, Cnidaria e Mollusca. Elas se apresentam
sob duas formas de vida, podendo ser solitarias, onde hd um anico individuo que
mantém uma tdnica envolvendo todo o corpo, e coloniais ou compostas, onde
varios individuos, conhecidos como zodides, estdo presentes sob uma tunica
comum (Millar, 1971). Essas diferentes formas e cores, aliadas ao pouco
conhecimento do grupo, geraram problemas de classificagdo no passado, quando
o grupo foi considerado pelos antigos naturalistas como pertencente ao filo
Mollusca (Van Name, 1945; C. Lambert, 2005). No entanto, estudos publicados
por Kowalevsky (1867 apud C. Lambert, 2005) demonstraram uma outra
realidade. Em seu trabalho, o referido autor apresentou detalhadamente o
desenvolvimento e estrutura dos ovos e larvas de Ciona intestinalis e Phallusia
mammillata e apontou suas afinidades com os cordados, principalmente pela
presenca de estruturas muito caracteristicas como notocorda, tubo dorsal oco e
uma ampla faringe repleta de fendas. A partir destes estudos muitos outros se

seguiram até que as ascidias foram incluidas no filo Chordata (mesmo filo que os
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vertebrados) dentro do Subfilo Tunicata (=Urochordata). Porém, a discusséo sobre
a real posicdo taxonémica dos Tunicata ndo parou por ai. Estudos mais recentes
sobre a reconstrucéo filogenética dos cordados, como os de Swalla (2001) e Zeng
& Swalla (2005), baseados em dados moleculares, analisando a regido 18s rDNA
dos cordados e no plano corporal de tunicados adultos, tem sugerido que os
Tunicata deveriam ser elevados a categoria de filo, separando-os assim do filo
Chordata, uma vez que os Tunicata apresentariam muitas divergéncias em
relacdo aos demais cordados. Por outro lado, Delsuc et al. (2006) ndo concordam
com esta visdo dos tunicados separados dos cordados. Os autores (op. cit.)
utilizando-se de métodos de estudos gendmicos de treze representantes dos
Cordados, (incluindo Cephalochordado, Tunicados e Vertebrados), apontaram em
seus estudos que os tunicados seriam mais proximos dos vertebrados que os
cefalocordados, considerando assim o0s tunicados como grupo irmao dos
vertebrados, diferente do que tém sido mostrado em outros trabalhos. Por tanto
ndo h& ainda um consenso sobre a posicao dos tunicata em relacdo aos Chordata.
Alem disso, poucos trabalhos abordam aspectos relacionados a biologia, ecologia
e sistematica dos Ascidiacea (maior representante dos tunicados) como um todo.
Entre as revisbes mais relevantes que abordam esses aspectos podem ser citados
trabalhos envolvendo desenvolvimento embrionario (Berril, 1936, 1940, 1941),
taxonomia (Van Name, 1945; Tokioka, 1953, 1967; Millar, 1966, 1970; Kott, 1985,
1990, 1992; Monniot et al., 1991), biologia (Millar, 1971), Fisiologia (Goodbody,
1974; Sawada et al., 2001) e sinteses recentes sobre aspectos de biologia
reprodutiva (C. Lambert, 2005) e ecologia e historia de vida (G. Lambert, 2005).
Apesar de estarem presentes em quase todos os mares, as ascidias sao
ainda muito pouco conhecidas em algumas regides do planeta. A costa brasileira
tem aproximadamente 8.500 km de extensado, dois tercos dos quais estdo nos
tropicos, com uma grande variedade de habitats para as ascidias (Rocha &
Berlinck, 2001). O Brasil representa ainda uma grande lacuna no que se refere ao
conhecimento da fauna de ascidias (Lotufo, 2002). A literatura a respeito do grupo
ainda é escassa para essa regido, resumindo-se aos trabalhos de Van Name
(1945), Moure et al. (1954), Bjornberg (1956), Millar (1958, 1961, 1977), Rodrigues
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(1962, 1964, 1966, 1977), Monniot (1969/70, 1994), Simdes (1981), Rocha (1988,
1991, 1995b, 2002a, 2002b), Aron & Solé-Cava (1991), Rocha & Monniot (1993,
1995a), Rodrigues & Rocha (1993), Lotufo (1997, 2002), Rocha & Nasser (1998),
Rocha et al. (1999), Rocha & Moreno (2000), Rocha & Berlinck (2001), Dias &
Rodrigues (2004), Rocha & Kremer (2005) Rocha et al. (2005) e Lotufo & Silva
(2006).

Além do pouco conhecimento da fauna, existem também muitos problemas
relativos a sistematica e taxonomia do grupo a serem solucionados. No Brasil, os
grupos de pesquisa em Ascidiacea tém dado sua contribuicdo para tentar
solucionar alguns destes problemas.

Lotufo (2002) realizou em seu trabalho um dos levantamentos mais
extensos sobre o0s Ascidiacea, ao longo da regido tropical brasileira,
contabilizando um total de 98 espécies distribuidas em 2 ordens, 3 subordens, 31
géneros incluidos em 14 dentre as 23 familias propostas atualmente. Além disso,
foram também registradas 9 novas ocorréncias para o litoral brasileiro, com a
descricdo de um novo género, 10 espécies novas e 8 espécies tiveram sua
situacdo alterada por sinonimia ou separacdo. O autor (op. cit.) verificou que ha
um padrdo de distribuicdo em Ascidiacea para este litoral, semelhante aquele
observado em outros grupos bentbnicos sésseis, com a divisdo da regido
estudada em duas provincias, a Provincia Brasileira e a Provincia Paulista.

Couto (2003) realizou uma revisao sobre o género Symplegma (Styelidae),
analisando espécies coletadas em Séo Sebastido-SP e estado da Flérida, EUA. A
autora analisou 83 col6nias com 15 padrdes diferentes de pigmentagao que foram
reunidas em 4 possiveis espécies, duas ja registradas para a regiao: S.
brakenhielmi e S. rubra; e duas outras novas. Além disso, foi realizada também
uma revisao dos caracteres que poderiam diferenciar as espécies.

Moreno (2004) reconstruiu pela primeira vez a filogenia da ordem
Aplousobranchia com suas 14 familias, utilizando caracteres morfolégicos. A
autora observou que Aplousobranchia, tal como definida por Kott (1969, 1990,
1992), ndo constituiria um grupo monofilético, uma vez que, Perophora, mesmo

tendo sido definido como grupo externo por tradicionalmente pertencer a ordem
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Phlebobranchia, apareceu no cladograma como parte do grupo interno. A referida
autora verificou que muitas das familias propostas por Kott constituiram grupos
monofiléticos. Sendo assim, a autora propde que a ordem passe entdo a ser
constituia por 17 familias (duas novas), e mais alguns taxons com posicao
incorreta, alem de realizar também uma extensa discussao sobre a validade dos
caracteres analisados.

Estudos em regifes portuarias brasileiras a fim de monitorar a introdugéo
de espécies exdticas também sdo escassos, contando apenas com um trabalho
realizado por Rocha & Kremer (2005), na regidao portuaria da Baia de Paranagua,
estado do Parana. Foram registradas a presenca de trés espécies consideradas
nativas, uma com indicacdo de introducdo inter-regional, duas possivelmente
introduzidas e 12 criptogénicas.

Em face do pequeno volume de informacdes disponiveis até 0 momento, se
faz necessario maior empenho e incentivo para estudo dos Ascidiacea no litoral
brasileiro, no intuito de aumentar o conhecimento sobre grupo nessa extensa e
diversa regido.

Dentre os diversos taxons de Ascidiacea, a familia Styelidae Sluiter, 1895 é
certamente uma das mais diversificadas e uma das Unicas a incluir tanto espécies
solitarias como coloniais (Kott, 2005). Os representantes desta familia apresentam
tentdculos orais simples, cesta branquial com 4 pregas e uma lamina dorsal
simples, ndo dividida em lingletas. A regido pilérica do intestino é expandida no
estbmago, e sua parede € formada por dobras longitudinais paralelas. Existe
freqientemente um ceco gastrico, mas nenhum diverticulo hepético. Geralmente
ha mais de uma gbénada em cada lado do corpo. Os stielideos consistem de trés
subfamilias: Styelinae, Polyzoinae e Botryllinae, que sdo diferenciadas
principalmente pela forma de vida (solitaria ou colonial), presenca e numero de
dobras no cesto branquial, e a formacdo de sistemas cloacais. A subfamilia
Styelinae apresenta formas solitarias com quatro pregas branquiais nitidas em
cada lado da cesta branquial. Polyzoinae agrupa espécies coloniais que nao
formam sistemas, e geralmente possuem pregas branquiais reduzidas ou

ausentes. Os Botryllinae também apresentam espécies coloniais, sempre sem
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pregas branquiais, mas geralmente apresentando trés vasos longitudinais na cesta
branquial. Além disso, os Botryllinae formam sistemas com uma cloaca comum
(Kott, 1985).

Dentre os Styelidae, os Botryllinae sdo aqueles que mostram maior grau de
integracdo entre 0s zooides, estando todos embutidos na tunica comum e
formando sistemas com cloacas, de maneira que apenas o sifdo branquial de cada
zooOide abre-se na superficie da colbénia. Os membros deste pequeno grupo
possuem ampla distribuicdo geografica, ocorrendo tanto em mares tropicais como
em temperados (Kott, 2005).

Todas as espécies do grupo sdo coloniais, com crescimento modular clonal
por meio de ampolas vasculares entre 0s zodides e nas margens das colbnias. Os
zoobides medem geralmente cerca de 2 mm de comprimento, ndo possuem pregas
na cesta branquial, mas apenas trés vasos longitudinais de cada lado da cesta. A
forma da colbnia e dos sistemas, o numero de fendas na cesta branquial e a forma
e posicao das gbnadas tém sido os caracteres mais importantes na identificacao
das espécies desta subfamilia (Kott, 1985).

A subfamilia Botryllinae foi criada por Adams & Adams (1858 apud Kott,
1985), e incluidas dentro da familia Styelidae. No entando, os botrilideos foram
descritos pela primeira vez por Carl Friedrich Von Gaertner em 1774, com parte de
uma publicacdo de P. S. Pallas intitulada “Spicilegia zoologica quibus novae
imprimis et obscurae animalium species iconibus, descriptionibus atque
commentariis illustrantur. fasc:X, Berlin.” (Monniot, comunicacéo pessoal). Alguns
autores referem-se aos Botryllinae como familia Botryllidae, seguindo classificacédo
de Van Name (1945), e essa classificacdo tem sido seguida por Okuyama & Saito
(2001, 2002), Hirose (2003) e Saito & Nagasawa (2003). No entanto, a maioria dos
especialistas continuam aceitando Botryllinae como subfamilia de Styellidae, como
Monniot (1972), Kott (1985, 2003), Monniot & Monniot (1987), Monniot (1988),
Shenkar & Monniot (2006). Segundo Zeng & Swalla, (2005) e Zeng et al. (2006)
esta € a filogenia que mais se adéqua aos Botryllinae, e por tanto, foi assim

utilizada neste trabalho.
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Nesta subfamilia atualmente sdo considerados validos dois géneros,
Botryllus Gaertner, 1774 e Botrylloides Milne-Edwards, 1841. Estes possuem
espécies distribuidas por todos os mares, do Artico ao Antartico. Em todo mundo

estima-se que existam cerca de 35 espécies de Botryllinae (Quadro. 1).
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Quadro 1. Lista atual das espécies de Botryllinae.

Espécies

Referéncias

Botrylloides aureum Sars, 1815 sensu Skalkin, 1959

Nishikawa, 1991

Botrylloides diegense Ritter & Forsyth, 1917

Van Name, 1945

Botrylloides fuscus Saito & Watanabe (1985)

Saito & Watanabe (1985)

Botrylloides giganteum (Peres, 1949)

Aron & SoleCava, 1991

Botrylloides lateritium Beniaminson, 1975

Nishikawa, 1991

Botrylloides leachi (Savigny, 1816)

Millar, 1970

Botrylloides lenis Saito & Watanabe, 1985

Saito & Watanabe, 1985

Botrylloides magnicoecum (Hartmeyer,1912)

Monniot, 1972

Botrylloides nigrum Herdman, 1886

Van Name, 1945

Botrylloides perspicuum Herdman, 1886

Kott, 1985

Botrylloides sacus Kott, 2003

Kott, 2003

Botrylloides simodensis Saito & Watanabe, 1981

Saito & Watanabe, 1981

Botrylloides violaceus Oka, 1927

Monniot, 1988

Botryllus anomalus Millar, 1962

Millar, 1962

Botryllus arenaceus Monniot, 1988

Monniot, 1988

Botryllus compositus Tokioka, 1967

Tokioka, 1967

Botryllus delicatus Okuyama & Saito, 2001

Okuyama & Saito, 2001

Botryllus eilatensis Monniot & Shencar, 2006

Monniot & Shencar, 2006

Botryllus gracilis Michaelsen, 1927

Monniot, 1988

Botryllus horridus Saito & Okuyama, 2003

Saito & Okuyama, 2003

Botryllus humilis Monniot, 1988

Monniot, 1988

Botryllus leptus (Herdman, 1899)

Monniot, 1988

Botryllus ovalis Monniot, 1988

Monniot, 1988

Botryllus planus (Van Name, 1902)

Van Name, 1945

Botryllus primigenus Oka, 1928

Van Name, 1945

Botryllus promiscuus Okuyama & Saito, 2002

Okuyama & Saito, 2002

Botryllus puniceus Saito & Nagasawa, 2003

Saito & Nagasawa, 2003

Botryllus purpureus (Oka, 1932)

Kott, 1985

Botryllus scalaris Saito & Mukai, 1981

Saito & Mukai, 1981

Botryllus schlosseri (Pallas, 1766)

Van Name, 1945

Botryllus stewartensis Brewin, 1958

Kott, 1985

Botryllus tabori Rodrigues (1962)

Rodrigues (1962)

Botryllus tuberatus Ritter & Forsyth, 1917

Van Name, 1945

Botryllus tyrieus (Herdman, 1886)

Tokioka, 1967
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No Brasil sabe-se da ocorréncia de seis espécies de Botryllinae: duas do
género Botrylloides (Botrylloides giganteum e Botrylloides nigrum) e quatro do
género Botryllus (Botryllus tabori, B. schlosseri, B. tuberatus e Botryllus planus)
(Lotufo, 2002). A mesma riqueza de espécies ocorre na regido do Caribe e
Antilhas, trés Botrylloides (Botrylloides perspicuum, B. nigrum, B. magnicoecum) e
dois Botryllus (B. planus e B. tuberatus) (Van Name, 1945; Hernandez-Zanuy &
Carballo, 2001; Goodbody, 2005).

Assim como em outros grupos, os Botryllinae possuem uma gama muito
restrita de caracteres utilizados na sua taxonomia, o que além de dificultar a
correta diagnose da espécie, inviabiliza por completo estudos da sua filogenia
(Kott, 1985). Monniot & Monniot (1987) apresentaram a proposta de unificacdo de
ambos os géneros de Botryllinae, baseando-se na existéncia de uma espécie com
caracteristicas intermediarias. Esses autores ndo concordam com o0s atuais
caracteres utilizados para a distingdo dos géneros. No Quadro 2 se encontra a
lista de autores apontados por Monniot & Monniot (1987) com o0s caracteres

considerados por eles como inconsistentes para a distincdo entre os dois géneros.
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Quadro 2. Caracteristicas dos Botryllinae utilizadas por diferentes autores na
identificacdo dos géneros (adaptado de Monniot & Monniot, 1987).

Autores

Botryllus

Botrylloides

Milne-Edwards,
1841

Sistemas estrelados,
zooides inclinados.

Sistemas meandriformes, zoodides
retos.

Herdman, 1886

Sistemas estrelados

Sistemas meandriformes

Hartmeyer, 1911 Sistemas estrelados Colbénias delgadas (Botrylloides);

colénias espessas (Sarcotrylloides).

Varios ovos simultaneos:
incubacdo na cavidade
cloacal, mas podem formar
protuberancias no exterior.

Arnaback, 1923 Um Unico ovo por ovario: incubacao
em forma de hérnia no exterior do

corpo (sob o nome de Metrocarpa)

Um ovario ou mais de
cada lado anterior ou
dorsal em relagcdo aos
testiculos, sem bolsa
incubadora, os embrides
sao incubados na cavidade
peribranquial.

Van Name, 1945 Um ovério de cada lado, posterior aos
testiculos. Os ovos sao incubados em
uma bolsa em forma de saco que
forma uma excrescéncia da parede do

corpo.

Um dnico ovo de cada lado
ligeiramente dorsal e anterior em
relacdo ao testiculo, EmbriGes
desenvolvendo-se em uma
excrescéncia da parede do corpo.

Ovaério anterior ao
testiculo. Embrides
aderidos ao manto se
desenvolvendo na
cavidade cloacal.

Kott, 1985

Sem bolsa incubadora
ovovivipara

Saito & Watanabe,
1985

Com bolsa incubadora ovovivipara e
vivipara.

Estudos recentes com botrilineos foram realizados no Japéao pelo grupo do
pesquisador japonés Yasunori Saito, que escreveu uma série de trabalhos
descrevendo novas espécies e estudando suas respectivas histérias de vida
(Okuyama & Saito, 2001; Okuyama & Saito 2002; Saito & Nagasawa, 2003; Saito
& Okuyama, 2003). Saito e seu grupo realizaram também alguns estudos sobre os
mecanismos de aloreconhecimento e alorejeicdo que s&o apresentados
naturalmente por estes organismos, sempre procurando entender o funcionamento
do sistema imune destes invertebrados. Tais estudos sdo importantes uma vez
que estes animais sao evolutivamente proximos dos vertebrados e o bom
entendimento desses mecanismos ira contribuir para uma melhor compreensao
sobre funcionamento do sistema imune em transplantes de érgdos e tecidos em
humanos (Saito et al., 1994; Hirose, 2003). No entanto seus estudos pouco se

detiveram na discussdo sobre a distincdo dos géneros de botrilineos, tendo
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dedicado apenas um trabalho sobre a filogenia do grupo, baseando-se em dados
moleculares (regido 18S RNA), caracteres morfoldgicos e histéria de vida (Saito et
al., 2001). Neste estudo, o autor (op.cit.) faz uma rapida avaliacdo dos critérios de
classificacdo utilizados no passado para a distincdo dos géneros e considerou
Invalidos caracteres como o arranjo dos sistemas e a presenca de saco incubador,
uma vez que eles aparecem em ambos representantes dos géneros. Além disso
ele argumentou que somente o arranjo gonadal € a caracteristica fundamental
para a distingdo dos géneros.

Portanto, os caracteres necessarios para a determinacao das espécies nao
foram ainda resolvidos e a taxonomia da subfamilia necessita de uma revisao
(Kott, 2003; Shenkar & Monniot, 2006).

Com o propdsito de contribuir para a solucdo deste problema, o presente
trabalho tem por objetivo realizar uma detalhada revisdo da subfamilia, com
proposicdo de novos caracteres que permitam uma diagnose precisa e possibilite
uma melhor inferéncia da histéria da diversificacdo do grupo no Atlantico Tropical

Brasileiro.

2 - OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:
Descrever os Botryllinae da costa brasileira, estudando suas relacdes

filogenéticas.

2.2 Objetivos especificos:
Determinar com seguranca as espécies de Botryllinae que ocorrem no Brasil.
Fornecer novos caracteres que permitam identificacbes mais precisas.
Formular uma hipotese sobre a filogenia do grupo com base em caracteres

morfologicos.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 Material examinado:

Os animais utilizados neste estudo foram em sua maioria coletados durante
0 Projeto Ascidias do Litoral Brasileiro, em um total de 61 localidades distribuidas
ao longo da costa tropical brasileira, do estado do Rio de Janeiro até o estado do
Ceard, durante o periodo de 06/10/1998 a 25/03/2001.

Todos os exemplares encontram-se depositados na colecdo de Ascidiacea
do Laboratério de Ecologia Animal do Instituto de Ciéncias do Mar da UFC. Os
exemplares foram removidos do substrato com o auxilio de uma espétula,
anestesiados com cristais de mentol ou m-aminobenzoato de etila e fixados em
formol salino a 4%. Para a disseccdo dos animais os mesmos foram transferidos
posteriormente do formol e encontram-se conservados em alcool etilico 70%. As
colénias examinadas totalizaram 38 espécimes de botrilineos que foram
selecionados da colecéo.

Os animais foram dissecados e sua morfologia externa e interna foi
observada com o auxilio de um estereomicroscépio. O uso do corante Hemalum
de Masson foi essencial para uma boa visualizagdo da estrutura interna dos
zolides, uma vez que muitos deles medem cerca de 0,5 mm, de forma que o
corante auxilia numa melhor visualizacdo de pequenas estruturas. Esse corante
pode ser preparado como descrito por Lotufo (2002).

Alguns zodides e suas estruturas, depois de corados e manuseados, foram
montadas em laminas permanentes com balsamo do Canada para observacao em
microscopio composto. Foram realizados também registros fotograficos bem como
desenhos a mao livre de todos os exemplares examinados. Os principais
caracteres utilizados na identificagcdo foram levantados e a observacdo de
estruturas ainda n&o utilizadas por outros autores foram anotadas e descritas no

decorrer deste trabalho.
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3.2 Analise cladistica

Todos os caracteres morfologicos observados e passiveis de utilizacdo na
sistematica foram reunidos e inseridos em uma matriz de dados polarizada por
meio de grupo externo. No total foram levantados 25 caracteres, sendo que 5
foram excluidos por serem pouco informativos, restando entdo 20 caracteres para
a andlise. Dentre os caracteres multi-estado, trés foram considerados como sendo
ordenados (3, 14, 16) e os 17 restantes atribuidos como ndo ordenados, todos
considerados como tendo igual peso. A descricdo completa dos caracteres esta
incluida nos resultados apresentados.

Como grupo externo se utilizou duas espécies do género Symplegma:
Symplegma rubra e S. brakenhielmi. Este género de Styelidae € considerado
préximo dos Botryllinae por ser colonial, com zooides completamente embebidos
em uma tunica comum, saco branquial sem pregas e com um numero limitado de
vasos longitudinais internos, gbnadas Unicas em cada lado do corpo e um extenso
sistema de vasos com que crescem por meio de ampolas terminais (Kott, 1985).
Desta forma, a polarizacdo dos caracteres foi efetuada por comparacdo com o
grupo externo.

Por meio de consulta a literatura duas outras espécies do género
Botrylloides com registro para o atlantico tropical mas que ndo ocorrem no Brasil
também foram incluidas: Botrylloides leachi e B. magnicoecum (Millar,1962;
Monniot , 1972; Monniot, 1983; Kott,1985). A inclusdo dessas espécies fez-se
necessaria pois um dos aspectos que estava sendo examinado era a monofilia do
género Botrylloides.

A matriz de dados foi analisada utilizando-se o software PAUP*4 (Swofford,
2001). A busca da topologia mais parcimoniosa foi realizada por busca heuristica,
com otimizacdo dos estados pelo meétodo ACCTRAN (accelerated
transformations). Quando nao foi possivel determinar o estado de algum carater
para a espécie, a rotina o tratou como incerteza. As arvores de consenso foram

obtidas pela regra de consenso estrito.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAQ:

4.1 Revisao dos Botryllinae:
A revisdo das 38 colbnias de Botryllinae da colecao de Ascidiacea do litoral

brasileiro resultou na identificacdo de nove espécies de Botryllinae. O registro
anterior, feito por Lotufo (2002) assinalava apenas seis espécies, de forma que se
adicionou uma espécie nova e dois possiveis registros. As espécies encontradas
foram Botrylloides giganteum, Botrylloides nigrum, Botryllus humilis, Botryllus
planus, Botryllus cf. primigenus, Botryllus cf. tuberatus, Botryllus schlosseri,
Botryllus tabori e Botryllus sp. n. Com excecdo da espécie endémica Botryllus
tabori e da espécie nova Botryllus sp. n., todas as outras possuem distribuicao
mais ampla, algumas com ocorréncia também em regides temperadas (Van Name
1945).

O reexame deste material melhorou substancialmente o conhecimento
sobre a distribuicdo das espécies desta subfamilia, levando em consideracdo o

gue havia sido reportado por Lotufo (2002).

Como exemplo, a espécie Botryllus humilis descrita por Monniot (1988) para
a Nova Caledonia, e previamente registrada para o litoral paulista (Lotufo, 1997),
apresentou exemplares ocorrendo desde o litoral do Rio de Janeiro até o litoral

alagoano (Fig.1).
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Figura 1. Distribuicdo dos Botryllinae coletados ao longo do litoral tropical

brasileiro.
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Outra espécie que apresentou algumas diferencas foi Botrylloides nigrum,
que se mostrou a espécie com a maior distribuicdo, ocorrendo em quase todas as
localidades com presenca de botrilineos.

A maioria das espécies distribui-se ao longo de praticamente toda a costa
tropical, mas espécies como Botrylloides giganteum, Botryllus schlosseri e
Botryllus sp. n. ocorrem apenas no sudeste. Por outro lado, Botryllus planus, B. cf.
tuberatus, B. cf. primigenus ocorrem exclusivamente no nordeste. Neste estudo
Botryllus tabori também ocorreu apenas para o nordeste, porem foi descrita na

regido sudeste para o litoral paulista por Rodrigues (1962).

A seguir sdo apresentadas as espécies que foram encontradas na costa

tropical brasileira:

Botrylloides giganteum Peres, 1949

Figura 2. Coldnia de Botryllus giganteum.
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Sinonimia:

Metrocarpa nigrum var. Giganteum Pérés, 1949: 205, figs. 26-27, Senegal.
Botrylloides nigrum var. giganteum: Millar, 1954: 195, fig. 23 Africa do Sul (indico);
Monniot C., 1969a: 628, fig. 3 A-B, Senegal.

Botryllus giganteum: Aron & Sole-Cava, 1991: 272, Brasil, Rodrigues & Rocha,
1993: 735, Brasil; Rodrigues et al., 1998: 106, fig. 30, Brasil.

Material examinado:

2 espécimes do forte Sdo Mateus, Cabo Frio-RJ, coletados na regido entremarés
em 06/10/1998.

1 espécime de Buzios-RJ, coletado no entremarés em 07/10/1998.

1 espécime da llha Grande, Pier do Abrado-RJ, coletado no entremarés em
20/10/1998.

1 espécime de Cambuiri, Vitoria- ES, coletado em 17/05/1999.

Aspecto da colbdnia:

Colbnias irregulares, incrustantes, de coloracdo que varia do laranja vivo ao
marrom, sendo o vermelho a cor mais comum do animal em vida (Fig.2). Os
animais podem atingir mais de 15 cm de diametro, possuindo uma espessura de
cerca de 10 mm. Quando fixada, a tunica se torna transparente e apresenta um
aspecto gelatinoso. Seus sistemas formam fileiras duplas anastomosadas e
alongadas. Estéo presentes mais de 20 zodides em cada sistema.

Estrutura interna:

Zooides medindo entre 2 e 4 mm de comprimento (Fig. 3). Quando fixados
possuem coloracdo réseo avermelhada. O manto possui cerca de 15 fibras
musculares dispostas concentricamente ao redor da abertura atrial (Fig. 3C). A
borda do sifao branquial € lisa e estdo presentes 24 tentaculos orais de trés
ordens de tamanho. Cesta branquial com até 19 fileiras de fendas, sendo 10-12
fendas por fileira. Ha4 um broto reprodutivo em cada lado do corpo, localizado logo
acima dos foliculos testiculares. Abertura atrial ampla em alguns zodides, podendo
ser mais fechada em outros (Fig. 3A). Testiculo formado por 10 a 12 foliculos
localizados dorsalmente ao ovario, que possui um unico e grande ovo de cada
lado. Estbmago afunilado mais largo na extremidade proximal (onde se encontram
projecbes das pregas), afunilando-se em diregcdo ao intestino (Fig. 3B). O

estbmago apresenta 10-12 pregas longitudinais, o ceco é pequeno e voltado
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posteriormente, com uma ligacdo ceco-intestinal que se origina de sua base e vai
até a parede do intestino, onde estdo as glandulas piléricas. As glandulas piléricas
tem um aspecto ramificado com ligacdes entre si e extremidades em forma de
ampolas (Fig. 3B). Abertura do anus bilobada, na altura da 122 fileira de fendas.
Larvas presentes em bolsas incubadoras localizadas fora da parede do corpo,
com trés papilas adesivas e quatro pares de ampolas. Larvas e oozodides foram
encontrados em diferentes fases de desenvolvimento, fixadas na superficie da

tunica da proépria colbnia.

Figura 3. Zoodide de Botrylloides giganteum: A. Zodide inteiro (escala 2 mm), B.
Aparelho digestivo (escala 0,4mm), C. Manto com a musculatura.

Estas larvas medem 0,5 mm de comprimento, com a cauda envolvendo o
tronco e apresentando quatro pares de ampolas, na qual uma estava migrando
para o lado ventral e trés do lado dorsal da larva, alem de trés papilas adesivas
(Fig. 4 A-B). Essas ampolas sao alongadas nas extremidades distais e bifurcadas
nas proximais. No lado dorsal da larva (Fig. 4 B) pode-se notar a presenca de um
00zo0ide pouco desenvolvido, com seus sifdes n&o funcionais. No estagio
seguinte (Fig. 4 C-D) o tamanho se mantém, porém suas ampolas retraem-se,
mantendo o0 mesmo numero e deixando um espago vazio entre as ampolas e as

papilas. Na fase seguinte pode-se observar um estagio de transi¢do de larva para
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zooide, ja sem a cauda e com seus sifées voltando-se para a regido anterior do
animal. Neste estagio o zo6ide mede 0,53mm de comprimento e ainda mantém
suas ampolas retraidas (Fig. 5A). Na sequéncia pode-se observar o
desenvolvimento mais expressivo do zoodide, com a formacdo de um broto
reprodutivo em cada lado do corpo. As oito ampolas apresentaram dois
prolongamentos laterais em sua base, e comegam a projetar-se (Fig. 5B). Na Fig.
5C pode-se observar um alongamento no crescimento das ampolas e seus
prolongamentos laterais, em direcdo as margens da tunica. Em seguida as
ampolas comecam a perder a ligacdo com zooide, posicionando-se mais nas
margens da tunica (Fig. 5D). A Fig. E mostra um zodide ja bem definido, com toda
a estrutura branquial, estbmago formado, al¢a intestinal e um pequeno broto
formando um novo zodide. A partir desse ponto o zodide comeca a crescer até
alcancar seu estagio adulto e maduro (Fig. 5E), onde ir4 reproduzir-se de modo
assexual por meio de seus brotamentos laterais, aumentando o numero de

zoobides e formando uma nova colbnia.

Figura 4. A-B larva com suas papilas alongadas. C-D larva apresentando retracéo
das papilas (escala 0,5mm).
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Figura 5. A. Transicdo de larva para zooide (escala 0,5 mm). B-D.
Desenvolvimento do zodide e crescimento de suas ampolas.(escalas 0,8 mm; 0,9
mm e 0,9 mm) E. Jovem zodlide com a cesta branquial desenvolvida (escala 1
mm). F. Zooide adulto retirado da colbnia (escala 2 mm).

Comentarios:

Por muito tempo, B. giganteum era conhecida como uma variacdo de
Botrylloides nigrum. No entanto, com base em caracteres morfoldgicos (individuos
adultos) e moleculares, foi elevada a categoria de espécie (Aron & Solé-Cava,
1991).

E interessante notar que o desenvolvimento das larvas e dos oozodides se
deu na superficie da col6nia, pois os individuos desta subfamilia ndo permitem
epibiontes ou recrutamento de qualquer outro organismo na superficie de sua
tunica. Esse fato provavelmente ocorreu devido ao mecanismo de reconhecimento
genético do tecido dos individuos gerados pela mesma coldnia, como observado
por Saito et al. (1994) e Cohen et al. (1998). Porém estudos sobre 0s mecanismos
de aloreconhecimento e alorejeicdo com espécies de botrilideos do litoral

brasileiro ainda sao desconhecidos.
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Distribuicao:
Costa oeste e sudeste africana (Senegal e Africa do Sul), Golfo do México e litoral
sudeste brasileiro.

Botrylloides nigrum Herdman, 1886

»

Figura 6. Colbnia de Borylloide nigram

Sinonimia;

Botrylloides nigrum Herdman, 1886: 50, pr. 1, fig. 8, pr. 3, figs. 19-21, Bermudas;
Van Name, 1945: 227, figs113C, 117 e sinonimia, EUA e México (Atlantico), Porto
Rico, Cuba, Haiti; Kott, 1952: 257, figs. 73-74, Austrélia; Rodrigues, 1962: 201,
figs. 5-7, Brasil; Millar, 1967: 202, fig. 1, Marrocos; Monniot C., 1972a: 618,
Bermudas; Monniot, C., 1983b: 424, fig. 1 A-C, Guadalupe.

Botryllus niger: Monniot & Monniot, 1987: 103, fig. 39 A-C, Taiti; Rodrigues &
Rocha, 1993: 735, Brasil; Rodrigues et al., 1998: 108, fig. 31, Brasil.

Metrocarpa nigrum: Pérés, 1948: 95, Senegal; Perés, 1949: 204, fig. 25, Senegal.

Material examinado:

1 espécime de Forte Sdo Mateus, Cabo Frio - RJ coletado em 06/10/1998.

1 espécime de Bonfim, Angra dos Reis - RJ coletado em 16/10/1998.

1 espécime de Camburi, Vitéria - ES coletado em 15/05/1999.

1 espécime de Monte Serrat, Salvador — BA coletado em 12/08/1999.

1 espécime da Praia do Francés, Macei6é-AL coletado em 26/11/1999.

3 espécimes da Praia do Paraiso, Cabo de Santo Agostinho-PE coletado em
23/11/1999.

1 espécime da Praia de Pontas de Pedras, Goiana — PE coletado em 02/ 02/ 2001.
1 espécime do Porto do Mucuripe, Fortaleza - CE coletado em 19/02/2007.
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Aspecto da Coldnia:

As colonias sdo incrustantes, podendo alcancar mais de 10 cm,
constituidas por sistemas irregulares que formam fileiras de zodides que sempre
estdo margeando uma cloaca comum, localizada no centro do sistema. Quando
vivas possuem uma coloragdo marrom com uma mancha laranja em forma de U
ao redor dos sifdes dos zodides (Fig. 6). A tunica é transparente, fina e fragil,
permitindo destacar facilmente os zodides. Quando fixados, os zodides possuem
uma coloracdo marrom arroxeada e perdem a mancha laranja que apresentavam

em vida.

Estrutura Interna

Os zodides estudados mediam entre 0,6 e 1,5 mm, e quando fixados
apresentaram uma coloracéo roxa ou marrom. Sifdo branquial com oito tentaculos
em duas ordens de tamanho. A cesta branquial geralmente possui nove fileiras de
fendas, podendo chegar a 11, segundo literatura (Kott,1985). A segunda fileira de
fendas ndo alcanca a lamina dorsal. Um Unico ovo de cada lado situado
ventralmente ao testiculo, que possui seis foliculos arroxeados, agrupados em
forma de roseta na altura da sexta ou sétima fileira de fendas. Estbmago afunilado
em direcdo ao intestino, com oito pregas longitudinais, contando com
alargamentos das pregas proximo ao esdfago. HA um ceco pilérico curto com a
extremidade mais dilatada. A ligacdo ceco-intestinal parte da base do ceco e vai
até a regido do intestino onde estao as glandulas piléricas. As glandulas ndo séo
ramificadas e estdo dispostas em duas fileiras opostas (Fig. 7A).

Foram encontradas pequenas diferencas em trés colénias de locais
distintos, relacionadas a forma do corpo e abertura atrial. Os zooides de
Pernambuco (Fig. 7 A-B) e de Alagoas (Fig. 8 A-B) possuiam o0 corpo mais
alongado, medindo 1,2 mm, enquanto que os de Arraial do Cabo-RJ, (Fig. 9A)
possuiam o corpo mais curvado, medindo até 0,6mm. Os zodides da colbnia de
Pernambuco possuiam a abertura atrial mais ampla, expondo parte da cesta

branquial e anus. Os de Alagoas apresentavam abertura atrial menor, ndo
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expondo nem a cesta branquial nem o anus. No entanto os da col6nia de Arraial
do Cabo (Fig. 9 A-B) possuiam uma abertura atrial mais estendida e proeminente
que as demais. Além disso, os animais de Alagoas apresentaram duas
caracteristicas ndo comuns aos demais, como a presenca de fagocitos
acumulados proximos ao endostilo, dispostos em pequenas ilhas a partir da
segunda fileira de fendas até a sexta fileira (llhas Vasculares Ventrais, segundo
Lauzon, 2007). Possuiam também 13 tenticulos de duas ordens de tamanho ao

invés de oito.

Figura 7. Zodide de Botrylloides nigrum de uma coldnia do estado de Pernambuco
(escala 1,2mm): A, lado esquerdo; B, lado direito.
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Figura 8. Zodide de Botrylloides nigrum de uma col6nia do estado de Alagoas
(escala 1,2mm): A, lado esquerdo; B, lado direito; C Aparelho digestivo (escala
0,25mm).
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Figura 9. Zoodide de Botrylloides nigrum de uma col6énia do estado do Rio de
Janeiro (escala 0,6mm): A, lado esquerdo; B, lado direito C- Musculatura.

Distribuicao:
Pantropical.

Botryllus humilis (Monniot, 1988)

Figura 10. Col6nia preservada Botryllus humilis

Sinonimia:
Botryllus humilis, Monniot, 1988: 173, fig.4, A-C
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Material examinado:

1 amostra Praia das Conchas, Cabo Frio-RJ, coletado na regido entremarés,
07/10/1998.

1 espécime de Angra dos Reis - RJ, coletado na regido entremareés, 10/10/1998.

1 espécime de Camburi, Vitoria - ES, 16/05/1999.

1 espécime de Camburi, Vitoria - ES, coletado na regido entremarés, 16/05/1999.
1 espécime de Itaparica - BA, coletado na regido entremarés, 10/08/1999.

1 espécime da Baia de todos os Santos, Salvador - BA, coletado na franja do
infralitoral, sob pedras, 14/08/1999.

2 espécimes da Praia do Francés, Maceio - AL, coletado na franja do infralitoral,
21/11/1999.

Aspecto da colbdnia:

Colbnias pequenas, de formato regular, incrustante, de coloracdo bege
clara quando viva e amarelo-esverdeada quando fixada (Fig.10). Borda da col6nia
circundada por ampolas marginais. Tunica transparente, fina e fragil, exibindo os
sistemas regulares com zodides formando fileiras duplas, com 15 a 18 zodides por

sistema e uma cloaca maior em forma de fenda (Fig. 11A).

Estrutura interna:

Zooides medindo cerca de 0,8 mm de comprimento, esbranquicados e com
pigmentos esverdeados quando fixados. Apresentam duas manchas escuras
localizadas nas laterais do sifdao branquial, sendo um de cada lado (Fig. 11E).
Geralmente ha duas manchas na lingleta cloacal. Manto opaco ndo permite a
visualizacao interna dos zodides, repleto de fibras musculares que dificultam sua
remocao (Fig. 11C). Tentaculos orais com trés ordens de tamanho com cerca de
12 tentaculos alternadamente posicionados. A cesta branquial possui oito fileiras
de fendas sendo aproximadamente 16 fileiras por fenda, mas a segunda fileira de
fendas € incompleta ndo alcancando a lamina dorsal (Fig. 11B).

Testiculos ventrais e apenas um ovo posicionado anteriormente ao
testiculo, sendo um de cada lado do corpo, porém ambos posicionados sobre a
alca intestinal. Testiculos com até dez foliculos de cada lado formando uma
pequena roseta. Estbmago oval, contando com até dez dobras e um ceco
alongado e curvo com duas ligagdes ceco-intestinais localizadas na regiao apical

do ceco. Glandulas piléricas agrupadas em forma de pelotas, situadas acima do
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ceco pilorico. Anus bilobado, abrindo-se geralmente na altura da 52 fileira de
fendas. Larvas incubadas na regido atrial, uma em cada lado do corpo, com trés

papilas adesivas e 4 pares de ampolas (Fig. 11D).

Figura 11. Botryllus humilis, A: forma da col6nia (escala 1 mm); B: Zodide (escala
0,8mm); C: Manto com musculatura; D: larva encubada (escala 0,3 mm); E: Vista
superior do zodide.

Distribuicao:
Nova Caleddnia e litoral tropical brasileiro.
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Botryllus planus (Van Name, 1902)

Sinonimia:

Botryllus nigrum var. planum + Botrylloides nigrum var. concolor: Van Name, 1902:
377, 378, pr. 53, fig. 53, 55, pr. 59, fig. 110, Bermudas.

Botryllus planus: Van Name, 1945: 222, fig. 132, 133 A-B, pr. 21 e sinonimia,
Bermdas, EUA (Atlantico), Curacao; Millar, 1956: 924, fig. 11, Mocambique;
Monniot C., 1972a: 620, Bermudas; Monniot C., 1983b: 426, fig. 2 A-B,
Guadalupe.

Material examinado:

2 espécimes da praia de Monte Serrat, Salvador- BA coletado em 12/ 08/ 1999.
1 espécime de Paracuru — CE, coletado em 07/10/2002.

1 espécime da Praia do Pecém, Sdo Gongalo do Amarante — CE, coletado em
05/10/2002.

1 espécime da Praia de Peroba, Icapui - CE, coletado em 18/09/2005.

Aspecto da colonia:

Colbnias incrustantes, finas e delicadas, compostas por sistemas
irregulares alongados apresentando duplas fileiras que circundam uma cloaca
comum (Fig.12). Quando vivos possuem coloragdo variavel, podendo ser marrom,
bege, branca ou amarela, com manchas amareladas ao redor do orificio do sifao
branquial de cada zod6ide, como ocorre em Botrylloides nigrum. Quando fixados a
colbnia perde a coloragdo caracteristica.
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Estrutura interna:

Zodbides medem cerca de 1,5 mm, com o corpo geralmente em posicéo
inclinada por causa da pouca espessura da colénia (Fig. 13). Sao frageis,
requerendo cuidados na sua remocdo. Quando fixados, o0os zodides sao
translicidos, apresentando uma coloracdo levemente alaranjada, e com a
estrutura branquial pigmentada. O sifdo branquial € ligeiramente proeminente e
internamente possui 8 tentaculos de duas ordens de tamanho. A cavidade atrial é
ampla e estendida (fig. 13A), no entanto, sua abertura mais é fechada em relacéo
a abertura atrial de Botrylloides nigrum que é ampla e expde parte do cesto
branquial. Existe uma concentracdo de fibras musculares proximas a abertura
atrial (fig.13 C). A cesta branquial apresenta 11 fileiras de fendas e 15 a 16 fendas
por fileira, com excecdo da segunda fileira de fendas, que ndo se estende até a
lamina dorsal. Génadas posicionadas na extremidade da alca intestinal, onde os
Ovulos estdo posicionados dorsalmente em relacdo aos testiculos. Testiculos
compostos por dez foliculos nos individuos estudados. Em alguns zoodides foram
encontrados brotos localizados logo acima dos foliculos testiculares, na altura da
nona fileira de fendas. O estbmago é curto e globoso, contando com oito pregas
longitudinais. Ceco localizado no final do estdmago, alongado e curvado, voltado
para a alca intestinal. HA neste ceco duas ligacBes ceco-intestinais que se
originam do meio do ceco e vao até a o intestino. As glandulas estao localizadas
na parede do intestino, um pouco antes do local das ligacbes com o ceco,

agrupadas em forma de pequenas pelotas arredondadas.
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Figura 13. Zodides de Botryllus planus: A: lado esquerdo (escala 1,5 mm); B: lado
direito; C: Musculatura presente no manto do zodide; D: Zodide com um
brotamento acima dos foliculos testiculares.

Distribuicao:
Atlantico tropical americano e Mogambique
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Botryllus cf. primigenus Oka, 1928.

Sinonimia:
Botryllus primigenus: Van Name, 1931: figs. 2-3, EUA (Atlantico); Van Name,
1945: 223, fig.134, EUA (Atlantico); Millar, 1958: 505, Brasil.

Material examinado:

1 espécime da Praia do Meio, Natal-RN, coletado na regido entremarés, sob
pedra, em 07/05/2001.

Aspecto da colodnia:

Colbnia incrustante, de formato irregular, possuindo alguns sistemas
organizados em circulos que contém cerca de 4 a 6 zodides cada. Quando fixada
a tlnica é transparente, expondo 0s zodides que séo esbranquicados.

Estrutura interna:

Os zooides da col6nia estudada eram esbranquicados e mediam até 0,6mm
de comprimento mas, segundo Van Name (1945), eles podem chegar a 2 mm. A
borda do sifdo branquial € lisa e proeminente. Os tentaculos orais sdo de duas
ordens de tamanho, com dez tentaculos alternadamente distribuidos, sendo cinco
grandes e cinco pequenos. Os zodides possuem 4 fileiras de fendas na cesta
branquial, que é bastante ampla, contando com 13 a 14 fendas por fileira (Fig.
14A). A abertura atrial é formada por um sifao alongado que se abre diretamente
na superficie da col6nia. No final deste sifdo é possivel observar uma musculatura
bem definida ao redor da abertura. Apenas um ovo ou um embrido presente de
cada lado do corpo nos espécimes analisados, sendo ambos posicionados logo
acima da alca intestinal, com os embrides incubados em uma bolsa projetando-se
fora da parede do corpo. Um broto de cada lado do corpo, posicionados acima do
ovo. Nao foram observados testiculos neste espécime, mas alguns zoodides
apresentavam embrides dispostos em um saco incubador. O estbmago € oval e
curto, com 8 a 9 pregas estomacais € um ceco alongado com extremidade
curvada. Ha uma ligacéo ceco intestinal partindo da extremidade do ceco até o
intestino, onde se encontram as glandulas piléricas. Essas glandulas possuem o

formato de pequenos vasos, com extremidade bifurcada em algumas e
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distribuidas uma paralela a outra. O anus é curto e bilobado, abrindo-se
geralmente na segunda fileira de fendas. A musculatura se apresenta em feixes
paralelos ao enddstilo, com alguns feixes concentrados na pequena abertura

atrial, que parece funcionar como um esfincter (Fig. 14B).

Figura 14. A: zodide de Botryllus cf. primigenus (escala 0,6mm), B: musculatura
do zodide

Comentarios:

Botryllus primigenus tem como localidade tipo o litoral japonés, e ocorencia
no Atlantico registrada por Van Name (1945). Esta espécie tem sido foco de
muitas discussfes quanto a sua presenca ou nao no Atlantico. Inclusive, B.
primigenus atualmente tem sido tratada como sinénimo de B. tuberatus (Monniot,
1983; Monniot & Monniot, 1987; Goodbody, 2005). Entretanto, B. primigenus ainda
€ conciderada vélida em trabalhos recentes da costa japonesa, (Taneda &
Watanabe, 1982; Hirose et al., 2003; Sunanaga et al., 2006; Kawamura et al.,
2006). Porém, atualmente ndo existem informacdes suficientes sobre Botryllus
tuberatus a fim de elucidar as caracteristicas capazes de distinguir com precisao
eventuais diferencas entre B. tuberatus e B. primigenus, uma vez que 0s critérios
utilizados para a distincdo de ambas séo insuficientes (Saito, comunicacdo
pessoal). Aléem disso, ha também outra discussado entre os espécimes japoneses
envolvendo o proprio B. primigenus e B. comunis, sendo a ultima considerada

como sinénimo junior da primeira. No entanto, as espécies coletadas no Atlantico
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e analisadas neste trabalho apresentaram algumas caracteristicas peculiares, o
que nos leva a acreditar que elas sejam realmente duas espécies distintas (ver

descricdo das espécies). As principais delas séo:

e Forma da abertura atrial, tendo uma a abertura atrial posicionando-se
diretamente na superficie da colonia (B. primigenus) enquanto a outra
possui uma abertura atrial ampla, com um prolongamento antero-dorsal

conhecido como lingtieta dorsal (B. tuberatus);

e Forma de incubacao larval, com uma espécie contendo larvas incubadas
em sacos laterais, um de cada lado do corpo (B. primigenus), e a outra
apresentando em vez disso um zodide ndo funcional, com as larvas
incubadas em seu interior contendo cerca de trés a seis larvas (B.

tuberatus);

e Tentaculos orais de trés ordens de tamanho em Botryllus tuberatus e de

duas ordens de tamanho em Botryllus primigenus;

e Forma das glandulas intestinais diferentes: Botryllus tuberatus tendo as
glandulas mais ramificada, enquanto que B. primigenus possui as glandulas
com leves bifurcacbes nas extremidades, posicionadas paralelas uma ao

lado da outra;

Para se ter a correta diagnose destas duas espécies se faz necessaria a
comparacao delas com exemplares provenientes de suas localidades tipo. S6
dessa forma sera possivel resolver este impasse. Como até o momento ainda nao
foi possivel se ter essa definicdo, elas foram identificadas aqui como B. cf.

primigenus e B. cf. tuberatus.

Distribuicao:

Mares tropicais e temperados.
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Botryllus schlosseri (Pallas, 1766)

Figura 15. Colbnias de Botryllus schlosseri.

Sinonimia:

Alcyonium schlosseri: Pallas, 1766: 355 (apud Kott, 1985), Europa (Atlantico).
Botryllus schlosseri: Kott, 1985: 267, fig. 130, pr. Vc e sinonimia, Australia;
Nishikawa, 1991: 74, Jap&o.

N&o Bjornberg, 1956: 164.

Material examinado:

3 espécimes de Camburi, Vitoria-ES, coletados na regido entremarés em
16/05/1999.
1 espécime de Camburi, Vitoria-ES, coletado na regido entremarés em
17/05/1999.

Aspecto da colonia:

Colbnias incrustantes formando sistemas circulares bastante regulares e
bem organizados, com zodides dispostos ao redor de uma cloaca comum (Fig.
15). Quando vivas as colbnias apresentam coloragcdo escura, com manchas
rajadas de coloracao variada conferindo o aspecto estrelado aos sistemas.
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Estrutura interna:

Zodbides com o corpo alongado, medindo 1,5 mm, apresentando coloragcédo
escura quando fixados, o manto coberto por feixes musculares obliquos em
relacdo ao enddstilo e entrecruzados (Fig.16). Musculatura concentrada proximo a
abertura atrial e menos densa proximo aos testiculos (Fig. 16B). Doze tentaculos
orais de duas ordens de tamanho, sendo seis grandes e seis pequenos. Cesta
branquial ampla, contando com 12 fileiras de fendas e 11 a 16 fendas por fileira.
Abertura atrial pequena, com lingleta atrial pouco proeminente. llhas de fagoécitos
(lhas vasculares ventrais) dispostas a partir da segunda fileira de fendas,
posicionadas entre o endostilo e a primeira fenda, da segunda até a oitava fileira
(Fig.16A). Uma duzia de foliculos testiculares localizados acima da alca intestinal
primaria, ovos nao presentes. Os exemplares analisados ndo tinham ovos, porém
eles sdo descritos por outros autores com tendo trés ou mais ovos de cada lado
(Van Name, 1945). Estdmago oval e alongado, em forma de barril, com 12 pregas
longitudinais. Ceco pilorico alongado localizado na base do estdbmago, com
extremidade arredondada e intumescida. Ligacéo pilérica no meio do ceco até a
parede do intestino, onde estdo as glandulas piloricas que se apresentam de
forma ramificada. A abertura do anus se da entre a quarta e sexta fileira de

fendas.

:

—
—
-.
S
—
—
—
——
==

=

—

N RIS
G

Figura 16. A: Zoodide de B. schlosseri (escala 1,2 mm); B: Zodide com feixes
musculares (escala 0,8mm).
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Distribuicao:
Cosmopolita.

Botryllus tabori Rodrigues, 1962.

\

A SO
Figura 17. Colbnias de Botryllus tabori.

Sinonimia:
Botryllus tabori: Rodrigues, 1962: 199, pr. 3, figs.8-11, Brasil; Rodrigues & Rocha,
1993: 736, fig. 8, Brasil; Rodrigues et al., 1998: 110, fig. 32, Brasil.

Material examinado:

1 espécime de Mar Grande, Itaparica- BA coletado em 10/08/1999.
1 espécime da Ilha do Meio, Piuma- ES, coletado em 12/05/1999.
1 espécime da Praia das Conchas, Cabo Frio- RJ, coletado em 07/10/1998.

Aspecto da colbdnia:
Colbnias incrustantes, pequenas e muito delicadas, com sistemas lineares

alongados, com zoodides dispostos um paralelo ao outro destacando no meio
destes uma cloaca bastante aparente quando vivo (Fig. 17). O numero de zoodides
é variavel, chegando a alcancar até 28 zodides no sistema (Rodrigues, 1962). A
tunica é transparente e delicada, deixando os zodides bem visiveis. As col6nias
possuem coloracdo variada em individuos vivos, podendo ser amarela, cor-de-
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rosa, laranja, vermelha ou marrom. Quando fixada, a colénia se torna

transparente, podendo também apresentar coloracéo parda.

Estrutura interna:

Os zooides medindo entre 1 e 1,5 mm, apresentando coloracdo clara
quando fixados. Sifdo branquial pouco proeminente e circular. Atrial mais largo,
permitindo que parte da cesta branquial fique exposta (Fig. 18). A lingleta é
proeminente formando uma pequena aba. Musculatura do mando em feixes
paralelos, partindo da regido do sifdo branquial até a extremidade da regido
ventral. Os zodides possuem entre 8 a 12 tentaculos orais de trés ordens de
tamanho. Cesta branquial com até 9 fileiras de fendas e 11 fendas por fileira, com
excecdo da dUltima que tem nove. O estdbmago € oval e possui 10 pregas
longitudinais e um ceco bastante alongado, curvando-se em direcdo a alca
intestinal. Os testiculos sdo formados por um grupo de até meia duzia de foliculos
e estdo posicionados dorsalmente em relacdo ao ovério. Pode haver entre um e
trés ovos em cada lado do corpo, dispostos dentro da cavidade atrial. A ligacéo
ceco-intestinal se d& a partir da base do ceco e vai até a parede do intestino, onde
estdo agrupadas as glandulas piléricas. Glandulas piléricas de forma ramificada,
com extremidades em forma de ampolas. O anus abre-se na altura da quinta ou

sexta fileira de fendas e possui abertura bilobada.

Figura 18. Zodide de Botryllus tabori, A: lado esquerdo (escala 0,9mm); B: lado
direito, com dois ovos; C: manto com a musculatura.



Ferreira, G. F. A. Os Botryllinae (Tunicata: Ascidiacea) da Costa Tropical... 51

Distribuicao:

Litoral Brasileiro.

Botryllus cf. tuberatus (Ritter & Forsyth, 1917)

Flgua 19. Coldnia de Botryllus cf tuberatus.

Sinonimia:

Botryllus tuberatus: Ritter & Forsyth, 1917 (apud Van Name, 1945): 461, pr. 39,
figs.10, 12, pr. 40, fig. 3C-D, Nova Caledénia; Nishikawa, 1991: 73 e sinonimia
adicional, Japéo; Rodrigues & Rocha, 1993: 736, Brasil; Nishikawa, 1991; 73 e
sinonimia adicional, Japdo; Rodrigues et al., 1998: 112, fig.33, Brasil.

Material examinado:

1 espécime da Praia do Francés, Macei6-AL, coletado no infralitoral, 1m de
profundidade, em 26/11/1999.

1 espécime da Praia do Paraiso Cabo de Santo Agostinho-PE, coletado na regido
entremarés em 23/11/1999.

Aspecto da colonia:

Colbnias pequenas, finas e incrustantes, formadas por sistemas circulares
ou ovais contendo até 16 zodides por sistema (Figs. 19, 20A). Tunica fina e
transparente, permitindo uma boa visualizagdo dos zooides, que apresenta uma

cloracdo marrom escura apos a fixagéo.
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Estrutura interna:

Zobides medindo até 0,5 mm de comprimento, agrupados em sistemas
circulares com abertura cloacal ao centro. Sifao branquial pouco proeminente,
Abertura atrial expondo parte da cesta branquial, com uma lingUeta atrial pequena,
abrindo-se em uma cloaca comum. Tentaculos orais alternadamente distribuidos
em trés ordens de tamanho, em numero de 16. A cesta branquial possui 4 fileiras
de fendas (Fig. 18C). O enddéstilo € mais proeminente e um pouco recurvado em
direcédo a superficie da colénia. O estdbmago tem um formato oval, com 9 pregas e
um ceco alongado, com a extremidade curva e mais dilatada (arredondada).
Ligacdo ceco-intestinal conectando a extremidade do ceco as glandulas piléricas
em forma de vasos na superficie do intestino. Anus com o bordo dorsal formando
uma lingleta.

Foram encontrados zoodides incubadores de larvas dentro dos sistemas,
cada um destes zodides continha apenas larvas em seu interior em quantidades
que variavam entre 3 e 6 larvas (Fig. 18B). Estes zodides podem ser facilmente
observados dentro dos sistemas, pois eles possuem uma coloracdo mais escura
na borda do sifdo branquial e tem um tamanho maior que os zodides normais. Os

zooides da col6nia estudada ndo continham génadas.
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Figura 20. Botryllus cf. tuberatus, A: Forma dos sistemas da colonia (escala 4
mm), B-C: zodide (escala 0,5mm); D: zodide incubador de larvas.

Distribuicao:
Mares tropicais e temperados.

Botryllus sp. n.

Figura 21. Colbnia preservada de Botryllus sp.n.
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Material examinado:
1 espécime Camburi, Vitéria — ES, coletado na regido entremarés em 17/05/1999.

Aspecto da colonia:
Colbnia regular, apresentando sistemas circulares com 5 a 8 zodides no
espécime estudado. A tunica é transparente e delicada, facilmente removivel no

material fixado. Nao havia dados de coloracdo em vida do exemplar.

Estrutura Interna:

Os zodides medindo até 0,8 mm de comprimento. Possuem uma coloracdo
esbranquicada quando fixado. Nao possuiam brotos, porem, apresentava muitos
zodides jovens entre 0s maiores que provavelmente se originaram por brotamento.
N&o havia gbnadas no espécime estudado. O sifao branquial é liso, bem aberto e
proeminente, com 15 tentaculos orais de trés ordens de tamanho, sendo 3
grandes 5 médios e 7 pequenos. A abertura atrial é dilatada, exibindo parte da
cesta branquial (Fig. 19), e possui uma linglieta. A cesta branquial € ampla e
possui 6 fileiras de fendas, com 10 a 11 fendas por fileira. O estbmago é curto e
globoso, com oito dobras longitudinais e um ceco longo e cilindrico,
aparentemente de igual diametro desde a base até a extremidade distal. Ha
também uma ligacdo ceco-intestinal que parte da base do ceco até a parede do
intestino, onde estdo agrupadas as glandulas pildricas. As Glandulas piléricas
possuem forma ramificada, com extremidades em forma de ampolas. Anus circular

abrindo-se geralmente na altura da quarta ou quinta fileira de fendas.

Comentérios:

A coldnia deste espécime estava incorretamente identificada como Botryllus
tuberatus. Infelizmente a colénia estudada é apenas um pequeno fragmento,
sendo necessario coletar mais individuos desta no seu local de origem para uma

descricdo mais detalhada.
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Figura 22. A: Zodide de Botryllus sp. n. (escala 0,8mm); B: Musculatura do manto.

Distribuicéo:
Litoral brasileiro.
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4.2 Anédlise filogenética:

Para o estudo filogenético procurou-se levantar a maior quantidade de
informacdes possiveis sobre os diferentes taxons, mantendo o cuidado na escolha
dos caracteres, uma vez que as acidias constituem um grupo de animais que
possuem muitos caracteres variaveis (numero de Orgaos, forma e grau de
desenvolvimento destes orgaos etc.) (Moreno, 2003). Sendo assim procurou-se
utilizar os caracteres de maior importancia na identificacdo do grupo e alguns
novos caracteres observados ao longo deste trabalho que pudessem indicar
homologias (Fig. 23).

Um problema recorrente, ndo exclusivo das ascidias, € exatamente a
morfologia aparentemente simples dos animais, com poucos caracteres utilizados
nas descricdes originais das espécies. Dessa maneira, 0s caracteres utilizados
aqui foram estudados com microscopia otica (Estereomicroscopio e Microscopio
optico). O emprego de microscopia eletrbnica e outras técnicas de estudo
ultraestruturais certamente iriam incrementar o numero de caracteres e assim
melhorar substancialmente a elaboracdo das hipéteses sobre a filogenia do grupo.

Ao final do exame de todos os exemplares, foram observados 25 caracteres
que apresentavam variacdo entre as espécies. Destes, 5 caracteres foram
excluidos por que sua homologia era questionavel.

Os caracteres excluidos ndo foram: espessura da tdnica, presenca de broto
reprodutivo, nimero de tentaculos orais e forma do sifao branquial.

A tdnica € uma estrutura comum a toda colbnia e recobre sua superficie. Nos
Botryllinae apresenta-se geralmente sob dois aspectos, podendo ser fina e
delicada ou mais firme e resistente. Ela é também a sinapomorfia que da nome ao
taxon Tunicata, onde estdo incluidos os Ascidiacea. Esse caréater foi excluido da
analise por nao ser consistente. Este caracter foi tambem considerado
insatisfatorio por Monniot & Monniot,1987.

O broto reprodutivo € um 6rgdo comum a todos os botrilineos, porém podem

aparecer em fases distintas do desenvolvimento dos zoodides, (ndo sendo um
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carater fixo durante seu desenvolvimento). Como é uma sinapomorfia do taxon,
nao serve para resolver questdes de parentesco no grupo interno.

Os tentaculos orais dos botrilineos séo filiformes e estdo posicionados no
interior do sifdo branquial. Este carater também foi excluido porque o numero de
tentaculos varia bastante de acordo com o estagio de desenvolvimento dos
zooides.

O sifao branquial ou sifao oral € uma abertura que permite a entrada do fluxo
de agua para o animal transportando o alimento e 0s gases para sua respiracao.
Os espécimes analisados foram encontrados com a abertura do sifdao branquial
sob duas formas, alguns apresentavam o sifdo mais visivel e por tanto mais
proeminente enquanto que em outros ele se mostrou pouco proeminente, ou seja
com a abertura atrial mais retraida. O carater foi excluido por que esses estados
podem também relacionados a forma de contracdo muscular dos zodides, néo
sendo um carater confiavel.

A préxima secdo descreve os 20 caracteres observados e incluidos na
analise (Tabela 1) e a matriz polarizada de estados de caracteres morfolégicos
das espécies analisadas (Tabela 2). A numeracdo dos caracteres apresentados é
descontinua pois, como mencionado, 5 caracteres foram excluidos apés a
construcdo da matriz original, porém a numeracdo original de cada carater foi

mantida durante as analises subsequentes.
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Figura 23. Caracteres dos zooides utilizados na analise filogenética: A, Zodide e
respectivas estruturas morfolégicas; B, musculatura sobre o manto; C, linhas
indicando ovos e abertura atrial.
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Tabela 1. Caracteres e seus respectivos estados utilizados na andlise filogenética.

Caracteres

Estados

2- Forma dos sistemas

3- N°. fileiras na cesta branquial

4- Presenca das llhas Vasculares
Ventrais

5- Segunda fileira de fendas incompleta

6- Posicdo das gbnadas

7- N°. de évulos em cada lado do corpo

8- N°. de foliculos testiculares em cada

lado do corpo

10- Forma de incubag&o larval

11- Forma do estdmago

12- N°. de pregas no estomago
14- Ceco pilérico

15- N° ligacdes ceco-piléricas

16- Regiéo de ligagdo no ceco

17- Extremidade do ceco

18- Forma das glandulas piléricas

20- N° de ordens de tamanho nos
tentaculos orais

21- Tipo de abertura atrial

23- Forma do anus

24- Posic¢ao do anus quanto a cesta
branquial

25- Musculatura

0- Circulares

0- Mais que 12

0- Ausente

0- Presente

0- Ovario em posicao dorsal

aos testiculos

0- Dois ou mais

0- Mais de seis

0-Cavidade atrial

0- Oval

0- Mais de dez

0- Curto

0- Duas

0- Extremidade distal

0- Cilindrica

0- Ramificadas

0- Trés

0- Abrindo-se na superficie da

colbnia

0-Bilobado

0-Meio da cesta

0- Fibras obliquas

1- Fileiras lineares

1- Seis a doze

1- Presente

1- Ausente

1-Ovério em posicao

ventral aos testiculos

1- Bolsa de incubacéo

1- Afunilado

1- Menos de dez
1- Médio

1- Uma

1- Mediana

1- Arredondada

1- Enfileiradas

1- Duas

1- Abrindo-se na regiéo cloacal

1- Circular

1- Metade posterior da cesta

1- Fibras longitudinais

2- Quatro

2- Zobide
incubador

2- Alongado

2- Basal

2- Empelotadas

2- Metade
anterior da cesta

2- Ramificadas
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4.2.1. Descri¢cao dos caracteres:

2- Forma dos sistemas: organizagcdo encontrada nos sistemas das diferentes
colonias:
0. Circulares ou ovais

1. Fileiras

Esta é a Unica subfamilia fora de Aplousobranquia em que os zoodides
formam sistemas (Kott, 1985). Os botrilineos possuem sistemas arranjados sob
duas formas: na primeira, 0os zodides podem estar agrupados de forma circular ou
ovais, como em Botryllus cf. primigenus, B. cf. tuberatus, B. planus e Botryllus sp.
n., sendo que o formato circular as vezes apresenta um aspecto estrelado, como
em Botryllus schlosseri. A outra forma é apresentada através do arranjo sob a
forma de fileiras lineares, geralmente formadas por fileiras duplas, como pode ser
visto em Botrylloides giganteum, B. nigrum, B. leachi, B. magncoecum, Botryllus
humilis e B. tabori.

A condicdo circular foi considerada plesiomorfica, pois nela ndo existem
ainda canais cloacais tipicos e representaria um estado intermediario entre o que

se vé em Symplegma e nos botrilineos com sistemas lineares.

3 - Numero fileiras de fendas na cesta branquial (Fig. 23 A):
0. Mais que 12

1. Seis a doze

2. Quatro

A cesta branquial dos botrilineos apresenta trés vasos longitudinais internos
em ambos os lados, e um numero de fileiras de fendas que varia de acordo com a
espécie. Foi observado neste trabalho que elas apresentavam um padrédo de mais
gue doze, seis a doze e quatro fileiras. O grupo externo apresentou-se com mais
gque doze fileiras e por essa razdo acredita-se que em uma série de

transformacdes o numero de fileiras de fendas tende a ter uma reducao e portanto
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o estado mais que doze fileiras de fendas constituiria o estado plesiomorfico.
Dessa forma, a sequéncia de transformacdes seria 0-1-2 e este carater foi
considerado ordenado.

4- Presenca de ilhas de fagécitos préximas ao endostilo (Ilhas Vasculares
Ventrais) (Fig. 23 A):
0. Ausente

1. Presente

Em alguns dos espécimes analisados foi observada a presenca de acumulos
de células sanguineas entre o enddstilo e a primeira fenda das fileiras. Okuyama &
Saito (2001) chamaram esses granulos de aglomerado celular, tendo sido
observados e figurados em outros trabalhos, como em Okuyama & Saito (2002),
Saito & Nagasawa (2003) e Saito & Okuyama (2003), com a descricdo de novas
espécies. Recentemente, Robert Lauzon (2007) denominou estas estruturas de
llhas Vasculares Ventrais (Ventral Vascular Islands), demonstrando serem
compostas pelo acumulo de fagoécitos responsaveis pela remocdo de restos
celulares durante a apoptose programada de Botryllus schlosseri. Nos botrilineos
€ comum a reciclagem do blastozodide, com sua morte programada e reposi¢céo
por brotamento, de forma que os fagocitos realizam um ciclo, formando as ilhas
vasculares ventrais e depois se dispersando nos estagios finais da morte do
zooide. A presenca deste carater foi considerada como sendo bastante recente,
pois so foi figurado e mencionado nos trabalhos acima citados. No entanto, além
de sua recente descri¢do ele também nao esteve presente no grupo externo e por

isso consideramos sua auséncia como estado plesiomorfico.

5- Segunda fileira de fendas da cesta branquial incompleta:
0. Presente

1. Ausente
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Nos animais estudados observou-se que alguns possuiam a segunda fileira
de fendas nado alcancado a lamina dorsal, como em Botrylloides giganteum, B.
nigrum e Botryllus planus. Isso ocorre também em Symplegma rubra, de forma

gue este estado foi considerado como plesiomorfico.

6 - Posicao das gonadas (Fig. 23 Ae C):
0. Ovério em posicdo dorsal aos testiculos

1. Ovario em posicao ventral aos testiculos

Esse tem sido o principal carater utilizado para distinguir os géneros de
Botryllinae. A distingdo foi feita pelo posicionamento do ovario em relacdo ao
testiculo. Ovéario em posicéo dorsal ao testiculo, Botrylloides, em posi¢ao ventral,
Botryllus (Kott, 1985). O grupo externo (Symplegma rubra e S. brakenhielmi)
apresenta o ovario em uma posicédo distinta do grupo interno, estando posicionado

entre os testiculos.

7 - Niamero de ovos em cada lado do corpo (Fig. 23 C):
0. Dois ou mais
1. Um

O numero de ovos pode variar entre as espécie. Botrylloides giganteum, B.
nigrum, B. magnicoecum, B. leachi, Botryllus humilis, B. cf. primigenus e B. cf.
tuberatus e B. planus, quando maduras, possuem apenas um ovo de cada lado do
corpo. Outras espécies possuem dois ou mais ovos em cada lado do corpo, como
em Botryllus tabori e B. schlosseri. Em comparagdo com 0 grupo externo
observou-se que o estado dois ou mais ovos em cada lado do corpo é a

caracteristica plesiomorfica.

8 - Numero de foliculos testiculares em cada lado do corpo (Fig. 23 A)
0. Mais de seis
1. Seis
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O numero de foliculos testiculares também € diferente conforme a espécie.
Algumas possuiam apenas seis foliculos, como Botryloides giganteum, Botrilloides
nigrum e Botryllus cf. primigenus, enquanto que as demais espécies apresentaram
mais que seis foliculos testiculares. A condicdo plesiomorfica do carater foi

considerada como mais de seis foliculos em cada lado do corpo.

10 - Forma de incubacéo larval
0. Cavidade atrial

1. Bolsa de incubacéao

2. Zooide incubador

Na subfamilia Botryllinae as colénias possuem formas diferentes de
incubacdo de suas larvas. Algumas coldnias podem incuba-las dentro da cavidade
atrial dos zodides, outras em uma extensdo da regido do manto, formando uma
bolsa. Uma terceira forma de incubagéo foi vista em Botryllus cf. tuberatus, em
que existe um zodide ndo funcional no qual estdo presentes de quatro a seis
larvas. A forma de incubacéo larval tem sido um dos critérios utilizados para a
diferenciagdo entre os géneros: larvas incubadas dentro da cavidade atrial do
zolide, Botryllus, em bolsas laterais dos zodides, Botrylloides. Porém, uma
espécie aqui estudada possui as caracteristicas de ambos os géneros, Botryllus
cf. primigenus, o que também foi notado por Monniot & Monniot (1987).

Portanto se comparando ao grupo externo, o estado “larvas incubadas na
cavidade atrial” poderia ser considerado plesiomoérfico, mas este carater nao foi

considerado como ordenado.

11- Formas do estébmago (Fig. 23 A)
0. Oval
1. Afunilado
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A forma do estdbmago variou, apresentando os estados acima observados. O
estado “estdbmago oval” foi considerado plesiomorfico em comparacdo com o
grupo externo funcional e foi o mais comum entre os Botryllinae. O estado “oval’
foi encontrado em todos os Botryllus e um Botrylloides (Botrylloides

magnicoecum), enquanto que “afunilado” foi observado nos demais Botrylloides.

12 - Nomero de pregas no estdmago (Fig. 23 A)
0. Dez ou mais

1. Menos de dez

O estdbmago dos botrilineos apresenta pregas marcadas na sua superficie.
Nos animais analisados elas apresentaram-se sob duas condi¢cfes: com dez ou
mais pregas, como em Botrylloides giganteum, Botryllus humilis, Botryllus tabori e
Botryllus Schlosseri, ou com menos que dez, como em Botrylloides nigrum,
Botryllus cf. tuberatus, Botryllus planus, Botryllus cf. primigenus e Botryllus sp.n. O
grupo externo apresentou o estado “dez ou mais pregas”’, sendo entado

considerado este o estado plesiomorfico.

14 - Tamanho do ceco (Fig. 23 A)
0. Curto

1. Médio

2. Alongado

O ceco, ou ceco pildrico, € uma estrutura tubular posicionada na parede do
estbmago, entre as pregas, com sua extremidade geralmente apontando para o
intestino. Foram consideradas trés categorias de tamanho nos exemplares
analisados, sendo uma de tamanho mais curto como em Botrylloides giganteum e
B. nigrum, outra intermediaria de tamanho médio como em Botryllus humilis, B. cf.
tuberatus e B. cf. Primigenus e outra com um tamanho mais alongado como em
Botryllus tabori, B. planus e Botryllus sp. n. Em comparagdo com 0 grupo externo

0 estado ceco com o tamanho curto (0) foi considerado plesiomérfico e em uma
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série de transformacdes ele teria passado para o estado intermediario médio (1) e
posteriormente ao estado alongado (2). Desta forma, este carater foi considerado
ordenado, conforme a série descrita.

15 - Numero de ligacfes ceco—piloricas (Fig. 23 A)
0. Duas
1. Uma

Na regido compreendida entre ceco e o intestino geralmente existe uma
pequena estrutura vascular de ligacdo entre o ceco e as glandulas piléricas no
intestino. Foram visualizados espécimes apresentando uma ou duas ligacdes
ceco-pildricas. Botryllus humilis e B. cf. primigenus foram as Unicas a
apresentarem duas ligacbes, enquanto nas demais foi observada apenas uma
ligacdo. Em Symplegma € mais comum a presenca de duas ligacdes, sendo

considerado o estado plesiomorfico.

16 - Regido de ligacao no ceco (Fig. 23 A)
0. Extremidade distal
1. Mediana

2. Basal

O local de onde parte a ligacdo ceco-intestinal apresenta variacdes tipicas
para cada espécie. Em Botrylus humilis e B. cf. primigenus elas partiam desde a
extremidade distal do ceco. No caso de Botryllus cf. tuberatus, B. schlosseri e B.
planus as ligagdes davam-se na regido mediana, ou seja, no meio do ceco. Por
fim em Botrylloides giganteum, B. nigrum, Botryllus tabori, e Botryllus sp.n. a
ligacdo partia da regido basal do ceco. Neste carater se considerou que a posi¢cao
da ligacéo ceco-intestinal em sua forma ancestral era feita na extremidade distal,
como em Symplegma, passando para posi¢coes mais basais ao longo de uma série

de transformacéo. Este carater foi considerado, dessa forma, como ordenado.
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17- Extremidade do ceco (Fig. 20 A)
0. Cilindrica
1. Arredondada

Nos diferentes espécimes 0 ceco apresentou a extremidade distal sob duas
formas: com a extremidade acompanhando o formato cilindrico do 6rgdo, que
ocorreu em Botryllus tabori, B. planus, B. cf. primigenus e Botryllus sp. n. ou
apresentando a extremidade com a forma mais arredondada e intumescida, como
apresentado nas demais espécies.

O estado cilindrico foi considerado plesiomorfico em comparagdo com o
grupo externo. Este carater tem sido pouco utilizado em estudos taxondmicos em
botrilineos e pode ser mais uma caracteristica para auxiliar na distingdo entre as

espécies Botryllus cf. tuberatus e B. cf. primigenus.

18 - Forma das glandulas piléricas (Fig. 20 A)
0. Ramificadas
1. Enfileiradas

2. Empelotadas

As glandulas piléricas sdo estruturas presentes geralmente acima da alca
intestinal nos botrilineos. Elas estiveram presentes sob trés formas: ramificadas
como em Botrylloides giganteum, Botryllus tabori, B. cf. tuberatus e B. schlosseri,
enfileiradas como em Botrylloides nigrum, Botryllus cf. primigenus e Botryllus sp.
n., ou ainda empelotadas, ou seja, glandulas em forma de pequenas vesiculas
sobre o intestino, como em Botryllus humilis e B. planus. Este carater € multi-
estado e ndo ordenado, com igual custo para as transformacdes entre as 3

variacoes.



Ferreira, G. F. A. Os Botryllinae (Tunicata: Ascidiacea) da Costa Tropical... 67

20 — NUumero de ordens de tamanho nos tentaculos orais
0. Trés
1. Duas

Além dos diferentes nimeros de tentaculos, os botrilineos apresentam seus
tentdculos também sob duas formas, com duas ou trés ordens de tamanho.
Botrylloides giganteum, Botryllus humilis, B. tabori, B. cf. tuberatus e Botryllus
sp.n. foram as espécies que apresentaram tentaculos com trés ordens de
tamanho, enquanto que Botrylloides nigrum, Botryllus schlosseri, B. planus, B. cf.

primigenus possuem apenas 2 tamanhos diferentes de tentaculos (2 ordens).

21 —Tipos de abertura atrial (Fig. 20 A)
0. Abrindo-se na superficie da colbnia

1. Abrindo-se na regiao cloacal

A abertura atrial nos botrilineos geralmente abre-se dentro do canal cloacal,
posicionado dentro do sistema. Porém, ha registros de algumas poucas espécies
com um sifao atrial abrindo-se diretamente na superficie da coldnia, tais como
Botryllus primigenus (Oka, 1928) do Japao e Botryllus anomalus (Millar, 1962) do
Sul da Africa. Dos espécimes analisados neste trabalho apenas Botryllus cf.
primigenus apresentou o estado (0) com um siféo atrial abrindo-se diretamente na
superficie da coldnia. Tal estado também é tipico do grupo externo e portanto foi
considerado plesiomorfico.

23 - Forma do anus (Fig. 20 A)
0. Bilobado
1. Circular

O anus dos botrilineos esta posicionado na porcao final do tubo intestinal, ou

seja, no final do reto e apresentou-se sob duas formas, podendo ser bilobado ou
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circular. Comparando-se com 0 grupo externo, considerou-se o estado bilobado

como plesiomorfico.

24 - Posicao do anus quanto a cesta branquial:
0. Meio da cesta

1. Metade posterior da cesta

2. Metade anterior da cesta

Entre as diferentes espécies verificou-se que a posi¢cado do anus em relacdo a
cesta branquial é variavel. Dessa forma foram considerados trés estados: com o
anus abrindo-se na regido mediana da cesta (0), anus localizado na metade
posterior (1) e anus localizado na metade posterior (2).

A comparacdo com 0 grupo externo ndo permitiu a ordenacdo dos estados

em uma série de transformacoes.

25 - Musculatura

0. Fibras obliquas

1. Fibras longitudinais
2. Fibras ramificadas

A musculatura dos botrilineos ndo vem sendo utilizada para sua
identificagdo. Este carater foi estudado em detalhe no presente trabalho e os
espécimes analisados apresentaram diferentes formas de organizacdo da
musculatura no manto. De maneira geral se pode separar a organizacdo dos
feixes musculares em trés estados: apresentando-se obliguas em relacdo ao
endostilo, como em Botryllus schlosseri e Botryllus planus, com fibras
longitudinais, como em Botrylloides giganteum, Botryllus tabori, Botryllus cf.
tuberatus, Botryllus humilis e Botryllus cf. primigenus, ou ainda fibras ramificadas,
como em Botrylloides nigrum e Botryllus sp. n.

N&o foi possivel também nesse caso ordenar os estados, e o carater foi

analisado como nao ordenado.
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Tabela 2. Matriz polarizada de estados de caracteres morfolégicos das espécies analisadas. Os numeros dos caracteres
correspondem aqueles do item 4.2.1. Sinais “?” indicam incertezas quanto ao estado do carater.

Taxons 2 3 4 5 6 7 8 10 11 12 14 15 16 17 18 20 21 23 24 25
Botrylloides giganteum 1 0 0 1 11 o0 1 2 O 0 1 2 1 0 O 1 0 3 1
Botrylloides leachi 1 1 0 1 11 o0 1 2 1 O 2 2?2 0 2?2 1 1 0 1 ?
Botrylloides magnicoecum 1 1 o0 1 1 1 o ? o0 1 1 1 o0 1 2 1 1 1 1 2
Botrylloides nigrum 112 1 o0 1 1 1 1 2 1 o0 1 2 1 1 1 1 O 1 2
Botryllus humilis i1 1 o o o 1 1 0 O O 1 0o O 1 2 O 1 o0 1 2
Botryllus planus 0O 1 o0 o0 0 1 1 ?» 0 1 2 0 1 o0 2 1 1 0 1 O
Botryllus cf. primigenus o 2 o0 1 0 1 2 1 o0 1 1 1 0 0 1 1 0 0 2 1
Botryllus schlosseri O 1 1 1 0 0 O o O o0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0
Botryllus sp. n. o 1 o 1 O 2 2?2 2?2 0 1 2 1 2 0 0 O 1 1 1 2
Botryllus tabori i1 1 o 1 0o O 1 ? O O 2 1 2 O O O 1 1 1 1
Botryllus cf. tuberatus o 2 o 1 o0 1 2?2 2 o0 1 1 1 1 1 O O 1 0 2 1
Symplegma brakenhielmi 2 1 o o ? 0O O O O O OoO o o o o 1 o o0 o
Symplegma rubra 2 0 0o 0O ? 0O O O O O OoO o o o o o o o 1 o

69
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4.2.2. Filogenia

A busca heuristica por uma arvore mais parcimoniosa resultou em 3 arvores
de igual comprimento (Fig. 24), com 60 passos, indice de consisténcia igual a 0,
4500 e indice de retencéo 0, 5417. Posteriormente, foi utilizado o consenso estrito
para a obtencdo de um cladograma contendo apenas os clados que apareceram
nas trés arvores mais parcimoniosas (Fig. 25). O Unico ponto conflitante entre as
arvores é a posicdo de Botryllus schlosseri, que no cladograma de consenso
estrito é colocado na base do maior clado de Botryllus.

Em dUltima instancia, a andlise cladistica é um estudo da evolucdo dos
caracteres, buscando uma solucdo que maximize a congruéncia entre as
hipéteses para cada carater. O resultado final possibilita a identificacdo das
homologias secundarias e de eventuais (mas sempre frequentes) homoplasias. As
homoplasias séo, na verdade, equivocos no estabelecimento das hip6teses de
homologia primaria. Como o presente trabalho trata de caracteristicas
morfologicas, a discussao das hipoteses sobre a evolucdo de cada uma dessas
caracteristicas € muito importante.

Para isso, um dos trés cladogramas foi escolhido e editado para apresentar
0s caracteres e seus respectivos estados (Fig. 26). A andlise sobre os estados dos
caracteres observados para o cladograma da Figura 26 sera discutido a seguir (V.
Anexo ). Os nameros entre parénteses indicam o nimero do carater conforme
apresentado no item 4.2.1, podendo incluir o seu estado (0, 1 ou 2) ap6s o ponto.

Os sistemas em forma de fileiras (2.1) surgiram reunindo todos os
Botrylloides no n6 16, que foi um estado mais comum para este género, porém
este estado apareceu também nos Botryllus mais de uma vez, ocorrendo em
Botryllus tabori e B. humilis (Fig. 23). Isso demonstra, portanto, que este nao
constitui um bom carater para uma possivel distincdo entre os géneros, como foi
também observado nos critérios de classificacdo comentados por Kott, (1985).

O numero de fileiras na cesta branquial (3) mostrou ser um carater
consistente, embora 0 aumento no numero de fileiras presente em Botrylloides

giganteum seja indicado como reversao. No né 17 os taxons irmaos Botryllus
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tuberatus + B. primigenus mostra uma redug¢do no namero de fileiras de fendas,
passando do estado intermediario seis a doze (3.1) para o de quatro fileiras de
fendas (3.2), sendo essa a sinapomorfia para este clado.

A presenca de acumulos de células sanguineas proximos ao endadstilo (4.1)
esteve presente nas espécies Botrylloides nigrum e Botryllus schlosseri. Estudos
recentes apresentados por Lauzon (2007), analisando os padroes de
desenvolvimento assexual em Botryllus schlosseri, demonstraram que esses
acumulos se tratam na verdade de uma populacdo de fagdcitos, os quais
denominou “llhas vasculares ventrais”, e estao presente nos zodides maduros que
geram assexuadamente. Este carater foi observado muito recentemente e precisa
ser melhor estudado e compreendido, para verificar a conveniéncia de sua
utilizacdo como carater para a taxonomia e sistematica. Aparentemente ndo sao
todas as espécies que apresentam a formacéo destas ilhas vasculares ventrais,
mas na hipotese gerada sua presenca nao é indicativa de afinidade filogenética.

O carater “segunda fileira de fendas incompletas” (5) mostrou-se
consistente e sua auséncia (5.1) representa uma sinapomorfia para maior clado
basal dos Botryllinae (nés 23->21). A excec¢do ocorre em Botrylloides nigrum, que
apresentou uma reversao do estado ausente para o estado presente (5.0). Este
carater tem sido suprimido em muitos trabalhos taxondémicos sobre Botryllinae
(Saito, comunicacdo pessoal) e sua observacdo pode auxiliar muito na
identificacdo das espécies.

A posicao das gbnadas (6), que trata da disposicdo do ovario em relacdo
aos testiculos, se mostrou um carater bastante congruente. Segundo a analise, ele
teria evoluido do estado onde o ovario esta em posi¢cao dorsal aos testiculos (6.0)
para estado no qual o ovario se encontra em posicdo ventral ao testiculo (6.1).
Observando o cladograma (Fig. 21) pode-se perceber que o estado 6.1 € a
sinapomorfia que apoia a monofilia dos Botrylloides. Este corresponde ao principal
carater utilizado na distincdo dos géneros de Botryllinae (Van Name, 1945; Saito
et al., 2001);.

O caréter numero de ovos em cada lado do corpo (7) aponta uma mudanca

do estado “dois ou mais ovos de cada lado” (7.0) para o estado “um ovo de cada
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lado” (7.1) entre os nds 24 e 23, sendo esse o0 estado mais comum para todo os
Botryllinae. No entanto, uma reversao da condi¢do 7.0 para a condi¢cao 7.1apoia o
clado composto por Botryllus schlosseri e B. tabori + Botryllus sp. n. Dessa forma,
0 aumento no numero de ovos evidenciado nestas espécies nao seria homélogo a
condigcao presente em Symplegma.

Analisando o carater “numero de foliculos testiculares em cada lado do
corpo” (8) observou-se um grande numero de homoplasias. O estado teria
mudado de mais de seis foliculos (8.0) para seis foliculos (8.1), aparecendo em
Botrylloides nigrum e dando suporte ao clado composto pelas espécies Botryllus
tabori e B. sp. n. Este estado surgiu também apoiando o clado B. humilis + B.
planus.

A forma de incubacéo larval (10) se mostrou um carater bem consistente e
teria se modificado da condigao “larvas incubadas na cavidade atrial” (10.0) para
‘larvas incubadas em uma bolsa” (10.1), que apoia o clado composto pelos
Botrylloides, Botryllus primigenus e B. tuberatus. Em B. tuberatus houve uma nova
modificacdo do estado 10.1 para 10.2 (zodide incubador), que resultou em uma
autapomorfia para este taxon. A forma de incubacéo larval havia sido um dos
critérios de distincdo dos géneros sugerido por Kott, (1985), porém Monniot &
Monniot (1987) discordaram quanto ao uso deste carater por existirem espécies
com caracteristicas reprodutivas comuns aos dois géneros. Isto foi verificado em
nos Botryllus com 4 fileiras de fendas (B. primigenus e B. tuberatus), que também
compartilharam a mesma condicdo com Botrylloides, mostrando que esta nao é
uma sinapomorfia para Botrylloides.

A forma do estbmago € também um carater congruente, e a mudanca de
seu estado teria sido da forma oval (11.0) para a forma afunilada (11.1), sendo
esta a sinapomorfia que apoia o clado composto por B. gigantem (B. nigrum + B.
leachi). Dentre os Botrylloides, apenas B. magnicoecum ndo compartilha este

estado, ficando de fora deste clado.
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Symplegma brakenhielmi B Symplegma brakenhielmi
Symplegma rubra Symplegma rubra
Botryllus schlosseri Botryllus schlosseri
Botrylloides magnicoecum ——  Botrylloides magnicoecum
Botrylloides giganteum Botrylloides giganteum
L —— Botrylloides nigrum - — Botrylloides nigrum
] L— Botrylloides leachi L— Botrylloides leachi
—— Botryllus tuberatus —— Botryllus tuberatus
L— Botryllus primigenus L N L— Botryllus primigenus
L — Botryllus tabori —— Botryllus tabori

— Botryllus sp nov —— Botryllus sp nov

—— Botryllus humilis — Botryllus humilis

— Botryllus planus L— Botryllus planus

Symplegma brakenhielmi

Symplegma rubra

Botrylloides magnicoecum

Botrylloides giganteum

Botrylloides nigrum

L Botrylloides leachi
Botryllus tuberatus
] [ Botryllus primigenus
Botryllus schlosseri
L Botryllus tabori
‘[ Botryllus sp nov

f Botryllus humilis
L Botryllus planus

Figura 24. Topologia dos trés cladogramas mais parcimoniosos encontrados
analise.

na
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Symplegma brakenhielmi

Symplegma rubra

Botryllus schlosseri

Botrylloides magnicoecum

Botrylloides giganteum

—— Botrylloides nigrum

- Botrylloides leachi

—— Botryllus tuberatus

L Botryllus primigenus

—— Botryllus tabori

- Botryllus sp nov

—— Botryllus humilis

- Botryllus planus

Figura 25. Cladograma de consenso estrito das 3 arvores mais parcimoniosas.
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Figura 26. Um dos cladogramas mais parcimoniosos (clad. C), seus caracteres e
respectivas mudancas de seus estados. NUmeros em negrito correspondem aos
nos, os demais aos caracteres e seus estados para cada taxon.
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Ao ser analisado o numero de pregas no estdbmago (12), observou-se que
se trata de um carater pouco congruente, apresentando muitas homoplasias. O
estado “dez ou mais pregas no estdbmago” (12.0) foi modificado entre os nés 21 e
18 para a condicdo “menos que dez” (12.1). Aparecem, contudo, reversdes em
Botrylloides giganteum e Botrylloides magnicoecum e convergéncias em Botryllus
sp n e B. planus. Um estudo mais detalhado da anatomia do estdmago dos
botrilineos pode revelar outros aspectos que possam indicar melhor as condi¢des
de homologia.

O tamanho do ceco (14) é um carater polimorfico e aparentemente
consistente. Este carater passou do estado “curto” (14.0) para o estado “médio”
(14.1) na base dos Botryllinae tendo revertido para a condi¢édo plesiomérfica entre
0s nos 16 e 15. A passagem do estado “médio” (10.1) para “alongado” (10.2)
apoia apenas Botryllus tabori + Botryllus sp n, com um convergéncias
autapomorfica em Botryllus planus.

Observando o cladograma da Figura 26, verifica-se que o carater “numero
de ligacdes ceco-pildricas” (15) foi muito consistente, apoiando o clado formado
pela maioria dos botrilineos, deixando de fora apenas Botryllus humilis + B.
planus, que possuem duas ligacdes no ceco.

A regido de ligacdo do ceco (16) foi um carater que apresentou muitas
homoplasias. Seus diferentes estados apareceram em muitos ramos, como pode
ser visto na Figura 26. Em uma primeira instancia ele teria mudado da condi¢céo
“distal” (16.0) para a condigdo “mediana” (16.1) na base dos Botrylllinae. Sofreu
uma modificacdo da condicdo 16.1 para a condigdo “basal” (16.2) que foi
compartilhada pela maioria dos Botrylloides, com exce¢do de Botrylloides
magnicoecum, que apresentou uma reversao do estado 16.1 para 16.0. Essa
reversao também surgiu para Botryllus primigenus e B. humilis.

A extremidade do ceco (17) foi um carater que, como 0 anterior, mostrou
pouca consisténcia, apresentando muitas homoplasias. Embora a transi¢cdo do
estado plesiomorfico para o apomorfico suporte a subfamilia, 4 reversées dos

estados 17.1 para 17.0 aparecem nos taxon terminais Botrylloides leachi, Botryllus
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primigenus, e B. planus. Também surgiu outra reversdo como a anterior no clado
composto por Botryllus tabori + Botryllus sp. n.

A forma das glandulas pildricas (18), tal como proposto na analise, também
apresentou alguns problemas. A transformacdo da condicdo plesiomoérfica
“glandulas ramificadas” (18.0) para a condicao “glandulas enfileiradas” (18.1)
apoia o clado composto por Botrylloides nigrum + Botrylloides leachi. Esta
mudanca também ocorreu de forma independente para o taxon terminal Botryllus
primigenus. A forma da glandula de Botrylloides magnicoecum e de Botryllus
humilis + Botryllus planus, apesar de semelhantes, ndo tiveram sua homologia
apoiada pela analise combinada dos caracteres. E importante ressaltar, no
entanto, que Botrylloides magnicoecum foi incluido a partir de dados da literatura,
se que se comparasse esta espécie com o material do litoral brasileiro.

O carater “numero de ordens de tamanho dos tentaculos orais” (20)
também ndo se revelou consistente. Varias reversdes da condigcdo “tentaculos
com duas ordens de tamanho” (20.1) para sua condigcéo plesiomérfica “tentaculos
com trés ordens de tamanho” (20.0) surgem no cladograma, e apareceram tanto
no grupo externo, para Symplegma rubra, como nos taxons terminais Botrylloides
giganteum, Botryllus tuberatus, Botryllus humilis e no clado composto pelas
espécies irmas Botryllus tabori +Botryllus sp. n.

O carater 21 (tipo de abertura atrial) na verdade representa uma das
caracteristicas mais marcantes dos Botryllinae, como parte da familia Styelidae,
pois é resultado exatamente da formacdo de sistemas. A andlise indica que a
condicdo de Botryllus cf. primigenus, com sifdes abrindo-se diretamente na
superficie da colbnia, ndo é homodloga a condicdo dos outros Styelidae coloniais,
tendo surgido de maneira independente.

Como pode ser visto no na Figura 26, a forma do anus foi um carater um
pouco mais consistente, apoiando o clado composto pelas espécies (Botryllus
schlosseri (Botryllus tabori + Botryllus sp. n.)), mas surgindo de forma
independente como autapomorfia para Botrylloides magnicoecum.

A posicdo do anus em relacdo a cesta branquial (24) foi bastante

congruente em relacdo as topologias obtidas. A mudanca de uma posicao central
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para uma condi¢cdo mais ventral apoia a subfamilia como um todo (24.0—»24.1) e
Botryllus tuberatus + Botryllus primigenus (24.1—24.2). Ocorre também uma
reversdo apoiando o clado Botrylloides nigrum + B. leachi (24.1—-24.0) e uma
convergéncia autapomorfica em Botryllus schlosseri (24.1—24.2).

O carater relativo & musculatura dos botrilineos (25) apresentou algumas
homoplasias, como pode ser visto no cladograma da Figura 26. Na base do
cladograma (entre os nés 23 e 21) a condigdo plesiomorfica “fibras obliquas”
(25.0) se modificou para a condigdo “fibras longitudinais” (25.1). Outra mudanca
(25.1—-25.2) surgiu para apoiar o clado composto por Botrylloides nigrum + B.
leachi. Além disso, é indicada uma reversdo para Botryllus schlosseri e uma
mudanca da condicdo plesiomoérfica para musculatura disposta em fibras
ramificadas (25.2) em Botryllus humilis.

Como pode ser visto na Figura 24, a topologia dos cladogramas quase nao
sofreu modificacdes, somente o posicionamento do taxon Botryllus schlosseri
aparecendo em ramos diferentes em cada cladograma, o0 que levou ao
aparecimento de uma politomia no cladograma de consenso estrito (Fig.25). O
cladograma de consenso mostra a hipétese mais parcimoniosa encontrada neste
trabalho para os Botryllinae da costa Brasileira.

A Figura 25 mostra que apenas o clado composto pelos representantes do
género Botrylloides foram monofiléticos, (Botrylloides magnicoecum (B. giganteum
(B. nigrum, B. leachi))), apoiado unicamente pela sinapomorfia “ovario em posi¢cao
ventral em relacdo aos testiculos”. Esta condigdo constitui o unico critério
observado que pode diferenciar os Botrylloides dos demais Botryllus, confirmando
as observacdes feitas por Van Name, (1945) e por Saito et al., (2001).

O carater forma de incubacao larval ndo se mostrou um bom critério para a
definicdo dos géneros, como sugerido por Kott (1985) e também pelo proprio Van
Name (1945), pois 0 mesmo estado para este carater foi encontrado tanto em
representantes de Botrylloides quanto de Botryllus.

O género Botryllus mostrou-se parafilético, tendo formado trés clados
distintos, além de Botryllus schlosseri, que ndo teve seu posicionamento bem

resolvido. O mais basal, composto pelas espécies irmds Botryllus humilis e B.
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planus, apoiado pelas sinapomorfias “seis foliculos testiculares em cada lado do
corpo” e pela “glandula pilérica empelotada”. O outro, de posi¢cdo intermediaria
entre os Botryllus, foi o clado composto pelos taxons Botryllus tabori e Botryllus sp.
n., apoiado principalmente pelas sinapomorfias “seis foliculos testiculares em cada
lado do corpo” e “ceco algongado”. O clado de Botryllus que mais se aproximou
dos Botrylloides, foi composto pelos taxons Botryllus tuberatus + B. primigenus,
apoiado pelos estados “quatro fileiras de fendas” e “ceco alongado”.

Uma hipotese semelhante sobre a filogenia do grupo foi proposta por Saito
et al. (2001) através de analise filogenética utilizando uma combinacédo de dados
moleculares, morfolégicos e comportamentais, para as espécies reportadas para o
litoral japonés. O referido autor observou uma separacdo entre 0S grupos com
quatro fileiras de fendas e o outro com mais de 5 fileiras de fendas, porém nao
conseguiu encontrar marcadores razoaveis para definir a divisdo em diferentes
taxons.

Cohen et al. (1998) estudaram a filogenia dos Botrylloides utilizando dados
moleculares e dados comportamentais (alorreconhecimento) e também indicam a
monofilia de Botrylloides e parafilia de Botryllus.

Okuyama & Saito (2002), em seus estudos com as espécies japonesas,
propdem a divisdo dos Botryllinae em cinco grupos, baseados na existéncia e
origem do 6rgdo incubador e arranjo das gbnadas. Estes autores citam o0s
seguintes critérios para esta divisao:

1- Zodides sem 6rgdo incubador e ovarios em posi¢ao dorsal ao testiculo;

2- Orgédo incubador formado a partir do saco branquial e ovéarios em
posicdo dorsal ao testiculo;

3- Orgdo incubador formado a partir do epitélio peribranquial e ovario em
posicéo dorsal ao testiculo;

4- Orgéo incubador formado a partir do epitélio peribranquial e ovario em
posicao dorsal ao testiculo, com testiculos hemisféricos e apenas quatro
fileiras de fendas;

5- Orgdo incubador formado a partir do epitélio peribranquial e ovario em

posicéo ventral ao testiculo.
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Os resultados aqui apresentados corroboram em parte a proposta de
Okuyama & Saito (2002). Apesar de nao se ter examinado em detalhe a origem do
orgao incubador, o género Botrylloides foi monofilético, assim como os Botryllus
com quatro fileiras de fendas. Um estudo histolégico dos 6rgaos incubadores
poderia revelar se estes critérios elaborados para os botrilineos japoneses sao
véalidos para as espécies do Atlantico também.

Apesar dos diversos trabalhos ja citados, ndo ha até o momento uma
proposta efetiva de criagcdo de novos géneros, de forma a reorganizar este taxon.
E necessaria uma revisdo taxondmica global, para que a validade dos critérios
seja efetivamente testada. Outra dificuldade estd relacionada ao fato de que
alguns aspectos da biologia das espécies s6é podem ser estudados a partir de
culturas em laboratério. Em paralelo, o aprimoramento de técnicas utilizando
marcadores moleculares é esperada, de maneira a contribuir ainda mais para o

estudo da evolucéo destes animais.
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5 - CONCLUSOES

A subfamilia Botryllinae possui 9 espécies na costa brasileira, sendo ao

menos uma espécie nova e dois Novos registros.

e Caracteres como o tipo de musculatura, posicao da ligacao ceco-pilorica e
presenca da segunda fileira de fendas incompleta mostraram-se Uteis na

diagnose e sistematica dos Botryllinae;

« A filogenia dos Botryllinae brasileiros foi reconstruida, sendo indicada a
monofilia do género Botrylloides.

e A posicdo do ovéario em relacdo ao testiculo € um carater valido para
separacao dos Botrylloides do Atlantico.

o O género Botryllus mostrou-se parafilético, podendo ser dividido em trés

grupos distintos.
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ANEXOS

cladograma apresentado na Figura 4.

Caracteres IC Passos Mudancas
2 (Forma dos sistemas) 0.333 1 N6 18 0 ==>1 N6 16
1 N6 19 0 ==> 1 B. tabori
1 N6 22 0 ==> 1 B. humilis
3 (N° de Fileiras na cesta) 0.667 1 N6 24 1 ==>0 S. rubra
1 N6 15 1 ==> 0 B. giganteum
1 N6 18 1 ==>2 N6 17
4 (Granulos prox. ao endéstilo.) 0.500 1 N6 14 0 ==> 1 B. nigrum
1 N6 20 0 ==> 1 B. schlosseri
5 (Segunda fileira incompleta) 0.500 1 N6 230 ==> 1 N6 21
1 N6 14 1 ==> 0 B. nigrum
6 (Posicdo das gbnadas) 1.000 1 N6 18 0 ==> 1 N6 16
7 (N° de ovos de cada lado do 0.500 ] )
corpo) 1 N6 24 0 --> 1 N6 23
1 N6 21 1-->0N6 20
8 (N° de fol. test. em cada lado do 0.333 ] .
Corpo) 1 N6 14 0 ==> 1 B. nigrum
1 N6 200 -->1 N6 19
1 N6 23 0 ==>1 N6 22
10 (Forma de incubacéo larval) 1.000 1 NG 21 0 ==>1 N6 18
1 N6 17 1 ==> 2 B. tuberatus
11 (Forma do estdbmago) 1.000 1 NG 16 0 ==> 1 N6 15
12 (N° de pregas no estdmago) 0.250 1 N6 21 0 ==>1 N6 18
1 N6 15 1 ==> 0 B. giganteum
1 N6 19 0 ==>1 B. sp. n.
1 N6 22 0 ==> 1 B. planus
14 (Ceco pilérico) 0.500 1 N6 24 0 ==> 1 N6 23
1 N6 16 1 ==>0 N6 15
1 N6 20 1 ==>2 N6 19
1 N6 22 1 ==> 2 B. planus
15 (N° de liga¢des no ceco) 1.000 1 N6 23 0 ==>1 N6 21
16 (Regido de ligacdo do ceco) 0.333 1 N6 24 0 --> 1 N6 23
1 N6 16 1 ==> 2 N6 15
1 N6 16 1 --> 0 B. magnicoecum
1 N6 17 1 --> 0 B. primigenus
1 N6 20 1 ==>2No6 19
1 N6 22 1 --> 0 B. humilis
17 (Extremidade do ceco) 0.200 1 N6 24 0-->1 N6 23
1

N6 14 1 ==> 0 B. leachi

Anexo 1 - Tabela de caracteres e respectivas mudancgas de estados, referente ao
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Caracteres IC Passos Mudancas
1 N6 17 1 --> 0 B. primigenus
1 N6 201 -->0N6 19
1 N6 22 1 --> 0 B. planus
18 (Forma das glandulas piléricas)  0.500 1 N6 150-->1No6 14
1 N6 16 0 ==> 2 B. magnicoecum
1 N6 17 0 ==> 1 B. primigenus
1 N6 23 0 ==> 2 N6 22
20 (Tentaculos ordem de tamanho) 0.200 1 N6 24 1 ==>0S. rubra
1 N6 15 1 ==> 0 B. giganteum
1 N6 17 1 ==> 0 B. tuberatus
1 N6 20 1 ==> 0 N6 19
1 N6 22 1 ==> 0 B. humilis
21 (Abertura atrial) 0.500 1 N6 24 0 ==> 1 N6 23
1 N6 17 1 ==> 0 B. primigenus
23 (Forma do anus) 0.500 1 N6 16 0 ==> 1 B. magnicoecum
1 N6 21 0==>1 N6 20
24 (Posicdo do anus quanto a
fileira) 0.500 N6 24 0 ==>1 N6 23
N6 151 ==>0N6 14
N6 18 1 ==>2 N6 17
N6 20 1 ==> 2 B. schlosseri
25 (Musculatura) 0.500 N6230-->1No621

e

N6 151 -->2N6 14
N6 20 1 --> 0 B. schlosseri
N6 22 0 ==> 2 B. humilis
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INDICE TAXONOMICO
Botrylloides giganteum Peres, 1949.......civiiiiiiiieeeiinininneninneeesssssesssssssseesses 30
Botrylloides nigrum Herdman, 1886 ......cccccceeeiriiiiicccrsnnneneeeisssicsssssnnenesesssssessssnnnns 35
Botryllus cf.primigenus OKa, 1928.......cccccvvvveeeiiiiinieiiiinineeninseesssssssesssssssseesses 43
Botryllus cf.tuberatus (Ritter & FOrsyth, 1917) .cccccccvvveeeieieiiicccsssnnneeeeneessccsssnnns 50
Botryllus humilis (Monniot, 1988) ....ccccicerrvvmeriiiiiiiiiiiisnnnneiiiisnnsssssnssessssssssssssnnes 38
Botryllus planus (Van Name, 1902)...cccccccrrrmereieiiiiiiicsssnnneeesssssesssssnssssssssssssssssnnes 40
Botryllus schlosseri (Pallas, 1766) .....ccccvvvveereiiiiiiiiiisssnnnneniiiisissssssnssessssssssssssnnes 46
BOtrYIIUS SP . tiiiiiiiiiicrerteiiiesiccccnneeeee s sssc s sssneeeeessss s s s ssnnnssessssssssssssssnssassssssssssssnnnns 52

Botryllus tabori ROArigues, 1962. ....ccuvivirrvveereiiiiniiiiissnneneniisssisssssssssesssssssssssssnns 48



