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A minha familia, mae, pai, Sam e Pietro,

por todo apoio, ajuda e incentivo.



“The beginning of wisdom is to call things by their right names.”

(Provérbio Chinés)

“Delicacy, transparency, and grace pervade the entire structure; the spirit of beauty
has thrown itself into every curve and line: the eye rests with full satisfaction on the
little cups, so perfect is their form; and hardly less beautiful are the ringed and
twisted pedicels that support them.”

Hincks, 1868:137-138,

ao descrever os Campanulariidae.
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INTRODUCAO GERAL

Os HYDROZOA E A FAMILIA CAMPANULARIIDAE

‘Hidroides’ é um termo comumente adotado para se referir ao estagio séssil
polipoide da classe Hydrozoa, uma das cinco classes que compdem o filo Cnidaria
(Marques & Collins, 2004; Collins et al., 2006; van Iten et al., 2006). Os hidrozoérios
sdo caracterizados pelo desenvolvimento de medusas como brotos laterais dos pdlipos, a
partir de uma massa de tecido chamada entocddio (Marques & Collins, 2004; Collins et
al., 2006; van lIten et al., 2006). O grupo possui ciclos de vida variados (Boero et al.,
1992, 1997; Leclere et al., 2007, 2009), seus pdlipos, solitarios ou coloniais, crescem
sobre varios substratos naturais e artificiais (Calder, 1991a; Genzano & Rodriguez,
1998) e suas medusas podem ser planctonicas livre-natantes, retidas na forma de
eumedusoides, ou aparecerem como formas ainda mais reduzidas (Millard, 1975; Boero
& Bouillon, 1989).

Dentre os Hydrozoa, a ordem Leptothecata (senso Marques & Collins, 2004;
Collins et al., 2006; van Iten et al., 2006) é caracterizada pela presenca de teca nos
polipos, medusas com gdnadas nos canais radiais e estatocistos de origem ectodérmica
(Collins, 2000; Marques & Collins, 2004; Colins et al., 2006). Embora o monofiletismo
desse grupo seja corroborado por muitos estudos moleculares (e.g., Collins et al., 2006;
Cartwright et al., 2008; Leclére et al., 2009) sua posicdo filogenética entre os
Hydroidolina ainda é incerta (Collins, 2002; Collins et al., 2006; Cartwright et al.,
2008). Estudos moleculares também sugerem o nao monofiletismo dos grupos Conica e
Proboscoida (e.g., Collins, 2000; Leclére et al., 2009), classificacdo tradicional que
separa 0s hidroides das familias Campanulariidae Johnston, 1836, Bonneviellidae
Broch, 1909 e Phialuciidae Kramp, 1955 de todos os demais Leptothecata (Bouillon,
1985). De fato essas familias tém se mostrado mais proximamente relacionadas as
familias Mitrocomidae Haeckel, 1879, Blackfordiidae Bouillon, 1984 e Lovenellidae
Russel, 1953, entre outras (Collins, 2000; Leclére et al., 2009).

Os hidroides da familia Campanulariidae sdo conhecidos por formar coldnias
estoloniais ou eretas e por apresentar hidroteca em forma de campéanula, com borda lisa
ou cuspidada, radialmente ou bilateralmente simétrica (Millard, 1975; Cornelius, 1982;
Calder, 1991b). Também sdo conhecidos pelos variados tipos de desenvolvimento do

gonoforo (Millard, 1975; Boero & Sara, 1987). Apesar disso, a indefinigdo quanto aos
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caracteres adequados para a delimitacdo dos géneros em Campanulariidae tem gerado
discordancia entre autores. A depender da proposta taxonémica, a familia compreende
de 11 a 13 géneros, divididos em trés subfamilias (Bouillon, 1985; Cornelius, 1982,
1995; Calder, 1991b): Campanulariinae Johnston, 1836, Clytiinae Cockerell, 1911 e
Obeliinae Haeckel, 1879. Os géneros Obelia Péron & Lesueur, 1810 e Clytia
Lamouroux, 1812 foram os mais estudados (Cornelius, 1975, 1990; Lindner & Migotto,
2001, 2002; Govindarajan et al., 2005; Boero et al., 2007; Lindner et al., 2011) e, para
estes, a morfologia dos nematocistos se mostrou Util para a delimitagdo das espécies
(Ostman, 1979a, 1979b, 1982, 1999; Cornelius & Ostman, 1987; Lindner & Migotto,
2001). Apesar disso, a grande plasticidade fenotipica dos representantes dessa familia
(Cornelius, 1982) tem imposto dificuldades na identificacdo das espécies (e.g., Obelia
longissima (Pallas, 1766) e O. dichotoma (Linnaeus, 1758), Cornelius, 1975, 1990;
Orthopyxis integra (Macgillivray, 1842), Cornelius, 1982).

O grau de redugdo da medusa tem sido bastante estudado para os
Campanulariidae (Cornelius, 1982, 1990; Boero & Sara, 1987; Boero et al., 1996). A
presenca de medusas em Clytia e Obelia, medusoides em Orthopyxis L. Agassiz, 1862,
meconidios em Gonothyraea Allman, 1864 e gonoforos fixos em Campanularia
Lamarck, 1816, Rhizocaulus Stechow, 1919, Silicularia Meyen, 1834 e Laomedea
Lamouroux, 1812, entre outros, levou a hipotese de supressdo gradual da medusa entre
os Campanulariidae (Boero & Sara, 1987; Cornelius, 1982) e reaquisi¢do da medusa em
Obelia (Boero & Sara, 1987; Boero et al., 1996). Essas hipdteses foram refutadas por
analises filogenéticas recentes dos Campanulariidae e dos Leptothecata (Govindarajan et
al., 2006; Leclere et al., 2009), cuja otimizacdo leva a um cenario de reduces multiplas
da medusa entre os diversos géneros e homologia da medusa de Obelia com as demais
medusas de Hydrozoa. Redu¢des mdltiplas da medusa também foram propostas para
representantes da familia Hydractiniidae L. Agassiz, 1862 (Cunningham & Buss, 1993),
porém eventos de reaquisicdo de medusoides j& foram propostos para algumas familias
de Plumularioidea (Leclére et al., 2007).

Estudos filogenéticos com representantes da familia demonstraram que muitas
especies e géneros ndo sdo monofiléticos (Govindarajan et al., 2006; Lindner et al.,
2011), assim como a propria familia (Govindarajan et al., 2006; Pefia Cantero et al.,
2010). Esse fato levanta duvidas sobre a ampla distribuicdo encontrada para as espécies

de Campanulariidae (e.g., Cornelius, 1982), e sugere a existéncia de espécies cripticas,
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como foi demonstrado para as espécies Obelia geniculata (Govindarajan et al., 2005),

Clytia gracilis (Lindner et al., 2011) e Orthopyxis integra (Govindarajan et al., 2006).

O GENERO ORTHOPYXIS

O nome Orthopyxis L. Agassiz, 1862 aparece inicialmente como subgénero em
Clytia (Orthopyxis) poterium, e posteriormente como género no mesmo trabalho (L.
Agassiz, 1862), embora ndo tenha sido formalmente descrito. No desenvolvimento de C.
(Orthopyxis) poterium foi caracterizada a presenca de medusas reduzidas (L. Agassiz,
1862), carater distintivo do género adotado por autores subsequentes. As discussdes a
respeito da validade de Orthopyxis residem em sua semelhanca com o género
Campanularia, o que levou varios autores a considerarem o0s dois géneros como
sindnimos sob 0 nome Campanularia.

Campanularia e Orthopyxis tém em comum serem coldnias estoloniais, com
hidroteca campanulada e margem lisa ou cuspidada, com esférula subhidrotecal e sem
diafragma verdadeiro (cf. Millard, 1975; Cornelius, 1982; Calder, 1991b). Autores que
ndo consideram Orthopyxis como sindnimo argumentam que suas caracteristicas
distintivas sdo o espessamento do perissarco das espécies de Orthopyxis, principalmente
nas paredes da hidroteca, mas algumas vezes também no pedicelo e hidrorriza, e
gonoforos na forma de medusas reduzidas, livres ou retidas, enquanto espécies de
Campanularia ndo formam medusa, apresentando gono6foros na forma de esporossacos
fixos (Bale, 1914; Nutting, 1915; Ralph, 1957; Calder, 1991b; Cornelius, 1995;
Bouillon et al., 2004). Outros autores consideram essas caracteristicas insuficientes para
separacdo dos dois géneros, principalmente em relacdo ao espessamento do perissarco,
uma vez que seria comum a ocorréncia de colénias polimorficas, com hidrotecas de
paredes espessas e finas (Hincks, 1868; Millard, 1975; Hirohito, 1995).

Essa discordancia quanto a validade do género Orthopyxis causou problemas
taxonémicos (e.g. Cornelius, 1982, p.60), e dificulta 0 conhecimento sobre sua riqueza,
sendo necessaria uma revisdo taxonémica detalhada (Arai & Brinckmann-Voss, 1980;
Cornelius, 1982). Ademais, as espécies do género sdo semelhantes entre si, muitas vezes
dificilmente distinguiveis somente pelas caracteristicas do trofossomo (Bale, 1914;
Ralph, 1957), gerando duvida sobre a validade de muitas espécies. A Tabela 1 mostra

nomes de espécies de Orthopyxis descritos na literatura, as sinonimias propostas por
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alguns autores (e.g., Ralph, 1957; Millard, 1975; Cornelius, 1982; Calder, 1991b;
Migotto, 1996; Vervoort & Watson, 2003), e a provavel distribuicdo dessas espécies.

No Atlantico sul-ocidental existem registros das espécies dos géneros
Campanularia e Orthopyxis no Brasil (Vannucci-Mendes, 1946; Vannucci, 1949, 1954;
Migotto et al., 2002; Miranda et al., 2011), Uruguai (Milstein, 1976; Genzano et al.,
2009) e Argentina (Blanco, 1964, 1967a, 1967b, 1976; Genzano et al., 2009). As
espéecies Orthopyxis sargassicola (Nutting, 1915), Orthopyxis integra (Macgillivray,
1842), Campanularia agas Cornelius, 1982, Campanularia hesperia Torrey, 1904 e
Campanularia hincksii Alder, 1856 tém ocorréncia conhecida no Brasil, porém o0s
registros de algumas espécies do género Campanularia se restringem a trabalhos em que
elas foram registradas pela primeira vez (Vannucci-Mendes, 1946; Vannucci, 1954), e

em alguns casos sao considerados duvidosos (e.g., Migotto et al., 2002).

OBJETIVOS GERAIS

Esse trabalho tem por objetivos (1) rever as ocorréncias de espécies do género
Orthopyxis no Atlantico sul-ocidental a luz de novas informacgdes; (2) compreender a
variacdo intraespecifica das espécies de Orthopyxis do Atlantico sul-ocidental e
delimita-las por meio do estudo morfométrico e molecular; (3) investigar o uso de
evidéncias moleculares e morfologicas para a delimitacdo dos géneros Orthopyxis e
Campanularia.

Nesse sentido, o Capitulo 1 intitulado “Delimitacdo das espécies do género
Orthopyxis no Atlantico sul-ocidental a partir de evidéncias moleculares” apresenta um
estudo sobre os limites interespecificos das espécies de Orthopyxis da regido analisando
suas sequéncias de diferentes marcadores de DNA. Foram também incluidas nas
analises sequéncias de espécies do género Campanularia que permitiram inferir os
limites entre os géneros e testar o monofiletismo de Orthopyxis.

O Capitulo 2, intitulado “Variabilidade e relevancia dos caracteres morfologicos
na delimitacdo interespecifica de linhagens relacionadas a Orthopyxis no Atlantico sul-
ocidental” teve o0 objetivo de compreender esta variacdo morfoldgica intraespecifica de
Orthopyxis no Atlantico sul-ocidental contrastando com delimitacbes de espécies
encontradas no capitulo anterior com base em DNA. Esse estudo permitiu a revisdo de
caracteres morfoldgicos utilizados para diagnose de espécies de Orthopyxis,

caracterizando aqueles mais relevantes para delimita-las. A inclusdo de espécies do
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género Campanularia apontou evidéncias morfologicas para a delimitacdo dos géneros
na regido de estudo. O estudo da morfologia também permitiu discussdes a respeito de
alguns registros de espécies do género Orthopyxis no Atlantico sul-ocidental presentes

na literatura.
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Tabela 1. Espécies do género Orthopyxis descritas na literatura, sinonimias e distribuicdo. (?) Indica status duvidoso (espécie cuja ocorréncia esta restrita ao
trabalho em que foi descrita pela primeira vez).

Espécies descritas

Sinonimias

Autor da sinonimia

Distribuicéo

Orthopyxis affabilis Vervoort & Watson, 2003

Orthopyxis angulata Bale, 1914
Orthopyxis australis (Stechow, 1924)
Orthopyxis clytioides (Lamouroux, 1824)

Orthopyxis crenata (Hartlaub, 1901)
Orthopyxis delicata Trebilcock, 1928
Orthopyxis everta (Clarke, 1876)
Orthopyxis formosa Trebilcock, 1928

Orthopyxis crenataformis Watson, 2005
Orthopyxis compressima Kubota & Yamada,
1992

Orthopyxis frigida Stechow, 1923
Orthopyxis fujianensis Huang & Xu, 1994
Orthopyxis asymmetrica Stechow, 1919
Orthopyxis caliculata Hincks, 1853

Orthopyxis compressa Clark, 1877
Orthopyxis integra (Macgillivray, 1842)
Orthopyxis poterium L. Agassiz, 1862
Orthopyxis rubra (Behner, 1914)

Orthopyxis mollis (Stechow, 1919)
Orthopyxis everta (Clarke, 1876)
Orthopyxis hartlaubi El Beshbeeshy, 1991

Orthopyxis platycarpa Bale, 1914
Orthopyxis billardi Vannucci, 1954
Orthopyxis minuta Vannucci, 1949
Orthopyxis sargassicola (Nutting, 1915)
Orthopyxis tincta (Hincks, 1861)

Orthopyxis wilsoni Bale, 1914

Orthopyxis affabilis

Orthopyxis angulata
Orthopyxis australis
Orthopyxis clytioides

Orthopyxis crenata
Orthopyxis crenata
Orthopyxis crenata
Orthopyxis crenata

Orthopyxis crenataformis
Orthopyxis compressima

Orthopyxis frigida
Orthopyxis fujianensis
Orthopyxis integra
Orthopyxis integra

Orthopyxis integra
Orthopyxis integra
Orthopyxis integra
Orthopyxis integra
nome invalido
Orthopyxis mollis
Orthopyxis mollis
Orthopyxis mollis
nomen nudun
Orthopyxis platycarpa
Orthopyxis sargassicola
Orthopyxis sargassicola
Orthopyxis sargassicola
Orthopyxis tincta

? Orthopyxis wilsoni

Vervoort & Watson (2003)
Cornelius (1982)
Ralph (1957); Vervoort & Watson (2003)

Cornelius (1982)

Millard (1975); Cornelius (1982); Vervoort & Watson
(2003)

Millard (1975); Cornelius (1982)

Cornelius (1982)
Millard (1975)
Cornelius (1982)

Galea (2007)
Vervoort & Watson (2003); Galea (2007)
T.P. Miranda & A.C. marques, com. pess.

Calder (1991b); Migotto (1996); Miranda et al.(2011)
Migotto (1996); Miranda et al.(2011)

Nova Zelandia e Norfolk Rigde (Vervoort & Watson,
2003)

Australia (Bale, 1914; Watson, 2005)

Australia (Stechow, 1924)

Azores, Estreito de Magalhaes (Hartlaub, 1905;
Nutting, 1915)

Nova Zelandia, Australia, Japdo, Mar Mediterraneo,
Atléntico (Mar de Sargago a Cabo Verde), Chile
(Leloup, 1974; Millard, 1975; Ralph, 1957; Hirohito,
1969; Vervoort & Watson, 2003; Watson, 2005; Galea
et al., 2009)

Australia (Watson, 2005)

Hokkaido, Japdo (Kubota & Yamada, 1992)

Antartica (Stechow, 1923)

Fujian, China (Huang & Xu, 1994)

Atlantico, Pacifico, Mediterraneo (Millard, 1975;
Cornelius, 1982, 1995; Hirohito, 1995; Vervoort &
Watson, 2003; Bouillon et al. 2004)

Chile, Mar Mediterraneo, Nova Zelandia (Stechow,
1919; Ralph, 1957; Vervoort & Watson, 2003; Galea
2007)

Australia, Japao (Bale, 1914; Hirohito, 1995)
Atlantico ocidental (Nutting, 1915; Calder, 1991b;
Migotto, 1996; Miranda et al., 2011)

Australia, Atlantico sul (Hincks, 1861; Hartlaub,
1905)
Australia (Bale, 1914)
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CAPiTULO 1

DELIMITACAO DAS ESPECIES DO GENERO ORTHOPYXIS NO ATLANTICO SUL-

OCIDENTAL A PARTIR DE EVIDENCIAS MOLECULARES

ABSTRACT

The genus Orthopyxis is known to have quite variable morphology, especially
concerning trophosomal characteristics. This variation causes considerable difficulties
in species identification. There is a long list of nominal species recorded for the
southwestern Atlantic, but most of these records are doubtful. The goal of this study was
to infer species boundaries in the lineages of Orthopyxis from the southwestern Atlantic,
including comparisons with Campanularia to infer intergeneric limits and to test the
monophyly of the genus Orthopyxis. We have carried out DNA analyses of
mitochondrial genes 16S and COI and nuclear genes ITS1 and ITS2. Six lineages with
high bootstrap and Bremer supports came out in all the analyses, corresponding to the
species O. sargassicola, O. integra, O. crenata and C. subantarctica. Orthopyxis was
monophyletic in maximum likelihood analyses of the combined dataset and in all the
analyses with 16S. Orthopyxis integra enclosed two somewhat distant lineages
geographically structured. Orthopyxis crenata, a new record for the southwestern
Atlantic, is morphologically similar with O. sargassicola, making it clear the
importance of the gonotheca for their differentiation. Campanularia subantarctica was
also split into two relatively distant lineages. We believe our approach may serve as a

model to infer species boundaries for the Campanulariidae in the future.

RESUMO

O género Orthopyxis é conhecido pela variabilidade morfolégica de suas
espécies, principalmente em relacdo as caracteristicas do trofossoma. Essa variacdo
dificulta a identificagdo das espécies. No Atlantico sul-ocidental, essas caracteristicas
levaram a descricdo de um grande nimero de espécies nominais, gerando ddvidas sobre
muitos registros. Esse estudo tem como objetivo a delimitagdo interespecifica em
linhagens de Orthopyxis do Atlantico sul-ocidental, incluindo comparagdes com
Campanularia para inferéncias sobre os limites entre estes géneros, bem como testar o

monofiletismo de Orthopyxis. Foram realizadas analises de DNA dos genes
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mitocondriais 16S e COI, e dos genes nucleares ITS1 e ITS2. Seis linhagens foram
obtidas em todas as andlises, com altos valores de suporte, correspondentes as espécies
O. sargassicola, O. integra, O. crenata e C. subantarctica. O género Orthopyxis
resultou monofilético nas analises de evidéncia total sob o critério de maxima
verossimilhanca e nas analises com o marcador 16S. A espécie O. integra é formada por
duas linhagens geneticamente distantes, 0 que sugere estruturacdo genética. Orthopyxis
crenata corresponde a um novo registro para o Atlantico sul-ocidental, e sua
semelhanga morfoldgica com a espécie O. sargassicola demanda a presenca da
gonoteca para a identificacdo dessas espécies. Campanularia subantarctica também é
formada por duas linhagens relativamente distantes entre si. Acreditamos que esse
estudo pode servir como modelo para inferéncias sobre os limites interespecificos em

Campanulariidae no futuro.

INTRODUCAO

Os hidroides da familia Campanulariidae Johnston, 1836 (Hydrozoa, Cnidaria)
sd0 membros importantes das comunidades bentdnicas marinhas, frequentemente
registrados em estudos faunisticos e de ecologia dos Hydrozoa no Atlantico sul-
ocidental (Migotto, 1996; Genzano & Rodriguez, 1998; Zamponi et al., 1998; Genzano
et al., 2002, 2008, 2009; Lindner & Migotto, 2002; Migotto et al., 2002; Genzano &
Zamponi, 2003; Grohmann et al., 2003; Marques et al., 2003; Kelmo & Attrill, 2003;
Miranda et al., 2011). Estudos taxondmicos formais para a familia sdo poucos, e
abordam principalmente a evolucdo da medusa (Govindarajan et al., 2006; Boero et al.,
2007; Cartwright et al., 2008; Leclére et al., 2009) e a delimitacdo de géneros e espécies
(Cornelius, 1975, 1982, 1990; Ostman, 1982, 1999; Lindner & Migotto, 2002; Lindner
etal., 2011).

Entretanto, o histérico taxonémico dos grupos incluidos dentre os
Campanulariidae demonstra que a familia possui questdes complexas. Ha discordancias
entre 0s taxonomistas sobre a relevancia dos diferentes caracteres utilizados na
identificacdo e delimitacdo dos géneros e espécies em Campanulariidae (Millard, 1975;
Cornelius, 1982; Bouillon, 1985; Calder, 1991a). Isso ocorre principalmente porque as
morfologias das espécies sdo simples e similares entre si, além de suas linhagens
apresentarem uma ampla variagdo morfologica (ver Cornelius, 1982). Até mesmo o

posicionamento filogenético da familia dentre os Leptothecata (senso Marques &
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Collins, 2004; Collins et al., 2006; van Iten et al., 2006) e questionado (cf. Marques,
1996; Collins, 2000; Leclére et al., 2009).

O género Orthopyxis L. Agassiz, 1862 ¢ um exemplo das dificuldades
taxondmicas na familia, bem como da discussdo sobre a delimitacdo de seus taxons.
Desde o seculo XIX, ha discordancias sobre sua validade (e.g., Hincks, 1868; Nutting,
1915; Millard, 1975; Arai & Brinckmann-Voss, 1980; Cornelius, 1982; Schuchert,
2001), especialmente por sua similaridade morfolégica com o género Campanularia
Lamarck, 1816, com quem ja foi muitas vezes sinonimizado. Além disso, as espécies de
Orthopyxis sdo semelhantes entre si, sendo dificilmente distinguiveis se o seu estudo se
restringe as caracteristicas do trofossoma (Bale, 1914; Ralph, 1957). Devido a estes
fatos, os problemas taxonémicos de validade do género (e.g. Cornelius, 1982, p.60) e da
validade de muitas de suas espécies (e.g., Cornelius, 1982; Govindarajan et al., 2006),
abordagens taxonémicas com caracteres de naturezas diferentes sdo necessarias.

Historicamente, para o Atlantico sul-ocidental, cinco espécies do género
Orthopyxis foram registradas e descritas por Vannucci-Mendes (1946) e Vannucci
(1949, 1954) para o litoral brasileiro, mas estas foram posteriormente identificadas,
ainda que duvidosamente, como Orthopyxis integra (MacGillivray, 1842) e Orthopyxis
sargassicola (Nutting, 1915) (e.g., Calder, 1991a; Migotto, 1996; Miranda et al., 2011;
Tabela 1). Além disso, Vannucci-Mendes (1946) e Vannucci (1954) também
descreveram algumas espécies de Campanularia para o litoral do estado de Sao Paulo,
que atualmente sdo consideradas registros duvidosos (Migotto et al.,, 2002).
Infelizmente, a maior parte do material descrito por Vannucci foi perdida (Migotto,
1996), o que impossibilita a revisdo destes registros. Paralelamente, Blanco (1964,
1967, 1976) também descreveu vérias espécies de Campanularia e Orthopyxis para o
litoral da Argentina, muitas das quais foram posteriormente reidentificadas como
Campanularia subantarctica Millard, 1971 pela prépria autora (Blanco, 1994; Tabela
1). Entretanto, C. subantarctica foi recentemente considerada sinénimo de
Campanularia lennoxensis Jaderholm, 1903 (Galea et al., 2009), aumentando a
confusdo taxonbmica que cerca o0s taxons. Outros registros de Campanularia e
Orthopyxis para o Atlantico sul-ocidental ainda s&o considerados duvidosos (e.g., T.P.
Miranda & A.C. Marques, com. pess.; Tabela 1), e sugerem a necessidade urgente de

revisao das ocorréncias dessas espécies na regido.
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Atualmente, duas espécies de Orthopyxis sdo bem aceitas no Atlantico sul-
ocidental: O. sargassicola e O. integra. No litoral brasileiro, O. sargassicola foi
registrada para o litoral do Espirito Santo (Grohmann et al., 1997, 2003), Rio de Janeiro
(Nogueira et al., 1997; Grohmann et al., 2003) e S&o Paulo (Rosso & Marques, 1997,
Migotto, 1996; Oliveira & Marques, 2007; Cunha & Jacobucci, 2010), e junto a O.
integra, foram registradas para o litoral do Parand (Haddad & Chiaverini, 2000) e Santa
Catarina (Miranda et al., 2011); no litoral argentino, ha registros da espécie O. integra
(como Campanularia integra) nas regides de Puerto Madryn, Chubut [Blanco, 1964,
como Orthopyxis caliculata (Hincks, 1853)] e Punta Pefias, San Julian (Blanco, 1994).
Uma terceira espécie, Orthopyxis everta (Clark, 1876), foi registrada por Blanco (1967,
1976) para a costa argentina, mas foi posteriormente identificada como Campanularia
subantarctica (Blanco, 1994; T.P. Miranda & A.C. Marques, com. pess.). Apesar disso,
existe muita discordancia na literatura sobre o registro dessa espécie (Tabela 1). Mesmo
a taxonomia de O. integra e O. sargassicola, duas espécies tradicionalmente registradas
no Atlantico sul-ocidental, é incerta, também gerando davidas sobre seus registros.

Alternativamente, alguns estudos envolvendo dados moleculares tém se
mostrado Uteis na compreensdo de limites interespecificos em grupos com taxonomia
dificil (e.g., Aguilar & Séanchez, 2007; Benzoni et al., 2010; Budd et al., 2010). Em
Hydrozoa, o nimero de estudos moleculares tem crescido nos Gltimos anos, inclusive
focando a delimitacdo de espécies de hidroides (e.g., Schierwater & Ender, 2000;
Collins, et al., 2005; Govindarajan et al., 2005b; Schuchert, 2005; Galea & Leclere,
2007; Miglietta et al., 2007, 2009; Moura et al., 2008; Folino-Rorem et al., 2009; Pefa
Cantero et al., 2010; Nawrocki et al., 2010), ou erros de identificacdo devido a
morfologia e ou ciclo de vida incompletos (e.g., Miranda et al., 2010). Entretanto, ha
poucos estudos moleculares com representantes da familia Campanulariidae (e.g.
Govindarajan et al., 2005a, 2006; Lindner et al., 2011), mas estes também demonstram
evidéncias importantes para a compreensao dos limites interespecificos do grupo, como
0 ndo monofiletismo da familia (Govindarajan et al., 2006, Pefia Cantero et al., 2010) e
de algumas espécies dos géneros Clytia Lamouroux, 1812 e Orthopyxis (Govindarajan
et al., 2006; Lindner et al., 2011).

Este estudo tem o objetivo de esclarecer os limites interespecificos das espécies
do género Orthopyxis com ocorréncia no Atlantico sul-ocidental, a partir de dados

moleculares. Como consequéncia desta delimitacdo, a incluséo de espécimes do género
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Campanularia permite uma compreensdo dos limites entre ambos o0s géneros,
consequentemente testando a hipdtese de monofiletismo do género Orthopyxis na regido

de estudo.

MATERIAL E METODOS

Espécimes de Orthopyxis e Campanularia utilizados nas analises moleculares
foram coletados em localidades brasileiras e argentinas (Tabela 2). Os materiais foram
previamente identificados com o auxilio das descri¢cdes tradicionais (Millard, 1971;
Cornelius 1982, 1995; Calder, 1991a; Galea et al., 2009). Um espécime argentino do
género Silicularia Meyen, 1834 também foi incluido em algumas andlises por ser da
mesma subfamilia que os anteriores (Campanulariinae), supostamente relacionado a
Orthopyxis (cf. Govindarajan et al., 2006). Duas espécies do género Obelia Péron &
Lesueur, 1810 (subfamilia Obeliinae, suposto grupo-irmédo de Campanulariinae segundo
Govindarajan et al., 2006 e Pefia Cantero et al., 2010), ambas provenientes dos Estados
Unidos da América foram utilizadas como grupos externos nas analises filogenéticas.

O DNA total dos exemplares foi extraido utilizando-se o kit InstaGene (Bio-
Rad), conforme protocolo do fabricante. As regides dos marcadores mitocondriais 16S e
COl, e do marcador nuclear ITS (ITS1, 5.8s e ITS2), foram amplificadas por meio de
reacOes de PCR realizadas em volume total de 25ul, contendo 2-3ul de DNA, 100ul de
dNTPs, buffer 10x, 3,5mM de MgCl,, 0,4ul de cada primer e 0,85u de Taq DNA
Polymerase Recombinant (Fermentas). As condi¢cdes de amplificacdo e os primers
utilizados para cada marcador estdo descritos na Tabela 3. Os produtos amplificados
foram checados em gel de agarose a 1,5% e purificados utilizando-se o kit de
purificacdo Ampure (Agencourt), conforme instrugdes do fabricante. As reacdes de
sequenciamento foram realizadas com o kit Big Dye Sequence Terminator v.3.1
(Applied Biosystems) e as amostras foram sequenciadas no sequenciador ABI Prism
3100 Genetic Analyser utilizando os mesmo primers da amplificagéo.

Os eletroferogramas foram editados utilizando-se o programa Geneious v5.3
(Drummond et al., 2010) e as sequéncias alinhadas com o programa MAFFT (Katoh et
al., 2002). Apos o alinhamento, as extremidades de algumas sequéncias foram cortadas
para ajusta-las ao tamanho da menor sequéncia. As sequéncias obtidas foram
comparadas com sequéncias depositadas no GenBank para a confirmacdo dos genes e
espécies de interesse, por meio da ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search
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Tool, Altschul et al., 1990). As sequéncias codificantes de COI foram comparadas com
a sequéncia completa de Hydra oligactis (Kayal & Lavrov, 2008) (GenBank
NC_010214) e traduzidas para a confirmacdo de ndo se tratar de pseudogenes. Além
disso, as regides dos marcadores nucleares ITS1 e ITS2 foram extraidas das sequéncias
de ITS amplificadas utilizando-se como guia a sequéncia de Hydra circumcincta
(Martinez et al., 2010) (GenBank GU722663) para delimitacdo da regido do ITS1 e a
ferramenta ITS2 Database (Schultz et al., 2006), para delimitacdo da regido do ITS2.

As anélises filogenéticas foram realizadas sob os critérios de parcimonia (P) e
méaxima verossimilhanca (MV). As analises foram realizadas considerando-se as
seguintes matrizes de dados: (a) todos os dados concatenados (16S+COI+ITS1+ITS2,
evidéncia total), (b) dados dos marcadores mitocondriais concatenados (16S+COl), (c)
dados dos marcadores nucleares concatenados (ITS1+ITS2) e (d) dados dos marcadores
separadamente. As matrizes de analise foram adequadas segundo os dados disponiveis,
buscando a maior eficiéncia possivel para cada analise. Em todas as anlises foram
utilizados somente haplotipos diferentes e Unicos (Tabela 2), de forma que o nome da
sequéncia que aparece na filogenia refere-se apenas a um dos individuos que
compartilham aquele mesmo haplotipo. Para as analises concatenadas foram utilizados
somente o0s exemplares que possuiam sequéncias para todos os marcadores (Tabela 2).
Maiores detalhes das matrizes analisadas estdo descritos na Tabela 4.

As sequéncias de DNA nuclear que apresentaram sitios ambiguos foram
analisadas aplicando-se 0s respectivos codigos de ambiguidade (IUPAC ambiguity
codes). Essa ambiguidade foi relacionada a ocorréncia de heterozigosidade no genoma
nuclear de alguns individuos, em que um mesmo sitio apresenta dois alelos (haplétipos)
diferentes (Clark, 1990; Zhang & Hewitt, 2003). Esse padréo ocorreu em 17 sequéncias
de ITS1 e 22 de ITS2, do total de 65 sequéncias amplificadas para cada marcador. O
ndimero maximo de sitios ambiguos verificado foi cinco, em uma sequéncia de ITS2 de
um individuo de Penha (SC), porém 46% das sequéncias apresentaram apenas um sitio
ambiguo. Algumas dessas sequéncias com heterozigosidade eram iguais em todas as
posi¢des nucleotidicas, inclusive no sitio que continha a ambiguidade e no cddigo
atribuido a ela. Por isso, para as analises filogenéticas, essas sequéncias foram também
consideradas como haplétipos iguais.

As analises filogenéticas sob o critério de parcimonia foram realizadas nos
programas PAUP 4.0b10 (Swofford, 2002) e TNT (Goloboff et al., 2008). A anélise
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consistiu de buscas heuristicas ndao ponderadas com algoritmo random em 1000
réplicas, e com branch-swapping utilizando-se o algoritmo TBR (tree bisection-
reconnection). Gaps foram tratados como quinto estado. O suporte de ramos foi
estimado pelo célculo do bootstrap com 1000 réplicas no TNT e o suporte de Bremer
(Bremer, 1988, 1994) a partir da retencdo de arvores subdtimas de até 500 passos acima
do comprimento da &rvore mais parcimoniosa. As analises filogenéticas sob o critério de
méaxima verossimilhanca foram realizadas utilizando-se a ferramenta PALM (Chen et
al., 2009), com os modelos de evolucdo nucleotidica para os conjuntos de dados
selecionados por meio do Akaike Information Criterion (AIC, Tabela 4). O suporte de
ramos foi estimado pelo céalculo do bootstrap com 1000 réplicas. Matrizes de distancias
p (ndo corrigidas) foram calculadas no programa PAUP 4.0b10.

Redes de hapl6tipos foram construidas com os conjuntos de dados mitocondriais
e nucleares para inferéncias sobre sua estruturacdo geogréafica. Os alinhamentos de cada
conjunto de dados foram convertidos ao formato Roehl pelo programa DnaSP v.5
(Librado & Rozas, 2009) e os calculos das redes de hapldtipos foram realizados com o
critério de median-joining, seguido de uma analise de parcimdnia, utilizando-se o
programa Network 4.6 (disponivel em www.fluxus-engineering.com). Analises
descritivas dos dados (diversidade haplotipica e nucleotidica) foram realizadas
utilizando-se o programa DnaSP v.5. Para a construcao de redes de hapl6tipos e anélises
descritivas dos dados foram utilizadas somente as sequéncias de ITS1 e ITS2 que
apresentaram uma Uunica ambiguidade (além daquelas que ndo apresentaram
ambiguidade). Nesses casos, os dois haplétipos possiveis de cada sequéncia foram

reconstruidos e utilizados nas analises.

RESULTADOS
A. TOPOLOGIAS FILOGENETICAS

A resolucdo variou nas topologias obtidas. Embora todas as topologias tenham
definido seis linhagens (clados 1 a 6) com altos valores de suporte de ramos (Figuras 1 a
4, Anexos | a X), as arvores concatenadas e individuais nucleares apresentaram pouca
resolucdo e baixos valores de suporte entre eles (Anexos Ill, 1V, VII-X). As topologias
mitocondriais concatenadas e individuais apresentaram maior resolucdo no
relacionamento entre os seis clados (Figuras 3 e 4, Anexos I, Il, V e VI), porém 0s

valores de suporte também sdo geralmente baixos. As topologias de evidéncia total
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(Figuras 1 e 2) entretanto, apresentaram maiores valores de suporte nas relacfes entre 0s
clados 1 a 6 e foram congruentes com as arvores individuais de 16S (embora existam
algumas diferencas no posicionamento dos clados 4 e 5). Por esses motivos, tomaremos
como hipotese de trabalho as filogenias resultantes das analises de evidéncia total e
individuais para o marcador mitocondrial 16S (Figuras 1 a 4).

Com relagdo as seis linhagens obtidas em todas as topologias, apenas o clado 6
ndo resultou monofilético nas analises com ITS2. As analises de evidéncia total (MV e
P, Figuras 1 e 2, respectivamente), apresentam valores de bootstrap para os clados entre
99 (Clado 2, MV) e 100 (os demais clados), com Bremer (P) desde 50 (Clado 4) a 121
(Clado 3). Ainda para a evidéncia total, a distancia genética entre as linhagens é alta,
variando de 2,60 a 15,65% para 0s marcadores mitocondriais e 9,84 a 45,42% para 0s
nucleares (Tabela 5).

Os resultados delineiam géneros e espécies conforme se segue:
Género Orthopyxis - o0 monofiletismo do género Orthopyxis é corroborado em todas as
topologias, com excecdo da de evidéncia total sob o critério de parciménia. Os valores
de suporte para Orthopyxis em geral sdo baixos (bootstrap < 50, Bremer = 4), com seu
maior valor na filogenia de 16S em MV (bootstrap = 85). Séo os seus clados:
- clado 1 (Figura 5C e J), corresponde morfologicamente a espécie O. sargassicola
(Nutting, 1915);
- clados 2 e 3 (Figura 5A, B, G e H), correspondem morfologicamente a espécie
Orthopyxis integra (Macgillivray, 1842). Estes clados formam um grupo monofilético
nas filogenias de evidéncia total (MV e P, Figuras 1 e 2) e também para o 16S (Figuras
3 e 4), embora a distdncia genética entre eles seja grande (7,81 a 15,65% para
marcadores mitocondriais) e equivalente as distancias genéticas observadas entre as
outras linhagens de Orthopyxis (e.g. clados 1 e 6, Tabela 5). Em geral aparecem
relacionados a O. crenata (ver abaixo), embora na topologia de evidéncia total sob o
critério da parcimodnia aparecam mais relacionados aos clados 4 e 5 (Campanularia
subantarctica), porem com baixos valores de suporte de ramos;
- clado 6 (Figura 5D e 1), corresponde morfologicamente a espécie O. crenata (Hartlaub,
1901). Esse clado se apresentou distinto da linhagem correspondente a espécie O.
sargassicola em todas as topologias com altos valores de suporte. O clado 6 aparece na
maioria das topologias relacionado a espécie O. integra (clados 2 e 3), embora com

valores medianos de suporte.
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Género Campanularia - os clados 4 e 5 (Figura 5, F e K) correspondem
morfologicamente a espécie C. subantarctica Millard, 1971, embora a identificagdo dos
exemplares do clado 5 seja duvidosa por ndo possuirem gonotecas. Apesar da
semelhanga morfolégica dos clados 4 e 5, eles formam um grupo monofilético apenas
nas analises de evidéncia total (bootstrap = 70, Bremer = 8). A distancia genética entre
as duas linhagens também é alta (Tabela 5), mas é inferior a distancia genética entre as
duas linhagens de Orthopyxis integra.

Género Silicularia e haplétipos SanJulianlARG e CaletaOlivialARG - a espécie
Silicularia rosea Meyen, 1834 e os hapldtipos ndo identificados SanJulianlARG e
CaletaOlivialARG aparecem somente na filogenia de 16S, ja que ndo conseguimos
obter o COI desses individuos. Nas filogenias de 16S é possivel verificar a posicdo basal
de Silicularia rosea em relagdo aos demais géneros representados. O alto suporte
apresentado pelo clado Silicularia+Campanularia+Orthopyxis  corrobora 0
relacionamento destes géneros, embora este possa ser um efeito do uso de uma raiz
(grupos-externos) distante.

O haplétipo de San Julian (SanJulidn1ARG) é morfologicamente semelhante a
Orthopyxis integra, mas seu posicionamento ambiguo nas filogenias dificulta sua
identificacdo. Sua posicao basal dentre as espécies de Orthopyxis nas filogenias de 16S
sugere que esse individuo possa ser diferente de todas as demais espécies do género, e
por isso ele foi aqui denominado Campanulariidae género 1.

O haplétipo de Caleta Olivia (CaletaOlivialARG) € morfologicamente
semelhante a Orthopyxis crenata, mas seu posicionamento ambiguo nas filogenias e a
auséncia de gonotecas também dificultam sua identificacdo. Uma vez que sua posi¢do
nas filogenias de 16S sempre inclui esse haplétipo dentre os Orthopyxis, nos o

denominamos Orthopyxis spl.

B. REDES DE HAPLOTIPOS E ESTRUTURACAO GEOGRAFICA
As redes de hapl6tipos mitocondriais e nucleares corroboram 0s mesmos seis
clados das analises filogenéticas, com grande divergéncia entre eles (Figura 6), inclusive
em suas estatisticas sumarias de diversidades genéticas dos marcadores mitocondriais e
nucleares (Tabela 6). No geral, o alto nimero de linhagens e as baixas amostragens dos

individuos ndo permitem estudos populacionais detalhados. Mas os grupos melhor
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amostrados geograficamente, O. integra e O. sargassicola, permitem algumas
inferéncias sobre suas populagdes.

As diversidades haplotipicas para os marcadores mitocondriais e nucleares foram
semelhantes, mas a diversidade nucleotidica foi maior para os marcadores nucleares. A
populacdo de Santa Catarina da espécie O. integra apresentou a maior diversidade
nucleotidica dos marcadores mitocondriais (3,51%) e nucleares (6,69%), enquanto
outros ndo apresentaram diversidade genética (0,0%), tais como a populacdo do Parana
de O. integra (mitocondriais), a de Santa Catarina de O. sargassicola (nucleares) e a do
Rio de Janeiro de O. integra (nucleares), mas estes valores podem ser resultado do
baixo numero de individuos amostrados para essas populagoes.

Considerando-se os clados, a diversidade haplotipica foi em geral alta para
ambos os marcadores, mas os valores de diversidade nucleotidica variaram entre eles. O
clado 1 (= O. sargassicola) compreendeu os haplotipos de todas as regides amostradas,
com baixa resolucéo entre eles. Para os clados correspondentes a O. integra, o clado 3 é
formado quase exclusivamente por haplétipos do Parana e o clado 2 é formado por
hapldtipos das demais regifes amostradas. Os altos valores de distancia genética
verificados entre os clados 2 e 3 sugerem estruturacdo genética entre as populagdes de
O. integra, porém as relacdes ndo resolvidas entre os haplotipos de O. sargassicola, e 0s
baixos valores de distancia genética verificados entre eles, demonstram haver pouca ou

nenhuma estruturacdo genética entre as populacdes dessa espécie.

DiscussAo

Nossos resultados corroboram a importancia dos marcadores mitocondriais,
principalmente o 16S, para inferéncias filogenéticas em uma ampla gama de niveis
taxonémicos. A capacidade do 16S de definir géneros é conhecida em Hydrozoa
(Schierwater & Ender, 2000; Govindarajan et al., 2005a, 2005b; Schuchert, 2005;
Miglietta et al., 2007), bem como seu potencial para barcoding das espécies (Moura et
al., 2008). Esse marcador também apresenta nivel de resolucdo para inferéncias
filogenéticas entre superfamilias, ordens e até subclasses (e.g., Collins et al., 2005),
inclusive para Hydroidolina (Cartwright et al., 2008). Observamos que o sinal
filogenético do 16S foi importante na definigdo das relagdes entre as seis linhagens e o0s
géneros representados nas analises, inclusive corroborando o monofiletismo de

Orthopyxis e individualizando as trés espécies que ocorrem na area de estudo.
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Diferente do 16S, o marcador nuclear ITS foi pouco utilizado para inferéncias
filogenéticas nos Hydrozoa (e.g., Fritz et al., 2009; Martinez et al., 2010), sendo mais
comumente utilizado nos Scyphozoa (Dawson & Jacobs, 2001; Dawson, 2005; Schroth
et al., 2002; Ki et al., 2008). A grande variabilidade da regido do ITS foi registrada para
especies do género Aurelia (Dawson & Jacobs, 2001; Ki et al., 2008), bem como para
outros invertebrados (Vogler & DeSalle, 1994, Insecta; Harris & Crandall, 2000,
Decapoda; Nu-Wei et al., 2006, Anthozoa), e foi considerada inadequada para
inferéncias no nivel supraespecifico (e.g., Harris & Crandall, 2000). Nossas analises de
marcadores nucleares corroboraram os resultados dos marcadores mitocondriais ao
definirem as seis linhagens congruentes a todos os marcadores e andlises. Os altos
valores de distancia genética apresentados por eles, entretanto, sdo uma forte evidéncia
de que a informacdo filogenética fornecida pelo ITS nos niveis mais inclusivos das
arvores € inadequada.

Estudos moleculares sdo comuns para caracterizarem linhagens cripticas, como
em Aurelia (7-9 linhagens distantes geneticamente 13-24% para COIl e 7,5-14,5% para
16S; Dawson & Jacobs, 2001; Schroth et al., 2002) e Tamoya (2 linhagens distantes 4,4-
4,5% para o COIl e 2,1-2.5% para 16S; Collins et al., 2011). Resultados semelhantes
foram obtidos para espécies dos géneros Coryne, Turritopsis e Cordylophora, em que as
distancias interespecificas variam de 12,35 a 15,3% para o marcador COI de 3,7 a 9,2%
para 0 16S (Schuchert, 2005; Miglietta et al., 2007; Folino-Rorem et al., 2009). As
distancias genéticas que encontramos entre as espécies O. integra, O. sargassicola e O.
crenata estdo dentro destes mesmos pardmetros, com 12,35-16% para COIl e 7,81-
10,2% para 16S. Entretanto, ressaltamos que a espécie O. integra é composta por duas
linhagens com distancias genéticas proximas aquelas que definem as demais espécies
encontradas, podendo, portanto, se tratar de duas linhagens cripticas menos inclusivas.
O descobrimento de diferentes linhagens em espécies presumivelmente cosmopolitas
parece também ser recorrente em Campanulariidae (Govindarajan et al., 2005a, 2006;
Lindner et al., 2011), mesmo nos casos de grupos com extensas revisdes taxondmicas
gue objetivavam estabelecer seus limites interespecificos (e.g., Cornelius, 1975, 1990).

Embora seja possivel se definir as espécies de Orthopyxis do Atlantico sul-
ocidental molecularmente, a tarefa ndo é simples do ponto de vista morfolégico, devido
a grande variacao intraespecifica. Isso estd documentado para O. integra (Broch, 1909;
Bale, 1914; Nutting, 1915; Millard, 1975; Cornelius, 1982), classicamente assumida
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como cosmopolita (Nutting, 1915; Cornelius, 1982; Vervoort & Watson, 2003). A
espécie O. integra ndo aparece como monofilética em um estudo filogenético dos
Campanulariidae (Govindarajan et al., 2006), o que pode estar relacionado a ampla
variabilidade morfolégica do que se chama “O. integra” ¢ ao elevado niimero de
espécies nominais associadas a ela (Cornelius, 1982). Entretanto, a0 menos para 0
Atlantico sul-ocidental, a espécie O. integra resultou monofilética, embora com uma
grande distancia genética entre suas duas linhagens (clados 2 e 3). Ambas as linhagens
apresentam caracteres morfologicos presumivelmente diagndsticos da espécie, a saber,
borda da hidroteca lisa e gonoteca caracteristica (Cornelius 1982, 1995).

Além de O. integra e O. sargassicola, caracterizamos também a espécie O.
crenata, um novo registro para o Atlantico sul-ocidental. Exemplares dessa espécie
ocorreram no Ceard (Fortaleza), Sdo Paulo (Ubatuba) e Santa Catarina (Penha e
Laguna); outros registros globais envolvem o litoral do Chile (Leloup, 1974; Galea et
al., 2009), Nova Zelandia (Hartlaub, 1901; Ralph, 1957; Vervoort & Watson, 2003),
Africa do Sul (Millard, 1975, como Campanularia crenata) e Japdo (Hirohito, 1995,
como C. crenata). Ha discussdes sobre a variabilidade da morfologia das cuspides de O.
crenata, desde uma leve ondulagéo na borda da hidroteca a cuspides bem desenvolvidas
(Ralph, 1957; Millard, 1975; Cornelius, 1982; Hirohito, 1995; Vervoort & Watson,
2003; Galea et al., 2009), nesse ultimo padréo inclusive sobrepondo-se a morfologia das
cuspides de O. sargassicola. De fato, Calder (1991a) ressaltou a semelhanca entre O.
crenata e O. sargassicola, diferenciando-se pela gonoteca, que sdo claramente distintas
(e.g. Figura 5, | e J), especialmente pela presenca de anelagbes na gonoteca de O.
sargassicola. Essa caracteristica deixa evidente a necessidade da presenca da gonoteca
para a identificacdo dessas espécies, e torna necessaria a revisao dos registros de O.
sargassicola na regido de estudo. Em nossas analises, o clado O. crenata (clado 6)
mostrou-se geralmente relacionado as duas linhagens de O. integra, mesmo com seu
polipo morfologicamente semelhante ao pdlipo de O. sargassicola, e talvez esta seja a
razdo da espécie ainda ndo ter sido registrada até agora para a regido de estudo.
Entretanto, Migotto (1996) observou caracteristicas préximas aquelas de O. crenata em
alguns espécimes que classificou como O. sargassicola de S&o Sebastido (SP),
principalmente em relacdo a morfologia das cuspides da hidroteca e dos medusoides.

As espécies O. integra e O. sargassicola liberam medusoides, embora na

primeira essa liberagdo aparentemente seja facultativa (Giard, 1898; Cornelius, 1982;
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1995; Migotto, 1996). Neste estudo, a populacdo de O. integra do Parana apresenta-se
bastante diferenciada das demais popula¢fes amostradas da espécie, e isso pode estar
relacionado ndo somente a baixa capacidade dispersiva de seu estagio plancténico (e.g.,
Leclére et al. 2009, Gibbons et al., 2010), mas também a fatores intrinsecos da regido
onde ela ocorre. De fato, fatores como movimentos de correntes, temperatura da agua e
caracteristicas geograficas podem funcionar como barreiras para a dispersdo das
espeécies e contribuir para a diferenciacdo genética entre populacdes (Cornelius, 1992b;
Palumbi, 1994; Schroth et al., 2002). O efeito do rafting na distribuicdo de espécies com
baixo potencial dispersivo do estagio plancténico (Cornelius 1992a, 1992b; Miglietta et
al., 2009) também deve ser considerado, e pode explicar a distribuicdo de O.
sargassicola na regido de estudo. Calder (1991b) registrou essa espécie em frondes de
Sargassum flutuante no Atlantico Norte e, igualmente, todos os exemplares coletados
nesse estudo ocorreram em algas, principalmente Sargassum. Uma analise abrangente
da distribuicdo de hidroides no Atlantico sul-ocidental encontrou areas de distribuicdo
mais extensas para as especies que ndo possuem medusa em seu ciclo de vida, sugerindo
o0 rafting como a principal forma de dispersdo desses individuos (Miranda, 2009). As
evidéncias de pouca estruturacdo entre as populagdes de O. sargassicola podem sugerir
0 mesmo. De maneira contrastante, os espécimes de O. integra do Parana foram
coletados majoritariamente em substratos fixos (mexilhGes, cracas), o que diminui
substancialmente a possibilidade de dispersdao por rafting, teoricamente tendendo a
aumentar a estruturacao genética da populacéo.

Os exemplares de Campanularia aqui registrados assemelham-se
morfologicamente as espécies de Orthopyxis do Atlantico sul-ocidental, embora a
morfologia das gonotecas também seja bastante distinta. No trofossoma, os espécimes
de Campanularia ndo possuem o perissarco da hidroteca e pediculo espessados, como
visto em muitos espécimes de Orthopyxis spp. Galea et al. (2009) consideram C.
subantarctica sinénimo de C. lennoxensis Jaderholm, 1903, baseado no argumento de
que a espessura do perissarco é uma caracteristica variavel entre os Campanulariidae.
De fato, como comentado, a variabilidade morfoldgica apresentada pelos representantes
da familia é conhecida (e.g. Cornelius, 1982), porem as descri¢cfes da espécie C.
subantarctica na regido de estudo assemelham-se, em geral, aos espécimes descritos por
Millard (1971), com perissarco menos espesso (e.g., Blanco, 1984; Genzano et al.,

1991). E interessante notar que as duas linhagens de C. subantarctica encontradas nesse
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estudo nem sempre resultaram monofiléticas em nossas andlises, e também
apresentaram distancia genética consideravel entre si, 0 que ressalta a necessidade de
estudos mais detalhados, principalmente para se compreender em que nivel a espessura
do perissarco nao ¢ informativa.

A dificuldade de identificacdo das espécies de Campanularia e Orthopyxis na
regido de estudo é evidente, principalmente considerando-se o grande ndmero de
espécies nominais descritas e a incerteza quanto as sinonimias (e.g., Blanco, 1964, 1967,
1976; 1994; Vannucci-Mendes, 1946; Vannucci, 1949, 1951, 1954; Calder, 1991a;
Migotto, 1996; Genzano & Zamponi, 1997; Genzano et al., 2009; Miranda et al., 2011).
Nossas analises filogenéticas corroboram o monofiletismo de Orthopyxis, 0 que é uma
importante evidéncia para a compreensao dos limites entre os dois géneros na regido de
estudo. Acreditamos que a compreensdo dos limites interespecificos do género
Orthopyxis no Atlantico sul-ocidental, conforme nossas analises, esclarece muitas
dificuldades taxonémicas envolvidas com as espécies desse género, e pode servir como
modelo para o delineamento de estudos futuros com espécies da familia

Campanulariidae.
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Tabela 1. Registros de espécies de Orthopyxis e Campanularia para a regido de estudo e identificacdo posterior, de acordo com dados da literatura. (?)
Indicam duvida na identificacdo, segundo suas cita¢Ges originais.

Registro

Autor do registro

Local do registro

Identificagdo posterior

Autor da identificacdo posterior

Campanularia agas Cornelius,
1982
Campanularia caliculata Hincks,

1853

Campanularia clytioides
(Lamouroux, 1824)
Campanularia compressa Clark,
1876

Campanularia (Orthopyxis) everta
Clark, 1876

Campanularia hesperiaTorrey,
1904

Campanularia hincksii Alder,
1856

Campanularia hincksii grandis
Billard, 1906

Campanularia hicksoni Totton,
1930

Campanularia integra
Macgillivray, 1842
Campanularia (Campanularia)
laevis Hartlaub, 1905
Campanularia laevis Hartlaub,
1905

Zamponi et al., 1998; Genzano et
al., 2009

Jaderholm, 1903

Hartlaub, 1905

Hartlaub, 1905
Jaderholm, 1905

Blanco, 1976

Vervoort, 1972

Vannucci-Mendes, 1946
Grohmann et al., 2003; Kelmo &
Atrill, 2003

Genzano & Zamponi, 1997;
Zamponi et al., 1998; Genzano et
al., 2009

Blanco, 1968

El Beshbeeshy, 1991

Blanco, 1964, 1994

Vervoort, 1972

Vannucci, 1954

Uruguai, Argentina

Patagbnia
Estreito de Magalhaes

Estreito de Magalhdes
Ilhas Malvinas

Argentina, Chubut, Puerto Madryn

Argentina, entre Tierra Del Fuego
e llhas Malvinas, Estreito de
Magalhdaes

Brasil, Sdo Paulo, Ilha de Santo
Amaro

Brasil, Rio de Janeiro; Bahia

Argentina, Mar del Plata

Argentina, Buenos Aires, Quequén
Argentina

Argentina, Santa Cruz, Punta
Pefas

Argentina, Tierra del Fuego

Cabo Frio, Rio de Janeiro, Brasil

Orthopyxis caliculata Hincks, 1853
? Orthopyxis crenata (Hartlaub, 1901)

Campanularia integra Macgillivray,
1842

Campanularia subantarctica Millard,
1971

Orthopyxis mollis (Stechow, 1919)
Campanularia lennoxensis Jaderholm,
1903

Campanularia subantarctica Millard,
1971

? Campanularia hesperiaTorrey, 1904

Campanularia hincksii Alder, 1856

? Campanularia hicksoni Totton, 1930

Campanularia agas Cornelius, 1982

? Campanularia agas Cornelius, 1982

Blanco, 1964
Galea et al., 2009

Blanco, 1994; Genzano & Zamponi,
1997
Blanco, 1994

Vervoort & Watson, 2003; Galea, 2007
Galea et al., 2009

Blanco, 1994

Migotto, 1996; Migotto et al., 2002

Blanco, 1994; Genzano, 1990

Pefa Cantero et al., 2004

Genzano & Zamponi, 1997, 2003;
Galea, 2007
Migotto, 1996; Migotto et al., 2002
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Registro

Autor do registro

Local do registro

Identificagdo posterior

Autor da identificacdo posterior

Campanularia lennoxensis
Jaderholm, 1903

Campanularia subantarctica
Millard, 1971

Campanularia volubilis (Linnaeus,
1758) var. antarctica Ritchie, 1913
Campanularia tincta Hincks, 1861

Campanularia tincta Hincks, 1861
var. eurycalyx

Eucopella crenata Hartlaub, 1901

Orthopyxis billardi Vannucci,
1954

Orthopyxis caliculata (Hincks,
1853)

Jaderholm, 1903; Nutting, 1915
Stechow, 1919

Blanco, 1984; Genzano et
al., 1991, 2009
Blanco, 1964

Hartlaub, 1905

Jaderholm, 1905, 1917; Ritchie,
1907; Blanco, 1964
Hartlaub, 1905

Hartlaub, 1905

Vannucci, 1954

Blanco, 1964

Patagénia (Ilha Lennox)
Rio de Janeiro, Brasil

Argentina, Tierra del Fuego, Isla
de los Estados

Argentina, Santa Cruz, Punta
Pefas

Ilhas Malvinas

Argentina, Santa Cruz, Punta
Pefias; llhas Malvinas
Ilhas Malvinas

Argentina, Tierra del Fuego

Sdo Jodo da Barra, Rio de Janeiro,
Brasil

Argentina, Chubut, Puerto Madryn

? Orthopyxis sargassicola (Nutting,
1915)

? Campanularia antarctica Stechow,
1922
?Campanularia tincta Hincks, 1861

Orthopyxis mollis (Stechow, 1919)

Campanularia subantarctica Millard,
1971

Campanularia subantarctica Millard,
1971

Campanularia eurycalyx Stechow,
1924

Orthopyxis mollis (Stechow, 1919)

? Campanularia lennoxensis
Jéderholm, 1903

Orthopyxis lennoxensis (Jaderholm,
1903)

Campanularia (Orthopyxis) everta
Clark, 1976

Orthopyxis mollis (Stechow, 1919)
Campanularia lennoxensis Jaderholm,
1903

? Orthopyxis sargassicola (Nutting,
1915)

Orthopyxis sargassicola (Nutting,
1915)

Campanularia integra Macgillivray,
1842

Migotto, 1996

Pefia Cantero et al., 2004

Nutting, 1915
Galea, 2007
Blanco, 1994

Blanco, 1994
Genzano & Zamponi, 1997

Galea, 2007
Galea et al., 2009

Genzano & Zamponi, 1997
Vervoort, 1972

Galea, 2007
Galea et al., 2009

Calder, 1991a

Migotto, 1996; Migotto et al., 2002;
Miranda et al., 2011

Blanco, 1994; Genzano & Zamponi,
1997
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CAPiTULO 1

Registro

Autor do registro

Local do registro

Identificagdo posterior

Autor da identificacdo posterior

Orthopyxis clytioides (Lamouroux,
1824)

Orthopyxis crenata (Hartlaub,
1901)

Orthopyxis everta (Clark, 1976)

Orthopyxis hartalubi El
Beshbeeshy, 1991

Orthopyxis integra (Macgillivray,
1842)

Orthopyxis lennoxensis
(Jaderholm, 1903)

Orthopyxis minuta Vannucci, 1949

Orthopyxis sargassicola (Nutting,
1915)

Vannucci-Mendes, 1946

Milstein, 1976
Vannucci, 1954

Blanco, 1967

El Beshbeeshy, 1991

Haddad & Chiaverini, 2000;
Miranda et al, 2011
Vannucci-Mendes, 1946;Vannuci,
1951

Vannucci, 1949

Migotto, 1996; Grohmann et al.,
2003; Miranda et al., 2011

Ilha de Santo Amaro e Itanhaém,
Sao Paulo, Brasil

Islas de La Coronilla, Uruguai
Ilha de Santo Amaro, S&o Paulo,
Brasil

Argentina, Chubut, Puerto Madryn

Argentina

Brasil, Parana e Santa Catarina

Ilha de Santo Amaro e Ilha de Sao
Sebastido, Sao Paulo, Brasil

Ilha do Francés, Rio de Janeiro,
Brasil

Brasil, Espirito Santo, Rio de
Janeiro, S8o Paulo e Santa
Catarina

? Orthopyxis sargassicola (Nutting,
1915)

Orthopyxis sargassicola (Nutting,
1915)

? Orthopyxis integra (Macgillivray,
1842)

Orthopyxis sargassicola (Nutting,
1915)

Orthopyxis crenata (Hartlaub, 1901)
Campanularia subantarctica Millard,
1971

Orthopyxis mollis (Stechow, 1919)
Orthopyxis mollis (Stechow, 1919)
Nomen nudun

Orthopyxis sargassicola (Nutting,
1915)

Orthopyxis sargassicola (Nutting,
1915)

? Orthopyxis sargassicola (Nutting,
1915)

? Orthopyxis integra (Macgillivray,
1842)

Migotto, 1996
Migotto et al., 2002

Miranda et al., 2011

Calder, 1991a; Migotto, 1996; Migotto
et al. 2002; Miranda et al., 2011
Vervoort & Watson, 2003

Blanco, 1994; Genzano & Zamponi,
1997, 2003

Vervoort & Watson, 2003

Galea, 2007

T.P. Miranda & A.C. Marques, com.
pess.

Calder, 1991a; Migotto, 1996; Migotto
et al. 2002; Miranda et al., 2011
Migotto et al., 2002; Miranda et al.,
2011

Migotto, 1996

Miranda et al., 2011
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Tabela 2. Cadigos e localidades de coleta dos materiais utilizados nas analises moleculares. NUmeros iguais indicam haplotipos iguais. *A sequéncia ndo
foi amplificada. **Informac&o nao disponivel.

Haplétipos  Haplétipos  Haplétipos  Haplotipos

Caodigo da Amostra Identificagdo da espécie Localidade Coordenadas Geograficas 165 col ITS1 ITS2
Obelia dichotoma Obelia dichotoma Estados Unidos (EUA) Gloucester State Pier, 42°36'N - 70°39'W 23 22 28 30
Massachusetts
Obelia longissima Obelia longissima EUA, Gloucester State Pier, Massachusetts 42°36'N - 70°39'W 24 23 29 31
FortalezalCE Orthopyxis crenata Brasil, Ceara (CE), Fortaleza, Praia de Caponga 04°02.348'S - 38°11.572'W 22 * 27 29
Aracruz3ES Orthopyxis sargassicola  Brasil, Espirito Santo (ES), Aracruz, Praia dos Padres 19°55.941'S - 40°07.327'W 20 9 18 11
Aracruz4ES Orthopyxis sargassicola Brasil, ES, Aracruz, Praia dos Padres 19°55.941'S - 40°07.327'W 13 19 13 11
Aracruz5ES Orthopyxis sargassicola Brasil, ES, Aracruz, Praia dos Padres 19°55.941'S - 40°07.327'W 13 9 13 18
Aracruz6ES Orthopyxis sargassicola Brasil, ES, Aracruz, Praia dos Padres 19°55.941'S - 40°07.327'W 13 9 17 18
Aracruz15ES Orthopyxis sargassicola Brasil, ES, Aracruz, Praia dos Padres 19°55.941'S - 40°07.327'W 13 20 13 11
Aracruz25ES Orthopyxis sargassicola Brasil, ES, Aracruz, Praia dos Padres 19°55.941'S - 40°07.327'W 13 9 25 26
Aracruz36ES Orthopyxis sargassicola Brasil, ES, Aracruz, Praia Formosa 19°59.677'S - 40°08.890'W 13 9 26 26
Aracruz37ES Orthopyxis sargassicola Brasil, ES, Aracruz, Praia Formosa 19°59.677'S - 40°08.890'W 21 21 * *
Aracruz40ES Orthopyxis sargassicola Brasil, ES, Aracruz, Praia dos Padres 19°55.941'S - 40°07.327'W * 20 13 11
BuUzios1RJ Orthopyxis integra Brasil, Rio de Janeiro (RJ), Buzios, Jodo Goncalves 22°48'S - 41°56'W 10 * 10
Buzios2RJ Orthopyxis integra Brasil, RJ, Buzios, Jodo Gongalves 22°48'S - 41°56'W 10 *
Buzios3RJ Orthopyxis integra Brasil, RJ, Buzios, Jodo Gongalves 22°48'S - 41°56'W 10 18
Buzios4RJ Orthopyxis integra Brasil, RJ, Buzios, Jodo Gongalves 22°48'S - 41°56'W 19 *
ParatylRJ Orthopyxis sargassicola Brasil, RJ, Paraty *k 18 9 13 11
Paraty2RJ Orthopyxis sargassicola Brasil, RJ, Paraty *k 13 16 13 11
Paraty3RJ Orthopyxis sargassicola Brasil, RJ, Paraty *k 14 17 22 26
Paraty4RJ Orthopyxis sargassicola Brasil, RJ, Paraty ol 13 16 13 11
Paraty5RJ Orthopyxis sargassicola Brasil, RJ, Paraty ol 14 9 23 26
Paraty7RJ Orthopyxis sargassicola Brasil, RJ, Paraty, Ilha dos Ratos 23°11.640'S - 44°36.408'W 13 16 24 27
Paraty8RJ Orthopyxis sargassicola Brasil, RJ, Paraty, Ilha dos Meros 23°11.264'S - 44°34.635'W 14 9 18 28
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Caodigo da Amostra Identificagdo da espécie Localidade Coordenadas Geograficas Hapllggpos Hap(J:Igtllpos Ha|i)_lrc’)st|lpos Ha?_lréstlzpos
SéoSebastidoSP Orthopyxis sargassicola Brasil, Sdo Paulo (SP), S&o Sebastido, Praia Preta 23°45'S - 48°24'W 17 15 19 21
Ubatuba3SP Orthopyxis sargassicola Brasil, SP, Ubatuba, Praia do Lazaro 23°30'S - 45°08'W 13 12 17 18
Ubatuba4SP Orthopyxis sargassicola Brasil, SP, Ubatuba, Praia do Lazaro 23°30'S - 45°08'W 14 9 18 19
Ubatuba5SP Orthopyxis sargassicola Brasil, SP, Ubatuba, Praia do Lazaro 23°30'S - 45°08'W 15 13 17 20
Ubatuba6SP Orthopyxis sargassicola Brasil, SP, Ubatuba, Praia do Lazaro 23°30'S - 45°08'W 13 12 19 21
Ubatuba7SP Orthopyxis crenata Brasil, SP, Ubatuba, Praia do Lazaro 23°30'S - 45°08'W 16 * 20 22
Ubatuba8SP Orthopyxis sargassicola Brasil, SP, Ubatuba, Praia do Lazaro 23°30'S - 45°08'W 13 9 21 23
Ubatuba9SP Orthopyxis sargassicola Brasil, SP, Ubatuba, Praia do Lazaro 23°30'S - 45°08'W 13 14 21 23
UbatubalOSP Orthopyxis crenata Brasil, SP, Ubatuba, Praia do Lazaro 23°30'S - 45°08'W 16 * 20 24
UbatuballSP Orthopyxis sargassicola Brasil, SP, Ubatuba, Praia do Lazaro 23°30'S - 45°08'W 15 13 19 25
Ubatubal2SP Orthopyxis sargassicola Brasil, SP, Ubatuba, Praia do Lazaro 23°30'S - 45°08'W 13 * 19 21
Ubatubal3SP Orthopyxis sargassicola Brasil, SP, Ubatuba, Praia do Lazaro 23°30'S - 45°08'W 15 13 18 21
IlhaMel1PR Orthopyxis integra Brasil, Parana (PR), Ilha do Mel, Praia do Miguel 25°33'22.12"S - 48°17'55.36"W 11 11 15 9
IlhaMel2PR Orthopyxis integra Brasil, PR, Ilha do Mel, Praia do Miguel 25°33'22.12"S - 48°17'55.36"W 11 11 16 13
IlhaMel3PR Orthopyxis integra Brasil, PR, Ilha do Mel, Praia do Miguel 25°33'22.12"S - 48°17'55.36"W 11 11 15 9
IlhaMel4PR Orthopyxis integra Brasil, PR, Ilha do Mel, Praia do Miguel 25°33'22.12"S - 48°17'55.36"W 11 11 15 14
IlhaMel5PR Orthopyxis integra Brasil, PR, Ilha do Mel, Praia do Miguel 25°33'22.12"S - 48°17'55.36"W 11 11 15 15
IlhaMel6PR Orthopyxis integra Brasil, PR, Ilha do Mel, Praia de Fora 25°34'22.58"S - 48°18'32.77"W 11 11 16 16
IlhaMel7PR Orthopyxis integra Brasil, PR, Ilha do Mel, Praia de Fora 25°34'22.58"S - 48°18'32.77"W 11 11 16 16
IlhaMel8PR Orthopyxis integra Brasil, PR, Ilha do Mel, Praia de Fora 25°34'22.58"S - 48°18'32.77"W 11 11 15 9
IlhaMel9PR Orthopyxis integra Brasil, PR, llha do Mel, Praia de Fora 25°34'22.58"S - 48°18'32.77"W 11 11 16 17
IlhaMel10PR Orthopyxis integra Brasil, PR, Ilha do Mel, Praia de Fora 25°34'22.58"S - 48°18'32.77"W 11 11 16 16
IlhaMel11PR Orthopyxis integra Brasil, PR, Ilha do Mel, Praia de Fora 25°34'22.58"S - 48°18'32.77"W 11 11 16 16
llhaMel12PR Orthopyxis integra Brasil, PR, Ilha do Mel, Praia de Fora 25°34'22.58"S - 48°18'32.77"W 11 11 * *
Penha2SC Orthopyxis integra Brasil, Santa Catarina (SC), Penha, Praia da Paciéncia 26°46'38"S - 48°36'10"W
Penha3SC Orthopyxis crenata Brasil, SC, Penha, Praia da Paciéncia 26°46'38"S - 48°36'10"W
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Caodigo da Amostra Identificagdo da espécie Localidade Coordenadas Geograficas Hapllggpos Hap(J:Igtllpos Ha|i)_lrc’)st|lpos Ha?_lréstlzpos
Penha4SC Orthopyxis integra Brasil, SC, Penha, Praia da Paciéncia 26°46'38"S - 48°36'10"W 9 5 8 7
Penha6SC Orthopyxis integra Brasil, SC, Penha, Praia da Paciéncia 26°46'38"S - 48°36'10"W 10 5 10 7
Penha9SC Orthopyxis integra Brasil, SC, Penha, Praia da Paciéncia 26°46'38"S - 48°36'10"W 10 5 10 7

Penhal2SC Orthopyxis integra Brasil, SC, Penha, Praia da Paciéncia 26°46'38"S - 48°36'10"W 11 7 11 9
Penhal3SC Orthopyxis crenata Brasil, SC, Penha, Praia da Paciéncia 26°46'38"S - 48°36'10"W 8 6 12 10
Penhal6SC Orthopyxis integra Brasil, SC, Penha, Praia Grande 26°46'S - 48°35'W 9 5 8 7
Penhal8SC Orthopyxis integra Brasil, SC, Penha, Praia da Armagao 26°47'S - 48°37'W 10 8 8 7
Bombinhas6SC Orthopyxis integra Brasil, SC, Bombinhas, Praia de Bombas 27°07.874'S - 48°30.817'W 10 * 8 7
Bombinhas7SC Orthopyxis integra Brasil, SC, Bombinhas, Praia da Concei¢do 27°62.021'S - 48°29.534'W 10 * 10 7
Floriandpolis4SC Orthopyxis sargassicola Brasil, SC, Floriandpolis, 1lha do Campeche 27°41'27"S - 48°27'51"W 12 9 13 11
Floriandpolis5SC Orthopyxis sargassicola Brasil, SC, Floriandpolis, 1lha do Campeche 27°41'27"S - 48°27'51"W 13 10 13 11
LagunalSC Orthopyxis crenata Brasil, SC, Laguna, Prainha 28°36.097'S - 48°49.227'W * 14 12

SanJulianSJIARG  Campanulariidae génerol  Argentina (ARG), Puerto San Julian, Praia La Mina 49°09.413'S - 67°37.987'W 1 1 1

SanJulianSJ2ARG Campanularia ARG, Puerto San Julian, Praia La Mina 49°09.413'S - 67°37.987'W 2 1 2 2

subantarctica

SanJulianSJ3ARG  Campanulariidae génerol ARG, Puerto San Julian, Praia La Mina 49°09.413'S - 67°37.987'W 1 * 1 1

SanJulianSJAARG Campanularia ARG, Puerto San Julian, Praia La Mina 49°09.413'S - 67°37.987'W 3 2 3 3

subantarctica

SanJulianSISARG Campanularia ARG, Puerto San Julian, Praia La Mina 49°09.413'S - 67°37.987'W 4 3 4 3

subantarctica

SandulianSIBARG Campanularia ARG, Puerto San Julién, Praia La Mina 49°09.413'S - 67°37.987'W 2 4 5 4

CaletaOlivialARG
Silicularia rosea

subantarctica
Orthopyxis spl
Silicularia rosea

ARG, Caleta Olivia
ARG, Cabo Santo Domingo, Rio Grande

46°25.539'S - 67°31.183'W
53°41.330'S - 67°50.673'W
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Tabela 3. Primers e condices de amplificacdo para cada marcador.
Marcado Primers Fragmento
Referéncia Sequéncia CondicGes de amplificacdo amplificado
r (Foward/Reverse) (aprox.)
C&B1 (F) Cunningham & Buss, (F) 5TCGACTGTTTACCAAAAACATAGCS3 Desnaturacdo inicial: 94°C, 3min; 5 610 ob
C&B2 (R) 1993 (F,R) (R) 5’ACGGAATGAACTCAAATCATGTAAGS3 ciclos: 94°C, 30seg; 45°C, 50seg; P
16S u 72°C, 1min; 30 ciclos: 95°C, 30seg;
258:1?01n$F()R) Ale, E., da(ds)s ndo publ. (R) 2Hydrom: 5CTGTTATCCCTAAGGTAGC3! 50°C, 45seg; 72°C, 1min; Extensio| 475 pb
Y final: 72°C, 5min
LCO1490 (F) Folmer et al., 1994 (F) 55GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGS Desnaturagdo inicial: 94°C, 2min; 10 660 pb
HCO02198 (R) (F,R) (R) 5TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCAZ ciclos: 94°C, 30seg; 48°C, 1min; 72°C, P
Col LCO1490 (F) 1min20seg; 25 ciclos: 94°C, 30seg;
HCOcato (R) Dawson, 2005 (R) (R) 5 CCTCCAGCAGGATCAAAGAAAG 3 50°C, 40seg; 72°C, 1min20seg; 630pb
Extensdo final: 72°C, 7min
CAS18sF1 (F) . (F) 5TACACACCGCCCGTCGCTACTAZ
CAS28sB1d (R) Jietal., 2003 (FR) (R) 5TTCTTTTCCTCCSCTTAYTRATATGCTTAA3! e - 765 pb
F5' (F) Desnaturagdo inicial: 94°C, 3min; 35
Schroth et al., 2002 (F) (F) 5TAACAAGGTTTCCGTAGG3 ciclos: 95°C, 30seg; 50°C, 45seg;| 630 pb
CAS28sB1d (R) X > o9 OF :
ITS1, ITSI1A (F) Matejusova et al., 2001 72°C, 1min; Extensdo final: 72°C, 7min
E‘:T8§ 2e CAS18sB1d (R) ) (F) 55GTAACAAGGTTTCCGTAGGTG3 630 pb
Dawson & Jacobs, 2001 | (F) 5GGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC3' N .
. Desnaturagdo inicial: 94°C, 2min; 35
JATSI-SF (F) (%) ciclos: 94°C, 30seg; 55°C, 45seg;| 680 pb
ITS-R-28S-15 (R) | Maronna, M., dados ndo | (R) 5’ACTCGCCGTTACTAGGGGAATCCTTGTTAG3' o A s X e .
oubl. (R) 72°C, 1min; Extensdo final: 72°C, 7min

Tabela 4. Informacdes sobre as analises filogenéticas realizadas. (P) Parciménia, (MV) Méaxima Verossimilhanca.

Total Mitocondriais Nucleares 16S Col ITS1 ITS2
N° de caracteres 1553 1048 509 473 575 263 242
N° de sitios informativos (P) 665 254 390 107 153 214 163
N° de arvores mais parcimoniosas (P) 74 42 4115 3 11 5 2130
Menor Comprimento (P) 1276 491 1056 254 304 623 365
Modelo de e"%u\‘?/a)o nucleotidica <o 5 GTR+G  GTR+G GTR+l GTR+G GTR+G  SYM+G
-InL (MV) 6571.3936 3621.5483 3515.6445 1881.0848 2105.0957 1962.6157 1411.8203
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CAPiTULO 1

Tabela 5. Distancias p (%, ndo corrigidas) minimas e maximas das matrizes de dados mitocondriais (canto inferior esquerdo) e
nucleares (canto superior direito). Valores na diagonal indicam distancias médias entre individuos de um mesmo clado
(marcadores mitocondriais/marcadores nucleares).

SanJulian1lAR

Clados 1 2 3 4 5 6 G CaletaOlivialARG
1 035051 00 D0 8O- OSSh 20 2024072 1230-36.72
2 52637 0.30/0.00 125;%26 398;‘7 12‘;73‘(‘) 2912726 15.81-28.67 15.38-23.61
3 3635’7 Zssés 0.17/1.28 1278862 22‘217% 13‘:_)'%3’ 19.98-33.19 17.70-29.36
4 793;1 51755 ff.;‘é 0.69/0.51 1226%% gﬁ% 16.26-38.79 13.13-33.48
5 793;1 50739 Z 48718 2.60-7.83  0.10/0.00 i%%% 19.25-33.31 14.66-27.52
6 33339 f36$4 3532’8 Z08916 ZOS(:SLl 4.43/3.31 17.13-34.58 2.52-32.52
SanJulian1ARG g%% 7.16-7.38  8.24 4.77 477  7.38-8.03 0.00 17.57-30.13
CaletaOlivialARG >0 607629 824 4.56 521  7.38-8.46 3.69 0.00
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Tabela 6. Diversidade genética das populacdes de Orthopyxis e Campanularia e clados obtidos pelas anélises filogenéticas, a partir dos
marcadores mitocondriais e nucleares concatenados. OS= Orthopyxis sargassicola, Ol= Orthopyxis integra. Codigos das localidades estdo de
acordo com a Tabela 1. Numero de hapldtipos exclusivos em colchetes.

Diversidade Haplotipica Diversidade Nucleotidica ()

Regiéo N NUmero de Hapldtipos
Geografica (Hd) (%)
16S+COl ITS1+ITS2 16S+COl ITS1+ITS2 16S+COl ITS1+ITS2 16S+COl ITS1+ITS2

ES (0OS) 8 8 5[4] 51[2] 0.7857 0.7857 0.12% 0.49%
RJ (OS) 7 4 4 [3] 2 [1] 0.8095 0.5000 0.19% 0.84%
SP (OS) 9 9 6 [4] 412] 0.8889 0.7778 0.28% 0.73%
SC (0S) 2 2 2[2] 1[0] 1.0000 0.0000 0.19% 0.00%
RJ (OI) * 3 * 1[0] * 0.0000 * 0.00%
PR (OI) 12 7 1[1] 4 [4] 0.0000 0.8095 0.00% 1.27%
SC (OI) 7 6 5[5] 2 [1] 0.9048 0.3333 3.51% 6.69%
Clado 1 26 23 15 8 0.9385 0.8142 0.22% 0.70%
Clado 2 7 8 5 1 0.9048 0.0000 0.21% 0.00%
Clado 3 13 8 2 5 0.1539 0.8571 0.02% 1.20%
Clado 4 2 2 2 2 1.0000 1.0000 5.49% 0.56%
Clado 5 2 3 2 1 1.0000 0.0000 0.19% 0.00%
Clado 6 2 5 1 5 0.0000 1.0000 0.00% 4.08%
Total** 52 49 27 22 0.9329 0.9434 7.98% 19.58%

* A sequéncia do marcador COI foi amplificada para apenas um individuo dessa populacao.
** Se refere a todas as sequéncias, incluindo-se as espécies O. crenata e C. subantarctica.
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Figura 1. Hipdtese resultante de anélise de Maxima Verossimilhanga, a partir da matriz de dados concatenados (evidéncia total). NUmeros
acima dos ramos indicam os valores de bootstrap. Ramos sem numeros indicam suporte inferior a 50.

0.03



Cunha, A.F. 2011. O género Orthopyxis no Atlantico sul-ocidental.

{Obelia dichotoma

100/241

LObelia longissima

100/86

81/11

Aracruz15ES
Aracruz4ES
Aracruz5ES
Florianopdlis4SC
Florianop6lis55C
Paraty1RlJ
Paraty2RJ
Paraty7Rl
Paraty3RJ
Paraty5RJ
Ubatuba8SP
Ubatuba9SP
Aracruz25ES
Aracruz36ES
Aracruz3ES
Aracruz6ES
Paraty8RI
Ubatuba4SP
SdoSebastido5SP
UbatuballSP
Ubatubal3SP
Ubatuba5SP
Ubatuba3SP
Ubatuba6SP

Clado 1

Buzios3RJ
100/73 [penhalssc

62/ }Penhal8sC
Penha2SC

CAPiTULO 1

Clado 2

71/ |

100/69,Penhal3sC

20

LPenha3sc

Penha6SC
1/ (lIhaMel10PR
Penhal2SC
100/121 | L jhamel1pR
48/ I lhaMel2pR
100/50 SanJuli4n2ARG IlhaMelSPR
- Sanlulian
100/58I_ SanJuIia’nSARG I Clado 4
rSanjulian4ARG
I SanJulidn5ARG | Clado 5

| Clado 6

Clado 3

Figura 2. Hipotese de consenso estrito obtida sob o critério de Parciménia a partir da matriz de dados concatenados (evidéncia total).
Numeros acima dos ramos indicam os valores de bootstrap/suporte de Bremer. Ramos sem nameros indicam suporte inferior a 50.
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Figura 3. Hipotese resultante de analise de Méaxima Verossimilhanca, a partir da matriz de dados de 16S. NUmeros acima dos ramos indicam
os valores de bootstrap. Ramos sem nimeros indicam suporte inferior a 50.
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Figura 5. Morfologia de alguns espécimes utilizados neste estudo. A, B - Orthopyxis
integra, pdlipo; C - Orthopyxis sargassicola, pdlipo; D - Orthopyxis crenata, pélipo;
E, F - Campanularia subantarctica, polipo; G, H - Gonotecas de O. integra; | -
Gonoteca de O. crenata; J - Gonoteca de O. sargassicola; K - Gonoteca de C.
subantarctica. Escalas: A-F, I-K=100um; G, H=200um.
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Figura 6. Redes de hapl6tipos dos marcadores mitocondriais concatenados (16S+COl)
e nucleares concatenados (ITS1+ITS2). Triangulos indicam nimero de mutagdes.
Ramos sem tridngulos possuem de 1 a 3 mutagdes. Circulos pontilhados indicam os
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CAPITULO 2

VARIABILIDADE E RELEVANCIA DOS CARACTERES MORFOLOGICOS NA DELIMITAGAO
INTERESPECIFICA DE LINHAGENS RELACIONADAS A ORTHOPYXIS NO ATLANTICO SUL-
OCIDENTAL

ABSTRACT

The well known morphological variation in Orthopyxis has negative
implications in the taxonomy of this genus, because the characters used in species
delimitation frequently overlap. We carried out morphometric analyses (using Principal
Component Analysis — PCA and Analysis of Variance — ANOVA) in order to
investigate the variability of morphological characters, including the cnidae, as well as
their relevance for the delimitation of species boundaries in Orthopyxis and related
lineages, such as Campanularia. The patterns of morphological variation were similar
among all levels (intracolonial, intraspecific, interspecific and between genera), and the
majority of the morphological characters were variable. Among the characters analyzed,
the absence of cusps has proved to be adequate to characterize O. integra, although O.
sargassicola and O. crenata can only be determined by the characters of the gonotheca,
since the height of the cusps is variable and frequently overlap between these species.
The shape of the hydrotheca can be used for species delimitation in Orthopyxis, but its
variability has to be cautiously evaluated. Despite the overlap of morphological
characters of Campanularia and Orthopyxis, the species of Campanularia presented, in
general, a thinner perisarc and greater values of length and diameter of various parts of
the polyp. Nematocysts length was also shown to be an important character for genera
delimitation. We conclude that morphological variability, when properly investigated,
may reveal informative characters for the delimitation of species and genera, and must

be incorporated into the taxonomic studies of hydroid groups with variable morphology.

RESUMO

A variabilidade morfoldgica em Orthopyxis é conhecida ha tempos, e tem
implicagdes negativas na taxonomia do género, ja que leva a sobreposicdo de seus
caracteres diagnoésticos e dificulta a delimitacdo interespecifica. Nesse sentido,
realizamos analises morfométricas (utilizando a Analise de Componentes Principais -

PCA e Analise de Variancia — ANOVA) com o objetivo de avaliar a variabilidade de
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caracteres da morfologia e do cnidoma e sua relevancia na determinag&o interespecifica
em Orthopyxis e linhagens proximas, representadas por espécies de Campanularia. Os
padrbes de variagdo morfoldgica foram similares entre o0s niveis estudados
(intracolonial, intraespecifico, interespecifico e entre géneros), sendo que a maioria dos
caracteres morfolégicos sdo amplamente variaveis. Dentre os caracteres analisados, a
auséncia de cuspides é adequada para caracterizar corretamente O. integra, porém as
espécies O. crenata e O. sargassicola s podem ser determinadas pelos caracteres da
gonoteca, ja que a altura de suas cuspides se mostrou bastante variavel, sobrepondo-se
entre elas. O formato da hidroteca pode ser utilizado para a determinacéo interespecifica
em Orthopyxis, porém sua variabilidade deve ser avaliada com cuidado. Apesar da
morfologia das espécies de Campanularia se sobrepor as de Orthopyxis, elas
apresentaram, em geral, perissarco menos espesso, € maiores valores de comprimento e
didmetro de varias partes do po6lipo. O comprimento dos nematocistos também se
mostrou um carater importante para a delimitacdo dos géneros. Concluimos que a
variabilidade morfoldgica, quando investigada apropriadamente, pode apontar caracteres
informativos para a diagnose de espécies e géneros, e deve ser considerada na

taxonomia de grupos de hidroides com morfologia variavel.

INTRODUCAO
A plasticidade fenotipica de um organismo € a expressdo de diferentes fen6tipos

sob fatores abidticos ou bioticos distintos (Agrawal, 2001; Pigliucci, 2005). Ela é
frequente em organismos coloniais marinhos (e.g., Bruno & Edmunds, 1998; Okamura
& Partridge, 1999; Van Winkle et al., 2000; Bell & Barnes, 2000; Rossi et al., 2000;
Forsman et al., 2009), sendo que a plasticidade de tamanho e forma da col6nia deve
estar relacionada evolutivamente a ocupacdo de ambientes heterogéneos (Hughes, 1989;
Marfenin, 1997; Gili & Hughes, 1995). A ocorréncia de variacdo morfoldgica
intraespecifica nos Hydrozoa € bem documentada (e.g., Blackstone & Yund, 1989;
Silveira & Migotto, 1991; Oliveira et al. 2000; Shimabukuro & Marques, 2006),
estando relacionada a disponibilidade de alimento (Burmann & Buss, 2008),
hidrodinamismo (Silveira & Migotto, 1991; Oliveira et al. 2000; Kaandorp, 1999;
Griffith & Newberry 2008), latitude e temperatura da dgua (Naumov, 1969; Ralph,
1956), substrato de ocorréncia das espécies (Hughes, 1986; Andrade & Migotto, 1999;
Kubota, 2000) e interagdes interespecificas (Yund, 1991; Van Winkle et al., 2000).
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Dentre os Hydrozoa, a familia Campanulariidae Johnston, 1836 é conhecida pela
variabilidade morfolégica dos seus representantes (Ralph, 1957; Millard, 1975;
Cornelius, 1982), gerando duvidas na definicdo de algumas espécies (e.g., Obelia
longissima (Pallas, 1766) e Obelia dichotoma (Linnaeus, 1758); ver Cornelius, 1975,
1990). A plasticidade dos seus ciclos de vida também dificulta a taxonomia da familia
(Cornelius, 1982; Boero et al., 1996; Govindarajan et al., 2006). A variabilidade
morfoldgica de alguns campanulariideos foi correlacionada a gradientes de latitude e
temperatura da agua (Ralph, 1956, 1957) e a disponibilidade de alimento (Crowell,
1957), mas de fato pouco se sabe sobre os fatores determinantes desta variabilidade.

Espécies de Orthopyxis também apresentam morfologia variavel dentre o0s
Campanulariidae. Essa percepcao iniciou-se com a descri¢do de variagdes no tamanho e
espessura das paredes e na forma das cuspides da hidroteca de duas espécies (Broch,
1909, para “Campanularia (Orthopyxis)”), e ja contou inclusive com hipdteses de
respostas ambientais na relacdo da diminui¢do do tamanho da hidroteca com o aumento
da temperatura para Orthopyxis integra (Naumov, 1969). De fato, caracteristicas
frequentemente consideradas variaveis sdo a presenca de sinuosidades no pediculo e a
espessura do perissarco (Millard, 1975; Calder, 1991; Cornelius, 1995; Miranda et al.,
2011), assim como variagdes no formato da gonoteca e na altura das cuspides
hidrotecais (Cornelius, 1995; Migotto, 1996; Galea et al., 2009; Miranda et al., 2011).
Dentre as espécies do género com variacdo morfoldgica geralmente comentada nas
descricdes estdo Orthopyxis integra (Macgillivray, 1842) (e.g., Cornelius, 1982, 1995;
Millard, 1975), Orthopyxis crenata (Hartlaub, 1901) (e.g., Millard, 1975; Galea et al.,
2009) e Orthopyxis sargassicola (Nutting, 1915) (e.g., Migotto, 1996; Miranda et al.,
2011). A variabilidade morfoldgica apresentada para estas espécies leva a sobreposicdo
de seus caracteres diagnosticos e dificulta a definicdo dos caracteres relevantes para sua
delimitacdo interespecifica.

A falta de consenso em relacdo aos caracteres morfoldgicos utilizados na
definicdo de géneros e espécies é comum entre os Hydrozoa, demandando revisdes
taxonémicas que buscaram esclarecer a taxonomia destes grupos (e.g., Pefia-Cantero et
al., 1998; Marques et al., 2005; Pefia-Cantero et al., 2007 para Lafoeidae A. Agassiz,
1865 e Miglietta et al., 2009 para Hydractiniidae L. Agassiz, 1862). Evidentemente,
identificacbes incorretas tém impactos negativos em estudos ecoldgicos e

biogeogréaficos (cf. Lozier et al., 2009). Porém, ha a questdo subjacente se a morfologia
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de determinado clado, como por exemplo Orthopyxis, exprime ou contém caracteres
adequados na definicdo de linhagens especificas, ou se estes caracteres estdo mascarados
ou inexistentes devido a plasticidade morfoldgica. Muitas vezes estes caracteres ndo sao
discretos, e dependem de uma abordagem morfométrica para caracteriza-los. A
morfometria tem sido usada para a definicdo de limites interespecificos em diversos
grupos de cnidarios (e.g., Morandini & Marques, 2010; Chen et al., 2011; Collins et al.,
2011), assim como para hidroides (Oliveira et al., 2000; Shimabukuro & Marques,
2006). Além disso, o estudo do cnidoma também contribui para delimitacdo de espécies
de Campanulariidae (e.g., Ostman, 1982, 1999; Lindner & Migotto, 2001).

Este estudo tem o objetivo de avaliar a variabilidade e nivel de informacéo de
caracteres da morfologia e do cnidoma na delimitacdo interespecifica e estruturacéo
intraespecifica de Orthopyxis do Atlantico sul-ocidental, bem como de linhagens

préximas, como espécies do género Campanularia.

MATERIAL E METODOS

O material estudado foram espécimes de Orthopyxis e Campanularia coletados
para esse estudo e outros depositados no Museu de Zoologia da Universidade de Sao
Paulo, Brasil, e no Museo de La Plata, Argentina (Tabela 1). Os materiais foram
coletados manualmente durante a maré baixa, ou por meio de mergulho livre e mergulho
autbnomo, sobre substratos diversos, como algas, bivalves (mexilhdes) e cirripédios
(cracas) (Tabela 1). Os materiais foram anestesiados em solucdo de 1:1 de agua do mar
e MgCl, a 7,5% e fixados em alcool 70-100% ou formalina a 10%.

O estudo morfoldgico incluiu dados morfométricos do polipo, gonoteca e
cnidoma tomados em microscopio Zeiss Axioskop, com auxilio de ocular micrométrica.
Os parametros medidos foram determinados considerando-se a compressao lateral tipica
das espécies do género (e.g., Calder, 1991), com medidas nas vistas do perissarco com
espessamento maximo e minimo (Figura 1, Tabela 2). Dados morfométricos do hidrante
(comprimento dos tentaculos, altura e largura do corpo do hidrante) ndo foram
considerados pela possibilidade de refletirem um valor subestimado devido a retragéo
dos polipos quando fixados. Embora a avaliacdo do nimero de tentaculos fosse possivel
mesmo em hidrantes retraidos, os pdlipos encontravam-se frequentemente sem o
hidrante, razdo pela qual esta variavel também foi desconsiderada nas analises, mas o

numero de tentaculos foi considerado para comparagfes entre as espécies e com dados
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da literatura. Muitas colonias estudadas ndo apresentavam gonotecas, € por isso as
analises morfométricas foram realizadas separadamente para as medidas dos polipos e
para as medidas da gonoteca. O estudo morfométrico foi complementado por
observacdes morfoldgicas por meio da Microscopia Eletronica de Varredura. Para tanto,
os polipos foram desidratados gradualmente em série de etanol, secos ao ponto critico e
metalizados com ouro.

O estudo do cnidoma foi realizado com esmagamentos dos hidrantes entre
lamina e laminula, seguido da observacdo das preparacfes ao microscopico para tomar
medidas de comprimento e didametro das cépsulas ndo explodidas. Os tipos dos
nematocistos foram identificados de acordo com a terminologia de Mariscal (1974) e
Ostman (1979a).

Os dados foram analisados nos niveis intraespecifico, interespecifico e entre
géneros. Em todos os casos, a Analise de Componentes Principais (PCA, da sigla em
inglés) foi utilizada para comparacGes dos padrdes morfométricos, utilizando-se o0s
programas Systat 8.0 e Xsltat 2011 (Addinsoft) a partir da matriz de correlacdo das
varidveis morfométricas, e o biplot de correlacdo foi gerado para inferéncias sobre a
influéncia das variaveis morfométricas nos padrées observados (Jolliffe, 2002).
Diferencas na razdo comprimento/diametro e nas medidas de comprimento das capsulas
ndo explodidas de nematocistos das espécies de Orthopyxis e Campanularia foram
avaliadas por meio do teste de Kruskal-Wallis no programa BioEstat 5.0 (Ayres et al.,

2007), seguido pelo teste de Dunn, no caso de resultados significativos.

Avaliacao intraespecifica

O estudo da variabilidade morfolégica intraespecifica para cada espécie de
Orthopyxis foi realizado por meio de comparagfes intracoloniais e intra- e
interpopulacionais. Para comparacdes intracoloniais, trés polipos de uma mesma coldnia
de O. sargassicola (de Bombinhas, SC), O. integra e O. crenata (ambas de Penha, SC)
foram avaliados. Para comparagdes intra- e interpopulacionais, um poélipo de coldnias
provenientes de localidades diferentes foi avaliado para cada espécie, a saber: O.
sargassicola, com duas coldnias de Santa Catarina (Florianopolis), 12 de Sdo Paulo
(Ubatuba), sete do Rio de Janeiro (Paraty) e 12 do Espirito Santo (Aracruz); O. integra
com nove de Santa Catarina (Penha e Bombinhas), 12 do Parana (llha do Mel) e quatro

do Rio de Janeiro (Buzios); O. crenata com trés de Santa Catarina (Penha, em que
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foram medidos mais de um pélipo por coldnia, e Laguna), duas de Sdo Paulo (Ubatuba)
e uma do Ceard (Fortaleza). Nao foram realizadas analises com as medidas das

gonotecas devido ao nimero reduzido de coldnias férteis.

Avaliacao interespecifica

O estudo da variabilidade morfologica interespecifica para as trés espécies foi
realizado com comparacdes das mesmas medidas feitas para os polipos do estudo
intraespecifico, com a adicdo de mais cinco colonias do Parana (llha do Mel) da espécie
O. integra. Desta forma, a analise baseou-se nos dados de 112 col6nias para O. integra,
33 para O. sargassicola e 7 para O. crenata. As compara¢des com as medidas da
gonoteca foram baseadas em uma gonoteca por col6nia, em um total de 42 coldnias para
O. sargassicola, 90 para O. integra e sete para O. crenata, provenientes das mesmas

localidades descritas para os pélipos de cada espécie.

Comparacdes entre géneros

Um estudo comparado foi realizado para as variaveis morfométricas das espécies
de Orthopyxis e Campanularia. Para Orthopyxis utilizamos as mesmas trés espécies ja
apresentadas e mais 31 polipos determinados como O. caliculata da colecdo do Museo
de La Plata (MLP47 a 55). Para Campanularia, utilizamos C. subantarctica (quatro
colbnias de San Julian, Argentina) e C. agas (uma colénia de Mar Del Plata, Argentina;
MZUSP5344). Ainda para Campanularia, utilizamos também materiais da cole¢do do
Museo de La Plata (Tabela 1), sendo que a maioria destes sdo preparacdes permanentes
em laminas microscépicas, poucos com gonotecas — por esse motivo, somente medidas
do pélipo foram analisadas, e ndo foram incluidos varios parametros (2, 4, 6, 8, 10, 12,
14, 16, 18, 29, 33, 35, 37, 45, 47, 49, veja Tabela 2) pela impossibilidade de medir estes
em laminas permanentes. Ademais, embora muitas das espécies de Campanularia da
colecdo do Museo de La Plata tenham sido descritas e determinadas por Olga Blanco
(Blanco, 1964, 1967, 1976, 1984) e posteriormente reidentificadas por ela e outros
autores (Blanco, 1994; Genzano, 1990; Vervoort & Watson, 2003; Galea 2007; Galea et
al. 2009), ha duvidas ndo esclarecidas sobre essas identificacOes, especialmente devido
a falta de gonoteca na maioria dos materiais. Mantivemos os nomes originais de Blanco
em nossa analise, preservando a informacdo dos padrbes morfologicos e suas

respectivas identificagdes.
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RESULTADOS
Variacdo morfolégica intraespecifica

As colbnias de Orthopyxis apresentaram ampla variagdo intracolonial (Figura 2),
principalmente nos comprimentos do polipo (1), pediculo (31) e gonoteca (53), além da
espessura do perissarco (Figura 2, B, D e F). O comprimento e didmetro dos polipos
geralmente tiveram uma relacdo inversamente proporcional com as espessuras do
perissarco, 0 que é evidente em O. integra e O. crenata (Figura 2, C-F), mas menos
claro em O. sargassicola (Figura 2, A e B).

Hé& também ampla variagdo entre as populacbes das espécies de Orthopyxis. Para
O. sargassicola (Tabela 3), os parametros mais variaveis (estimados pela amplitude dos
dados) foram os comprimentos do pediculo, da hidroteca e da gonoteca, os diametros na
borda e na base da hidroteca, as sinuosidades do pediculo e numero de tentaculos, além
da espessura do perissarco (Figura 3). Os trés primeiros componentes da PCA com as
variaveis morfomeétricas de O. sargassicola explicam 53% da variacdo dos dados, sendo
29,57% explicado pelo primeiro componente (Figura 4). Esse componente é responsavel
pela separacdo de algumas colbnias do RJ e SC que apresentaram hidrotecas mais
compridas, perissarco menos espesso, e menores valores de medidas de diametro em
geral (Figura 3, Tabela 3). Ha, ainda, alta correlacdo entre os vetores das variaveis de
comprimento da hidroteca e altura minima e maxima das cuspides, ou seja, uma relacdo
esperada de que hidrotecas mais compridas tendam a apresentar cispides mais altas. Os
segundo e terceiro componentes principais parecem nao ser responsaveis por nenhuma
separacdo evidente entre 0s espécimes observados.

Para O. integra ficou clara a relacdo inversamente proporcional entre as medidas
de comprimento e diametro e espessura do perissarco, principalmente quando essas
medidas sdo comparadas entre as populacdes do RJ e SC e a populagéo do PR (Tabela
4, Figura 5). A variacdo dos parametros avaliados para essa espécie concorda com
aquela descrita para O. sargassicola. Os exemplares identificados como Orthopyxis
caliculata e C. integra depositados no Museu de La Plata demonstraram valores médios
e amplitude dos parametros avaliados muito semelhantes aos espécimes de O. integra
do Brasil (Tabela 4, Figura 5). Entretanto, um dos exemplares de Campanularia integra
(MLP 41, Figura 5N) apresenta o perissarco menos espesso (medidas do perissarco
medial do pediculo e hidroteca sdo 6,87um e 6,57um, respectivamente) e comprimento

da hidroteca maior (454,29um) que os demais.
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A PCA com as variaveis morfométricas de O. integra apresentou 0s trés
primeiros componentes principais como responsaveis por 71,13% da variacdo dos
dados, sendo 36,65% explicado pelo primeiro componente (Figura 6). O primeiro
componente principal determinou dois grupos, um com os espécimes de SC e RJ (com
perissarco mais espesso e pediculo mais sinuoso), e outro com os espécimes do PR
somados a um unico espécime de SC, com maiores comprimento e didmetro da
hidroteca. Esses dois grupos também se diferenciam pelo substrato de ocorréncia das
colénias (SC e RJ sdo epifiticas, PR sdo epizoicas). O segundo e terceiros componentes
contrastam algumas variaveis morfométricas (e.g., diametro da hidrorriza, nimero de
constricbes do perissarco do pediculo, e outras medidas de comprimento e diametro),
mas ndo € clara a relacdo dessas variaveis com as amostras.

Para O. crenata, o comprimento do pdélipo e do pediculo, nimero de
sinuosidades do pediculo, altura das cuspides, nimero de tentaculos e comprimento da
gonoteca apresentaram grande variabilidade (Tabela 5, Figura 7). Os trés primeiros
componentes principais da PCA com as varidaveis morfométricas de O. crenata
explicam 51,94% da variacdo dos dados (Figura 8). Em geral, 0os componentes
contrastam algumas medidas de espessura e comprimento da hidroteca, porém isso nao

implica em nenhum agrupamento evidente.

Variacdo morfoldgica interespecifica

Os mesmos padrdes de variacdo morfoldgica intraespecifica sdo verificados
quando as espécies de Orthopyxis sdo comparadas entre si (Figura 9). Os comprimentos
do podlipo (1), do pediculo (31), da hidroteca (43) e gonoteca (43) sdo 0s parametros
mais variaveis, e novamente com relacdo inversamente proporcional entre medidas de
comprimento e didmetro e as medidas de espessura do perissarco.

A PCA com as variaveis morfométricas do pélipo e gonoteca apresentam 0s trés
primeiros componentes principais como responsaveis, respectivamente, por 61,06% e
46,83% da variagdo dos dados, a maior parte da variacdo representada pelo primeiro
componente (31,81 e 21,98%, respectivamente; Figura 10). Esse componente determina
0 agrupamento da maioria das coldnias de O. integra pelo nimero de cuspides (ausentes
nessa espécie) e das colonias de O. sargassicola + O. crenata pelos maiores valores de
comprimento da hidroteca (principalmente O. sargassicola) e nimero de sinuosidades

do pediculo. Em relagdo as gonotecas, 0 primeiro componente contrasta aquelas que
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apresentam maior comprimento e diametro com gonotecas que apresentam perissarco
mais espesso, determinando um grupo correspondente aos espécimes do RJ e SC da
espécie O. integra. O segundo componente principal do pdlipo contrasta as medidas de
espessura do perissarco e as medidas de comprimento e didmetro, sendo responsavel
pela separacdo dos mesmos grupos de O. integra observados anteriormente. Os demais
componentes do poélipo e gonoteca ndo sdo responsaveis pela separacdo de nenhum

grupo referente as espécies (biplots ndo mostrados).

Variacao intergenérica: comparag¢fes com Campanularia

O padrdo geral de variabilidade dos parametros morfométricos é mantido
também no nivel genérico (Figura 11). Os principais parametros que variam entre 0s
géneros sdo o tamanho do poélipo, comprimento do pediculo, comprimento da hidroteca
e medidas de espessura do perissarco em geral. As espécies de Campanularia
apresentam maiores medidas de comprimento e didmetro do polipo, e perissarco menos
espesso que Orthopyxis. A PCA com as variaveis morfométricas dos géneros apresenta
os trés primeiros componentes principais como responsaveis por 65,63% da variacdo
dos dados (Figura 12). O primeiro componente principal contrasta o nimero de
sinuosidades do pediculo e numero de constricdes do perissarco do pediculo com as
demais variaveis, porém a morfologia de ambos os géneros aparece sobreposta. O
segundo componente € responsavel pela diferenciacdo de dois grupos: o primeiro, com
altos valores de espessura do perissarco incluindo os mesmos espécimes de O. integra
das analises anteriores; o segundo grupo, com altos valores de comprimento do polipo,
do pediculo e da hidroteca incluindo as espécies identificadas como Campanularia
hincksii, C. hincksii grandis e C. hincksoni da colecdo do Museo de La Plata. O terceiro
componente principal parece ser responsavel pela separacao das espécies O. integra, O.

caliculata e C. integra em relacdo as demais, embora este padréo ndo seja tdo evidente.

Evidéncias da morfologia dos nematocistos

Em todas as espécies de Orthopyxis e Campanularia avaliadas foram
encontrados 0os nematocistos do tipo microbasico mastigéforo A e B, de acordo com
Ostman (1979a, mas veja Ostman, 1999) (Figura 13). Os nematocistos do tipo A s&o
menores que 0s do tipo B — ambos sdo encontrados em maior concentra¢do no hidrante,

embora o tipo A esteja concentrado nos tentaculos. Os nematocistos do tipo B podem
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também ser encontrados ao longo do pediculo. O teste de Kruskal-Wallis ndo encontrou
diferencas significativas na razdo comprimento/didmetro dos nematocistos tipo A das
espécies de Orthopyxis e Campanularia (H=6.43, p>0.05), mas resultou em diferencas
significativas na razdo comprimento/didmetro dos nematocistos do tipo B (H=51.39,
p<0.01). A espécie O. sargassicola apresentou a razdo dos nematocistos
significativamente maior que a de Campanularia subantarctica, que foi por sua vez
significativamente maior que a razdo dos nematocistos das espécies O. integra e O.
crenata (Figura 14A).

Os dados demonstram que C. subantarctica apresentou nematocistos do tipo B
maiores, principalmente em termos de comprimento, que 0s nematocistos das espécies
de Orthopyxis. O teste resultou em diferencas significativas no comprimento dos
nematocistos do tipo B (H=190.17; p<0.01) para todas as espécies avaliadas (Figura
14B), porém a média de comprimento dos nematocistos de C. subantarctica é maior que

a média do comprimento dos nematocistos das demais espécies de Orthopyxis.

DiscussAo
Variabilidade morfoldgica de Orthopyxis

A morfologia das espécies de Orthopyxis mostrou-se variavel em todos 0s niveis
estudados. No nivel intracolonial, p6lipos de uma mesma col6nia apresentaram variacao
morfoldgica especialmente relacionada ao comprimento do pdlipo, pediculo e gonoteca,
além da espessura do perissarco. Organismos coloniais, como os hidrozoarios, tém
crescimento diferenciado de determinadas partes da colénia devido a alocacdo
diferenciada de recursos relacionada a variagdes locais do ambiente, como a
disponibilidade de alimento (Marfenin, 1997; Blackstone, 2003; Burmann & Buss,
2008). Esse crescimento diferenciado ja foi reportado em Campanulariidae (Berrill,
1950; Crowell, 1957), podendo ser a causa dos padrBes intracoloniais que observamos
em Orthopyxis.

O padrdo intra e interpopulacional para as diferentes espécies e localidades
repetiu o padrdo de variacdo intracolonial. Dentre os parametros avaliados, a espessura
do perissarco e o comprimento das estruturas em geral (pélipo, pediculo, hidroteca e
gonoteca) foram o0s mais variaveis. A variacdo na espessura do perissarco em
Orthopyxis € conhecida (Bale, 1914; Nutting, 1915; Cornelius, 1995), e variagdes no

tamanho da colbnia, nimero de ramificagdes, comprimento da hidroteca e tentaculos,
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namero de anelagdes no pediculo e comprimento da gonoteca ocorrem em espécies dos
géneros Obelia, Silicularia (Ralph, 1956) e Clytia (Lindner & Migotto, 2002).

Os parametros morfométricos de O. sargassicola sdo congruentes com aqueles
descritos para o Atlantico norte (Calder, 1991) e Atlantico sul (Migotto, 1996). Dentre
0s parametros mais variaveis, os pediculos e as gonotecas possuem comprimentos
maximos menores nos especimes do Atlantico norte (Calder, 1991) em relacdo aos do
sul (para S&o Sebastido; Migotto, 1996) e aos deste estudo. Variagfes no tamanho da
hidroteca também foram verificadas entre as populacbes de O. sargassicola deste
estudo, mas a relagdo entre comprimento da hidroteca e temperatura, conforme
reportada na literatura (Naumov, 1969; Ralph, 1956) ndo foi testada. A morfologia de
hidroides também pode ser influenciada pela variacdo de pardmetros ambientais
relacionadas a profundidade e hidrodinamismo (Gili & Hughes, 1995; Kaandorp, 1999),
0 que ficou demonstrado em Pennaria (Wedler, 1975). De fato, as colonias do RJ e SC
estavam a cerca de dez metros de profundidade, e as demais na regido entremares, o que
talvez explique as diferencas morfoldgicas aqui encontradas, ainda que ndo haja
evidéncias inequivocas desta hipdtese.

As populaces de O. integra que estudamos apresentaram, em geral, maior
amplitude de variacdo dos parametros morfométricos que as do Atlantico norte europeu
(Cornelius, 1995) e Nova Zelandia (Vervoort & Watson, 2003), mas semelhante as do
sul da Africa, especialmente no nimero de sinuosidades do pediculo e espessura do
perissarco (“Campanularia integra”, Millard, 1975). Dentre os parametros mais
variaveis, as medidas da hidroteca e gonoteca e comprimento do pediculo apresentaram
valores minimos de amplitude menores que aqueles da Europa (Cornelius, 1995) e Nova
Zelandia (Vervoort & Watson, 2003).

As medidas de espessura do perissarco sdo 0s parametros que distinguem a
populacdo do PR das populacbes do RJ e SC (Figura 6). Neste caso, a ocorréncia em
diferentes substratos pode ser a causa desta diferenciacdo: espécimes de SC e RJ séo
epifiticos, ocorrendo principalmente em Sargassum, enquanto espécimes do PR sdo
epizoicos, ocorrendo principalmente em conchas de mexilhdes. As adaptacOes a
diferentes tipos de substrato podem ter implica¢cbes na morfologia da colbnia (e.g.,
Hughes, 1986; Andrade & Migotto, 1999; Kubota, 2000), tanto para epifitismo
(Hayward, 1980; Boero, 1987; Hughes et al. 1991a, 1991b; Llobet et al. 1991) quanto
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para epizoismo (Piraino et al., 1994; Gili & Hughes, 1995; Kubota, 2000; Miglietta et
al., 2006) bem com, espera-se, para substratos duros e fixos.

Como j& mencionado, alguns estudos relacionam a morfologia dos polipos ao
hidrodinamismo do local onde ocorrem (e.g., Wedler, 1975; Boero 1984; Harvell &
Labarbera, 1985), com coldnias de regides expostas as ondas tendendo a serem menores
e com mais anelacdes, o que aumentaria sua flexibilidade (Boero 1984; Gili & Hughes,
1995). Essa relagdo ndo foi verificada nas col6nias de O. integra, em que po6lipos
maiores, frequentemente com poucas sinuosidades (assumindo-se que tenham funcao
similar as anelacdes) ocorreram em regifes expostas as ondas, como a populacao
epizoica do PR. Porém, esses polipos apresentaram perissarco menos espesso,
provavelmente lhes conferindo maior flexibilidade. Por sua vez, coldnias epifiticas
apresentaram polipos menores, com perissarco espesso e mais sinuosidades,
caracteristicas que concordam com o habito epifitico (Hughes et al., 1991a; Gili &
Hughes, 1995). O perissarco espesso pode proteger o hidrante, o que explicaria a menor
frequéncia de hidroides atecados em ambientes epifiticos, uma vez que ndo possuem
teca para protecdo de seu hidrante (Shepherd & Watson, 1970; Faucci & Boero, 2000).
Entretanto, a relacdo entre espessura do perissarco e prote¢do ao hidrante ndo € clara nas
populacdes epizoicas, sugerindo que outros fatores possam determinar a morfologia dos
polipos em cada caso.

Nas colbnias de O. crenata também ha uma relacdo inversa entre espessura do
perissarco e comprimento e didametro dos polipos. Igualmente, nimeros de sinuosidades
no pediculo e de tentaculos e comprimento da gonoteca mostraram-se parametros bem
variaveis. A variacdo de alguns pardmetros é semelhante a descrita para espécimes do
Chile (Galea et al., 2009) e Nova Zelandia (Vervoort & Watson, 2003), embora 0s
chilenos tenham ocasionalmente limites maximos superiores (Galea et al., 2009). As
gonotecas dos materiais brasileiros ttm menor comprimento e didmetro que o registrado
na literatura. Um carater que pode ser importante na diagnose da especie é o
comprimento da hidroteca dos espécimes do litoral brasileiro, que possui pouca
variagdo, padrdo observado também em outros locais (Vervoort & Watson, 2003).
Porém, esta variabilidade menor pode ser resultado de uma amostragem pequena, 0 que
pode explicar a falta de padrées morfologicos evidentes na PCA.

As descricdes de O. sargassicola, O. integra e O. crenata incluem poucos

caracteres diagnosticos, sendo comum que as caracteristicas usadas se sobreponham
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(Macgillivray, 1842; Hartlaub, 1901; Nutting, 1915; Millard, 1975; Cornelius, 1982,
1995; Calder, 1991; Galea et al., 2009), conforme inclusive demonstrado em Nnossos
dados. No geral, os caracteres muito varidveis e inadequados como diagndésticos sdo (1)
comprimento dos pdlipos; (2) comprimento e diametro do pediculo; (3) comprimento e
didmetro da gonoteca; (4) nimero de cuspides; (5) numero de sinuosidades do pediculo;
(6) numero de tentaculos; (7) espessamento do perissarco. A inadequacdo de parte
desses caracteres foi exposta por Cornelius (1982), embora ele considerasse alguns
caracteres da hidroteca adequados para taxonomia da familia. De fato, as PCAs
diferenciaram dois grupos em relacdo ao comprimento da hidroteca, provavelmente
relacionada a hidroteca tipica e frequentemente campanular em O. integra, contrastando
com a hidroteca quase tubular em algumas coldnias de O. sargassicola. Embora a
hidroteca de O. crenata também seja campanular, ela ndo se diferenciou de O.
sargassicola nas analises, provavelmente pelo nimero reduzido de amostras. Portanto,
diferencas no tamanho e forma da hidroteca ajudam na diagnose das espécies de
Orthopyxis, mas desde que a variabilidade do comprimento da hidroteca seja
estritamente considerada.

Outro carater nas caracteristicas do polipo que auxilia na identificacdo de O.
integra é auséncia de cuspides no bordo da hidroteca. A altura das cuspides, porém, nao
é adequada para diferenciar O. crenata e O. sargassicola na area de estudo por ser muito
variavel nas duas espécies. Mesmo sabendo-se ser variavel, a altura das cuspides foi
utilizada na diagnose de O. crenata (e.g., Ralph, 1957; Millard, 1975; Galea et al.,
2009), mas demonstramos que ha sobreposicdo com as outras espécies. Além disso, as
PCAs evidenciaram a relacdo entre a altura das cuspides e o comprimento da hidroteca
em O. sargassicola. Esses fatos deixam claro que a diferenciacédo entre O. crenata e O.
sargassicola na area de estudo deve ser feita com base nas caracteristicas da gonoteca,
gue sao aneladas em O. sargassicola e lisas em O. crenata.

H& grande discussdo na literatura sobre a validade e delimitacdo dos géneros
Orthopyxis e Campanularia. Autores que consideram a existéncia dos dois géneros
apresentam, como principais caracteristicas distintivas, o0 perissarco espesso e a
formagdo de medusas reduzidas, livres ou retidas em Orthopyxis, enquanto
Campanularia teria perissarco fino e ndo forma medusa, apresentando gondforos na
forma de esporossacos fixos (Bale, 1914; Nutting, 1915; Ralph, 1957; Calder, 1991,

Cornelius, 1995; Bouillon et al., 2004). O argumento contrario € que essas
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caracteristicas sdo insuficientes para separagdo dos dois géneros, principalmente em
relacdo ao espessamento do perissarco (Hincks, 1868; Millard, 1975; Hirohito, 1995).
Embora tenhamos demonstrado que o espessamento do perissarco é variavel em
Orthopyxis, isso nédo justifica a inadequacdo desse carater para distinguir os géneros, ja
que desconhecemos o0 quédo varidvel ele € nas espécies de Campanularia. Nossos dados
morfométricos de algumas espécies de Campanularia apontam para evidéncias de que
seu perissarco € fino em relacdo as espécies de Orthopyxis, além de polipos, pediculos e
hidrotecas serem mais compridos. Porém, essas evidéncias ndo transparecem na PCA,
em que os pardmetros morfométricos de Campanularia e Orthopyxis estdo sobrepostos,
evidenciando a similaridade morfoldgica entre suas espécies e justificando as confusdes
taxondmicas que os envolvem (e.g., Cornelius, 1982).

Muitos estudos demonstraram a importancia da analise dos nematocistos e sua
morfometria na delimitacio de géneros e espécies em Campanulariidae (Ostman, 1979a,
1979b, 1982, 1999; Cornelius & Ostman, 1987; Lindner & Migotto, 2001), padrdo este
aqui corroborado. A diferenga no comprimento dos nematocistos microbasicos
mastigdforos tipo B de Campanularia e Orthopyxis é evidente, com aproximadamente
6um de variacdo, constituindo uma importante caracteristica diagndstica para os géneros
na area de estudo, embora a avaliagdo de um maior ndmero de espécies de
Campanularia seja desejavel para corroborar esta hipGtese. A  razdo
comprimento/diametro dos microbasicos mastigoforos tipo B foi diferente também entre
as espécies de Orthopyxis, mas a amplitude dessa diferenca foi muito pequena (0,4 a

0,5um), dificultando a adogéo dessa caracteristica para delimitacdo das espécies.

Inferéncias taxondmicas

Varias referéncias anteriores a Orthopyxis spp. para o litoral do Atlantico sul-
ocidental precisam ser reavaliadas a luz de nossos dados.

Vannucci-Mendes (1946) registrou a espécie Orthopyxis lennoxensis (Jaderholm,
1903) para o litoral do estado de S&o Paulo, posteriormente identificada como
Orthopyxis sargassicola (Calder, 1991; Migotto, 1996; Migotto et al., 2002; Miranda et
al., 2011). Embora restritos, os parametros morfométricos descritos por Vannucci sdo
semelhantes aos que encontramos para 0s espécimes de Sao Paulo, exceto pelo
comprimento dos pdlipos, que é maior que o registrado (Calder, 1991; Migotto, 1996;

este estudo). Uma vez que demonstramos haver ampla variagdo morfologica em O.
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sargassicola, ndo ha parametros morfométricos determinantes para sua identificacao.
Entretanto, a morfologia geral das gonotecas de O. lennoxensis (Vannucci-Mendes,
1946) apresenta o padrdo caracteristico de anelagcbes de O. sargassicola, o que
corrobora sua determinacdo como O. sargassicola, inclusive incluindo-se 0s registros
posteriores de O. lennoxensis (Vannucci, 1951) e sua reidentificagdo como O. crenata
(Vannucci, 1954).

Vannucci (1954) propds e descreveu a espéecie Orthopyxis billardi para o litoral
do Rio de Janeiro, também posteriormente determinada como O. sargassicola (Migotto,
1996; Migotto et al., 2002; Miranda et al., 2011; e duvidosamente por Calder, 1991). O
comprimento da hidroteca dos materiais de Vannucci concorda com a amplitude dos
espécimes do RJ, mas anelacBes na base do pediculo representadas nas pranchas ndo
ocorrem nos materiais que estudamos. Uma vez que Vannucci (1954) ndo faz referéncia
a gonotecas, ndo é possivel concluir o status taxondmico de O. billardi, e a
reidentificacdo como O. sargassicola é duvidosa.

Vannucci- Mendes (1946) registrou a espécie Orthopyxis clytioides (Lamouroux,
1824) para o litoral do estado de S&o Paulo, posteriormente reidentificada
duvidosamente como O. sargassicola (Migotto, 1996) e O. integra (Miranda et al.,
2011). De fato, a morfologia de O. integra concorda com a descricdo original dos
polipos e gonotecas de O. clytioides (Vannucci-Mendes, 1946).

Vannucci (1949) prop0s e descreveu a espécie Orthopyxis minuta para o litoral
do Rio de Janeiro, e comparou a espécie a O. clytioides, de quem se diferenciaria pelo
tamanho dos polipos e formato da gonoteca. A aceitacdo desta determinacdo tem sido
duvidosa (Migotto, 1996; Miranda et al. 2011). Os pardmetros morfométricos, a
auséncia de cuspides e a morfologia das gonotecas descritos por Vannucci (1949) sédo
semelhantes aos de O. integra, que consideramos a determinacéo correta do material.

Blanco (1964) registrou a espécie O. caliculata para a regido de Puerto Madryn,
na Argentina, ressaltando em sua descri¢cdo o espessamento do perissarco e formato da
hidroteca, caracteristicas que seriam variaveis. Com base no estudo do material-tipo,
Cornelius (1982) considerou Campanularia caliculata Hincks, 1853 sinénimo de
Orthopyxis integra, e Blanco (1994) re-identificou seus espécimes de O. caliculata
como “Campanularia integra”. O estudo da morfometria dos materiais da colecdo do
Museo de La Plata identificados como O. caliculata e C. integra realmente deixa claro a

similaridade destas espécies com O. integra do litoral brasileiro. Uma vez demonstrada
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e aceita a validade de ambos 0s géneros, 0s registros apontados para a Argentina devem
ser propriamente referenciados como O. integra.

Curiosamente, Blanco (1964) também registrou Campanularia integra para a
regido de Punta Pefias, e comentou as diferencas desse material e O. caliculata. Em
nosso estudo da colecdo do Museu de La Plata, um dos materiais estudados por Blanco
(1964) e identificado como C. integra (MLP 41), é de fato diferente dos materiais de O.
caliculata e dos demais espécimes de C. integra, principalmente no que se refere ao
perissarco mais fino e hidroteca mais comprida. Essas caracteristicas de MLP41
correspondem as caracteristicas diagndsticas do género Campanularia. De fato, as
PCAs mostram que MLP41 ndo agrupa com as ocorréncias de O. integra, O. caliculata
e demais exemplares de C. integra, embora essa evidéncia seja inconclusiva. Além
disso, a auséncia de gonotecas impede uma identificacdo segura deste material no
momento.

O estudo morfométrico das espécies do género Orthopyxis permitiu a revisdo dos
caracteres morfoldgicos utilizados para a diagnose das espécies, determinando a
amplitude de variacdo destes. A investigacdo da variabilidade morfoldgica em
Orthopyxis deixa claro que, muitas vezes, os caracteres tradicionalmente utilizados para
diagnose das espécies ndo sdo adequados, e por isso contribuem para muitas confusdes
taxondmicas que envolvem essas espécies. Nesse sentido, esse estudo mostra que a
variabilidade morfoldgica, quando investigada, pode apontar caracteres informativos
para a diagnose de espécies e géneros, e deve ser mais frequentemente considerada na

taxonomia de grupos com morfologia variavel.
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Tabela 1. InformacGes sobre os materiais utilizados nas analises morfolégicas. MLP = Museo de La Plata (Argentina); MZUSP = Museu de Zoologia da Universidade de Sdo Paulo;
Este estudo = materiais coletados e ainda ndo depositados. Amostras provenientes do MLP encontram-se com 0s nomes das espécies conforme determinacfes originais entre aspas —
para sinonimias veja Blanco (1994), Genzano (1990), Vervoort & Watson (2003), Galea (2007) e Galea et al. (2009). *Informacdo ndo disponivel.

Procedéncia

N° de
amostras

Identificagdo da espécie

Localidade

Coordenadas Geograficas

Gondforo Substrato

Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
MZUSP0183
MZUSP0256
MZUSP1319
Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
MZUSP4265
MZUSP4177

1
7
3
2
2
2
5
1
1
7
3
1
1
1
1
1
1
1
2
5
2
1
2
1
1
3
2
2
2
1
1
1
1
1

Orthopyxis crenata
Orthopyxis sargassicola
Orthopyxis sargassicola
Orthopyxis sargassicola
Orthopyxis integra
Orthopyxis integra
Orthopyxis sargassicola
Orthopyxis sargassicola
Orthopyxis sargassicola
Orthopyxis sargassicola
Orthopyxis sargassicola
Orthopyxis crenata
Orthopyxis crenata
Orthopyxis sargassicola
Orthopyxis sargassicola
Orthopyxis sargassicola
Orthopyxis sargassicola
Orthopyxis integra
Orthopyxis integra
Orthopyxis integra
Orthopyxis integra
Orthopyxis integra
Orthopyxis integra
Orthopyxis integra
Orthopyxis integra
Orthopyxis integra
Orthopyxis integra
Orthopyxis crenata
Orthopyxis integra
Orthopyxis integra
Orthopyxis integra
Orthopyxis integra
Orthopyxis integra
Orthopyxis integra

Brasil (BR), Ceara (CE), Fortaleza, Praia de Caponga
Brasil, Espirito Santo, Aracruz, Praia dos Padres
Brasil, Espirito Santo, Aracruz, Praia dos Padres
Brasil, Espirito Santo, Aracruz, Praia Formosa
Brasil, Rio de Janeiro, Buzios, Jodo Gongalves
Brasil, Rio de Janeiro, Buzios, Jodo Gongalves
Brasil, Rio de Janeiro, Paraty

Brasil, Rio de Janeiro, Paraty, llha dos Ratos

Brasil, Rio de Janeiro, Paraty, Ilha dos Meros

Brasil, Sdo Paulo, Ubatuba, Praia do Lazaro

Brasil, Sdo Paulo, Ubatuba, Praia do Lazaro

Brasil, Sdo Paulo, Ubatuba, Praia do Lazaro

Brasil, Sdo Paulo, Ubatuba, Praia do Lazaro

Brasil, Sdo Paulo, Sdo Sebastido, Praia Preta

BR, S&o Paulo, Sdo Sebastido, Praia de Barequegaba
Brasil, Sao Paulo, llha Bela, Praia do Sino

Brasil, Sdo Paulo, Caraguatatuba, Ilha de Massaguagu
Brasil, Parana, Ilha do Mel, Praia do Miguel

Brasil, Parana, Ilha do Mel, Praia do Miguel

Brasil, Parana, Ilha do Mel, Praia do Miguel

Brasil, Parana, Ilha do Mel, Praia de Fora

Brasil, Parana, Ilha do Mel, Praia de Fora

Brasil, Parana, Ilha do Mel, Praia de Fora

Brasil, Parana, Ilha do Mel, Praia de Fora

Brasil, Parana, Ilha do Mel, Praia de Fora

Brasil, Parana, Ilha do Mel, Praia de Fora

Brasil, Santa Catarina, Penha, Praia da Paciéncia
Brasil, Santa Catarina, Penha, Praia da Paciéncia
Brasil, Santa Catarina, Penha, Praia da Paciéncia
Brasil, Santa Catarina, Penha, Praia da Paciéncia
Brasil, Santa Catarina, Penha, Praia Grande

Brasil, Santa Catarina, Penha, Praia da Armacdo
Brasil, Santa Catarina, Bombinhas, Praia de Bombas
BR, Santa Catarina, Bombinhas, Praia da Conceigéo

04°02.348'S - 38°11.572'W
19°55.941'S - 40°07.327'W
19°55.941'S - 40°07.327'W
19°59.677'S - 40°08.890'W
22°48'S - 41°56'W

22°48'S - 41°56'W

*

23°11.640'S - 44°36.408'W
23°11.264'S - 44°34.635'W
23°30'S - 45°08'W

23°30'S - 45°08'W

23°30'S - 45°08'W

23°30'S - 45°08'W

23°45'S - 48°24'W

23°49.888'S - 45°25.915'W
23°44.800'S - 45°20.948'W
23925'S - 44°49'W
25°33'22.12"S - 48°17'55.36"W
25°33'22.12"S - 48°17'55.36"W
25°33'22.12"S - 48°17'55.36"W
25°34'22.58"S - 48°18'32.77"W
25°34'22.58"S - 48°18'32.77"W
25°34'22.58"S - 48°18'32.77"W
25°34'22.58"S - 48°18'32.77"W
25°34'22.58"S - 48°18'32.77"W

25°34'22.58"S - 48°18'32.77"W

26°46'38"S - 48°36'10"W
26°46'38"S - 48°36'10"W
26°46'38"S - 48°36'10"W
26°46'38"S - 48°36'10"W
26°46'S - 48°35'W

26°47'S - 48°37'W
27°07.874'S - 48°30.817'W
27°62.021'S - 48°29.534'W

Ausente  Alga

Ausente  Alga (Sargassum)
Presente  Alga (Sargassum)
Ausente  Alga (Sargassum)

Presente  Alga
Ausente  Alga

Ausente  Alga (Sargassum)

Ausente  Alga (Sargassum)

Ausente  Alga

Presente  Alga (Sargassum)

Ausente  Alga (Sargassum)

Presente  Alga (Sargassum)

Ausente  Alga (Sargassum)

Presente  Alga (Sargassum)

Presente  Alga (Sargassum)

Presente  Alga (Sargassum)

Presente  Alga

Ausente  Bivalve (mexilhdo) e cirripédio
Ausente  Bivalve (mexilhdo)

Presente  Bivalve (mexilhdo)

Ausente  Bivalve (mexilhdo) e cirripédio
Ausente  Bivalve (mexilhdo)

Presente  Bivalve (mexilhdo) e cirripédio
Ausente  Phragmatopoma

Ausente  Cirripédio

Presente  Bivalve (mexilhdo)

Ausente  Alga (Sargassum)

Presente  Alga
Ausente  Alga

Presente  Alga (Sargassum)
Presente  Alga (Sargassum)
Ausente  Alga

Presente  Alga (Sargassum)

Presente  Alga
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Tabela 1. Continuacdo.

N° de

Proveniéncia amostras Identificagdo da espécie Localidade Coordenadas Geograficas Gonoforo Substrato
MZUSP4597 1 Orthopyxis sargassicola BR, Santa Catarina, Floriandpolis, Ilha do Campeche 27°41'27"S - 48°27'51"W Ausente Alga
MZUSP4665 1 Orthopyxis sargassicola BR, Santa Catarina, Floriandpolis, Ilha do Campeche 27°41'27"S - 48°27'51"W Presente Alga
MZUSP4704 1 Orthopyxis crenata Brasil, Santa Catarina, Laguna, Prainha 28°36.097'S - 48°49.227'W Presente Alga
MLP 425 1 “Campanularia (Orthopyxis) everta” Argentina (ARG), Buenos Aires 41°13'S - 64°01'W Ausente ?Eudendrium
MZUSP5344 1 Campanularia agas Argentina, Buenos Aires, Mar del Plata * Ausente *
MLP 36 1 “Campanularia hincksii grandis” Argentina, Buenos Aires, Quequén * Ausente Banco de mexilhdes
MLP 37 1 “C. hincksii grandis” Argentina, Buenos Aires, Quequén * Ausente Banco de mexilhdes
MLP 38 1 “C. hincksii grandis” Argentina, Buenos Aires, Quequén * Ausente Banco de mexilhdes
MLP 39 1 “C. hincksii grandis” Argentina, Buenos Aires, Quequén * Ausente Banco de mexilhdes
MLP 40 1 “Campanularia hincksii” Argentina, Buenos Aires, Quequén * Ausente Banco de mexilhdes
MLP 47 1 “Orthopyxis caliculata” Argentina, Chubut, Puerto Madryn * Ausente *
MLP 48 1 “Orthopyxis caliculata” Argentina, Chubut, Puerto Madryn * Ausente *
MLP 49 1 “Orthopyxis caliculata” Argentina, Chubut, Puerto Madryn * Ausente *
MLP 50 1 “Orthopyxis caliculata” Argentina, Chubut, Puerto Madryn * Ausente Symplectoscyphus
MLP 51 1 “Orthopyxis caliculata” Argentina, Chubut, Puerto Madryn * Ausente *
MLP 52 1 “Orthopyxis caliculata” Argentina, Chubut, Puerto Madryn * Ausente *
MLP 53 1 “Orthopyxis caliculata” Argentina, Chubut, Puerto Madryn * Ausente *
MLP 54 1 “Orthopyxis caliculata” Argentina, Chubut, Puerto Madryn * Ausente Sertularella sp.
MLP 2400 1 “C. (Orthopyxis) everta” Argentina, Chubut, Puerto Madryn * Presente Symplectoscyphus glacialis
MLP 55 1 “Orthopyxis caliculata” Argentina, Santa Cruz, Punta Pefias * Ausente Sertularella antarctica
MLP 41 1 “Campanularia integra” Argentina, Santa Cruz, Punta Pefias * Ausente S. meridionalis
MLP 44 1 “Campanularia tincta” Argentina, Santa Cruz, Punta Pefias * Ausente *
MLP 45 1 “Campanularia tincta” Argentina, Santa Cruz, Punta Pefas * Ausente *
MLP 46 1 “Campanularia tincta” Argentina, Santa Cruz, Punta Pefias * Ausente *
MLP 42 1 “Campanularia volubilis antarctica” Argentina, Santa Cruz, Punta Pefias * Ausente *
MLP 43 1 “C. volubilis antarctica” Argentina, Santa Cruz, Punta Pefias * Ausente *
Este estudo 1 Campanularia subantarctica ARG, Santa Cruz, Puerto San Julian, Praia La Mina 49°09.413'S - 67°37.987'W Presente Anthoathecata sp.
Este estudo 1 Campanularia subantarctica ARG, Santa Cruz, Puerto San Julian, Praia La Mina 49°09.413'S - 67°37.987'W Ausente Alga
Este estudo 2 Campanularia subantarctica ARG, Santa Cruz, Puerto San Julian, Praia La Mina 49°09.413'S - 67°37.987'W Ausente Sertulariidae
MLP 228 1 “C. (Orthopyxis) everta” Argentina, Tierra del Fuego, Isla de los Estados * Ausente  Symplectoscyphus marionensis
MLP 664 1 “Campanularia subantarctica” Argentina, Tierra del Fuego, Isla de los Estados * Ausente *
MLP 8536 1 “Campanularia integra” Argentina, Tierra del Fuego, Estancia Moat 55°01.48'S - 66°41.7'W Ausente *
MLP 8558 1 “Campanularia subantarctica” Argentina, Tierra del Fuego, Bahia Sloggett 55°00'S - 66°20.6'W Presente Symplectoscyphus
MLP 358 1 “Campanularia hicksoni” Antartica, Peter | Island 68°45'S - 90°41'W Presente *
MLP 359 1 “Campanularia hicksoni” Antartica, Peter | Island 68°45'S - 90°41'W Ausente *
MLP 361 1 “Campanularia hicksoni” Antartica, Peter | Island 68°45'S - 90°41'W Presente *
MLP 479 1 “Campanularia hicksoni” Artartica, Isla Baja 63°22'S - 62°00' a 61°55'W Ausente *
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Tabela 2. Parametros utilizados nas analises morfométricas para as espécies de

Orthopyxis e Campanularia.

(1) Comprimento do pdlipo

(2) Didmetro da hidrorriza

(3) Espessura maxima do perissarco da hidrorriza
(4) Espessura minima do perissarco da hidrorriza
(5) Espessura méxima do perissarco distal (na
borda) da hidroteca

(6) Espessura minima do perissarco distal (na
borda) da hidroteca

(7) Espessura méxima do perissarco medial da
hidroteca

(8) Espessura minima do perissarco medial da
hidroteca

(9) Espessura méxima do perissarco proximal (na
base) da hidroteca

(10) Espessura minima do perissarco proximal (na
base) da hidroteca

(11) Espessura méaxima do perissarco distal (no
apice) do pediculo

(12) Espessura minima do perissarco distal (no
apice) do pediculo

(13) Espessura maxima do perissarco medial do
pediculo

(14) Espessura minima do perissarco medial do
pediculo

(15) Espessura maxima do perissarco proximal (na
base) do pediculo

(16) Espessura minima do perissarco proximal (na
base) do pediculo

(17) Espessura maxima do perissarco da esférula
subhidrotecal

(18) Espessura minima do perissarco da esférula
subhidrotecal

(19) Espessura maxima do perissarco distal (no
borda) da gonoteca

(20) Espessura minima do perissarco distal (na
borda) da gonoteca

(21) Espessura maxima do perissarco medial da
gonoteca

(22) Espessura minima do perissarco medial da
gonoteca

(23) Espessura maxima do perissarco proximal (na
base) da gonoteca

(24) Espessura minima do perissarco proximal (na
base) da gonoteca

(25) Espessura maxima do perissarco do
pedinculo da gonoteca

(26) Espessura minima do perissarco do pedinculo
da gonoteca

(27) NUmero de tentaculos

(28) Diametro maximo da esférula subhidrotecal
(29) Didmetro minimo da esférula subhidrotecal
(30) Comprimento da esférula subhidrotecal

(31) Comprimento do pediculo

(32) Diametro maximo distal (no apice) do
pediculo

(33) Diametro minimo distal (no apice) do
pediculo

(34) Diametro maximo medial do pediculo

(35) Diametro minimo medial do pediculo

(36) Diametro maximo proximal (na base) do
pediculo

(37) Diametro minimo proximal (na base) do
pediculo

(38) Numero méximo de sinuosidades do pediculo
(39) NUmero méaximo de constri¢des do perissarco
do pediculo

(40) Numero de cuspides

(41) Altura maxima das cuspides

(42) Altura minima das cuspides

(43) Comprimento da hidroteca

(44) Didametro maximo distal (na borda) da
hidroteca

(45) Diametro minimo distal (na borda) da
hidroteca

(46) Diametro maximo medial da hidroteca

(47) Didametro minimo medial da hidroteca

(48) Diametro maximo proximal (na base) da
hidroteca

(49) Didmetro minimo proximal (na base) da
hidroteca

(50) Comprimento do pedinculo da gonoteca
(51) Didametro méaximo do pedinculo da gonoteca
(52) Didmetro minimo do pedinculo da gonoteca
(53) Comprimento da gonoteca

(54) Diametro maximo distal (na borda) da
gonoteca

(55) Didmetro minimo distal (na borda) da
gonoteca

(56) Diametro maximo medial da gonoteca

(57) Diametro minimo medial da gonoteca

(58) Diametro maximo proximal (na base) da
gonoteca

(59) Didmetro minimo proximal (na base) da
gonoteca

(60) NUimero maximo de sinuosidades da gonoteca
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Tabela 3. Principais medidas (médiaterro padrdao [minimo-maximo]) de Orthopyxis sargassicola e comparag6es com dados da literatura. Np=ntmero de pdlipos medidos;
Ng=numero de gonotecas medidas; (N=quando nimero diferente). As medidas de didmetro se referem ao didmetro da posi¢do de maximo espessamento do perissarco.
*Informagdes ndo disponiveis. **Vannucci-Mendes (1946).

; —19: Nn— T Ny 10 N o N oo N Calder Migotto 0.
Medidas (um) ES (Np=12; Ng=3) RJ (Np=7;Ng=0) SP (Np=12; Ng=10) SC (Np=2;Ng=1) Total (Np=33; Ng=14) (1991) (1996) lennoxensis**
Comprimento do pélipo 1881.67+91.86 [1580-  1928.57+111.34 [1620-  1600+83.48 [1160- 2260] 1820+360 [1460- 1785.45+57.43[1160- * * [2500-3000]
2640] 2360] 2180] 2640]
Hidrorriza
Diametro 76.256.19 [45-115] 71.25+6.94 [35-125] 60.71+4.68 [45-75] 45+10 [35-55] 69.24+3.75 [35-125] * [60-112] *
Espessura do perissarco 27.71+2.86 [12.5-47.5] 13.93+2.66 [5-27.5] 27.29+2.55 [17.5-50] 20 [20] 24.17+1.76 [5-50] * * *
Pediculo
Comprimento 1335+78.70 [1110- 1298.57+91.48 [1050- 1035.83+60.02 [630- 1250+350 [900- 1213.33+48.64 [630- [600-1700] [568-2070] *
2110] 1690] 1340] 1600] 2110]
Diametro 87.71%3.89 [65-110] 68.21+6.52 [50-95] 80.42+3.28 [65-100] 72.5+2.5 [70-75] 80+2.58 [50-110] [56-80] [64-136]
Espessura do perissarco 15.2+1.3 [10-22.5] 7.86+0.89 [5-12.5] 13.96+1.36 [5-22.5] 10+2.5 [7.5-12.5] 12.88+0.86 [5-22.5] * *
medial
NUmero méaximo de 18.92+0.62 [14-22] 9.43+2.28 [3-20] 16.25+1.09 [13-25] 8.545.5 [3-14] 15.30+0.97 [3-25] * [6-20] *
sinuosidades
Hidroteca
Comprimento 494.17+15.64 [430- 520.71+15.52 [470-570] ~ 480.83+18.77 [380-640] 5455 [540-550] 498.03+9.77 [380-640]  [383-569] [344-528] [340-435]
590]
Diametro na borda 324.58+8.89 [290-375]  269.29+9.09 [235-315]  316.25+8.66 [255-350] 30515 [290-320] 308.64+6.07 [235-375]  [197-289] [248-440] [265-365]
Diametro na base 166.67+8.40 [140-185]  151.43+12.23 [120-205]  155+7.88 [125-225] 162.5+27.5 [135- 158.94#5.02 [120-225]  [101-149] [80-144] *
190]
Espessura do perissarco 30.5244.97 [2.5-37.5]  8.57+4.87 [2.5-37.5] 25.21+3.53 [2.5-42.5] 6.25+1.25 [5-7.5] 22.46+2.86 [2.5-42.5] * * *
medial
Ndamero de ctispides 10.75+0.22 [10-12] 11.29+0.47 [10-14] 11.42+0.31 [10-13] 11 [11] 11.12+0.17 [10-14] [12-14] [10-14] [11-12]
Hidrante
NUmero de tentaculos 15.83+2.80 [19-24] 23.29+0.81 [21-26] 22.30+0.68 [18-26] 29 [29] (N=1) 22.41+0.42 [18-29] aprox. 24 [23-26] *
(N=9) (N=10)
Gonoteca
Comprimento 720+124.23 [500-930] - 1002+48.94 [710-1260] 1100 [1100] 827.14+93.32 [500-1260] aprox. 500 [920-1280]  [1090-1170]
Diadmetro na borda 686.67+16.67 [670- - 688+22.10 [580-800] 610 [610] 682.14+16.78 [580-800]  [229-373] [620-700] *
720]
Diametro medial (maximo)  726.67+21.86 [700- - 736+29.60 [560-860] 675 [675] 729.64+21.63 [560-860]  aprox. 500 [680-920] [680-900]
770]
Espessura do perissarco 34.17+3 [30-40] - 35.5+5.19 [20-65] 10 [10] 33.39+4.11 [10-65] * * *
medial
Nematocistos (Hidrante)
Microbésico mastigéforo 5.25+0.06 [4.5- 5.27+0.09 [4- 5.24+0.08 [4- - 5.25+0.04 [4- * 6.5-7.0x2 *
tipo A (Comp. X Diam.) 6]x1.85+0.03 [1.5-2]  6]x1.88+0.06 [1.5-3] 6]x1.98+0.02 [1.5-2] 6]x1.90+0.02 [1.5-3]
(N=50) (N=30) (N=40) (N=120)
Microbésico mastigdforo 8.97+0.11 [8- 8.57+0.12 [7- 8.45+0.09 [7.5-10]x - 8.7+0.07 [7.5-10]x * [10- *
tipo B (Comp. X Diam.) 10]x2.23+0.06 [1.5-3]  10]x2.15+0.06 [1.5-2.5] = 2.1+0.04 [2-3] (N=40) 2.17+0.03 [1.5-3] 11]x[2.5-3]

(N=50)

(N=30)

(N=120)

78



Cunha, A.F. 2011. O género Orthopyxis no Atlantico sul-ocidental.

CAPITULO 2

Tabela 4. Principais medidas (médiaterro padrdo [minimo-méaximo]) de Orthopyxis integra, comparacdes com dados da literatura e com os materiais identificados como O. caliculata e C. integra da cole¢do do
Museo de La Plata. Np=nUmero de pdlipos medidos; Ng=numero de gonotecas medidas; (N=quando nimero diferente). As medidas de diametro se referem ao didmetro da posi¢do de maximo espessamento do
perissarco. *Informacdes ndo disponiveis. **MLP 47 a 55, Blanco (1964); ***MLP 8536.

. R TR e N s N Cornelius  Vervoort & O. caliculata** (Np=31; C. integra*** (Np=4;

Medidas (um) RJ (Np=4; Ng=2) PR (Np=17;Ng=9) SC (Np=45; Ng=19) Total (Np=66; Ng=30) (1995) Watson (2003) Ng=0) Ng=0)

) ” ] 1731.18+149.34 [600- _ 1303.78%63.20 [760- - . . 1528.71+110.83 [679.61- 1587.56+464.89 [900.76-
Comprimento do pélipo 965146.46 [840-1060] 2520] 2360] 1393.33463.02 [760-2520] 2686.11] 2916.12]
Hidrorriza
Diametro 906.12 [75-100] 90.59+2.87 [75-120] 84.8943.20 [35-125]  86.67+2.34 [35-125] x [100-170] - (material em lamina) ;ig.(z)gi_rlg.sz [129.99-
Espessura do perissarco medial ~ 37.5+3.54 [32.5-47.5] 24.56+1.39 [12.5-40] 39.94+2.04 [10-70] 35.83+1.66 [10-70] * * 28.55+4.09 [7.03-64.57]  22.03+3.64 [14.73-31.98]
Pediculo

. ] 112029415605 [190-  895.22+56.97 [480- ) , ) 1183.16+104.07 [355.07-  1204.09+410.07 [451.88-
Comprimento 627.50¢55.43 [470-710] 001 pets 936.07:57.37 [190-2000] at62000  [740-3280] o4 e 2322 41]

. . 101.21+10.04 [71.11-

Diametro 98.75:1.25 [95-100] 111.76+3.46 [90-145] 93.6142.95 [62.5-150]  98.60+2.40 [62.5-150] [73-125] 87,012 [6191-106.08] 1357
Espessura do perissarco medial ~ 26.25+1.61 [22.5-30] 11.69+0.72 [8.75-20] 21.03+1.87 [10-82.5] 18.94+1.40 [8.75-82.5] * * 8.73+0.58 [3.39-16.73] 15.37+5.31 [8.64-31.18]
Nlmero maximo de 7+1.68 [5-12] 3.88£0.64 [0-12] 8.16£0.62 [3-26] 6.98+0.51 [0-26] * * 14.52+0.93 [6-23] 0 [0]
sinuosidades
Hidroteca
Comprimento 275+15.55 [230-300] 438.82414.56 [340-520]  331.33+7.39 [230-430] 355.61+8.89 [230-520]  [400-550]  [295-390] jgg'ggﬂ'g“ [235.11- 233'2;?'51'28 [179.86-
Diametro na borda 273.75+1.25 [270-275]  383.82+12.40 [325-490]  289.67+4.45 [225-335] 312.95+6.78 [225-490]  [300-350]  [275-350] gig'gﬁ'&w [105.15- g‘l‘g'%fg'“ [337.49-
Diametro na base 158.75+6.88 [145-175]  179.85+4.61 [160-200]  158.94+519 [100-325] 164.32+3.90 [100-325]  * * ég?'gi’i-'?'?’g [108.87- géi.ggiﬁzom [177.48-
Espessura do perissarco medial ~ 28.75+1.25 [25-30] 7.28+0.63 [2.5-12.5] 27.83+1.88 [7.5-52.5] = 22.59+1.71 [2.5-52.5] * * 8.91+0.69 [4.41-21.7] 28.55+5.89 [16.32-42.35]
Hidrante
NGimero de tentaculos 24.25+0.85 [22-26] 33.18+1.20 [24-40] 535550.49 [18-30] ?3'__65250'76 [18-40] * * 21.04+0.64 [15-29] - (material sem hidrante)
Gonoteca

_ ) 1265.56+48.74 [1090-  1172.63+54.63 [640-  1198.67+37.93 [640- ) )
Comprimento 1145425 [1120-1170] 1460] 1520] 1520] 900 1150
Diametro na borda 620+20 [600-640] 737.22+9.76 [690-780] iigggig""s“ [450- 682 83423.10 [450-1180] 700 390 ; -
Diametro medial (méximo) 60040 [560-640] 687.22+11.93 [610-730] gggf&”'“ [510-  g6g17412.01 [510-760]  * 615 ; -

Espessura do perissarco medial
Nematocistos (Hidrante)

Microbasico mastig6foro tipo A
(Comp. X Diam.)

Microbéasico mastig6foro tipo B
(Comp. X Diam.)

305 [25-35]

5.27+0.0 [4.5-6]x
1.82+0.04 [1.5-2] (N=30)

9.58+0.10 [8-10]x
2.72+0.06 [2.5-3] (N=30)

20.56+1 [15-25]

5.030.05 [4-6]x
1.7020.05 [1.5-2] (N=30)

10.3520.09 [10-11]x
2.80+0.05 [2.5-3] (N=30)

43.82+1.78 [30-60]

5.11+0.08 [4-6]x

1.85:0.06 [1.5-3]
(N=40)

10.6£0.11 [9-12]x

35.92+2.29 [15-60]

4.95+0.10 [4-6]x
1.73+0.04 [1.5-3]
(N=100)
9.84+0.20 [8-12]x

3.01+0.06 [2-4] (N=40) 2.76:+0.06 [2-4] (N=100)

*

*
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Tabela 5. Principais medidas (médiaterro padrdo [minimo-maximo]) de Orthopyxis crenata e comparacfes com dados da literatura. Np=nimero de po6lipos medidos;
Ng=ndmero de gonotecas medidas; (N=quando nimero diferente). As medidas de diametro se referem ao didametro da posicdo de maximo espessamento do perissarco.

*Informacdes ndo disponiveis.

Medidas (um)

CE (Np=1; Ng=0)

SP (Np=2;Ng=1)

SC (Np=10; Ng=6)

Total (Np=13; Ng=7)

Vervoort & Watson
(2003)

Galea et al. (2009)

Comprimento do pélipo
Hidrorriza

Diémetro

Espessura do perissarco medial
Pediculo

Comprimento

Diametro

Espessura do perissarco medial
NUmero méaximo de sinuosidades
Hidroteca

Comprimento

Diametro na borda

Diadmetro na base

Espessura do perissarco medial
NUmero de cuspides

Altura méxima das cUspides
Hidrante

NUmero de tentaculos
Gonoteca

Comprimento

Diadmetro na borda

Diametro medial (maximo)
Espessura do perissarco medial
Nematocistos (Hidrante)
Microbasico mastigdforo tipo A
(Comp. X Diam.)

Microbéasico mastigéforo tipo B
(Comp. X Diam.)

1820

85
20

430
85
10
20

390
255
175

15
30

24

1700+80 [1620-1780]

75+15 [60-90]
255 [20-30]

1200+140 [1060-1340]
77.5£12.5 [65-90]
13.75+6.25 [7.5-20]
19.5+2.5 [17-22]

407.5+22.5 [385-430]
31045 [305-315]
155+10 [145-165]
22.13+3.04 [12.5-26.25]
12.5+1.5 [11-14]
28.75+3.75 [25-32.5]

26.5+1.5 [25-28]

1030
580
490
25

5.30.15 [5-6]x2+0.07 [1.5-2.5]
(N=10)

9.5+0.22 [8-10]x2.55+0.16 [2-
3] (N=10)

1044+90.08 [720-1660]

80.50+5.02 [65-105]
26.5+3.69 [12.5-42.5]

568+100.10 [370-1150]
9343 [75-100]
14.5+1.86 [7.5-27.5]
9.10+1.02 [5-15]

355.5+16.34 [300-440]
289.5+10.23 [215-335]
157.25+5.28 [125-170]
23.75+1.25 [22.5-25]
12+0.45 [9-14]
28.75+1.95 [17.5-37.5]

17.5+1.38 [15-24] (N=6)

913.33+15.42 [850-960]
630+21.13 [540-690]
696.6710.85 [650-730]
18.54+1.14 [15-22.5]

5.05+0.05 [5-6]x1.83+0.08
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Figura 1. Exemplos da compressdo lateral das espécies de Orthopyxis. A, B: méaximo e
minimo espessamento do perissarco, respectivamente, no pdélipo de O. integra. C, D:
maximo e minimo espessamento do perissarco, respectivamente, no pdlipo de O.
sargassicola. E, F: maximo e minimo espessamento do perissarco, respectivamente, na

gonoteca de O. integra. Escalas: A-D, F=100um; E=200um.
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Figura 2. Médias dos parametros morfométricos estudados para trés pélipos de uma mesma colbnia das espécies de Orthopyxis. A, B: O.
sargassicola; C, D: O. integra; E, F: O. crenata. A, C, E: Medidas de comprimento e didmetro; B, D, F: Medidas de espessura do perissarco e
outros parametros morfométricos discretos (nimero de cuspides, nimero de sinuosidades do perissarco, etc.). Os numeros dos parametros

morfométricos sao os apresentados na Tabela 2.

82



Cunha, A.F. 2011. O género Orthopyxis no Atlantico sul-ocidental. CAPITULO 2

Figura 3. Orthopyxis sargassicola. B: Colbnia (com gonoteca em B) sobre alga do género
Sargassum; C: Espécime do Rio de Janeiro (Paraty), com hidroteca comprida, cuspides altas,
perissarco pouco espesso e pediculo praticamente liso; D: Espécime do Espirito Santo
(Aracruz) com perissarco da hidroteca bastante espesso; E: Espécime de S&o Paulo (Ubatuba);
F: Gonoteca; G: Detalhe do espessamento na base da hidroteca (seta), frequentemente
mencionada em descri¢es de espécies do género; H: Detalhe das sinuosidades do pediculo; I:
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) mostrando a hidroteca, com detalhe das cuspides;
J: MEV mostrando a esférula subhidrotecal; K: MEV do pediculo, mostrando as sinuosidades
em ziguezague; L: MEV da gonoteca, com detalhes das anelagdes tipicas dessa espécie.
Escalas: A, B=300um; C, D, F-1=100um; E, L=200um; J, K=20um.
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Figura 4. Biplot de correlacdo do primeiro e segundo componentes principais (A) e
primeiro e terceiro componentes principais (B) da PCA com as variaveis morfométricas
das populacdes de Orthopyxis sargassicola (somente medidas do po6lipo). Entre
parénteses: porcentagem da variacdo explicada de cada componente. Os numeros das

variaveis sao os apresentados na Tabela 2.

84



Cunha, A.F. 2011. O género Orthopyxis no Atlantico sul-ocidental. CAPITULO 2

Figura5. Orthopyxis integra. A, B: Col6nia (com gonotecas) sobre alga (A) e cirripédi
(B); C: Espécime do Parana (llha do Mel), com perissarco pouco espesso e pediculo sem
sinuosidades, mas com uma constri¢cdo do perissarco (seta); D: Espécime de Santa Catarina
(Penha); E: Gonoteca; F: Espécime do Rio de Janeiro (Paraty), com perissarco espesso; G:
Detalhe da hidroteca e espessura do perissarco de um espécime de Santa Catarina
(Bombinhas); H: Detalhe das sinuosidades do pediculo; I: Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) do polipo de espécimes de Santa Catarina (Bombinhas); J: MEV, com
detalhe da esferula subhidrotecal; K: MEV mostrando compressao lateral da gonoteca; L-
N: Exemplares da cole¢do do Museo de La Plata. L: Campanularia integra (MLP8536); M:
Orthopyxis caliculata (MLP55); N: Campanularia integra (MLP41). Escalas: A, B=1mm;
C, D, F-I, K, M, N=100pm; E, L=200pm; J=20um.
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Figura 6. Biplot de correlacdo do primeiro e segundo componentes principais (A) e

primeiro e terceiro componentes principais (B) da PCA com as variaveis morfométricas

das populagdes de Orthopyxis integra (somente medidas do p6lipo). Entre parénteses:

porcentagem da variacdo explicada de cada componente. Os nimeros das variaveis sdo

0s apresentados na Tabela 2.
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: &l
Figura 7. Othopyxis crenata. A: Espécime de Santa Catarina (Penha), mostrando o pequeno
comprimento do pdlipo; B: Gonoteca de espécimes de Santa Catarina; C: Detalhe das cuspides
da hidroteca de um espécime de Santa Catarina; D: Espécime do Ceard, mostrando o maior
comprimento do polipo; E: Hidroteca de um espécime de Santa Catarina na posi¢do de minimo
espessamento do perissarco; F: Hidroteca de um espécime de S&o Paulo (Ubatuba); G:
Espécime de S&o Paulo; H: Gonoteca de um espécime de Sdo Paulo; I: Detalhe da base da
hidroteca, esférula subhidrotecal e sinuosidades do pediculo; J: Microscopia Eletronica de
Varredura com detalhe das cUspides da hidroteca; K: MEV, com detalhe da hidroteca (note a
pouca variabilidade no seu comprimento) e das cuspides; L: MEV da gonoteca, note a auséncia

de anelagdes, o que diferencia essa espécie de O. sargassicola.
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Figura 8. Biplot de correlacdo do primeiro e segundo componentes principais (A) e
primeiro e terceiro componentes principais (B) da PCA com as variaveis morfométricas
das populacdes de Orthopyxis crenata (somente medidas do p6lipo). Entre parénteses:

porcentagem da variacdo explicada de cada componente. Os nimeros das variaveis sdo

0s apresentados na Tabela 2.
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Figura 9. Médias dos parametros morfométricos das espécies Orthopyxis sargassicola,

O. integra e O. crenata. A: Medidas de comprimento e diametro; B: Medidas de

espessura do perissarco e outros parametros morfométricos discretos (nimero de

cuspides, nimero de sinuosidades do perissarco, etc.). Os numeros dos parametros

morfométricos sdo os apresentados na Tabela 2.
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Figura 10. Biplots de correlacdo do primeiro e segundo componentes principais das

PCAs com as variaveis morfométricas das espécies Orthopyxis sargassicola, O. integra

e O. crenata. A: varidveis morfométricas do pdlipo; B: variaveis morfométricas da

gonoteca. Entre parénteses: porcentagem da variacdo explicada de cada componente. Os

numeros das variaveis sao 0s apresentados na Tabela 2.
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Figura 11. Média dos parametros morfométricos das espécies de Campanularia e

Orthopyxis. A: Medidas de comprimento e diametro; B: Medidas de espessura do

perissarco e outros parametros morfométricos discretos (nimero de cuspides, niamero de

sinuosidades do perissarco, etc.). Os nimeros dos parametros morfométricos sdo 0s

apresentados na Tabela 2.
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Figura 12. Biplot de correlagdo do primeiro e segundo componentes principais (A) e
primeiro e terceiro componentes principais (B) da PCA com as varidaveis morfométricas
das espécies de Orthopyxis e Campanularia (somente medidas do poélipo). Entre
parénteses: porcentagem da variacdo explicada de cada componente. Seta: indica a
espécie C. integra (MLP 41) identificada por Blanco (1964). Os nimeros das variaveis

sdo 0s apresentados na Tabela 2.
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B

Figura 13. Nematocistos do tipo microbasico mastigéforo A e B das espécies de
Orthopyxis e Campanularia. A, B: microbasico mastigéforo tipo A (A) e tipo B (B) de
O. integra; C, D: microbasico mastigéforo tipo A (C) de C. agas e tipo B (D) de C.

subantarctica. Escalas: 10um.
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Figura 14. Médiazerro padrdo da razdo comprimento/didametro (A) e do comprimento
(B) dos nematocistos do tipo microbasico mastigéforo B. Medidas estdo em

micrémetros. Letras iguais indicam auséncia de diferenga significativa.
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Nosso estudo demonstrou que as dificuldades taxonémicas na identificacdo das
espécies de Orthopyxis ocorrem também para o Atlantico sul-ocidental, ocasionando
muitos registros de espécies nominais e confusGes taxondmicas com 0 género
Campanularia (Vannucci-Mendes, 1946, Vannucci, 1949, 1951, 1954; Blanco, 1964,
1967, 1976, 1994; Genzano & Zamponi, 1997). Isso justifica dividas expressas na
reidentificacdo desses registros (Migotto, 1996; Migotto et al. 2002; Genzano et al.,
2009; Galea et al., 2009; Miranda et al. 2011).

Demonstramos a importancia de uma abordagem integrada entre morfologia e
moléculas para a delimitacdo das espécies de Orthopyxis. Os caracteres morfoldgicos
utilizados para a diagnose das espécies ndo eram bem delimitados, especialmente em
vista da variabilidade morfologica de suas linhagens. Desta forma, informacdes providas
pelas sequéncias de DNA mostraram-se importantes para a taxonomia do grupo. A
partir das linhagens delimitadas molecularmente, avaliamos a amplitude de variacdo dos
caracteres morfoldgicos das espécies, determinando aqueles relevantes em suas
diagnoses, em um processo analogo ao de taxonomia reversa (e.g., Markmann & Tautz,
2005). De fato, abordagens conjuntas entre morfologia e molecular, como uma forma de
“taxonomia integrativa” (Will et al., 2005; Meier, 2008) s&o Uteis na delimitacdo
interespecifica de varios grupos com morfologia variavel (e.g., Stefani et al., 2008a,
2008b; Benzoni et al., 2010; Budd et al., 2010; Hou & Li, 2010).

As analises moleculares definiram linhagens referentes as espécies Orthopyxis
integra, Orthopyxis sargassicola, Campanularia subantarctica, além de um novo
registro para a regido, Orthopyxis crenata. Com o estudo morfol6gico das espécies de
Orthopyxis e comparacdes com Campanularia, as seguintes evidéncias morfoldgicas
foram encontradas para corroborar essas linhagens: 1. Orthopyxis integra: auséncia de
cuspides na hidroteca e morfologia geral das gonotecas; 2. Orthopyxis sargassicola:
presenca de anelacdes na gonoteca e formato da hidroteca (pode ser tubular em alguns
casos); 3. Orthopyxis crenata: auséncia de anelacdes na gonoteca e formato da hidroteca
em campanula (mas com altura das cuspides variavel); 4. Campanularia subantarctica:
comprimento dos nematocistos microbasicos mastigéforos tipo B. Outras caracteristicas

como espessura do perissarco e comprimento e didametro de varias partes do polipo
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parecem ser importantes para diferenciar os géneros, mas um maior nimero de espécies
de Campanularia deve ser estudado para testar essas hipdteses.

Em termos de histéria natural, O. integra resultou em duas linhagens
relativamente distantes que ocorreram, independentemente, sobre algas e sobre calcarios
(conchas de mexilhdes e cracas). As analises morfométricas corroboraram diferencas
entre estas populacGes que ocorreram em cada grupo de substratos, sendo as populagdes
epifiticas caracterizadas por pélipos menores, perissarco mais espesso € maior numero
de sinuosidades no pediculo em relacdo as populacdes epizoicas. A diferenciacéo
genetica e morfologica de populacdes de O. integra que ocorreram em substratos
diferentes chama a atencéo para a importancia desse fator na distribuicdo e ocorréncia
de hidroides bentdnicos (cf., Calder, 1991; Genzano & Rodriguez, 1998),
particularmente para espécies de Orthopyxis.

A diferenciacdo genética e morfoldgica das duas linhagens de O. integra também
sugere a possibilidade de se tratar de espécies cripticas, como ja foi sugerido para
espécimes de O. integra de outras localidades (Govindarajan et al., 2006). Apesar disso,
as caracteristicas morfoldgicas que diferenciam as duas linhagens (espessura do
perissarco, tamanho do polipo e numero de sinuosidades no pediculo) se mostraram
muito variaveis, inclusive entre polipos de uma mesma coldnia. Essas caracteristicas,
portanto, parecem ndo ser adequadas para a delimitacdo de duas linhagens distintas.
Além disso, as duas linhagens apresentaram os caracteres definidos neste estudo como
diagnosticos de O. integra, a borda da hidroteca lisa e gonoteca tipica da espécie. Mais
estudos com essa espécie, que envolvam comparacbes com materiais de outras
localidades, poderdo ajudar a esclarecer os limites entre suas linhagens.

Este estudo também evidencia a importancia de se investigar a morfologia das
espécies por meio da morfometria, ndo somente comparando-se espécies diferentes, mas
populacBes de uma mesma espécie e, no caso de organismos coloniais, os polipos (ou
modulos) de uma mesma coldnia. Essa abordagem permitiu a determinagdo da
amplitude de variacdo dos caracteres morfoldgicos em Orthopyxis e a definicdo
daqueles que sdo informativos para a delimitacdo das espécies. Além disso, a
importancia do estudo do cnidoma na taxonomia de Campanulariidae foi reiterada,
como ja demonstrado para outros géneros (e.g., Ostman, 1982; Lindner & Migotto,
2002). Apresentamos esta abordagem como um modelo para o delineamento de espécies

em outros estudos com a familia Campanulariidae. Paralelamente, ha potencial para se
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investigar uma biodiversidade ainda oculta de espécies cripticas, melhorando nossa

capacidade de compreender a diversificagéo no grupo.
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RESUMO

Dentre os representantes de Campanulariidae, o género Orthopyxis é conhecido
pela ampla plasticidade morfoldgica de suas espécies, bem como pela semelhanca com
0 género Campanularia. Essas caracteristicas levaram a descricdo de muitas espécies
nominais no Atlantico sul-ocidental e confuses com o género Campanularia,
dificultando a identificacdo das espécies. Nesse contexto, este estudo teve os objetivos
de (1) rever as ocorréncias de Orthopyxis no Atlantico sul-ocidental, (2) compreender a
variacdo morfoldgica intra-especifica de Orthopyxis e delimitar suas espécies por meio
de estudo morfométrico e molecular, e (3) compreender as relacBes entre 0s géneros
Orthopyxis e Campanularia no Atlantico sul-ocidental, levantando evidéncias
morfoldgicas e moleculares que pudessem delimita-los. A analise das sequéncias de
DNA resultou no monofiletismo do género Orthopyxis e na delimitacdo das espécies O.
sargassicola, O. integra e O. crenata, esta Ultima um novo registro para o Atlantico sul-
ocidental. As analises morfoldgicas permitiram identificar os caracteres informativos
para a delimitacdo dessas linhagens, bem como a amplitude de variacdo dos caracteres
morfolégicos frequentemente utilizados para diagnose das espécies de Orthopyxis. Esse
estudo aponta evidéncias morfologicas informativas para a delimitacdo dos géneros,
principalmente em relagdo ao cnidoma. O presente estudo do género Orthopyxis no
Atlantico sul-ocidental podera servir como modelo para o delineamento de outras
pesquisas envolvendo a familia Campanulariidae, ao mostrar que as espécies podem ser

corretamente delimitadas a partir de analises morfol6gicas e moleculares.
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ABSTRACT

Within the Campanulariidae, the genus Orthopyxis is known for its
morphological plasticity and resemblance with the genus Campanularia. These
characteristics have led to the description of numerous nominal species in the
southwestern Atlantic, and also to considerable confusion with the genus
Campanularia, making taxonomic identification very difficult. In this context, the goal
of this study was to (1) review the occurrences of Orthopyxis in the southwestern
Atlantic, (2) understand its intraspecific morphological variation and delimit species
using morphological and molecular data, and (3) investigate the relationships between
Orthopyxis and Campanularia to find morphological and molecular evidence for their
delimitation. The molecular analyses resulted in a monophyletic Orthopyxis, and in the
delimitation of O. sargassicola, O. integra, and O. crenata, the latter a new record for
the southwestern Atlantic. The morphological analyses identified the characters that are
most informative for the delimitation of these lineages, as well as the amplitude of
morphological variation within the characters frequently used in the taxonomy of
Orthopyxis. This study identified some morphological evidence for the delimitation of
both genera, especially in relation to the cnidae. The present study of the genus
Orthopyxis in the southwestern Atlantic can be used as a model for the delineation of
future investigations of the family Campanulariidae, in the sense that species may be

successfully delimited with an integrated morphological and molecular approach.
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ANEXO0S
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Anexo |. Hipdtese resultante de anélise de Maxima Verossimilhanca a partir da matriz de dados mitocondriais (16S+CQOI). NUmeros acima
dos ramos indicam os valores de bootstrap. Ramos sem nameros indicam suporte inferior a 50.
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Anexo Il. Hipbtese de consenso estrito obtida sob o critério de Parcim6nia a partir da matriz de dados mitocondriais (16S+COl). Nimeros
acima dos ramos indicam os valores de bootstrap/suporte de Bremer. Ramos sem nimeros indicam suporte inferior a 50.
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Anexo Ill. Hipdtese de analise de Maxima Verossimilhanca a partir da matriz de dados nucleares (ITS1+ITS2). NUmeros acima dos ramos

indicam os valores de bootstrap. Ramos sem nameros indicam suporte inferior a 50.
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Anexo V. Hipotese de analise de Maxima Verossimilhanca a partir da matriz de COl. Numeros acima dos ramos indicam os valores de

bootstrap. Ramos sem numeros indicam suporte inferior a 50.
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Anexo VI. Hipotese de consenso estrito obtida sob o critério de Parcimdnia a partir da matriz de COI. Numeros acima dos ramos indicam
os valores de bootstrap/suporte de Bremer. Ramos sem nameros indicam suporte inferior a 50.
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Anexo VII. Hipotese de analise de Maxima Verossimilhanca a partir da matriz de ITS1. Numeros acima dos ramos indicam os valores de
bootstrap. Ramos sem nimeros indicam suporte inferior a 50.
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os valores de bootstrap/suporte de Bremer. Ramos sem numeros indicam suporte inferior a 50.
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Anexo IX. Hipotese de analise de Méaxima Verossimilhanga a partir da matriz de ITS2. Numeros acima dos ramos indicam os valores de

bootstrap. Ramos sem nimeros indicam suporte inferior a 50.
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Anexo X. Hipotese de consenso estrito obtida sob o critério de Parcimonia a partir da matriz de ITS2. Numeros acima dos ramos indicam
os valores de bootstrap/suporte de Bremer. Ramos sem numeros indicam suporte inferior a 50.
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