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RESUMO

FORTUNATO, Humberto Freitas de Medeiros. A diversidade da Ordem Suberitida (Filo
Porifera) sob a luz dos caracteres morfoldgicos, assinaturas metabolicas e sistematica
molecular. 2019. 266 f. Tese (Doutorado em Oceanografia) — Faculdade de Oceanografia,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

As esponjas representam o grupo mais basal do reino animal contendo morfologia
simples e altamente plastica, dificultando a sua identificacdo. A estrutura esquelética e o
conjunto espicular dos representantes da ordem Suberitida sdo variaveis desde o nivel de
ordem até o especifico e grande parte da sua classificacdo se baseia na auséncia de caracteres
diagndsticos. O objetivo deste estudo foi identificar os representantes do grupo por meio de
dados morfolégicos, quimicos e genéticos. Para isso, forma de crescimento, cor, habitat, tipo
e tamanho de espiculas e arquitetura esquelética foram analisados. Adicionalmente, a
assinatura metabolica e o potencial citotoxico das espécies foram avaliados. Os dados
morfologicos e quimicos foram comparados as reconstrucoes filogenéticas obtidas por meio
de quatro marcadores moleculares, dois nucleares (28S e 1TS2) e dois mitocondriais (COX1 e
16S), em prol de um melhor entendimento sobre a sisteméatica do grupo. A estrutura
secundaria do gene ITS2 foi testada como um novo carater fenotipico e obteve sucesso.
Todas essas técnicas foram empregadas em espécimes coletados durante quatro anos de
pesquisa no litoral do Brasil, Mar do Caribe, Golfo do México e Mbnaco, além de diversos
exemplares comparativos de Suberitida previamente depositados em coleces de Porifera.
Um total de 174 individuos foram apresentados morfologicamente, 52 quimicamente e 459
comparados nas filogenias. Em Suberitida, 32 UTOs foram identificados em 11 géneros. Trés
novos géneros foram propostos (Ditylos, Solistyla e Tenebria) e um (Rhaphidostyla) foi
ressuscitado, além de cinco espécies terem sido identificadas como novas: Halichondria sp.
nov., Hymeniacidon sp. nov., Rhaphidostyla sp. nov., Suberites sp. nov. e Topsentia sp. nov.
Caracteristicas como a forma de crescimento, o tipo de superficie e a estrutura do esqueleto
ectossomal e subectossomal foram diagnosticos para representantes de diversos géneros.
Assim, a ordem Suberitida ndo precisa mais ser classificada pela auséncia de caracteres. As
assinaturas metabolicas evidenciaram diferencas desde o nivel de ordem até o nivel
especifico, indicando alta utilidade para o suporte taxonémico, com énfase nas fosfocolinas,
glicolipideos e esterois aminosulfatados, e detectaram poluentes plasticos. As reconstrucdes
filogenéticas com os quatro marcadores moleculares resgataram historias semelhantes, com
algumas especificidades referentes ao tipo de marcador e amostra inserida. Em todas as
reconstrucdes filogenéticas, a espécie tipo do género Terpios agrupou na familia
Halichondriidae. Em geral, seis clados foram observados com alto suporte estatistico, sendo a
familia Halichondriidae aquela que ainda necessita de maior atencdo. Alguns representantes
dos géneros Axynissa e Topsentia agruparam fora e pouco relacionados a ordem Suberitida,
indicando a possivel existéncia de uma ordem, aqui denominada “Topsentiida™. As
caracteristicas morfolégicas e metabdlicas se sobrepuseram e estiveram de acordo com as
relacBes filogenéticas provando a eficiéncia das técnicas em prol da taxonomia integrativa.
Diante dos resultados expostos, as trés familias da ordem Suberitida possuem 29 géneros e
451 espécies, das quais apenas 52 (11,5%) estdo distribuidas no Oceano Atlantico Tropical
Ocidental.

Palavras-chave: Esponjas marinhas. Filogenia. Metabolémica. Novas espécies. Taxonomia
integrativa.



ABSTRACT

FORTUNATO, Humberto Freitas de Medeiros. Diversity of the Order Suberitida (Phylum
Porifera) enlightened by morphological traits, metabolomic fingerprint and molecular
systematics. 2019. 266 f. Tese (Doutorado em Oceanografia) — Faculdade de Oceanografia,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

Sponges represent the most basal group of the animal kingdom containing simple and
high plastic morphology, turning their identification difficult. Skeletal structure and spicule
set of representatives of the order Suberitida vary from order to species level, and much of
their classification is based on the absence of diagnostic characters. The objective of this
study was to identify group representatives through morphological, chemical and genetic data.
For this, growth shape, color, habitat, type and size of spicules and skeletal architecture were
analyzed. Additionally, the metabolic signature and cytotoxic potential of the species were
evaluated. Morphological and chemical data were compared to phylogenetic reconstructions
obtained by four molecular markers, two nuclear markers (28S and ITS2) and two
mitochondrial markers (COX1 and 16S), in order to better understand the group systematics.
The secondary structure of the ITS2 gene was tested with success as a new phenotypic
character. All of these techniques were employed in specimens collected over four years of
research in the Brazilian coast, the Caribbean Sea, the Gulf of Mexico, and Monaco, as well
as several comparative Suberitida specimens previously deposited in Porifera collections. A
total of 174 individuals were morphologically presented, 52 chemically and 459 compared in
phylogenies. In Suberitida, 32 UTOs were identified in 11 genres. Three new genera were
proposed (Ditylos, Solistyla and Tenebria) and one (Rhaphidostyla) was resurrected, and five
species were identified as new: Halichondria sp. nov., Hymeniacidon sp. nov., Rhaphidostyla
sp. nov., Suberites sp. nov. e Topsentia sp. nov. Characteristics such as growth shape, surface
type and structure of the ectosomal and subectosomal skeleton were diagnostic for
representatives of various genres. Thus, the Suberitida order no longer needs to be sorted by
the absence of characters. The metabolic signatures showed differences from order to species
level, indicating high utility for taxonomic support, with emphasis on phosphocholins,
glycolipids and aminosulfated sterols, and detection of plastic pollutants. The phylogenetic
reconstructions with the four molecular markers rescued similar histories, with some
specificity regarding the marker type and inserted sample. In all phylogenetic reconstructions,
the type species of the genus Terpios grouped in the family Halichondriidae. In general, six
clades were observed with high statistical support, with the Halichondriidae family still
needing the most attention. Some representatives of the genera Axynissa and Topsentia have
grouped out and unrelated to the Submissive order, indicating the possible existence of
another order, here named “Topsentiida”. The morphological and metabolic characteristics
overlapped and were in agreement with the phylogenetic relationships proving the efficiency
of the techniques in favor of the integrative taxonomy. Given the results, the three families of
the order Suberitida have 29 genera and 451 species, of which only 52 (11.5%) are distributed
in the Western Tropical Atlantic Ocean.

Keywords: Marine sponges. Phylogeny. Metabolomics. New species. Integrative taxonomy.
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INTRODUCAO

O objetivo geral desta tese € integrar as ferramentas morfolégicas, genéticas, quimicas
e geograficas para identificar espécies de esponjas marinhas da ordem Suberitida Chombard
& Boury-Esnault, 1999 distribuidas majoritariamente em aguas rasas (até 30 m), entre o
litoral do Brasil e 0 do Caribe. No Oceano Atlantico Tropical Ocidental (OATO), diversas
espécies de Porifera Grant, 1936 sdo amplamente distribuidas, mesmo este grupo sendo
representado por espécies cujas larvas vivem poucos dias na coluna d’agua (MALDONADO,
2006) e com a presenca de rios com grandes volumes nas regides Norte e Nordeste do Brasil,
0S quais poderiam atuar como barreiras geograficas para espécies sésseis. Ademais, estudos
filogenéticos vém demonstrando a existéncia de polifilias em géneros de Suberitida
(MORROW et al., 2012, 2013; REDMOND et al., 2013; THACKER et al., 2013). Assim
sendo, a hipotese geral deste trabalho é a de que grande parte das espécies de Suberitida
compartilhadas entre o Mar do Caribe e o litoral do Brasil ndo sdo da mesma espécie ou
formam espécies cripticas tendendo a especiagéo.

Para responder a hipdtese proposta e expor 0s objetivos tracados, esta tese foi separada
em trés capitulos. O Capitulo 1 foi voltado para a delimitacdo de caracteres morfologicos
como objetivo de descrever novas espécies e redescrever espécies ja conhecidas da Ordem
Suberitida, bem como adicionar novos caracteres diagndsticos as redescri¢cdes. O Capitulo 2
elucidou os prés e os contras da utilizacdo da metaboldmica na taxonomia integrativa,
comparando os resultados quimicos com os oriundos da taxonomiaalfa. Grande parte das
amostras deste capitulo sdo referentes a familia Halichondriidae. O potencial de toxicidade
dos metabolitos de Suberitida contra a bactéria Aliivibrio fischeri também foram medidos com
objetivo de evidenciar o potencial citotoxico em esponjas suberitidas. O Capitulo 3
reconstruiu filogenias com marcadores moleculares nucleares e mitocondriais, bem como
integrou os dados morfoldgicos, quimicos e genéticos para o estudo da sisteméatica molecular
Suberitida. Com base nas amostras do OATO e a partir da elucidacdo de novos caracteres
diagndsticos, um novo paradigma sobre a definicdo, a filogenia e a diversidade de

Suberitidaforam discutidos e propostos ao final desta tese.
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1 CARACTERISTICAS GERAIS DO FILO PORIFERA GRANT, 1936

As esponjas (Filo Porifera Grant, 1836) sdo animais exclusivamente aquéticos,
bentdnicos, sesseis ou sedentarios com ampla distribuicdo (BERGQUIST, 1978). Elas estdo
localizadas na base da arvore evolutiva dos metazoarios (FEUDA et al., 2017; SIMION et al.,
2017; SOGABE et al., 2019), tendo surgido ha aproximadamente 550 milhdes de anos atras
(MAA) (ANTCLIFF et al., 2014; BOTTING e MUIR, 2018) e séo consideradas como 0S
animais mais antigos do mundo ainda existentes. A alimentacdo das esponjas é comumente
realizada por filtracdo passiva de particulas microscopicas de nutrientes e matéria organica
dissolvida (DE GOELWJ et al., 2008, GODEFROY et al., 2019), porém algumas espécies de
ambientes profundos ou cavernas, com caracteristicas particulares, predam pequenos
invertebrados (VACELET e BOURY-ESNAULT, 1995, GODEFROY et al., 2019). As
esponjas se diferenciam dos demais metazoarios pela presenca exclusiva de cémaras
coanocitarias, as quais ligam um sistema de poros inalantes e exalantes, formando o sistema
aquifero (Figura 1) e devido a natureza totipotente de suas celulas.

Estes animais sdo multicelulares, com células com potencial totipotente (uma célula
pode gerar outra com funcdo diferente), porém sua anatomia celular é fundamentalmente
diferente de outros animais (LEYS e HILL, 2012), e ha ainda muitas perguntas nao
respondidas sobre a estrutura e homologia de seus tecidos em comparacdo com epitélios em
outros animais, uma vez que ndao ha formacdo de gastrula durante o desenvolvimento
embrionario nas esponjas (ERESKOVSKY, 2010; LEYS e RIESGO, 2012). No geral, as
esponjas sdo hermafroditas com a capacidade de realizar reproducdo assexuada ou sexuada,
podendo ser tanto viviparas quanto oviparas (BERGQUIST, 1978). As larvas sdo
lecitotroficas, ciliadas e com pequeno tempo de vida plancténica (MALDONADO, 2006), de

camada Unica e oca ou com camada dupla e sem cavidade (ERESKOVSKY, 2010).
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Figura 1 — A representagdo da porcdo interna das esponjas com algumas de suas estruturas.
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Legenda: A — sistemas aquiferos; B — tipos celulares e modo de filtragdo; C — direcdo e fluxo de &gua nos

diferentes sistemas aquiferos.

Nota: A — Os cinco diferentes tipos de sistemas aquiferos encontrados em esponjas marinhas. O nivel de
organizacdo segue do mais simples (asconéide) para o mais complexo (leucondide) e B — O
posicionamento de alguns dos tipos celulares das esponjas e C — dire¢do do fluxo de agua nas esponjas
filtradoras.

Fonte: Cavalcanti e Klautau (2011), Goudie et al. (2013) e Godefroy et al. (2019). Modificada pelo autor, 2019.

A identificagdo das esponjas é normalmente realizada através dos caracteres
morfologicos, os quais apresentam uma diversidade extraordinaria tanto interna quanto
externamente (ver detalhes em BOURY-ESNAULT e RUTZLER, 1997, Figura 2). As
caracteristicas do esqueleto das esponjassao 0s principais caracteres utilizados na taxonomia
alfa. Quando presente, o esqueleto pode ser formado por espiculas silicosas ou calcareas e/ou
fibras de espongina, cuja distribuicdo forma tipos diferentes de esqueleto, permitindo assim
diferenciar os grandes grupos de poriferos (HOOPER e VAN SOEST, 2002a). Mesmo com



25

tantas possibilidades estruturais, ha ainda esponjas que ndo apresentam determinados
caracteres, sendo esta auséncia um carater taxondmico. Tal situacdo pode ser observada na
descricdo de Suberitida, por exemplo.

Atualmente, cerca de 9.100 espécies de esponjas sdo conhecidas no mundo, sendo a
Classe Demospongiae a mais rica, com mais de 85% das espécies (VAN SOEST et al., 2019).
Segundo Appeltans e colaboradores (2012), ainda devem existir trés vezes mais esponjas para
serem descritas ao redor no globo. Os poriferos exercem fungdes essenciais no ambiente
aquatico participando ativamente dos ciclos biogeoquimicos do carbono (DE GOELIJ et al.,
2013; MCMURRAY et al., 2018; HOER et al., 2018), do nitrogénio (DE GOEIJ et al., 2008;
FIORE et al., 2013; JIMENEZ e RIBES, 2007), da silica (MALDONADO et al., 1999; CHU
et al., 2011) e do fésforo (ZHANG et al., 2015a), disponibilizando nutrientes em ambientes
oligotroficos para a sobrevivéncia de comunidades de espécies em desertos marinhos. Em
ambientes degradados ou que sofreram acOes intempestivas da natureza, as esponjas
funcionam como catalisadoras da regeneracdo da diversidade ecossistémica (WULFF, 2006a,
2013) devido ao potencial totiponte de suas células, alta taxa de reproducdo assexuada e
intensa relagéo interespecifica. Os diferentes tipos de crescimento encontrados nos poriferos
possibilitam que este grupo colonize os mais diversos ecossistemas aquaticos contribuindo
para a formacdo de habitats tridimensionais complexos, representando uma biomassa,
abundancia e riqueza de espécies exuberantes (BARTHEL e GUTT, 1992; DIAZ e
RUTZLER, 2001; MOURA et al., 2016), aumentando assim a biodiversidade local
(BEAZLEY et al., 2013).

O filo Porifera também é importante para a economia de determinadas regides. Esses
animais sdo conhecidos e explorados pelo ser humano ha séculos, com uma estimativa de
inicio ha 4-5 mil anos atras, por pescadores, na Grécia e Tunisia (ver VOULTSIADOU et al.,
2011; FAO, 2017), sendo o mercado de producdo e venda voltado para o uso doméstico,
majoritariamente. Atualmente, os principais polos de aquicultura e comércio de esponjas sdo
0 Golfo do México e o Mediterraneo (FAO, 2017), os quais podem utilizar diferentes formas

de producéo, a fim de agilizar o crescimento do produto (ver CELIK et al., 2011).
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Figura 2 - Pequena representacdo da diversidade de espécies de esponjas marinhas do Oceano Atlantico
Ocidental e Mar do Caribe.
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Legenda: A-Q) Exemplos de anatomia externa das quatro classes de Porifera e R) diversidade de espiculas
existentes nos poriferos.

Fonte: A-Q) Fotografias de Humberto Fortunato, Gisele Lébo Hajdu e Jean Vacelet (N). R) llustracdo de van
Soest et al. (2012). Modificada pelo autor, 2019.
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A utilizacdo de esponjas na producdo de farmacos é outra vertente que vem crescendo
exponencialmente nas Ultimas décadas. O filo Porifera produz uma grande diversidade de
familias de metabolitos (KORNPROBST, 2005), fazendo deste grupo de animais marinhos 0s
principais na producdo de compostos quimicos bioativos (SIPKEMA et al., 2005; POMPONI,
2006; MEHBUB et al., 2014; ANJUM et al., 2016). As atividades bioldgicas das substancias
quimicas de esponjas marinhas sdo diversas, sendo alguns compostos ja comercializados pela
industria farmacéutica, como o Ara-A e o Ara-C, provenientes de nucleosideos isolados de
Tectitethya crypta (de Laubenfels, 1949), os quais atuam como agentes antitumorais e
antivirais (PROKSCH et al., 2002). Grande parte desta diversidade estd associada a
comunidade holobionte que vive nas esponjas, sendoesta comunidade a responsavel pela
producdo de uma grande variedade de substancias quimicas (PIEL, 2004), enquanto as
esponjas produzem outros metabolitos (FLATT et al., 2005; TERNON et al., 2016).

As esponjas atuam em diversos tipos de interacdo ecologica (WULFF, 2006b, 2012).
Em algumas associagdes interespecificas, as esponjas podem ser beneficiadas (WILKINSON,
1978; SILVA et al., 2017), prejudicadas (GUIDA, 1976; BO et al., 2012; PAWLIK et al.,
2018) ou a interacdo pode ndo afetar os poriferos (CROCKER e REISWIG, 1981,
MONTENEGRO-GONZALEZ e ACOSTA, 2010). A alta diversidade na producdo de
compostos quimicos se reflete na grande capacidade competitiva, defensiva e evolutiva das
esponjas nos ambientes bentdnicos (PROKSCH, 1994; THACKER et al., 1998; HILL et al.,
2005; PAWLIK, 2011; RIBEIRO et al., 2013).

Devido a simplicidade morfoldgica, grande capacidade adaptativa e representarem a
base do reino Animalia, as esponjas formam um grupo essencial para a compreensdo
evolutiva dos caracteres nos animais. Neste sentido, diversos estudos ja foram realizados com
0 objetivo de elucidar pontos fundamentais como: i) génese das células e suas interacdes
celulares (PANCER et al., 1998; HASELEY et al., 2001; DEGNAN et al., 2005), ii)
formacdo do sistema nervoso ou sensorial (LEYS e DEGNAN, 2001; LUDEMAN et al.,
2014; LEYS, 2015) e imunoldgico (HILDEMANN et al., 1979; MULLER e MULLER,
2003), iii) producdo de biominerais a partir da silica (POLINI et al., 2012; WANG et al.,
2013), iv) funcionamento das vias metabdlicas (GENTA-JOUVE e THOMAS, 2012), v)
identificacdo e producdo de substancias quimicas com fun¢bes medicinais (SIPKEMA et al.,
2005; SILVA et al., 2006; PERDICARIS et al., 2013), entre outros.

Apesar de tantos estudos ja terem sido realizados com esponjas marinhas, até hoje a

classificacdo do grupo ndo é bem resolvida. Este problema se deve a combinacdo da
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simplicidade morfoldgica das espécies aliada a alta plasticidade morfolégica em resposta as
variaveis ambientais. Para resolver tal problema, os especialistas tém utilizado diferentes
ferramentas em conjunto para elucidar caracteres diagndsticos, e assim, identificar as espécies
com maior robustez. Essa abordagem é chamada de taxonomia integrativa (DAYRAT, 2005;
Figura 3). Os principais estudos de taxonomia integrativa utilizando esponjas séo realizados
por meio da sisteméatica molecular (genética), como por exemplo Gerasimova et al. (2008) e
Melis et al. (2016). Estudos integrando ecologia (WULFF, 2006c), citologia (MURICY et al.,
1996; ERESKOVSKY et al., 2014), reproducdo (LEVI, 1956; AYLING, 1980;
ERESKOVSKY, 2004), geografia (HAJDU e DESQUEYROUX-FAUNDEZ, 2008;
AZEVEDO et al., 2015), microrganismos (RUTZLER e SMITH, 1993) e quimica
(BERGQUIST e WELLS, 1983; IVANISEVIC et al., 2011a,b) também ja foram utilizados
para realizar a redescricdo ou identificacdo de novas espécies, assim como para elucidar
relacGes filogenéticas através de ferramentas distintas (BOURY-ESNAULT et al., 2013).

Em 2002, Hooper e van Soest organizaram, com o auxilio de aproximadamente 40
especialistas, a identificacdo das espécies baseada, quase que exclusivamente, em caracteres
morfologicos no Systema Porifera. Entretanto, os autores elucidaram a necessidade de revisao
de diversos grupos ali inseridos, uma vez que estes eram considerados para- ou polifiléticos.
Sendo assim, nos ultimos 15 anos, diversos estudos combinando principalmente dados
morfologicos e genéticos foram desenvolvidos para redefinir a filogenia de grupos dentro do
Filo Porifera (BORCHIELLINI et al., 2004; NICHOLS, 2005; ERPENBECK e WORHEIDE,
2007; DOHRMANN et al., 2008; LAVROV et al., 2008; GAZAVE et al., 2012; VOIGT et
al., 2012; MORROW et al., 2013; REDMOND et al., 2013; THACKER et al., 2013;
MORROW e CARDENAS, 2015).

Um dos grupos dentro de Porifera a ser testado quanto a robustez da taxonomia
integrativa € a Ordem Suberitida Chombard & Boury-Esnault, 1999, porque este grupo
contém géneros que causam historica confusdo na sistematica das esponjas devido ao fato da
definicdo do grupo ser realizada majoritariamente pela auséncia de caracteres, 0 que € um
grande problema na classificacdo, especialmente quanto a familia Halichondriidae (ver
detalhes em ERPENBECK et al., 2006a, 2012). Além disso, a ordem foi criada com base na
combinacdo de caracteres morfologicos e genéticos e, ainda assim, 0S seus grupos internos
ndo sdo tidos como monofiléticos. A ramificacdo precoce do género Homaxinella em relacdo
ao restante dos membros da ordem, o agrupamento do género Terpios (Familia Suberitidae)

com a familia Halichondridae, a auséncia de Topsentia dentro da familia Halichondriidae e a
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indefinicdo do posicionamento do género Ulosa (ver detalhes em MORROW et al., 2012;
REDMOND et al., 2013; THACKER et al., 2013), sdo exemplos da problematica filogenética
no grupo.

Figura 3 — Esquema com algumas das areas utilizadas nos estudos de taxonomia integrativa em esponjas
marinhas.

Morfologia

Reprodugio Citologia

Ecologia

Quinica

Simbiontes Geografia

Genética

Legenda: As linhas pontilhadas representam rotas de conexdo entre as mais distintas areas do conhecimento,
todas elas tendo 0 mesmo peso para a taxonomia.
Fonte: Cardenas et al. (2012). Adaptado pelo autor, 2019.

A ordem Suberitida também chama atencdo dos espongologos devido a capacidade de
produzir diversos exemplos de esterois e alcaldides, tais como aaptamina, taurocidina,
halichonina, ofirasterol, ibisterol sulfatado, etc. (Figura 4), inclusive com atividade citotoxica,
antiviral e antitumoral (HIRATA e UEMURA, 1986; FEDOREEYV et al., 1988). Atualmente,
esta é asegundaordem de esponjas estudadas na busca por novos compostos bioativos,
somente atras de Dictyoceratida (MEHBUB et al., 2014).

A espongofauna caribenha é considerada como uma das mais bem conhecidas do
mundo, sendo representada por cerca de 800 espécies, segundo comunicacdo pessoal com a
pesquisadora Dra. Maria Cristina Diaz, em 2013. No Brasil, 0 nimero de esponjas esta em
torno de 600 espécies (MURICY, 2017). Estas regides estdo inseridas em dois reinos
biogeograficos definidos por Spalding e colaboradores (2007), a partir de dados sobre as
caracteristicas climaticas, geoldgicas e oceanograficas em &guas rasas, bem como o
endemismo das espécies marinhas. O Caribe e as regides Norte e Nordeste do Brasil estdo
alocadas no Reino Biogeogréafico do Atlantico Tropical, enquanto as regides Sudeste e Sul do

Brasil integram o Reino Biogeografico da América do Sul Temperada. O compartilhamento
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das caracteristicas abioticas também é observado no padrdo de distribuicdo das espécies
(MILOSLAVICH et al., 2010, 2011), levando a uma similaridade faunistica entre o Caribe e

0 Brasil.

Figura 4 — Alguns exemplos de substancias quimicas das classes dosesterdis e alcaldides ja descritos em espécies
da ordem Suberitida.
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Fonte: PUBCHEM. Adaptada pelo autor, 2019.

Recentemente, van Soest (2017) evidenciou tal similaridade para a fauna de poriferos
da Guiana Francesa, onde o autor identificou 39 espécies de esponjas compartilhadas entre o
litoral do Brasil e o Mar do Caribe, 36 espécies sdo exclusivas do Caribe e 13 do Brasil,
sugerindo que a regido amazoOnica seja representada por uma fauna transitoria, enquanto a
espongofauna do Caribe pode ser considerada como uma fonte de biodiversidade.
Especificamente para a ordem Suberitida, apenas nove espécies sdo compartilhadas entre o

Caribe e o Brasil (ver Tabela 1).



Tabela 1 — Espécies da ordem Suberitida compartilhadas entre o litoral Caribe e do Brasil.

Familia Género

Espécie

PNBr ASTr ASTeQ

Halichondriidae Ciocalypta Bowerbank,
Gray, 1867 1862
Halichondria Fleming,
1828

Hymeniacidon
Bowerbank, 1858
Topsentia Berg, 1899

Suberitidae Aaptos
Schmidt, 1870
Suberites Nardo, 1833

Terpios Duchassaing &
Michelotti, 1864

alba Carvalho, Carraro,
Lerner & Hajdu, 2003
magniconulosa
Hechtel, 1965

heliophila (Wilson, 1911)

ophiraphidites

(de Laubenfels, 1934)
bergmanni de
Laubenfels, 1950
aurantiacus
(Duchassaing &
Michelotti, 1864)
belindae Ritzler &
Smith, 1993

fugax Duchassaing &
Michelotti, 1864
manglaris

Ritzler & Smith, 1993

X

X
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Legenda: Atlantico Noroeste Tropical (ANTT), Plataforma Norte do Brasil (PNBr), Atlantico Sudoeste Tropical
(ASTT) e Atléntico Sudoeste Temperado Quente (ASTeQ).

Fonte: O autor, 2019.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Area de Estudo

O estudo foi realizado em aguas rasas (até 30 m) de diferentes regides do Oceano
Atlantico Ocidental, abarcando as provincias biogeogréficas do Atlantico Noroeste Tropical
(ANTT), Plataforma Norte do Brasil (PNBr), Atlantico Sudoeste Tropical (ASTr) e Atlantico
Sudoeste Temperado Quente (ASTeQ), sendo estas baseadas no sistema biogeografico
marinho de areas proposto por Spalding e colaboradores (2007) para regides costeiras. Apesar
de ter obtido material comparativo de diversos locais do mundo, incluindoamostras frescas de
Terpios gelatinosus (Bowerbank, 1866) em Monaco (Franca) para este trabalho, apenas a
regido citada acima é mostrada no mapa (Figura 5). A figura 5A aponta que o limite norte de
coleta de espécimes foi o Golfo do México, enquanto outros espécimes foram obtidos
nasPequenas Antilhas, no Mar do Caribe, principalmente na ilha da Martinica. No Brasil, as
coletas foram realizadas nas regides Nordeste e Sudeste. O limite setentrional de coleta de
espécimes foi na ilha de Sdo Luis, no estado do Maranhdo (MA), sendo também amostradas
localidades dos estados do Ceara (CE), Rio Grande do Norte (RN), Pernambuco (Arquipélago
de Fernando de Noronha, FN), Bahia (BA) e Rio de Janeiro (RJ), o limite austral.

O Golfo do México (Figura 5B) é o maior do mundo com 1,6 milhes de km?, cercado
pela América do Norte e Central, recebendo aguas do mar do Caribe e com grande interesse
para a industria petrolifera. Os recifes de Cayo Arcas e a lagoa de Chelem estdo localizados
ao sul do golfo, préximos ao Banco de Campeche, localizado na Peninsula de Yucatan. Esta
parte do golfo difere das porcbes superiores devido as caracteristicas oceanograficas,
abarcando grande quantidade de espécies endémicas (BELANGER et al., 2012;
ROBERTSON e CRAMER, 2014). Os recifes de Cayo Arcas podem se estender até a
profundidade de 25 m, sendo abundante em organismos benténicos e com mais de 160
espécies de peixes descritas (ver ROBERTSON et al., 2016).



Figura 5 - Representacédo da area de estudo com os pontos de coleta em destaque.
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Abrajo.

Fonte: Batimetria retirada de GEBCO, 2018.
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A lagoa de Chelem, por sua vez, apresenta uma area aproximada de 15 kmz, tem uma
forma alongada paralela a costa com conexdo direta com o mar por meio de um canal
artificial. A profundidade méxima na lagoa é de 1,5 m, com temperatura variando de 18 a
31°C e salinidade entre 34 e 38 ppm (VITE-GARCIA et al., 2014). Os impactos antropicos na
regido tém aumentado nos ultimos anos devido a presenca de um porto e um forte aumento do
turismo.

A ilha da Martinica (Figura 5C) € considerada um territorio da Franga, no Caribe, com
aproximadamente 1100 km?, cercada por aguas claras e oligotroficas, com grande variedade
de ecossistemas entre as profundidades de 0-50 m, totalizando uma superficie marinha de
452,22 km? (LEGRAND et al.,, 2012; FAILLER et al., 2015). As amostragens foram
realizadas na regido de Grande Anse, no sudoeste da ilha, ondeo fundo marinho é composto
por areia de granulometria fina a grossa e com a presenca de matacdes (LEGRAND et al.,
2012) repletos de algas e faner6gamas marinhas (FAILLER et al., 2015). Os costdes rochosos
da regido sé@o dominados por esponjas, tanto em diversidade quanto em biomassa e 0s corais,
hermatipicos ou ahermatipicos, também estruturam a paisagem (PEREZ et al., 2017).
Cavernas submarinas tambem sdo habitats comuns na regido, criando um ambiente diverso e
assim possibilitando a presenca de espécies com estratégias de vida diferentes, tais como
hidroides e esponjas hipercalcificadas, as quais assentam em pequenas rochas ou nas paredes
verticais da caverna (PEREZ et al., 2017).

O litoral setentrional da regido Nordeste (NE) do Brasil (Figura 5D) compreende 0s
estados do Maranhéo, Piaui, Ceara eparte do Rio Grande do Norte, sendo denominado como a
Costa Semi-Arida do Brasil (DINI1Z e OLIVEIRA, 2016). O litoral maranhense possui clima e
condicdes oceanograficas transitorias, pois a parte ocidental se assemelha a regido amazdnica
com grande aporte de sedimentos provenientes de rios e a formacdo de baias, enquanto a
porcdo oriental possui praias arenosas extensas e um clima semi-arido, mais similar ao
restante do litoral norte da regido Nordeste (MUEHE, 1998). Neste estado, a variacdo de maré
pode passar de 8 m, enquanto a temperatura da agua tem média de 29 °C. No estado do Ceara,
as pocas de maré, na maré baixa, permitem a formacéo de ambientes repletos de afloramentos
rochosos de origem quartzitica, facilmente quebraveis, enriquecidas com éxidos de ferro e
estratificadas, porém com idade geoldgica desconhecida (FREITAS et al., 2009). Nestes
ambientes, as po¢as de maré podem chegar a mais de 1 m de profundidade, repletas de
reentrancias, onde uma grande diversidade de esponjas se fixa. Outro ambiente muito diverso
no estado é o Parque Estadual Marinho da Pedra da Risca do Meio (PEMPRM), criado em

1997. Este compreende uma das poucas Unidades de Conservagdo Marinhas do Estado do
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Ceard, com uma é&rea de 33,20 km? distante aproximadamente 10 milhas nauticas de
Fortaleza, na direcdo 60° NE (SOARES et al., 2011). O PEMPRM é repleto de afloramentos
rochosos de arenito "riscas" com 1 a 3 m de altura, porém pouco se sabe sobre suas
caracteristicas geoldgicas. Nesta regido, a profundidade varia de 17 a 30 m, com temperatura
média de 27°C e visibilidade de 30 m. Atualmente, cerca de 115 peixes recifais sao
encontrados na regido, e apesar da quase inexisténcia de estudos relacionados a diversidade
bentnica da regido, SALANI et al. (2006) descreveram a esponja Sigmaxinella cearense
Salani, Lotufo & Hajdu, 2006 para a PEMPRM.

O Arquipélago de Fernando de Noronha (FN) (Figura 5E)esta a uma distancia de 360
km da cidade de Natal (RN). Porém, FN pertence ao estado de Pernambuco. O arquipélago é
datado com idades geologicas de 1,7 a 12 MAA devido a formacdo de montes submarinos
originados por um hot spot wvulcdnico (CORDANI, 1970). Sua é&rea emersa é de
aproximadamente 18 km? e representa a parte ndo erodida de um edificio vulcanico cuja base
encontra-se a 4000 m de profundidade (CORDANI, 1970). O arquipélago se estende desde a
plataforma continental brasileira até o Oceano Atlantico, na direcdo oeste-leste. Atualmente, a
area de FN divide-se em duas Unidades de Conservacéo: Area de Protecdo Ambiental (APA),
area relativa as atividades antropicas, e Parque Nacional Marinho (PARNAMAR), todo o
restante do arquipélago, restrita a visitacdo. A fauna de poriferos da regido foi previamente
estudada por Moraes (2011). A heterogeneidade de habitats marinhos, tais como pocas de
maré, grutas, cavernas profundas, matacdes, paredes verticais e manguezais permitem a
presenca de diversas espécies de organismos bentdnicos e pelagicos (MORAES, 2011).

No litoral leste da regido Nordeste do Brasil, o estado do Rio Grande do Norte possui
recifes de corais inseridos na Area de Protecdo Ambiental dos Recifes de corais (APARC-
RN), se estendendo desde a regido de Maracajau até Pirangi do sul. As praias da regido
geralmente sdo calmas, com a formacdo de piscinas naturais na maré baixa. Geralmente, o
més de abril é chuvoso, enquanto o restante do ano é ensolarado. Com relacdo aespongofauna
do litoral potiguar, pouco se sabe, sendo o maior estudo na regido realizado na regido offshore
(MURICY et al., 2008).

No estado da Bahia, a Baia de Todos os Santos (BTS) é considerada a segunda maior
baia do Brasil (Figura 5F), com area de 1223 km? e profundidade média de 9,8 m. A principal
forcante fisica atuante sobre a circulacdo oceéanica é a maré, a qual ndo apresenta grande
variagdo. A temperatura dentro da baia é maior do que na entrada devido a influéncia de &guas
oceanicas (CIRANO e LESSA, 2007; HATJE e DE ANDRADE, 2009). A entrada da baia

possui um fundo de sedimento marinho predominantemente silicoso, enquanto a porcéo
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interna é caracterizada por areia transgressiva carbonatica nos arredores da llha dos Frades e
uma variacao transgressiva a regressiva de fundos lamosos na saida dos rios (LESSA et al.,
2000). A BTS tem sido registrada como uma das regides com maior diversidade de poriferos
no Brasil, sendo a maior parte das espécies descritas para a praia da Barra, 0s Quebramares e
a regido de Madre de Deus (ver HAJDU et al., 2011).

Na regido Sudeste do Brasil, as esponjas do estado do Rio de Janeiro (Figura 5G)
foram amostradas em duas &reas distintas: i) costdo rochoso da praia de Itaipd, Niteroi e ii)
Baia da Ilha Grande (BIG). A praia de Itaipt é frequentemente utilizada por banhistas e
pescadores, sendo caracterizada como calma e recebendo influéncia da baia de Guanabara. A
variacdo de maré é pequena, cerca de 1,4 m, com correntes fracas de até 10 cm/s. O fundo
marinho é composto por rocha pré-cambriana com a presenca areia datada para o quaternario
(detalhes em SALVADOR e SILVA, 2002). O fundo marinho da enseada de Itaipu €
modelado de acordo com a entrada e saida de agua da Lagoa de Itaipu e, sobretudo, pela acéo
dos ventos e ondas provenientes de frentes frias e tempestades (MUEHE e SUCHAROQV,
1981). A enseada de Itaipi € dominada por areia fina, mas nas proximidades do costdo
rochoso e das ilhas do Pai, M&e e Menina o dominio de sedimento médio com granulos que
podem variar de 8-50% da area € notorio (SALVADOR e SILVA, 2002). O costéo rochoso &
dominado pelo mexilhdo Perna perna (Linnaeus, 1758), fonte de renda para pescadores, e
pela a esponja Hymeniacidon heliophila (Wilson, 1911) a qual ja foi alvo de estudos de
ecologia quimica (RIBEIRO et al., 2010, 2012). Por sua vez, a Baia da llha Grande (BIG) €
uma regido com grande diversidade marinha, sendo a porcdo continental uma area de alta
exploracdo portuaria e turistica. A regido da BIG possui um relevo bastante recortado,
formando diversas enseadas, pontas, lajes e ilhotas (CREED et al., 2007). A temperatura na
regido varia de 20 a 30 °C e a salinidade média é de 35 ppm, com baixa circulacdo de
correntes de fundo e com deposicdo de sedimento siltoso médio (ver detalhes em CREED et
al., 2007). A espongofauna da regido tem sido registrada desde a expedicdo do CALYPSO
para aguas profundas (BOURY-ESNAULT, 1973) e mais recentemente para aguas rasas
(MURICY e HAJDU, 2006; FORTUNATO, 2015).

2.2 Coleta e preservacgdo dos espécimes

Os espécimes de Suberitida analisados neste estudo estdo listados no Apéndice A.

Grande parte dos espécimes aqui trabalhados foi coletada especificamente para este projeto,
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porém exemplares disponiveis na colecdo de Porifera do Museu Nacional (MNRJ), da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJPOR) da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPEPOR), da Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM) e da
Station Marine d’Endoume (Marselha) também foram utilizados como material comparativo.
Alguns espécimes foram coletados por colaboradores nas Pequenas Antilhas, no &mbito do
projeto PACOTILLES (2015) e na Franca (Monaco). As coletas foram realizadas por
mergulho de apnéia, SCUBA ou na regido entre-marés entre o més de abril de 2015 e
dezembro de 2017. Todas as amostras que ainda ndo haviam sido tombadas foram registradas
na colecdo MNRJ.

Um pedaco de cada individuo coletado foi preservado separadamente em etanol 95% e
RNAIlater, para analises morfolégicas e genéticas, respectivamente, enquanto o restante do
material foi congelado para analises quimicas. Todos 0s espécimes trabalhados foram triados
e identificados, no minimo, para estudos de taxonomia morfologica. Nos capitulos a seguir, a
metodologia especifica para cada tipo de anélise estara detalhada.

Todos as coletas e transporte de material biolégico foram autorizadas por 0rgéos
fiscais responsaveis. Autorizacdes foram concedidas no a@mbito dos Projetos MARRIO e
PACOTILLES (internacionais) e também nas expedicbes TAXPO e TAXPOMOL
(nacionais). As novas familias, géneros e espécies aqui descritas ndo seguem o Artigo 9° da
Comisséo Internacional de Nomenclatura Zoologica e, por isso, ndo tem efeito para principios

de prioridade e homonimia.
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3 A TAXONOMIA MORFOLOGICA E AS SUAS LIMITACOES NA ORDEM
SUBERITIDA!

3.1 Introducéo

Os atuais representantes da ordem Suberitida tém sido realocados em diferentes
grupos de Porifera desde o século XIX (BOWERBANK, 1864, 1866, 1874; GRAY, 1872;
SCHMIDT, 1866, 1870, 1880; SOLLAS, 1885; RIDLEY e DENDY, 1886; TOPSENT, 1892,
1900) devido a auséncia de padrdo e/ou sobreposi¢ao nas caracteristicas morfologicas internas
e uma alta variacdo dos caracteres externos. Essas primeiras avaliagbes foram baseadas
exclusivamente pelos tipos de espiculas e esqueletos, apesar da diagnose de Halichondriae,
Suberitidinae e Aciculida ter sido baseada na auséncia de caracteres (SCHMIDT, 1862; 1870;
TOPSENT, 1892). No século XX, os grupos que hoje representam Suberitida continuaram
sendo alvo de um grande vai-e-vem classificatorio, baseado em caracteres espiculares e
esqueléticos (TOPSENT, 1928; DE LAUBENFELS, 1936; DIAZ et al., 1991, 1993; KELLY-
BORGES e BERGQUIST, 1994). Adicionalmente, informacdes reprodutivas (LEVI, 1951,
1953, 1973; WAPSTRA e VAN SOEST, 1987), bioguimicas e histologicas (BERGQUIST,
1978; BERGQUIST et al., 1991a; HARTMAN, 1982; VAN SOEST e BRAEKMAN, 1999) e
cladistica (VAN SOEST et al., 1990) ja foram empregadas para compreender a organizacao
filogenética das espécies da ordem. Portanto, a aplicacdo de uma taxonomia integrativa em
Porifera ndo é uma novidade, mas sim uma necessidade.

No inicio do século XXI, HOOPER e VAN SOEST (2002a) organizaram as esponjas
na obra Systema Porifera, onde diversos autores contribuiram com seus conhecimentos em
prol de uma classificacdo robusta no filo. Estes especialistas se basearam tanto em caracteres
morfologicos quanto biogeogréficos e bioguimicos para definir a classificacdo de Porifera.
Mesmo considerando este grande esforco colaborativo mundial para a definicdo classificatoria
de Porifera, os avancos nas técnicas moleculares tém evidenciado diferencas discrepantes
quanto as relacdes filogenéticas previamente descritas (REISWIG, 2006; BORCHIELLINI et
al., 2004; ERPENBECK e WORHEIDE, 2007; GAZAVE et al., 2012; WORHEIDE et al.,

! Parte deste capitulo serd publicado na revista Journal of the Marine Biological Association of the United
Kingdom sob autoria de Humberto F. M. Fortunato, Thierry Pérez e Gisele L6bo Hajdu com o titulo
“Morphological description of six species of Suberitida (Porifera: Demospongiae) from the unexplored north-
eastern coast of Brazil, with emphasis on two new species” (in press).
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2012; KLAUTAU et al., 2013; HAJDU et al., 2013; MORROW e CARDENAS, 2015). As
ferramentas genéticas tem sido essenciais na identificacdo de um sem numero de espécies
cripticas, as quais sdo geralmente identificadas de forma errbnea o que dificulta a real
interpretacdo sistematica, subestima a diversidade local e impede a identificacdo de espécies
exdticas (BLANQUER e URIZ, 2007; DE PAULA et al.,, 2012; KNAPP et al., 2015;
SHAFFER et al., 2019). A utilizacdo da genética pode impedir problemas desde o nivel de
organismo até o nivel ecossistémico ao se tratar de preservacdo de espécies e conservagao
ambiental. Tais diferencas sdo observadas também dentro da ordem Suberitida, a qual ainda
ndo pode ser considerada monofilética (CHOMBARD e BOURY-ESNAULT, 1999;
ERPENBECK et al., 2005, 2012; REDMOND et al.,, 2013; THACKER et al.,, 2013;
MORROW e CARDENAS, 2015).

Mesmo com tantas modificagcbes na classificacdo de Suberitida, esta ainda é
basicamente diagnosticada por auséncia de caracteres. Os representantes da ordem ndo
possuem microscleras, exceto tricodragmas, enquanto as megascleras podem ser 0xeas, 0xeas
centrotiloto, estilos, estrongiléxeas e/ou tilostilos, distribuidos de forma exclusiva ou em
combinagdo no nivel de género. O esqueleto ectossomal pode apresentar uma reticulacdo
desenvolvida, mas geralmente ndo é especializado, enquanto que o esqueleto coanossomal é
normalmente confuso, radial ou halichondréide (com a possivel presenca de tratos
ascendentes) e com a formacdo de buqués proximos a superficie (Figura 6, MORROW e
CARDENAS, 2015).

A ordem Suberitida é composta por trés familias: Stylocordylidae Topsent, 1892 com
um género e oito espécies, Suberitidae Schmidt, 1870 com 10 géneros e 194 espécies e
Halichondriidae Gray, 1867 com 15 géneros e 289 espécies (Tabela 2, VAN SOEST et al.,
2019). A maior parte das espécies da ordem é restrita aos mares temperados e alguns géneros
tém distribuicdo exclusiva em aguas frias, sejam mares profundos ou regiGes polares. Ha
ainda um grande nimero de espécies endémicas da Oceania, enquanto que na regido Tropical
Ocidental Atlantica, apenas 10% das espécies de Suberitida sdo observadas. Apenas 0S

géneros analisados no presente estudo terdo as suas defini¢es informadas adiante.
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Figura 6 - Glossario dos tipos espiculares e principais arquiteturas esqueléticas observadas na Ordem Suberitida.
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Fonte: As ilustraces foram modificadas das publicacfes de Boury-Esnault e Ritzler (1997), Diaz et al., 1993 e
Hajdu et al. (2011), e a foto da papila foi feita pelo autor, 2019.
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Tabela 2 — Representacdo da ordem Suberitida em termos de classificacdo, apontando o nimero de espécies
distribuidas na regido Tropical Ocidental Atlantica (Golfo do México, Caribe e Brasil).

Familia Género Espécies
Stylocordylidae Topsent, 1892 Stylocordyla Thomson, 1873* 2
Suberitidae Schmidt, 1870 Aaptos Gray, 1867* 7

Caulospongia Kent, 1871*
Homaxinella Topsent, 1916*
Plicatellopsis Burton, 1932*
Protosuberites Swartschewsky, 1905* 1
Pseudospongosorites McCormack & Kelly, 2002* 1
Pseudosuberites Topsent, 1896*
Rhizaxinella Keller, 1880*
Suberites Nardo, 1833*
Terpios Duchassaing & Michelotti, 1864*
Halichondriidae Gray, 1867 Amorphinopsis Carter, 1887*

Axinyssa Lendenfeld, 1897*
Ciocalapata de Laubenfels, 1936
Ciocalypta Bowerbank, 1862*
Cryptax de Laubenfels, 1954
Epipolasis de Laubenfels, 1936 2
Halichondria Fleming, 1828* 13
Hymeniacidon Bowerbank, 1858* 3
Johannesia Gerasimova, Erpenbeck & Plotkin, 2008*
Laminospongia Pulitzer-Finali, 1983
Sarcomella Schmidt, 1868
Spongosorites Topsent, 1896* 3
Topsentia Berg, 1899* 3
Uritaia Burton, 1932
Vosmaeria Fristedt, 1885*

Legenda: Negrito — géneros com representantes avaliados morfologicamente neste estudo; * géneros utilizados

nas reconstrucdes filogeneticas.
Fonte: O autor, 2019.

P RPNEFEP W

Dentro do contexto exposto, a familia Stylocordylidae € diagnosticada por van Soest
(2002a), como esponjas com forma de crescimento em forma de haste globular ou oval e
achatada no topo. O esqueleto é radial com arquitetura ectossomal tangencial e as espiculas
Oxeas centrotiloto, com estilos e estréngilos modificados. A reproducdo € vivipara sendo que
as larvas sdo mantidas no corpo até se tornarem adultos jovens (BERGQUIST, 1972). A
distribuicdo é cosmopolita, com predominio de registros de aguas frias (polares ou profundas)
(VAN SOEST, 2002a). A familia é representada exclusivamente pelo género Stylocordyla
Thomson, 1873, sendo a espécie tipo Stylocordyla borealis (Lovén, 1868).

A diagnose da familia Suberitidae é de esponjas com formas de crescimento variavel,
tais como globular, ramosa, hastada, macicga ou incrustante. O esqueleto pode ser estritamente
radial, ter uma forte orientacdo axial ou ser confuso em espécies com crescimento macigo,
enquanto ndo ha um cortex reconhecivel e o ectossoma geralmente € arranjado em buqués na

superficie. Para espécies incrustantes, a orientacdo das espiculas é paralela ou perpendicular
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ao substrato. As espiculas sdo tilostilos com modificacbes nos tilos, em nivel genérico ou
especifico, mas Oxeas e réafides em aglomerados (tricodragmas) também podem ser
observadas na familia (VAN SOEST, 2002b). As estratégias de reproducdo assexuada, por
meio de gémulas, e sexuada com fertilizacdo externa, estratégia ovipara (ERESKOVSKY,
2010). A distribuicdo € cosmopolita, com predominio de registros de regides temperadas
(VAN SOEST, 2002b).

O género Aaptos € definido pela presenca de esqueleto radial, formado por espiculas
do tipo estréngilos em até trés categorias, sendo a menor localizada na superficie da esponja
em palicada e auséncia de microscleras (VAN SOEST, 2002b). A espécie tipo do género é
Aaptosa aptos (Schmidt, 1864).

O género Protosuberites & diagnosticado por esponjas incrustantes com canais
osculares visiveis, 0 esqueleto é formado por tiléstilos com o tilo voltado para a base e as
pontas agudas para a superficie da esponja, sozinhos ou em grupos, geralmente paralelos e um
esqueleto ectossomal consistindo de buqués de tildstilos menores (VAN SOEST, 2002b). A
espécie tipo do género € Protosuberites prototipus Swartchevsky, 1905.

O género Suberites é diagnosticado por esponjas macicas, compactas e com superficie
aveludada. As espiculas sdo do tipo tilostilos em duas categorias de tamanho, sendo a maior
delas distribuida de forma confusa no coanossoma e agrupado em direcdo a superficie de
forma subradial, terminando em feixes plumosos (buqués) de tilostilos de menor dimenséo, no
ectossoma. Microestrongilos centrotilotos espinados sdo raros, mas 0 Unico tipo de
microsclera possivel neste género (RUTZLER e SMITH, 1993; VAN SOEST, 2002b). A
espécie tipo do género € Alcyonium domuncula Olivi, 1792.

O género Terpios ¢é definido por esponjas finamente incrustantes, com apenas uma
categoria de tilostilos, sendo o esqueleto representado por uma baixa densidade espicular e
pouca especializacdo. A simbiose com cianobactérias € comum, gerando coloracdes brilhantes
as espécies do género (RUTZLER e SMITH, 1993; VAN SOEST, 2002b). A espécie tipo do
género é Terpios fugax Duchassaing & Michelotti, 1864.

Por sua vez, os representantes da familia Halichondriidae podem ter a forma de
crescimento macica, lobada, digitiforme, lobular, laminar ou incrustante, com a adi¢do de
papilas ou fistulas em alguns géneros. O esqueleto ectossomal apresenta formacéo tangencial
de espiculas entrecruzadas, que é facilmente destacavel devido a espagos subectossomais, ou
um arranjo paratangencial ou em palicada, quando o esqueleto ectossomal ndo é facilmente
destacavel. O esqueleto coanossomaltipico é o halichondroide, mas espiculassoltas e

aleatoriamente dispostas no corpo da esponja sda0 muito comuns. Ha pouca ou nenhuma
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presenca de espongina ligando os tratos espiculares. As espiculas caracteristicas da familia
sd0 Oxeas e estilos, mas subtildstilos, estrongiloxeas, estrongilos e tricodragmas podem ser
observados, exclusivos ou em combinacdo (ERPENBECK e VAN SOEST, 2002). A familia é
representada por espécies com a estratégia ovipara e/ou vivipara (ERESKOVSKY, 2010). A
distribuicdo é cosmopolita, com predominio de espécies em ambientes costeiros das regides
temperada e tropical (ERPENBECK e VAN SOEST, 2002).

O género Amorphinopsis é definido por espécies com a forma de crescimento
incrustante ou maci¢co com ramos irregulares saindo da base, uma combinacdo de estilos e
Oxeas como espiculas, esqueleto ectossomal tangencial com espiculas entrecruzadas em feixes
e coanossoma confuso (ERPENBECK e VAN SOEST, 2002). A espécie tipo do género é
Amorphinopsis excavans Carter, 1887. Com excecdo de Amorphinopsis atlantica Carvalho,
Hajdu, Mothes & van Soest, 2004 que é endémica do litoral brasileiro, as outras 16 espécies
s&o exclusivas do Oceano indico.

O género Halichondria possui exclusivamente 6xeas ou modificacdes (oxeotos e
estilotos), em ampla variacdo de tamanho, esqueleto ectossomal tangencial, subectossoma
com espacos, permitindo o facil destaque do ectossoma e coanossoma do tipo halichondrdide.
Os osculos estdo frequentemente elevados em forma de cone (ERPENBECK e VAN SOEST,
2002). A espécie tipo do género é Spongia panicea Pallas, 1766.

O género Hymeniacidon é diagnosticado por esponjas com crescimento incrustante,
macico ou lobado com papilas irregulares e superficie rugosa. As espiculas séo
exclusivamente estilos ou estilotos que ndo passam de 500 um de comprimento. O ectossoma
é geralmente paratangencial e ndo é facilmente destacavel, enquanto o coanossoma varia de
confuso a levemente plumoso (ERPENBECK e VAN SOEST, 2002). A espécie tipo do
género é Spongia perlevis Montagu, 1818.

O género Topsentia é diagnosticado como Halichondriidaede com corpo macico,
compacto e pouca espongina, sem coloracdo vibrante. O esqueleto é confuso, sem grande
especializacdo ectossomal e formado exclusivamente por éxeas de diferentes categorias de
tamanho (ERPENBECK e VAN SOEST, 2002). A espécie tipo do género é Anisoxya glabra
Topsent, 1898.

De acordo com as defini¢cGes dos grupos acima mencionados é notoria a sobreposicdo
de caracteres nos géneros e familias. Além disso, poucas sdo as caracteristicas diagnosticas
que podem ser utilizadas em nivel de género. Por estes motivos, a identificacdo de espécies da
ordem Suberitida por meio de caracteres morfoldgicos ainda é complexa. Mesmo assim, um

olhar mais detalhado quanto as terminacGes das espiculas, a estrutura esquelética
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subectossomale coanossomal e das caracteristicas externas de cada género podem ser capazes
de separar os grupos de Suberitida, uma vez que estes caracteres ja foram informativos em

outras ordens, como Poescilosclerida.

3.2 Objetivos

Objetivo geral:
a) ldentificar e descrever espécies de Suberitida a partir de caracteres
morfologicos.
Obijetivos especificos:
a) Redescrever espécies de Suberitida ja conhecidas para a regido de estudo;
b) Descrever novas espécies de Suberitida para o Atlantico Tropical
Ocidental;
c) Determinar caracteres diagnosticos para melhor delimitacdo de grupos de

Suberitida, acima do nivel de espécie.

3.3 Material e Métodos

3.3.1 Preparacdo morfolégica

3.3.1.1 Dissociacdo espicular

A dissociacdo espicular foi realizada com adicdo de acido nitrico e aquecimento para
dissolver um pedaco de tecido de esponja com tamanho aproximado de um gréo de arroz,
seguindo a metodologia desenvolvida por Rutzler (1978). Um pedaco da esponja foi triado
para eliminacdo de epibiontes em lupa e acondicionado em uma lamina. Algumas gotas de
acido nitrico (63%) foram pingadas sobre a amostra para digerir o tecido da esponja. Apds a

completa digestdo do tecido, a lamina foi lavada com agua destilada para a limpeza da lamina.
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Por fim, algumas gotas de alcool foram pingadas sobre a lamina, a qual foi colocada no fogo
para combustdo do alcool e obtencdo exclusiva das espiculas limpas. Nessa metodologia, as
amostras foram dissolvidas pelo &cido e posteriormente duas lavagens com agua destilada e
alcool foram realizadas. Com este preparo, as laminas ficaram significativamente mais limpas
e puderam ser utilizadas também para estudos de microscopia eletrdnica de varredura (MEV).
O MEV utilizado para a visualizacdo das espiculas de forma detalhada esta disponivel no
laboratdrio multidisciplinar - Laboratério de Microscopia Eletronica de Varredura do Instituto
de Quimica (LABMEV) — da UERJ. O microscopio é do tipo USM — 6510 LV e a
metalizacdo foi realizada no equipamento DENTON VACUUM DESK V. A metalizagio foi
realizada com carbono por 10 min e corrente de 15 mA, em alto vacuo. A aceleracdo de
voltagem variou de 15-30 kV, a distancia de trabalho foi feita em 17 mm e o diametro do

feixe de elétron (em inglés, spot size SS) foi estabilizado em 20.

3.3.1.2 Protocolo de corte perpendicular e tangencial

Os cortes perpendiculares e tangenciais foram realizados para identificar o tipo de
estrutura esquelética presente em cada animal. Duas metodologias foram realizadas para o
corte perpendicular: 1) a esponja ficou embebida por 30 min em Xilol para desidratar e depois
foi armazenada em parafina. Apds 24 h, cortes finos foram realizados, a fim de obter tanto o
ectossoma guanto o coanossoma da esponja. Esses cortes foram embebidos novamente em
Xilol para dissolver a parafina, por 12 h. Por fim, os cortes foram acondicionados em laminas,
as quais foram cobertas por Balsamo do Canada e laminula para preservacdo Hajdu et al.
(2011); 1) em vez de utilizar parafina, os cortes das esponjas foram congelados por 48 h. Em
sequida, cortes finos foram realizados no gelo e, consequentemente, na esponja para
observacdo da arquitetura esquelética das esponjas. Estes cortes foram embebidos em
Balsamo do Canada para preservacao.

O corte tangencial, por sua vez, ilustra a organizacdo espicular na parte mais externa
do tecido da esponja e foi obtido com o destaque do ectossoma. Isto se faz observando a
reticulacdoectossomal em lupa e com auxilio de uma lamina e um bisturi. Para preservacdo

das laminas adicionou-se Balsamo do Canadéa e laminula.
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3.3.1.3 Micrometria das espiculas

Em microscopio 6tico, a forma, o tamanho e a organizacdo das espiculas no esqueleto
foi observada e medida, utilizando o software ToupView. Sempre que possivel, 100 espiculas
de cada tipo foram medidas para cada individuo apresentando o valor minimo, média, desvio
padrdo e maximo, os quais serdo evidenciados nas tabelas do Capitulo 1 na seguinte forma:
(minimo-média(desvio padrdo)-méaximo), primeiro para o comprimento das espiculas e depois
para a largura. Quando as 100 espiculas ndo foram encontradas, ao menos 30 foram medidas,
com excecdo das espiculas raras, as quais foram medidas todas as encontradas. Através de
uma distribuicdo de frequéncia, por meio de histogramas, os dados foram agrupados em
classes de ocorréncia para definir o nimero de categorias de cada tipo de espicula. A regra de
Sturges (dados paramétricos) e a densidade de Kernel (dados ndo-paramétricos) foram
testadas e os numeros de classes obtidos por ambas foram similares, logo qualquer um dos
testes pode ser aplicado para definir classes de tamanho espicular. Graficos de dispersao
comparando o comprimento e a largura das principais espiculas das esponjas de cada género
foram feitas para comparar as espécies, tanto as trabalhadas aqui quanto as espécies descritas

pelo Atlantico nao trabalhadas.

3.3.1.4 Identificacdo das espécies

Em primeiro lugar, a descricdio morfolégica externa das esponjas foi realizada,
seguindo da descricdo dos caracteres morfologicos observados por microscopia e, depois, a
utilizacdo de guias e chaves de identificacdo disponiveis na literatura (HOOPER e VAN
SOEST, 2002a; MURICY et al., 2008; HAJDU et al., 2011; MORAES et al., 2011; ZEA et
al., 2014) e artigos de revisio de espécies para 0 OATO (DIAZ et al., 1991, 1993, RUTZLER
e SMITH, 1993, CARVALHO et al., 2013).
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3.4 Resultados

Um total de 174 individuos foi avaliado, os quais foram distribuidos em 32 UTOs
(Unidade Taxondmica Operacional), sendo, pelo menos, cinco espécies tratadas como novas:
Halichondria sp. nov., Hymeniacidon sp. nov., Rhaphidostyla sp. nov., Suberites sp. nov. e
Topsentia sp. nov. (Tabela 3). O género Rhaphidostyla foi ressuscitado com a descri¢do desta
nova especie. Os géneros mais representativos foram Hymeniacidon com 36 individuos e trés
UTOs e Halichondria com 34 individuos e oito UTOs.

As principais caracteristicas das espécies sdo descritas e uma discussdo é feita para
cada uma delas. As espécies que ndo foram tratadas como espécies sdo tratadas como
morfotipos, pois os caracteres diagnosticos para defini-las como espécie, utilizando

exclusivamente a taxonomia alfa, ndo foram robustos.



48

Tabela 3 — UTOs identificados através de caracteres morfoldgicos e as suas distribuicoes.

UTOs N° Franca Golfodo Caribe  Caribe Sul Brasil
inds  Mediterraneo  México  apiijhas  CoNtinental  \ NE NE-L SE-S

Aaptos sp. 1 5 X X

Aaptos sp. 2 4 X
Aaptos sp. 3 1 X
Amorphinopsis atlantica 12 X X X
Amorphinopsis sp. 1 X

Halichondria cebimarensis 1 X
Halichondria marianae 11 X X X X
Halichondria melanadocia 9 X X X X
Halichondria tenebrica 1 X
Halichondria sp. nov. 1 X
Halichondria sp. 1 1 X X
Halichondria sp. 2 5 X

Halichondria sp. 3 3 X X X
Halichondria sp. 4 2 X
Hymeniacidon caerulea 11 X X X X

Hymeniacidon heliophila 22 X X X X
Hymeniacidon sp. nov. 3 X

Rhaphidostyla sp. nov. 6 X X
Suberites aurantiacus 22 X X X X X X
Suberites sp. nov. 1 X

Suberites sp. 1 1 X

Suberites sp. 2 1 X
Suberites sp. 3 1 X
Terpios belindae 4 X X X X
Terpios fugax 20 X X X X X X
Terpios gelatinosus 2 X

Terpios manglaris 2 X X X
Topsentia cf. bahamensis 4 X X

Topsentia ophiraphidites 4 X X
Topsentia sp. nov. 10 X X

cf. Terpios 1 X

cf. Topsentia 1 X

Legenda: N- Norte, NE- Nordeste, L- Leste, SE- Sudeste e S- Sul. N° inds- nimero de individuos.
Fonte: O autor, 2019.
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Reino Animalia Linnaeus, 1758

Filo Porifera Grant, 1836

Classe Demospongiae Sollas, 1885

Ordem Suberitida Chombard & Boury-Esnault, 1999

Familia Suberitidae Schmidt, 1870

Género Aaptos Gray, 1867

Espécie tipo. Aaptos aaptos (Schmidt, 1864) (tipo por designacdo original)

Aaptos sp.1
(Figuras 7, 8,9 e 10 e Tabela 4)

Material examinado. MNRJ: 7676, 7687, 7692a, 7692b e 21677.

Descricdo. Os especimes descritos se compunham de pequenos fragmentos. As esponjas
apresentam forma irregular a macica, superficie irregular variando de lisa a rugosa e
consisténcia firme e pouco compressivel. Os dsculos sdo arredondados com uma leve
proeminéncia (1,5-2 mm). A cor varia de preta a marrom escuro ou cinza por fora e amarela

clara a branca por dentro (Figura 7A).

Figura 7 - Fotografias apds a coleta de espécimes de Aaptos spp. na zona econdmica exclusiva do Brasil.

Legenda: A) Aaptos sp.1 (MNRJ 7676) Atol das Rocas, B) Aaptos sp. 2 (MNRJ 8343) Baia de Todos os Santos
(Bahia) e C) Aaptos sp. 3 (MNRJ 7500) Rio de Janeiro. As escalas representam 1 cm.
Fonte: O autor, 2019.
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Espiculas. As estrongiloxeas sdo encontradas em duas categorias de tamanho com as pontas
telescopicas ou mucronadas e estilos em uma categoria com pontas aceradas (Figura 8A).
Esqueleto. O esqueleto € radial com feixes ascendentes compostos por estrongiléxeas de
diferentes tamanhos, cujas terminacdes arredondadas estdo presentes na regido coanossomal e
as terminacgdes pontiagudas se encontram na ectossomal. Os feixes coanossomais terminam
em buqués espessos. Espiculas aleatoriamente distribuidas no coanossoma sdo comuns
(Figura 9A).

Figura 8 - Retratacdo fotografica dos conjuntos espiculares de Aaptos spp.

Legenda: A) Aaptos sp.1, B) Aaptos sp. 2 e C) Aaptos sp. 3.

Nota: As primeiras ilustracdes se referem as espiculas estrongiloxeas e posteriormente as suas terminagdes,
geralmente telescdpicas (A e B) ou agudas (C), em escala. As Ultimas espiculas de cada morfotipos sao os
estilos (A e C) e 6xeas (B e C), também em escala.

Fonte: O autor, 2019.

Ecologia. As esponjas sdo encontradas apenas em piscinas de maré.
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Distribuicéo. Atlantico Tropical Ocidental — Caribe (Martinica) e Brasil (Atol das Rocas, Rio
Grande do Norte).

Comentérios. Aaptos sp. 1 possui semelhangas com duas espécies descritas para a Bacia
Potiguar, Rio Grande do Norte: Aaptos hajdui Carvalho, Silva & Pinheiro, 2013 e Aaptos
potiguarensis Carvalho, Silva & Pinheiro, 2013. Entretanto, A. hajdui tem forma de
crescimento globular ou subesférica e cavidades na regido ectossomal que ndo sdo observadas
no morfotipo aqui presente, enquanto A. potiguarensis ndo possui estrongiloxeas com
terminacOes telescopicas ou mucronadas como em Aaptos sp. 1. A presenca de duas
categorias de estrongiléxeas ndo foi evidenciada para estas espécies (CARVALHO et al.,
2013). Aaptos sp. 1 também se diferencia de todas as espécies registradas para o Caribe e 0
Golfo do Meéxico (ver abaixo Tabela 4) com base no tipo e tamanho das espiculas. Até o
momento, as Unicas espécies descritas para o Atol das Rocas sdo Aaptos glutinans Moraes,
2011 e Aaptos aaptos (Schmidt, 1864), ambas por Moraes (2011). A primeira possui duas
categorias de estilos e tem seu crescimento variando de incrustante a macica se aglutinando
em cascalho grosso, enquanto a segunda possui duas categorias de estrongiloxeas e duas de
estilos. Porém, a descricdo de A. aaptos por Moraes (2011) ndo evidencia as duas categorias
de estilos, sugerindo que a espécie foi identificada de forma errada. Talvez, Aaptos sp. 1 e 0

espécime descrito por Moraes (2011) como A. aaptos sejam representantes da mesma espécie.

Aaptos sp. 2
(Figuras 7, 8,9 e 10 e Tabela 4)

Material examinado. MNRJ: 8324, 8340, 8343 e 21663.

Descricdo. As esponjas tém a forma variando de subesférica a macica, com aproximadamente
15 cm de diametro. A consisténcia é firme e pouco compressivel e a superficie é irregular e
hispida. Os 6sculos sdo visiveis, com média de 2 mm de diametro. A coloracdo externa varia
de marrom a amarela, manchada, e creme por dentro. A esponja pode adquirir coloracdo
marrom escuro apos a fixacdo em etanol (Figura 7B).

Espiculas. As estrongiloxeas podem ser encontradas em uma ou duas de tamanho e sdo as
principais megascleras com uma ponta afunilada e outra variando de arredondada a aguda. Os
estilos e Oxeas (raras) complementam o esqueleto (Figura 8B).

Esqueleto. O esqueleto € radial com tratos ascendentes. O esqueleto coanossomal é denso e
pode ser um pouco confuso. O arranjo ectossomal ndo é especializado e se confunde com as

terminacOes dos densos feixes de megascleras coanossomais que alcangam a superficie em
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forma de buqués. O esqueleto ectossomal é composto por estilos pequenos dispostos
perpendicularmente a superficie, praticamente formando uma pali¢ada, enquanto que as dxeas

podem estar tanto no ectossoma quanto no coanossoma (Figura 9B).

Figura 9 - Retratacdo fotografica da arquitetura esquelética de Aaptos spp.

Legenda: A) Aaptos sp.1 (MNRJ 7687) Atol das Rocas, B) Aaptos sp. 2 (MNRJ 8343) Baia de Todos os Santos
(Bahia) e C) Aaptos sp. 3 (MNRJ 7500) Rio de Janeiro. As escalas representam 200 pum.

Fonte: O autor, 2019.

Ecologia. Aaptos sp. 2 sdo observadas no infralitoral consolidado da Baia de Todos 0s Santos

e na porcdo ocednica, sobretudo em regides de sedimento fino. Diferentes invertebrados

bent6nicos e algas sdo observadas sobre e dentro das esponjas.

Distribuicéo. Brasil (Bahia).

Comentarios. Este morfotipo se diferencia das espécies ja descritas e para Aaptos sp. 1 pela

possivel presenca de Oxea e uma terceira categoria de estrongiloxeas, ambas raras. Até o
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momento Aaptos bergmanni de Laubenfels, 1950 é a Unica espécie do género descrita para o
litoral baiano (MENEGOLA e PEIXINHO, 2017). A descrigdo original de A. bergmanni
aponta a presenca exclusiva de estrongiloxeas maiores do que 950 um, claramente
diferenciando-a dos espécimes aqui analisados. Boury-Esnault (1973) descreveu A.
bergmanni para o litoral de Pernambuco, a mais de 70 m de profundidade, exclusivamente
com estilos fusiformes, com valores maximos de 760 um. Por isso, a identificacdo desta
espécie para o Brasil € confusa, provavelmente errbnea e carece de revisdo. Adicionalmente, é
possivel que o espécime descrito como Aaptos sp. 2 corresponda a mesma espécie descrita por
Hajdu et al. (2011) para a regido da Baia de Todos os Santos como Aaptos sp.

Aaptos sp. 3
(Figuras 7, 8,9 e 10 e Tabela 4)

Material examinado. MNRJ: 7500.

Descricdo. A esponja possui forma macica espessa, com aproximadamente 10 cm de
didmetro. A consisténcia é firme e pouco compressivel e a superficie é lisa, mas com a
presenca de verrugas pequenas em toda a extensdo apical da esponja. Os 6sculos séo visiveis,
com cerca de 2 mm de didmetro. O animal ap0s a fixagdo apresenta coloracéo externa marrom
na porc¢do superior e amarela na base e creme no interior (Figura 7C).

Espiculas. As estrongiloxeas estdo divididas em duas categorias de tamanho e os estilos e as
Oxeas em uma categoria de pequena dimensdo (Figura 8C). Na Figura 10, observa-se
claramente que os tamanhos médios das estrongeldxeas deste espécime sdo muito superiores
as categorias | e Il dos demais.

Esqueleto. O esqueleto é radial com reticulacio no coanossoma, apresentando tratos
ascendentes. O arranjo ectossomal € formado por buqués estreitos e densos (Figura 9C).
Ecologia. Diversos organismos podem ser encontrados sobre a esponja, tais como moluscos e
algas.

Distribuicdo. Brasil (Rio de Janeiro).

Comentarios. Este morfotipo se diferencia dos demais aqui apresentados, pois as
estrongiloxeas ultrapassam os 2000 um com pontas agudas em vez de telescdpicas e pela
abundancia de Oxeas. Além disso, esta é o Unico morfotipo de Aaptos encontrado abaixo do
Nordeste do Brasil. Possivelmente, o espécime descrito como Aaptos sp. 3 seja a mesma

espécie descrita por Aaptos sp. por Muricy e Hajdu (2006) para o Sudeste do Brasil.



Tabela 4 — Comparagdo espicular entre diferentes espécies de Aaptos spp.

54

Voucher Espécie Localidade Estrongildxeas Estilos e Oxeas (Ox)
A. aaptos Mar Mediterraneo 1) 490-705-955 x 10-16-23 1) 270-318-354 x <1
1) 1053-1502-1911 / 12-29-31 1) 364-388-509 / 5-7-8
A. bergmanni Caribe e NE do Brasil >950/ 15 150/2,5
A. duchassaingi Golfo do México, Caribe >800 x 25 n.r.
A. pernucleata Golfo do México, Caribe 1) >800 1) 187-231-270 x 2-8, 111
I1) 470-333-551 x 18-16-21 1) 312-332-416 x 13-16
MNRJ 7757  A. glutinans Atol das Rocas, RN 925-1096-1375/ 7-10-14 1) 172-238-296 / 2-4-7
1) 240-355-570 / 3-6-12
UFPEPOR 62 A. hajdui Bacia Potiguar, RN 649-1076,7-1475/ 10-19,7-30 252-342,7-524 2,4-3,4-7,2
UFPEPOR 45 A. potiguarensis  Bacia Potiguar, RN 301-793,7-1562 / 8-20,6-43 220-350-590/3,7-7,4-11
MNRJ 7676  Aaptos sp. 1 Atol das Rocas, RN 1) 263,5-526,7(24,5)-847,2 | 2,8-6,5(0,4)-12,7 104,9-236,0(64,9)-443,1/ 1,2-3,1(1,5)-8,5
I1) 969,4-988,6(9,7)-1000,3 / 5,3-6,6(0,6)-7,3
MNRJ 7687  Aaptossp. 1 Atol das Rocas, RN 1) 396,9-619,0(26,6)-820,2 / 3,6-8,4(0,6)-12,7 160,1-236,8(74,6)-457,9 / 1,4-3,8(2,0)-9,0
I1) 843,3-952,5(14,5)-1120,5 / 7,5-11,9(0,5)-16,8
MNRJ 7692a Aaptossp. 1 Atol das Rocas, RN 1) 377,7-616,9(22,5)-789,0 / 4,8-10,1(0,6)-16,2 187,8-247,5(49,3)-393,1 / 3,0-4,5(1,4)-9,6
11) 802,8-1116,9(43,4)-1416,0 / 9,0-13,6(0,9)-24,7
MNRJ 7692b  Aaptos sp. 1 Atol das Rocas, RN 1) 295,7-472,8(19,9)-979,5 / 3,0-7,9(0,5)-15,0 127,1-232,6(46,1)-349,7 / 1,2-2,7(1,6)-9,5
I1) 886,6-1034,2(31,6)-1168,4 / 8,5-12,8(1,8)-23,7
MNRJ 21677 Aaptos sp. 1 Martinica 1) 598,0-664,8(61,4)-772,9 / 8,1-18,6(4,8)-26,0 91,0-186,1(61,1)-297,2 / 3,0-7,1(3,9)-15,1
I1) 985,8-1190,5(155,8)-1375,9 / 29,7-34,0(6,2)-47,7
MNRJ 8340  Aaptos sp. 2 BTS, BA 1) 229,4-421,1(287,8)-1162,4 / 4,0-10,5(10,3)-38,2 219,9-311,6(63,7)-538,9 / 3,4-6,0(1,2)-8,8
11) 1212,2-1322,9(92,8)-1526,7 / 18,9-34,2(7,4)-48,5
MNRJ 8343  Aaptos sp. 2 BTS, BA 1) 302,4-495,9(243,8)-1127,0 / 10,8-13,2(6,1)-22,0 172,6-264,4(62,1)-438,3 / 2,4-4,8(2,2)-11,6
I1) 1149,8-1382,7(135,5)-1663,1 / 8,5-27,6(11,7)-48,1
MNRJ 21663 Aaptos sp. 2 BTS, BA 864,8-1254,4(276,3)-2195,0 / 9,0-21,4(8,5)-39,0 281,0-555,8(203,7)-856,4 / 6,0-8,5(2,9)-15
MNRJ 8324  Aaptos sp. 2 Ondina, BA 618,6-1086,8(246,1)-1579,8 / 7,5-20,7(8,6)-42,6 232,2-286,0(34,9)-297,8 / 6,0-6,4-(0,5)-7,0
Ox) 139,3-171,6(20,9)-178,7 / 3,6-3,8(0,3)-4,2
1) 611,0-1153,1(201,0)-1557,2 / 7,6-15,2(3,8)-24,2 116,0-209,4(79,2)-452,3 / 2,0-5,0(2,4)-13,5
MNRJ 7500  Aaptos sp. 3 Ilhas Cagarras, RJ 1) 1617,7-1741,6(197,2)-2192,7 / 18,1-23,1(6,0)-35,4  Ox) 140,0-160,5(35,0)-185,0 / 4,0-6,0(2,5)-10,0

Legenda: NE= Nordeste, RN= Rio Grande do Norte, BTS= Baia de Todos os Santos, BA= Bahia, RJ= Rio de Janeiro.
Nota: A micrometria é representada em minimo-média(desvio padrdo)-méximo (n= 50, exceto Oxeas raras +/-10). As medidas sdo dadas em pm.
Fonte: O autor, 2019.
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Figura 10 — Relagdo entre as médias do comprimento (um) e da largura (um) das estrongiloxeas observadas no
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Legenda: Simbolo losango indica espécies com apenas uma categoria de estrongildxeas. Espécies com duas ou
trés categorias de espiculas sdo representadas por simbolos fechados (menor categoria) e abertos
(maior categoria). No morfotipo Aaptos sp. 2, a 3 categoria de estrongiloxeas é identifica pelo *.
Fonte: O autor, 2019.

Género Suberites Nardo, 1833

Espécie tipo. Suberites domuncula (Olivi, 1792) (tipo por designacédo original)

Suberites aurantiacus (Duchassaing & Michelotti, 1864)
(Figuras 11, 12, 13 e 14 e Tabela 5)

Material examinado. MNRJ: 15061, 15701, 16247, 20788, 21340, 21397, 21402, 21405,
21430, 21584, 21585, 21601, 21665, 21668, 21758, 21808, 21818, 21819, 21820, 21821,
21822, 21917

Descricdo. A esponja tem forma macica com ramificacGes simples e cilindricas que se unem
na base formando lobos achatados. Os espécimes no Rio de Janeiro ultrapassavam 10 cm de
comprimento, enquanto os do Nordeste ndo chegavam aos 10 cm. A consisténcia é firme, mas
flexivel, compressivel. A superficie é irregular e levemente hispida, com dsculos dispersos e
pequenos. A coloracdo externa é verde, mas espécimes alaranjados foram observados no
Nordeste. Internamente a esponja é sempre amarela (Figura 11D).

Espiculas. Os tilostilos sdo encontrados em duas categorias (Figura 12C), possivelmente uma
exclusiva do coanossoma e outra do ectossoma. O tilo é semiesférico e pode ter uma
proeminéncia na por¢do superior e ndo € lobado. O corpo do tilostilo é geralmente fino e reto
(Figura 13; Tabela 5).
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Figura 11 — Anatomia externa de Suberites spp. registradas em pogas de maré no Maranhao.

Legenda: Suberites sp. 1 (A, B), Suberites sp. nov. (C) e Suberites aurantia
(B-D).
Fonte: O autor, 2019.

cus (D). A escala é: 2 cm (), lcm

Esqueleto. O esqueleto ectossomal ndo possui especializacéo, exceto pela presenca de buqués
amplos. O esqueleto coanossomal possui feixes ascendentes que terminam em buqués de
tiléstilos que atravessam a pinacoderme. Malhas grosseiras na porcao basal do coanossoma
podem ser visualizadas. De uma forma geral, o esqueleto coanossomal tende para confuso
(Figura 14D).

Ecologia. Estas esponjas se estabelecem em substratos rochosos, pequenos fragmentos de
rocha e conchas, e em manguezais na Baia de Todos os Santos e no Caribe (HAJDU et al.,
2011; PEREZ et al., 2017) e costdes rasos no Sudeste e Sul do Brasil. A espécie costuma ser
abundante na zona entremarés, sendo considerada bioindicadora de ambientes fortemente
impactados por petroleo.

Distribuicdo. Atlantico Tropical e Subtropical Ocidental - Desde o Golfo do México até o
estado de Santa Catarina, na regido Sul do Brasil. A espécie também foi citada para o Pacifico
Central (Havai), onde é considerada uma espécie invasora, e Pacifico Tropical Oriental
(Panama).

Comentarios. Apesar da variagdo na coloragdo externa da espécie ser descrita como comum,
0 padrdo de cor verde externamente e amarelo na base foi encontrado desde o Golfo do
México até o estado do Parana, Brasil e apenas um individuo laranja foi observado no estado
da Bahia. O padrdo de ectossoma amplo também se manteve constante no gradiente
latitudinal. A separacdo dos tilostilos em duas categorias de tamanho, como sugerido por
Ratzler e Smith (1993), foi obtida visualmente e por analise da freqiiéncia das espiculas. De
uma forma geral, S. aurantiacus se assemelha ao tipo S. domuncula, quanto a presenca de
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tiléstilos em duas categorias de tamanho, um coanossoma ligeiramente confuso com
tendéncia a radiacdo na porcéo periférica e finalizando em um ectossoma formando buqués.
Por outro lado, as espécies se diferenciam muito quanto ao tamanho dos tilostilos maiores e a
forma das espiculas, sempre curvas no tipo e retas na especie Tropical. Reconstrucbes
filogenéticas de Suberitida, frequentemente tém separado Suberites domuncula de S.
aurantiacus (REDMOND et al., 2013; THACKER et al., 2013; IDAN et al., 2018), sugerindo
que a ultima faca parte de um género distinto.

Suberites sp. nov.
(Figuras 11, 12, 13 e 14 e Tabela 5)

Material examinado. MNRJ: 21343

Descrigdo. A esponja tem crescimento incrustante espesso, com a possivel formagéo de lobos.
A superficie € aveludada a levemente rugosa em algumas partes. A consisténcia & firme,
cartilaginosa e pouco compressivel. Externamente a cor é roxa na regido apical e alaranjado
na base e internamente amarela (Figura 11C).

Espiculas. Os tilostilos sdo divididos em duas categorias com a segunda ultrapassando 0s
1500 um. O tilo ¢ esférico e o corpo do tilostilo pode ter um alargamento no meio (Figura
12B).

Esqueleto. O esqueleto coanossomal € um pouco confuso, com a presenca de espiculas
agrupadas em feixes ou isoladas. Os feixes ectossomais terminam no ectossoma formando um
bugué de espiculas aberto e curto (Figura 14B e C).

Ecologia. O espécime foi encontrado na regido intertidal, em uma poca de maré. O ambiente
era semiescuro.

Distribuicdo. Brasil (Maranhao).

Comentarios. Na poca de maré em que Suberites sp. nov. foi encontrada, também foram
observados espécimes de S. aurantiacus, todos com a coloracdo verde. Apesar de ja terem
sido fotografados espécimes de S. aurantiacus roxos, principalmente em regides de mangue, o
tamanho das espiculas de Suberites sp. nov. diferencia este morfotipo da espécie mencionada.
Nenhuma outra espécie de Suberites do Atlantico ocidental e Caribe possuem espiculas
ultrapassando os 1500 um. A combinagdo de espiculas maiores do que 1500 pum, a cor roxa,

0s buqués curtos e abertos diferem este morfotipo de todos 0s seus congéneres.
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Figura 12 — Tildstilos de Suberites spp. registradas em pogas de maré no Maranhdo. As imagens ilustram as
variagdes nos tilos e tilostilos para cada morfotipo.

Legenda: Suberites sp. 1 (A), Suberites sp. nov. (B) e Suberites aurantiacus (C). A escala para os tilos é de 10
pum e para os tilostilos 100 um.
Fonte: O autor, 2019.

Suberites sp. 1
(Figuras 11, 12, 13 e 14 e Tabela 5)

Material examinado. MNRJ: 21500

Descricdo. O espécime coletado possui forma macica ovalada a subesférica. A superficie é
lisa e pouco rugosa. A consisténcia € carnosa, pouco compressivel. Externamente a cor é
laranja brilhante e internamente amarela (Figura 11A e B).

Espiculas. Os tilostilos sdo encontrados em duas dimensdes, sendo a segunda categoria
menor do que 700 um. O tilo ¢ esférico e o corpo do tilostilo pode tem um alargamento no

meio (Figura 12A, 13, Tabela 5).
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Espécies Local Tilostilo | Tilostilo 11 Tilo
Comprimento Largura Comprimento Largura Largura Forma
S. domuncula!  Mediterraneo e 100-350 4-8 250-480 5-8 n.r. Semiesférico
Atlantico

Suberites sp. Maranhéo 208,5-432,1(149,9)-790,2 4,8-11,4(4,2)-21,6  860,7-1322,3(322,2)-1991,3 17,2-27,7(7,7)-45,8 5,3-33,9 Semiesférico

nov.?

S. aurantiacus®  Golfo do México 78,2-225,3(67,8)-377,9  1,2-50(1,5)-10,6 318,4-455,6(95,5)-730,7 3,7-7,2(2,2)-12,9 2,5-15,7 Semiesférico com
proeminéncias lobulares

S. aurantiacus®  Caribe 137,6-261,4(66,1)-387,4  2,4-4,8(1,7)-8,6 412,8-548,2(112,1)-824,0  6,0-10,9(3,3)-18,3 4,0-19,8 Semiesférico

S. aurantiacus?>  Maranhdo 140,0-210,5(55,5)-386,5 2,4-6,9(1,7)-12,2 376,2-551,1(138,6)-830,9  4,9-10,5(3,5)-20,7 3,1-18,3 Semiesférico com
proeminéncia no apice

S. aurantiacus® Bahia 171-283,1-558 2-4,2-6 598-842,2-1278 6-9,5-12 3-14 Semiesférico com
proeminéncia no apice

S. aurantiacus?>  Rio de Janeiro 153-355,82-557 2-5,1-10 593-658,5-778 6-9,9-12 3-14 Semiesférico com
proeminéncia no apice

S. aurantiacus®  Bahia 121-833 5-15 n.r. 5-15 Semiesférico com
proeminéncia no apice

S. aurantiacus*  Rio de Janeiro 115-940 n.r. n.r. n.r. n.. Semiesférico com
proeminéncia no apice

S. aurantiacus®  Caribe 130-750 2-19 n.r. n.r. n.. Semiesférico com
proeminéncia no apice

Suberites sp.12  Maranh&o 151,9-242,9(66,0)-401,0 3,4-6,9(2,6)-13,8 437,2-566,9(76,4)-635,0  5,6-12,1(5,0)-20,7 3,0-11,8 Semiesférico ou com
proeminéncia no apice

Suberites sp.2>  Rio de Janeiro 222,0-357,2(121,5)-613,1  3,6-7,1(4,1)-16,7 911,6-1013,4(79,9)-1107,0  6,0-10,4(5,1)-18,0 5,4-10,8 Semiesférico

Suberites sp.3>  Abrolhos, Bahia ~ 148,0-265,0(54,7)-356,9  4,3-6,7(1,5)-9,0 371,1-418,2(22,6)-452,7 4,6-7,0(1,3)-9,7 5,4-10,8 Cilindrico, forma de
cotonete /subtiléstilo

S. carnosus® Rio de Janeiro 230-430 6-12 n.r. n.r. n.r. Cilindrico, forma de
cotonete

S. caminatus® Rio de Janeiro 240-600 3-12 n.r. n.r. n.r. Semiesférico

S. crispolobatus’ Guiana 186-266-396 3-5,9-10 456-724-858 9-11,4-14 n.r. Semiesférico com
proeminéncia

S. distortus® Caribe n.r. n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.

S. heros® Caribe n.r. n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.

S. lobatus® Caribe 200-300 3-4 650-850 10-15 nur. n.r.

S. paradoxus’® EUA 220-300 7 280-350 8 nr. nr.

Legenda: 'van Soest, 2002b (holétipo); ?presente estudo; *Hajdu et al., 2011; *“Muricy e Hajdu, 2006; SPulitzer-Finali, 1981; ®Boury-Esnault, 1973; "van Soest, 2017;
8Schmidt, 1870; *Wilson, 1902; *Wilson, 1931. N= 50; n.r.= néo registrado.
Fonte: O autor, 2019
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Figura 13 — Relacg@o entre as médias do comprimento (um) e da largura (um) dos tilostilos observadas no género
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Legenda: Simbolo quadrado indica tilostilo menor e circulo tiléstilo maior para espécies com dois tamanhos de
espiculas. Os tracos indicam espécies com apenas uma categoria de tiléstilos. X e * de diferentes cores
sdo referentes as diferentes categorias de tamanho dos tildstilos dos morfotipos do Chile ainda serem
descritos. O triangulo se refere a Suberites sp. nov., aberto é a maior categoria e fechado a menor.

Fonte: O autor, 2019.

Esqueleto. O esqueleto ectossomal ndo tem especializagédo, exceto pela formagdo de plumas
de tiléstilos longas e estreitas e quase sobrepostas. A por¢do mais basal do coanossoma tem
uma leve reticulacdo que forma tratos ascendentes em direcdo ao ectossoma. Ha uma clara
diferenciacdo entre o coanossoma e o inicio da formagdo dos buqués ectossomais (Figura
14A).

Ecologia. A esponja foi encontrada no teto de uma rocha, voltada para o chdo. Este ambiente
é ligeiramente escuro e a esponja estava completamente fora d’agua.

Distribuicdo. Brasil (Maranhao).

Comentarios. Suberites sp. 1 se diferencia de todas as demais espécies de Suberites spp. do
Atlantico ocidental no que se refere a combinacdo de caracteristicas espiculares e anatomia
externa, aproximando-se mais de S. aurantiacus. Por mais que haja uma grande variacdo de
cores descrita para a segunda espécie, a coloracdo laranja brilhante ndo € observada em S.
aurantiacus (ver MURICY e HAJDU, 2006). Além disso, Suberites sp. 1 possui um buqué
longo e pequeno e espiculas menores do que 700 pm, enquanto S. aurantiacus apresenta um
buqué amplo e espiculas ultrapassando os 800 um. Em comparagdo com as outras espécies
registradas para o Brasil, Suberites sp. 1 difere em diversas caracteristicas tais como habitat,
forma, e auséncia de (sub)tilostilos, como registrado em S. carnosus (BOURY-ESNAULT,
1973) e o tamanho das espiculas em S. caminatus Ridley & Dendy, 1886. O morfotipo aqui
descrito também se diferencia das espécies caribenhas, Suberites lobatus (Wilson, 1902), a

qual tem crescimento incrustante, S. crispolobatus van Soest, 2017 que tem cor cinza
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amarronzada, possui crescimento ramoso e vive em aguas mesoféticas (50-85 m) e, por fim,
S. distortus Schmidt, 1870 que tem uma forma arredondada. Infelizmente, a comparagdo com
Suberites heros Schmidt, 1870 ndo é possivel devido a falta de caracteres na descricdo da
espécie. Suberites paradoxus de Chesapeake Bay (EUA) difere do morfotipo descrito tanto na
forma de crescimento laminar repleto de areia em seu interior quanto no tamanho das
espiculas, que s6 alcangam 350 um. Com relagdo a espécie tipo S. domuncula, esta possui
tilostilos curvos com, no maximo, 500 um (VAN SOEST, 2002b) muito diferentes dos
apresentados pelas espécies de Suberites do Atlantico Sul. Diante das caracteristicas
mencionadas, este morfotipo pode se tratar de uma nova espécie, porém a similaridade com S.
aurantiacus em diversas caracteristicas impede a tomada de decisdo utilizando
exclusivamente dados morfologicos. A comparacdo destes resultados com os dados

moleculares permitird uma visdo mais ampla sobre a variacdo desta espécie.

Suberites sp. 2
(Figura 15 eTabela 5)

Material examinado. MNRJ: 3882

Descricdo. Pequenofragmento, apenas a dissociacdo foi realizada. O espécime parece ser
maci¢co com a superficie microhispida e irregular. A consisténcia € pouco compressivel. In
vivo, laranja e fixado bege.

Espiculas. Os tildstilos sdo encontrados em duas categorias (Figura 15; Tabela 5), seguindo
do tilo mais grosso para a ponta mais fina. O tilo é esférico, sem proeminéncias. Estas podem
ser vistas apenas no pescoco do tilostilo. As pontas podem ser aceradas ou nao.

Esqueleto. O esqueleto ectossomalé formado por uma pluma de tilostilos pequenos e o
esqueleto coanossomal € confuso com tratos espiculares (quase radiais) em direcdo a
pinacoderme.

Ecologia. A esponja foi encontrada em costdo rochoso, no infralitoral.

Distribuicdo. Brasil (Rio de Janeiro).

Comentarios. Suberites sp. 2 se diferencia de todas as demais espécies de Suberites spp. do
OATO quanto ao tamanho minimo da menor da categoria de tilostilos. Ao mesmo tempo, a
cor in vivo, a distribuicdo, a forma e superficie e a forma e tamanho médio dos tilostilos
sugere que este espécime seja enquadrado como Suberites aurantiacus. A decisdo de manter

este espécime como um morfotipo é devido ao tamanho diminuto do fragmento, o qual ndo
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permite aprofundar na diagnose do individuo. Caso haja sucesso nos estudos genéticos, a

identificacdo do espécime podera ser realizada por sisteméatica morfoldgica.

Figura 14 — Anatomia interna de Suberites spp. encontradas em pogas de maré no Maranhao.

Legenda: As imagens ilustram as varia¢Bes nos buqués e na forma do coanossoma de cada morfotipo. Suberites
sp. 1 (A), Suberites sp. nov. (B-C) e Suberites aurantiacus (D). A escala é de 100 pm.
Fonte: O autor, 2019.

Suberites sp. 3
(Figura 15 eTabela 5)

Material examinado. MNRJ: 8641

Descricdo. Pequenos fragmentos quebradicos, apenas a dissociacédo foi realizada. O espécime
coletado possui superficie ligeiramente irregular. Externamente a cor é laranja.

Espiculas. Os tilostilos sdao encontrados em duas dimensdes, ligeiramente curvos, finos e com
tendéncia a formar subtiléstilos. A ponta é acerada e o tilo é em forma de cotonete (Figura 15;
Tabela 5). Uma micrdxea foi observada na lamina.

Esqueleto. Cortes anatdmicos ndo foram possiveis de ser realizados devido ao tamanho
diminuto dos fragmentos obtidos.

Ecologia. Os fragmentos de esponja estdo diretamente fixados em pequenos fragmentos de

rodolitos.
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Figura 15 — Representacdo dos (sub)tilostilos de Suberites sp. 2 e Suberites sp 3, em microscopia ética.

e —— - —

Legenda: (A) Suberites sp. 2, (B) Suberites sp. 3. A escala é de 100 um.

Fonte: O autor, 2019.

Distribuicdo. Brasil (Abrolhos, Bahia).

Comentarios. Suberites sp. 3 se diferencia de todas as demais espécies de Suberites spp. por
manter a coloracdo amarelada apos a fixacdo. A pequena variacdo de tamanho dos tilostilos,
espiculas finas e o tilo cilindrico em vez de esférico sugerem que este espécime seja mais
proximo de S. carnosus. Contudo, S. carnosus descrita para o Brasil por Boury-Esnault
(1973) é muito diferente do tipo da espécie, descrita para a Irlanda e apresentando uma forma
de ameixa com osculo central (JOHNSTON, 1842; ACKERS et al., 1992). Sendo assim, S.
carnosus do Brasil ndo deve ser tratada como é uma Suberites, assim como Suberites sp. 3.

Estudos moleculares podem auxiliar na classificacdo deste morfotipo.

Género Terpios Duchassaing & Michelotti, 1864
Espécie tipo. Terpios fugax Duchassaing & Michelotti, 1864 (tipo por designacao

subsequente)

Terpios fugax Duchassaing & Michelotti, 1864
(Figuras 16, 17,18 e 19 e Tabela 6 e 7)

Material examinado. MNRJ: 2536, 18940, 20065, 20078, 21630, 21631, 21632, 21633,
21638, 21639, 21679a, 21696, 21700, 21701, 21708, 21798, 21937, 21940, 21946, LGMAR
1469

Descricado. As esponjas sdo finamente incrustantes, com dimensdes frequentemente inferiores
a 25 cm?, sem a presenca de subcanais (Figura 16A, B e F). A superficie € microhispida,
levemente aspera ao toque. A consisténcia € macia. Os dsculos sdo pequenos (< 1 mm), mas

visiveis a olho nu. A cor em vida e apds a fixacdo em etanol é azul-cobalto.
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Espiculas. Os tilostilos sdo as Unicas espiculas encontradas. O tilo é arredondado e
multilobado (Figura 17A; Tabela 6).

tacdo fotografica da anatomia externa de Terpios spp.

e

Figura 16 — Represen
e

23

w5 * A

us (D) e cf. Terpios (E). A escala é de

Legenda: Terpios fugax (A, B e F), Terpios belindae (C), Terp
1 cm em cada imagem.
Fonte: O autor, 2019.

ios gelatinos

Esqueleto. O esqueleto tem baixa densidade espicular. O ectossoma ndo é especializado. O
coanossoma possui vagos feixes espiculares, 0s quais protrudam a pinacoderme da esponja. A
maior parte das megascleras se encontra dispersa no coanossoma (Figural8A).

Ecologia. A espécie é relativamente comum no entremarés e infralitoral consolidado de toda a
costa do Brasil com preferéncia por ambientes abrigados da iluminacdo intensa, mas
facilmente encontrada em paredes verticais. Na Martinica, por sua vez, a espéecie € observada
mais facilmente na entrada e dentro de cavernas ou fendas.

Distribuicdo. Atlantico Tropical e Subtropical Ocidental - Desde o Golfo do México até a
regido Sul do Brasil. Provavelmente, todos os registros fora do Oceano Atlantico sédo
erréneos.

Comentarios. Terpios fugax é uma espécie que se difere das demais distribuidas no Atlantico
Tropical Ocidental pela presenca de tilostilos pequenos (<500 pm), tilos multilobados
levemente achatados (Tabela 7) e coloragdo azul cobalto que se mantém apos fixacdo. No
Atlantico, a espécie mais parecida com T. fugax é T. manglaris, cujo tilo € achatado, em
forma de cabeca de prego e quadrilobado Rutzler e Smith (1993), bem diferente de fugax.
Outras espécies incrustantes, azuis contendo tiléstilos ja foram descritas como T. fugax para
todo o mundo. Porém, diante das observacdes e modificagbes propostas aqui, todos 0s
registros de T. fugax fora do OATO tambem devem ser revistos, pois, provavelmente, séo



65

identificacOes err6neas. Um exemplo disto é a descricdo de T. fugax do Oceano Pacifico
Centro-Ocidental que possui tiléstilo com quatro ou cinco lobos muito proeminentes (DE
LAUBENFELS, 1954), diferindo da descricdo do tipo e que possivelmente se trata de outra
espécie.

Figura 17 — Til6stilos de Terpios spp. do Brasil e da Martinica, Terpios gelatinosus e cf. Terpios (M6naco), com
detalhe para os tilos de cada individuo.

Legenda: Terpios fugax do Atlantico Tropical Ocidental (A), Terpios gelatinosus de Monaco (B e C), cf. Terpios
de Ménaco (D) e Terpios belindae do Panama e da Bahia (E). A escala dos tilos ¢ de 10um e dos
tiléstilos 100 pm.

Fonte: O autor, 2019.

Terpios gelatinosus (Bowerbank, 1866)
(Figuras 16, 17,18 e 19 e Tabela6 e 7)

Material examinado. MNRJ: 21814, 21815

Descrigdo. As esponjas sdo finamente incrustantes e de pequenas dimensdes. A superficie €
lisa e microhispida. Os 6sculos sdo pequenos e ndo visiveis a olho nu. A consisténcia é macia
(Figura 16D). A cor em vida e apds a fixacdo em etanol é azul-cobalto, mastambém pode ser

amarelo-alaranjada, segundo Ackers et al.(1992).
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Espiculas. Os tilostilos podem ter duas categorias de tamanho com tilos cilindricos e
multilobados (Figura 17B e C; Tabela 6 e 7). As espiculas s&o retas ou levemente curvas.
Esqueleto. O esqueleto tem baixa densidade espicular. O esqueleto ectossomal é tangencial.
O esqueleto coanossomalé confuso e possui vagos feixes espiculares que se cruzam em todas
as direcdes (Figural8C).

Figura 18 — Distribu\igéo dos tilostilos no esqueleto de Terpios spp.

Legenda: Terpios fugax (A), Terpios belindae (B), Terpios gelatinosus (C) e cf. Térpios (D). A escala é de 200
Fonte: O alLJltnc;, 2019.

Ecologia. Infralitoral, na parte inferior de rochas e outros organismos. Em Ménaco, a espécie
s0 € observada na entrada de cavernas ou fendas. Nestas regides, os individuos sao
encontrados apenas no infralitoral (10-50 m).

Distribuicdo.Nordeste Atlantico e Mar Mediterraneo.

Comentarios. Terpios gelatinosus era considerada um sinbnimo janior de T. fugax, porém
diferencas quanto a largura do tilostilo e forma do tilo e a distribuicdo geogréafica separam as
espécies em duas (ACKERS et al., 1992; VOULTSIADOU-KOUKOURA e VAN SOEST,
1993). Entretanto, uma publicacdo formal com a descricdo da espécie nunca foi realizada.
Talvez, esta definicdo ainda ndo tenha sido feita porque T. gelatinosus também pode ser
amarelo-alaranjado e, por isso, é dificil distinguir esta espécie de Protosuberites epiphytum
(Lamarck, 1815) ou Pseudosuberites sulfureus (Bowerbank, 1866). Em adi¢do aos caracteres
morfolégicos, uma comparagdo serd realizada no capitulo de filogenia desta tese. O

posicionamento filogenético de espécimes de T. gelatinosus do Mediterraneo (IDAN et al.,
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2018) sera comparado com os T. fugax trabalhados nesta tese. Sendo assim, T. fugax é
considerada exclusiva do Atlantico Ocidental, enquanto T. gelatinosus é uma espécie do Mar
Mediterraneo, Mar Celta e Nordeste do Atlantico.

Figura 19 — Relacgdo entre as médias do comprimento (um) e da largura (um) dos tilostilos observadas no género
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Legenda: Simbolo circulo indica a distribuicdo de tamanho dos tiléstilos na espécie tipo T. fugax. Os quadrados
se referem as demais espécies trabalhadas e que podem apresentar duas categorias de tiléstilos. O
quadrado fechado indica a menor categoria e 0 quadrado aberto a maior. Cada cor condiz com uma
espécie. O tridngulo azul destaca um espécime similar a T. fugax, mas que ndo se insere neste género,
apesar de apresentar media de tamanho semelhante.

Fonte: O autor, 2019.

cf. Terpios
(Figuras 16, 17,18 e 19 e Tabela 6 e 7)

Material examinado. MNRJ: 21813

Descricdo. O espécime € incrustante e a consisténcia € macia. A superficie € irregular e
microhispida e os 0sculos ndo sdo visiveis. A cor em vida é azul e apds a fixacdo é bege
esbranquicada (Figura 16E).

Espiculas. Os tilostilos sdo as Unicas espiculas encontradas. O tilo € globoso com um lobo no
apice (Figura 17A; Tabela 6).

Esqueleto. O esqueleto tem baixa densidade espicular, possui vagos feixes espiculares e 0s
tilostilos protrudam a pinacoderme da esponja (Figural8D).

Ecologia. Entrada de cavernas ou fendas, no infralitoral (10-50 m).

Distribui¢do. Mar Mediterraneo.

Comentarios. Este espécime € muito parecido com Terpios gelatinosus, porém a forma do

tilo arredondado o assemelha ao género Protosuberites. Outra caracteristica que diferencia



68

este espécime do género Terpios € a perda de cor apos a fixacdo. Analises filogenéticas

podem ajudar na classificagdo do espécime.

Terpios belindae Ritzler & Smith, 1993
(Figuras 16, 17,18 e 19 e Tabela6 e 7)

Material examinado. MNRJ: 4057, 6726, 8370, 15781, 15821

Descricdo. A esponja tem crescimento incrustante com poros visiveis e 6sculos levemente
levantados, quase formando fistulas. A consisténcia € macia e a superficie € microhispida. A
cor é laranja vivo, mas se desfaz apds a fixagdo (Figura 16C).

Espiculas. Os tilostilos sdo encontrados em apenas uma categoria com tilo muito achatado e
lobado (Figura 17E).

Esqueleto. O ectossoma ndo tem especializacdo, exceto a formacdo de alguns buqués
ectossomais. O coanossoma possui baixa densidade espicular, com espiculas geralmente sem
organizacgéo (Figura 18B).

Ecologia. A esponja se fixa em substrato duro, seja rocha ou corais.

Distribuicdo. Atlantico Tropical e Subtropical Ocidental - Desde o Caribe (Panama) até o
Sudeste do Brasil (Rio de Janeiro).

Comentarios. Terpios belindae € laranja e com possivel formagdo de fistulas e isso a
diferencia de todas as demais espécies do género distribuidas pelo Oceano Atlantico Tropical
Ocidental. Além disso, esta é a Unica espécie do OATO que ndo tem uma razdo constante
entre o tamanho médio do comprimento e da largura dos tiléstilos (ver Figura 19). Neste
trabalho, o limite austral de distribuicdo da espécie € ampliada até o Rio de Janeiro.

Anteriomente, no Brasil, a espécie era restrita ao estado do Amapa (MOTHES et al., 2006).

Terpios manglaris Ritzler & Smith, 1993
(Figura 19 e Tabela 6 e 7)

Material examinado. MNRJ: 308, 1094

Descricdo. A esponja tem crescimento incrustante com subcanais que terminam em ésculos.
A cor é azul cobalto in vivo.

Espiculas. Os tilostilos tém uma pequena variagdo de tamanho que ndo permite dividir em

duas categorias. O tilo geralmente é achatado e quadrilobado.



Tabela 6 — Comparagdo do tamanho dos til6stilos e cor de diferentes espécies do género Terpios encontradas no Oceano Atlantico, Mar do Caribe e Mar Mediterraneo.
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Espécies Locais Tilostilo Tilo (cabeca) Cor
Comprimento Largura Comprimento Largura
T. fugax*? Ilhas Virgens 315 3,7 5,3 3,3 Esverdeada
T. fugax? Caribe 150-460 2,5-5 4-6 5-8 Azul ou verde brilhante
T. fugax** Martinica 105-257,9(57,1)-360 3-6,3(2,1)-13 5-6,5(2)-12 5-8,7(2,2)-12 Azul brilhante
T. fugax** Bahia 116,2-246,0(75,7)-409,3 2,7-45(0,7)-6  3,5-57(1,8)-13,2  3,6-6,7(1,5)-9,1 Azul brilhante
T. fugax** Cearé 148,6-268,7(42,9)-327,4  3,0-4,8(0,8)-6,2  3,8-5,6(1,2)-8,7 4,8-6,8(0,8)-8,3 Azul brilhante
T. cf. fugax** Ménaco 80-257,9(91,5)-440 2-4,0(0,9)-8 3-5,1(1,4)-13 3-5,4(1,0)-10 Azul escuro brilhante
T. cf. fugax® Grécia 250-400 4-6 n.r.
T. fugax™ Rio de Janeiro 94,4-189,0(60,3)-320,5  1,7-3,2(1,4)-7,2 2,4-5,4(1,9)-9,7 Azul escuro brilhante
T. gelatinosus™* Irlanda Possivelmente duas categorias: grande variacdo de tamanho Esverdeada, mas perdeu a cor no alcool
T. cf. gelatinosus**  Ménaco 100-239,8(83,1)-392 2-4,3(1,1)-7 4-5,2(0,5)-6 4-5,5(1,0)-8 Azul, mas perdeu a cor no alcool
T. manglaris? Belize 140-460 2,5-7 2,5-7 4,5-10 Azul cobalto
T. manglaris® Santa Catarina 104,5-276,3-475,0 4,6-6,4-12,3 4,6-7,0-11,5 5,8-9,8-12,9 Azul
T. manglaris** Bahia 123,5-203,2(38,8)-288,5  1,7-2,5(0,9)-4,9 3,8-6,0(1,3)-9,2 Azul
T. belindae? Caribe 140-430 3-9 3-8 5-12,5 Vermelha a marrom
T. belindae** Abrolhos 74,6-358,7 2,4-6,8 5,0-12,7 Laranja
T. belindae** Rio de Janeiro 79,4-241,2(71,4)-367,7 1,2-6,0(1,8)-13,7 5,4-8,4(1,9)-13,7 Laranja

Legenda: *Hol6tipo, **presente estudo, referéncias: Duchassaing e Michelotti, 1864; 2Riitzler e Smith (1993); *Voultsiadou-Koukoura e van Soest, 1993; “Bowerbank, 1866;

SLerner et al. (2005).A medida das 100 espiculas estd apresentada em pm como minimo-média(desvio padréo)-maximo. n.r.= ndo registrado.
Fonte: O autor, 2019.



Tabela 7 — Comparagdo das caracteristicas do tilo de diferentes espécies do género Terpios encontradas no Oceano Atlantico, Mar do Caribe e Mar Mediterraneo.

Espécies Locais Tilo (cabeca)

T. fugax*! Ilhas Virgens Variavel achatado ou arredondado, irregular e com suaves protuberancias lobulares (multilobular 4-10)
T. fugax® Caribe Variavel, frequentemente arredondado e irregular

T. cf. fugax® Grécia Achatado a cilindrico e lobado

T. fugax** Martinica Variavel, frequentemente arredondado, variando de lobado a multilobado

T. gelatinosus** Ménaco Cilindrico como cabeca de cotonete e lobado, uni ou multilobado; algumas protuberancias no pescogo
T. fugax** Ceara Achatado ou arredondado como cabeca de fésforo, com apenas um lobo ou multilobado

T. fugax** Bahia Arredondado como cabeca de fosforo, com apenas um lobo ou multilobado

T. fugax** Rio de Janeiro Variavel, frequentemente arredondado, com apenas um lobo ou multilobado

cf. Terpios** Ménaco Globoso e com um lobo no apice

T. manglaris*? Belize Achatado como cabeca de prego e tetra lobado

T. manglaris™ Bahia Achatado como cabeca de prego e tetra lobado

T. manglaris™ Rio de Janeiro Achatado como cabeca de prego e tetra lobado

T. belindae*? Caribe Achatado, bi, tetra ou multilobado

T. belindae** Bahia Achatado, bi, tetra ou multilobado

T. belindae** Rio de Janeiro Achatado, bi, tetra ou multilobado

Legenda: *Holdtipo, **presente estudo, referéncias: Duchassaing e Michelotti, 1864; ?Riitzler e Smith, 1993; *Voultsiadou-Koukoura e van Soest, 1993.
Fonte: O autor, 2019.
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Esqueleto. O ectossoma é fino, com espassossubectossomais. O coanossoma € confuso,
tendendo para plumoso nas proximidades do ectossoma.

Ecologia. Espécime fixado na raiz de uma arvore de mangue.

Distribuicdo. Atlantico Tropical e Subtropical Ocidental - Desde o Caribe (Panama) até o Sul
do Brasil (Santa Catarina).

Comentérios. Apesar de ser azul e habitar ambientes rasos, o tilo quadrilobado da espécie é
muito caracteristico (RUTZLER e SMITH, 1993) e com isso se difere de T. fugax. Terpios
manglaris possui uma distribuicdo ampla, mas disjunta (Caribe e Brasil, Santa Catarina) (ver
LERNER et al., 2005). Neste estudo, registramos pela primeira vez a espécie para 0s estados

da Bahia e do Rio de Janeiro.

Familia Halichondriidae Gray, 1867
Género Amorphinopsis Carter, 1887
Espécie tipo. Amorphinopsis excavans Carter, 1887: 77 (descrigéo original).

Amorphinopsis atlantica Carvalho, Hajdu, Mothes & van Soest, 2004
(Figuras 20, 21 e 22 e Tabela 8)

Material examinado. MNRJ: 363, 12704, 20814, 21586, 21617, 21745, 21931, 21939,
21942, 21944. UFPEPOR: 1143, 1974.

Descricdo. A esponja pode crescer de forma massiva ou incrustante. A superficie varia de lisa
a irregular e é compressivel. A consisténcia € macia e friavel. Os oOsculos sdo grandes e
dispostos aleatoriamente no corpo da esponja. A cor é verde amarelada externamente e
amarela no seu interior (Figura 20A e B).

Espiculas. As Oxeas e estilos sdo observados em combinacdo. As Oxeas geralmente sdo
maiores do que os estilos, mas também podem ser tdo pequenas quanto os menores estilos
(Figura 21B).

Esqueleto. O ectossoma é destacavel e com notavel presenca de canais subdermais. O
esqueleto ectossomal ndo possui de tratos ou reticulacdo definida. O esqueleto coanossomal é
confuso, com forte tendéncia a reticulado, contendo tratos pauci e multiespiculares. A

formacdo de um buqué proximo ao ectossoma pode ser observada (Figura 21A).
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Figura 20 — Anatomia externa de Amorphinopsis spp. evidenciando a forma, cor e associagdo com epifitas.

Legenda: (A e B) A. atlantica e (C) Amorphinopsis sp. As escalas sdo de 1 cm.
Fonte: O autor, 2019.

Ecologia. A esponja é encontrada em costdo rochoso, tanto em paredes verticais quanto
inclinadas. Sua presenca nao € muito comum. A alga Jania sp. se fixa no interior da esponja,
sugerindo simbiose.

Distribuicdo. Endémica do Brasil (Paraiba até Sdo Paulo).

Comentarios. A espécie é a Unica representante do género fora do Indopacifico
(CARVALHO et al., 2004). Santos et al. (2018) ampliaram a distribuicdo da espécie para a
regido Nordeste do Brasil, mais precisamente para os estados da Paraiba e Pernambuco. Os
autores observaram a espécie na regido intertidal, em pocas de maré e em manguezais. E
possivel que haja espécimes de Amorphinopsis atlantica em outras localidades, como o estado
da Bahia (comunicacdo pessoal com Dr. Eduardo Hajdu). Por isso, uma avaliacdo mais

detalhada na colecdo de Porifera do Museu Nacional é necessaria.

Amorphinopsis sp.
(Figuras 20, 21 e 22 e Tabela 8)

Material examinado. MNRJ: 6777.
Descrigdo. O espécime observado estava dividido em dois pequenos fragmentos. A esponja é

macicga. A superficie varia de lisa a crespa e € compressivel. A consisténcia € macia. Nenhum
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6sculo foi observado (Figura 20C). A cor é esverdeada in vivo e bege apds a fixacao
(informacg0es na etiqueta).

Espiculas. As 6xeas sdo divididas em duas categorias eos estilos em uma Unica categoria. As
Oxeas sdo fusiformes com pontas aceradas e podem ser menores do que 0s menores estilos. Os
estilos sdo levemente curvos (Figura 21D).

Esqueleto. O ectossoma ndo possui especializacdo e é destacavel. O esqueleto coanossomal é
confuso, mas alguns tratos multiespiculares sdo observados (Figura 21C).

Ecologia. A esponja foi coletada em um naufragio, entre 1-3 m de profundidade. A esponja
cresce sobre cracas e apresenta algas como epibiontes.

Distribuicéo. Caribe (Trinidad e Tobago).

Figura 21 — Anatomia interna de Amorphinopsis spp. evidenciando a estrutura esquelética desde a porcdo mais
interna até a externa e as espiculas em combinacédo no esqueleto.

Legenda: (A e B) A. atlantica e (C e D) Amorphinopsis sp.. As escalas do esqueleto estdo em 200 um e das
espiculas em 100 um.
Fonte: O autor, 2019.
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Tabela 8 — Micrometria comparativa de diferentes espécies de Amorphinopsis e a variagdo nas medidas dentro de A. atlantica.

Voucher Localidade Estilos Oxeas
Comprimento Largura Comprimento Largura

A. atlantica* Séo Paulo 143,0-178,6-221,0 5,0-6,6-8,0 155,0-392,3-825,0 8,0-15,5-23,0
A. atlantica *** Séo Paulo 156,0-189,1(16,3)-223,6  4,9-7,2(2,1)-16,1 314,0-435,5(68,1)-611,6 8,0-13,4(3,2)-20,9
A. atlantica® Rio de Janeiro 163,4-196,9(34,9)-274,3  3,0-7,7(2,8)-12,2 237,9-601,9(156,8)-825,6 6,2-15,9(5,7)-28,2
A. atlantica? Pernambuco 160-204,0-260 5-6,7-14 260-480,0-760 5-11,0-29
A. atlantica? Paraiba 142-185,3-228 4-6,9-10 450-625,8-787,0 12,0-22,2-28,0
Trinidad e Tobago, 1) 178,0-664,4(132,7)-837,5 1) 4,5-16,6(4,9)-26,6
Amorphinopsis sp. Caribe 205,8-346,6(59,7)-532,7  5,4-10,9(2,9)-21,9 1) 871,2-1141,4(191,1)-1595,7  11) 5,8-26,7(7,8)-43,6
1) 200-375 1) 8-12

grq“'pe'f"g‘.’ Mergul, 120 6 1) 520-700 1) 18-20

ceano Indico

Legenda: Valores: minimo-média(desvio padrdo)-maximo; em micrémetros; N= 30. Espécimes depositados no Museu Nacional (MNRJ), Universidade Federal de
Pernambuco (UFPEPOR) e British Museum of Natural History (BMNH). Carvalho et al., 2004; 2Santos et al., 2018; 3presente estudo; “Carter, 1887; *holdtipo
(MNRJ 353 e BMNH 1981.10.14.3), **paratipo remedido (MNRJ 363).

Fonte: O autor, 2019.

A. excavans **
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Comentarios. Assim como a espécie tipo do género, A. excavans, Amorphinopsis sp.
apresenta duas categorias de Gxeas. Porém, as 6xeas encontradas no espécime aqui descrito
podem ser muito maiores do que a maior Gxea registrada para o espécime tipo. Além disso, é
improvavel que A. excavans ocorra no Sul do Caribe, ja que o registro da espécie é para o
Oceano Indico. Amorphinopsis sp. se assemelha a A. atlantica, a Gnica espécie do género fora
do Indico, quanto a morfologia externa. Contudo, ambas se diferem pelo tamanho das 6xeas e
estilos e pelo tipo de esqueleto, muito mais reticulado em A. atlantica do que no morfotipo
aqui descrito. Esta parece ser a segunda espécie do género Amorphinopsis para o continente
americano, e a primeira para o Caribe.

Figura 22 — Relagdo entre as médias do comprimento (um) e da largura (um) das 6xeas e dos estilos observados
no género Amorphinopsis.
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Legenda: Simbolo circulo indica a distribui¢do do tamanho dos estilos e os quadrados o tamanho das 6xeas em
diferentes espécies de Amorphinopsis. Cada cor se refere a uma espécie/morfotipo distinto.
Fonte: O autor, 2019.

Género Halichondria Fleming, 1828
Espécie tipo. Spongia panicea Pallas, 1766: 388 (descricdo original).

Halichondria (Halichondria) melanadocia de Laubenfels, 1936
(Figuras 23, 24, 25 e 26 e Tabela 9)

Material examinado.MNRJ: 1092, 1096, 1520, 1536, 2587, 21396, 21652, 21659, 21803
Descrigdo. A espécie apresenta crescimento incrustante ou macico, com possivel formacao de
ramos. Os 6sculos sdo visiveis e com uma membrana perioscular circundante. A esponja é

macia e compressivel. A superficie é lisa, levemente conulosa e visualmente reticulada. A cor
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é verde escura (musgo) quase preta externamente e verde amarelada internamente, mantendo
a coloragdo escura no alcool (Figura 23E).

Espiculas. Exclusivamente éxeas fusiformes, com grande variacdo (podendo formar duas
categorias) de tamanho e pontas agudas ou arredondadas (Figura 24A).

Esqueleto. O esqueleto ectossomalé anisotrépico, destacavel, com espiculas paralelamente
dispostas. O esqueleto coanossomal é desorganizado com espiculas aleatoriamente dispostas,
apesar de alguns tratos multiespiculares em direcdo ao ectossoma serem visiveis (Figura
25A).

Figura 23 — Representacao das variagdes na anatomia externa de Halichondria spp.
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cm (A-C), 2 cm (D-E).
Fonte: O autor, 2019.

ch

Ecologia. Os espécimes foram coletados em costdes rochosos rasos e manguezais caribenhos
(3-5 m), expostos parcialmente a luz. No Caribe, a espécie é fortemente relacionada com
gramas marinhas (ARCHER et al., 2015).

Distribuigdo. Atlantico Tropical Ocidental - Amplamente distribuida pelo Caribe e Nordeste
do Brasil.

Comentarios. Os espécimes aqui descritos se distinguem da descricdo original, pois as Oxeas
foram divididas em duas categorias de tamanho, chegando a mais de 600 um e nenhum odor
foi sentido (Tabela 9). Contudo, a forma externa, a manutencdo da coloracdo negra nos
espécimes apods a fixagdo e o esqueleto interno séo idénticos a descri¢do de Diaz et al. (1993).

Esta espécie também se difere dos congéneres, inclusive da recém descrita Halichondria
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marianae Santos, Nascimento & Pinheiro, 2018, principalmente, pela cor negra apos a
fixagdo. Aqui o espécime é revalidado para o Nordeste do Brasil, se distribuindo por toda a
sua extensdo costeira, desde o estado da Bahia até o do Maranhdo. Apesar de haverem
caracteres robustos para a identificacdo especifica de H. melanadocia, reconstructes
filogenéticas com os marcadores nucleares 18S e 28S tém indicado frequentemente que esta
espécie se posiciona em um clado diferente do que contém a espécie tipo do género,
Halichondria panicea (REDMOND et al., 2013; THACKER et al., 2013; GASTALDI et al.,
2018).

Figura 24 — Formas e tamanhos das 6xeas fusiformes de Halichondria spp.

Legenda:Halichondriamelanadocia(A), (B) Halichondria sp. 1 e Halichondriamarianae(C). Todas as escalas
sdo de 100 pm.
Fonte: O autor, 2019.

Halichondria (Halichondria) marianae Santos, Nascimento & Pinheiro, 2018
(Figuras 23, 24, 25 e 26 e Tabela 9)

Material examinado.MNRJ: 2079, 4716, 9422, 21342, 21345, 21363, 21400, 21439, 21706
Descricdo. A esponja tem crescimento incrustanteespesso com a formacéo de lobos, onde os
6sculos se localizam. A superficie é rugosa, asperae destacavel. A textura da esponja é firme,
macia e compressivel. Os dsculos variam de 1,1 - 2,7 mm em didmetro. A cor da esponja vai
de amarelo amarronzado a verde escuro in vivo e tende a marrom acinzentada apos a fixacdo
(Figura 23B, C e D).
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Espiculas. As 6xeas sdo fusiformes com pontas aceradas e sdo observadas em duas categorias
de tamanho (Figura 24C).

Legenda: Halichondria melanadocia: corte perpendicular (A), pigmentos na superficie (B) e corte tangencial
(C), Halichondria marianae: corte perpendicular (D), Halichondria sp. 1: corte perpendicular (E),
pigmentos na superficie (F) e corte tangencial (G). As siglas ect= ectossoma e pig= pigmentos. As
escalas sdo de 200 um.

Fonte: O autor, 2019.




79

Tabela 9 — Comparacao entre as espécies do género Halichondria distribuidas entre o Caribe e a América do Sul.

Espécies Localidade Oxeas | Oxeas |1 Oxeas Il1
Comprimento Largura Comprimento Largura Comprimento Largura
H. panicea! Europa 124-482 2-15
H. magniconulosa? Caribe 108-369 3-7
H. modesta? Jamaica 120-600 4,5-12
H. lutea? Cuba 350-1200 3-15
H. marianae® Paraiba 90-340,4-800 5-11-20
H. cebimarensis? Sao Paulo 330-461,2-620 5-9,1-14
H. migottea® Séo Paulo 102-112,8-121 3-4,9-6 194-214,5-233 2-2,8-4 262-329,8-417  8-7,1-10
H. sulfurea’ Séo Paulo 107-276,9-446 8-8,7-12
H. tenebrica* Séo Paulo 116-368,0-650 5-10,2-17
H. elenae® Argentina 185-458 5,1-19
H. melanadocia? Caribe 100-450 2-10
H. melanadocia* Caribe 105,2-169,6(2,4)-270,9  2,4-4,8(1,5)-12,6 220,5-428,5(47,6)-505,1 1,8-7,0(2,4)-13,8
Nordeste, 122,2-215,7(44,9)-296,4  1,5-5,0(1,9)-13,4 308,4-447,7(63,2)-654,3 1,8-7,6(2,4)-19,5
Brasil
H. marianae* Panama, 145,2-281,1(98,3)-477,1  3,4-7,2(3,1)-15,2 525,3-681,1(87,8)-834,4  6,0-16,4(4,5)-26,3
Caribe
Nordeste, 130,2-285,2(74,7)-489,1  1,7-7,3(3,0)-17,5 302,7-624,9(93,0)-856,8  2,7-13,9(4,1)-150,7
Brasil
Halichondria sp. 1* Maranhdo 244,5-411,3(188,9)-925,7 4,8-12,4(5,1)-26,8  1114,2-1286,6(144,7)-1560,1 21,7-32,3(7,2)-45,9
Halichondria sp. 2* Rio de 85,7-313,2(136,7)-506,7  2,4-7,8(3,1)-16,3 513,2-605,3(76,6)-766,8  6,5-14,9(5,0)-26,6
Janeiro
Halichondria sp. 3* Caribe e 448,5-618,7(131,0)-824,6  9,6-21,8(8,8)-33,0  1097,4-1302,2(184,0)-1758,2 16,2-38,5(15,3)-
Sudeste 65,7
Halichondria sp. 4* Sudeste 101,6-149,2(30,1)-246,2 3,1-5,9(1,3)-9,4 259,0-323,6(35,7)-412,5 3,5-8,9(2,1)-13,9
Halichondria sp. nov.*  Sudeste, 80,8-135,8(31,7)-187,3  1,3-4,5(2,3)-10,2
Brasil

Legenda: *presente estudo. As medidas estdo em micrometros (n= 50). ‘Erpenbeck e van Soest, 2002; ?Diaz et al., 1993; 3Santos et al., 2018; “Carvalho e Hajdu, 2001;
SGastaldi et al., 2018; *presente estudo.
Fonte: O autor, 2019.
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Esqueleto. O esqueleto é tipicamente halicondrdide. O esqueleto ectossomal é tangencial e
destacével e o esqueleto coanossomal possui 6xeas em confusdo na porcéo central com alguns
tratos ascendentes nas regides periféricas (Figura 25C).

Ecologia. Os espécimes foram coletados em pogas de maré e mangue.

Distribuicdo. Atlantico Tropical Ocidental - Panama (Caribe) e Nordeste (MA, até PE) e
Sudeste (RJ) do Brasil.

Comentarios. Os espécimes aqui analisados mostraram diferencas sutis quanto a descri¢cdo de
Santos et al. (2018), tais como cor, forma e a divisdo de duas categorias de dxeas, em vez de
uma apenas. Porém, de forma geral, a espécie se diferencia de seus congéneres do Atlantico
Tropical Ocidental e tem a sua distribuicdo ampliada para o Caribe e também para 0s estados
do Maranhéo, Ceara, Alagoas e Rio de Janeiro. As caracteristicas morfologicas da espécie séo
muito parecidas com as de H. melanadocia e, por isso, a classificacdo desta espécie deve ser
realizada com base em ferramentas adicionais, tais como citologia, reproducéo, genética e

quimica.

Halichondria sp. 1
(Figuras 23, 24, 25 e 26 e Tabela 9)

Material examinado. MNRJ: 21339

Descricdo. O espécime tem crescimento incrustante espesso, com 4,0 x 2,0 cm de tamanho. A
superficie € irregular e majoritariamente rugosa, em algumas partes também ¢é reticulada. A
consisténcia € macia e compressivel. Apenas um osculo foi observado (0,2 mm), no mesmo
nivel da superficie da esponja. A cor in vivo e apos a fixacdo é acinzentada (Figura 23A).
Espiculas. Exclusivamente dxeas levemente curvas, divididas em duas categorias de tamanho
(Figura 24B), ambas com grande variacao (Figura 26).

Esqueleto. O ectossoma € destacavel (ndo facilmente) e possui reticulacdo regular, com
espiculas entrecruzadas em um arranjo (para)tangencial. O coanossoma € tipicamente
halichondroide, com espiculas agrupadas, mas a maior parte dispersa e sem organizagao.
Pouca espongina esta presente na esponja (Figura 25B).

Ecologia. O espécime foi coletado em uma poga de maré, parcialmente fora d’agua.

Distribuicéo. Brasil (Maranhdo).
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Figura 26 — Relacdo entre as médias do comprimento (um) e da largura (um) das oxeas observados no género
Halichondria.
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Legenda: Simbolo quadrado de cor diferente indica espécies usadas como comparacdo. Destas, apenas
Halichondria migottea possui mais de uma categoria de Oxeas, sendo quadrado fechado para a
categoria menor, quadrado com X vermelho para a média e quadrado aberto para a maior. Os
espécimes aqui descritos sdo indicados pelo simbolo tridngulo fechado quando as déxeas sdo de
categoria menor e aberto de categoria maior. Espécimes sem divisao de categorias sdo representados
por losango fechado. A espécie nova é representada por circulo fechado.

Fonte: O autor, 2019.

Comentarios. Halichondria sp. 1 se difere dos seus congéneres distribuidos no Oceano
Atéantico Tropical pela presenca de 6xeas maiores do que 1200 um. Halichondria marianae ¢
a especie mais parecida com o espécime aqui descrito, preferencialmente quanto a forma do
esqueleto (sub)ectossomal. As outras quatro espécies do género registradas para o Brasil séo
exclusivas da regido Sudeste e diferem de Halichondria sp. 1 em diversos caracteres
anatdmicos internos e externos: Halichondria cebimarensis € azul e macica com espiculas
menores do que 800 um em uma categoria, H. migottea possui espiculas menores do que 200
um e divididas em trés categorias de tamanho, H. sulfurea é amarela in vivo com Oxeas de
tamanho equivalente a menos da metade do daquelas observadas em Halichondria sp. 1 e, por
fim, H. tenebrica se difere das demais por ter habito incrustante e cor arroxeada (ver
descricées em CARVALHO e HAJDU, 2001). Diante de todas as caracteristicas expostas,
Halichondria sp. 1 muito provavelmente € uma nova espécie, com a morfologia externa muito
semelhante a de H. marianae (SANTOS et al., 2018). O maior problema com relacdo a este
morfotipo € que apenas um espécime mostrou uma variacdo espicular acima do normal,
chegando a mais de 1500 um. A partir da obtencdo dos dados moleculares, uma defini¢do

podera ser tomada para este morfotipo.
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Halichondria sp. 2
(Figura 27 e Tabela 9)

Material examinado. MNRJ: 21600, 21603, 20616 e 21754

Descricdo. Morfotipo com superficie irregular, dsculos pouco visiveis e consisténcia macia.
Coloragdo marromapds a fixacdo (Figura 27A).

Espiculas. Oxeas fusiformes e ligeiramente curvas com pontas aceradas em duas categorias
de tamanho (Figura 27B).

Esqueleto. O esquletoectossomal é destacavel com reticulagdo semi-regular. O esqueleto
coanossomal € tipicamente halichondroide.

Ecologia. Intertidal. Sob ou sobre rochas em costdes rochosos e sobre raizes de arvores de
mangue. Preferencialmente em ambientes com pouca exposic¢éo a luz.

Distribuicédo. Rio de Janeiro, Brasil.

Comentarios. Halichondria sp. 2 possui caracteristicas externas similares a VAarios
congéneres, porém € exclusiva do Rio de Janeiro e nenhuma outra espécie exclusiva do
Sudeste do Brasil possui coloracdo marrom apos a fixacdo. Além disso, as médias das duas
categorias de 6xeas ndo convergem com as de nenhuma outra espécies. Estudos genéticos séo

necessarios para melhor entender o posicionamento deste morfotipo.

Halichondria sp. 3
(Figuras 27 e Tabela 9)

Material examinado. MNRJ: 15744, 21678 e 21799

Descricdo. Morfotipo com superficie irregular e aspera. O crescimento € incrustante espesso e
0s 6sculos sdo visiveis, quase vulcaniformes. A consisténcia € dura e fragil, quebradica. A
coloracdo é amarela ou branca in vivo e esbranquicada ou bege ap6s a fixacédo (Figura 27C).
Espiculas. Oxeas fusiformes e levemente curvas. As espiculas estdo em duas categorias de
tamanho, sendo a maior, muito maior do que a menor categoria (Figura 27D).

Esqueleto. A pinacoderme é destacavel (ndo facilmente) e o esqueleto ectossomal é
reticulado. O esqueleto halichondrdide esta presente.

Ecologia. Ambientes ciafilos (cavernas e fendas).

Distribuicéo. Caribe e Rio de Janeiro, Brasil
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Figura 27 — Anatomia externa, conjunto espicular (6xeas), organizacdo esquelética e posicionamento e forma
larvalde exemplares do género Halichondria.

D -~

Lagenda: A) Anatomia externa e B) Oxeas de Halichondria sp. 2; C) Anatomia externa e D) dxeas de
Halichondria sp. 3; E) Anatomia externa e F) 6xeas de Halichondria sp. 4; G) estrutura esquelética e
H) larva de MNRJ 21602, representante de Halichondria sp. 4. As escalas de A,C e E sdo 1 cm, B, D,
FeH 100 um e G 300 pum.

Fonte: O autor, 2019.

Comentérios. Halichondria sp. 3 possui uma combinacdo Unica de duas categorias de
espiculas com grande amplitude de tamanho, coloracao esbranquicada e esqueleto ectossomal
destacavel e reticulado. O morfotipo se assemelha ao congénere de Cuba, H. lutea Alcolado,
1984, porém o Ultimo possui 6xeas com menores dimensdes. Analises genéticas também sédo
necessarias para definiar a classificacdo deste morfotipo, principalmente comparando 0s

espécimes do Caribe e do Rio de Janeiro, haja visto a grande distancia entre as localidades.

Halichondria sp. 4
(Figuras 27 e Tabela 9)

Material examinado. MNRJ: 62, 21602
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Descri¢do. O espécime tem crescimento macico com possivel formacdo de lobos. A
superficie é irregular e rugosa. A consisténcia é macia. O O6sculo é proeminente,
ocasionalmente no topo dos lobos. A cor apés a fixagdo é marrom avermelhada (Figura 27E).
Espiculas. Oxeas fusiformes com pontas aceradas em duas categorias de tamanho (Figura
27F).

Esqueleto. O esqueleto ectossomal € pouco destacavel e tangencial. H& espaco entre a
pinacoderme e o interior da esponja. O esqueleto coanossomal é halichondroide sem a
protrusdo de espiculas, com poucos feixes pauciespiculares a multiespiculares (45-50 um). Ha
camaras (285-510 pum) na base do esqueleto (Figura 27G).

Ecologia. Costdes rochosos. As larvas ovais (Figura 27H) de cor laranja (162,1 x 189,1 um)
envolvidos por uma membrana transparente indicam que o individuo MNRJ 21602 é uma
esponja do sexo feminino com embrides e ovos na por¢do subectossomal. O posicionamento
ndo linear sugere desenvolvimento assincronico de uma espécie que apresenta reproducéo
sexuada e desenvolvimento viviparo. Os ovos sdo vistos com um nucleo, engquanto os
embrides possuem um foliculo na fase de blastula e ndo séo observados de forma agregada.
Distribuicdo. Sudeste do Brasil.

Comentarios. O tamanho das 6xeas de Halichondria sp. 4 divididas em duas categorias
aproximam este morfotipo de H. melanadocia. Apesar de ndo ter informacdo da cor dos
espécimes in vivo, a coloracdo apds a fixacdo e a consisténcia dos individuos diferem
daquelas encontradas no congénere. Assim, o morfotipo foi mantido e necessita de analises

moleculares para uma classificagdo mais correta.

Halichondria sp. nov.
(Figuras 28 e Tabela 9)

Material examinado. MNRJ: 21596

Descricdo. A esponja tem crescimento incrustante fino. A superficie é irregular e reticulada e
o0s 6sculos ndo foram observados. A cor é azul petréleo in vivo e bege apds a fixacdo (Figura
28A e B).

Espiculas. As dxeas estdo em confusdo junto com diversas espiculas exdgenas (Figura 28D).
Esqueleto. A densidade espicular € muito baixa. O ectossoma é tangencial, sem protrusao
espicular e 0 coanossoma € praticamente inexistente, a ndo ser pela presenca de alguns tratos
pauciespiculares. O interior da esponja é repleto de material exdgeno, incluindo espiculas

diversas, aleatoriamente distribuidas no coanossoma (Figura 28C).
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Ecologia. O espécime foi encontrado sob pequenas rochas e cobrindo um pedago de concha
ha ~1 m de profundidade.

Distribuicéo. Brasil (Rio de Janeiro).

Comentarios. A presenca de espiculas exdgenas no esqueleto distingue o morfotipo aqui
descrito das demais espécies de Halichondria. A espécie que este morfotipo mais se
assemelha é com H. cebimarensis, somente pela cor. No restante, a Gltima se difere por
possuir crescimento macicgo e espiculas a partir de 330 um, enquanto as 6xeas da nova espécie
ndo ultrapassam 200 um (Tabela 9). Nenhuma outra espécie de Halichondria registrada no
Brasil possui 6xeas exclusivamente pequenas e esqueleto paucispicular como Halichondria

sp. Nov.

Figura 28 — Anatomia externa e interna de Halichondria sp. nov.
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Legenda: (A) crescendo sobre um substrato calcireo antes e (B) ap6s a fixacgdo, (C) imagem do esqueleto da
esponja em corte perpendicular, evidenciando um fina camada ectossomal e um coanossoma pobre em
espiculas, exemplificagdo das (D) Oxeas observadas na espécie. A escalas sdo (A) 1 cm, (C) 200 um e
(D) 100 um.

Fonte: O autor, 2019.

Género Hymeniacidon Bowerbank, 1858
Hymeniacidon heliophila (Wilson, 1911)
(Figura 29 e 30 e Tabela 10)

Material examinado. MNRJ: 5094, 21598, 21770 até 21789 e 21800.



86

Descricdo. A esponja tem habito incrustante ou maci¢co com a formagéo de fistulas conicas
espacadas. Os dsculos sdo envoltos por uma membrana, na extremidade fistular. A superficie
é rugosa e hispida. A consisténcia é macia, compressivel. A cor da esponja € laranja (Figura
29A).

Espiculas. Estilos finos e levemente curvos, podendo apresentar variacdo para subtiléstilos
(Figura 29C). A variacdo de tamanho das espiculas do tipo (sub)estilo é pequena e sdo
geralmente menores do que 500 um (Figura 30).

Esqueleto. O esqueleto ectossomal é composto por espiculas dispersas. O esqueleto
coanossomal é confuso sem grande especializagdo. Porém, pode haver formacdo de feixes
espiculares ascendentes, agrupados por espongina, promovendo uma estrutura quase
reticulada proxima a superficie (Figura 29B).

Ecologia. A esponja é frequentemente observada com a base repleta de grdos de areia,
ocorrendo desde a zona entre-marés até 15 m de profundidade (MURICY e HAJDU, 2006). A
populacdo de uma localidade de Niterdi, no estado do Rio de Janeiro, possui atividade
quimica contra competidores bentdnicos e peixes de aguas rasas (RIBEIRO et al., 2010,
2012).

Distribuicdo. Atlantico Tropical e Subtropical Ocidental - Desde os Estados Unidos até o
Sudeste do Brasil.

Comentarios. Externamente, a esponja € facilmente reconhecida pela sua coloracédo laranja,
presenca de fistulas rugosas e habito de crescimento incrustante espesso ou maci¢co no
intertidal. Internamente, a variacdo no tamanho dos estilos e no tipo de esqueleto é quase
inexistente, com excecdo da possivel modificacdo de estilos para subtilostilos em espécimes
caribenhos (DIAZ et al., 1993; VAN SOEST, 2017). Recentemente, GASTALDI et al.(2018)
evidenciaram que H. heliophila pode ser muito parecida com a espécie tipo, H. perlevis, a
partir de dados moleculares. Muitos trabalhos no Brasil se referem a esta espécie como affinis
(exemplo em LOBO-HAJDU et al., 2004), tendo em vista que a espécie ndo parece ser
monofilética e pode demonstrar diferenciacdo no tipo de espicula, dependendo da regido
biogeografica em que a populacdo se insere. Portanto, estudos populacionais em todo o
gradiente de distribuicdo da espécie ainda sdo necessarios para inferir a real identidade de H.

heliophila.
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Figura 29 — Caracteres anatémicos externos e internos de Hymeniacidon heliophila.

Legenda: Espécime no infralitoral, in vivo (A), anatomia interna do esqueleto (B) e os estilos (C). As escalas sdo
de 1 cm (A), 200 um (B) e 100um (C).
Fonte: O autor, 2019.

Hymeniacidon caerulea Pulitzer-Finali, 1986
(Figura 30 e 31 e Tabela 10)

Material examinado. MNRJ: 18768, 21672, 21681, 21801, 21804, 21817.
Descricdo. A esponja varia de incrustante a macica, sem a presenca de fistulas. A superficie é
lisa e a consisténcia é macia, compressivel. A cor é azul in vivo e apds a fixacdo é tende a
azul-esverdeada (Figura 31A e C).
Espiculas. Estilos finos e levemente curvos (Figura 31D).
Esqueleto. O esqueleto ectossomal é destacavel, porém tanto o esqueleto ectossomal quanto
coanossomal é confuso e sem tratos definidos. A espécie possui espacos subectossomais
(Figura 31B).
Ecologia. A esponja é frequentemente observada sobre corais e algas calcareas e, na
Martinica, em costdes rochosos verticais.

Distribuigdo. Golfo do México, Caribe e Norte do Brasil (Foz do Amazonas).
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Comentérios. A esponja se diferencia das demais espécies do género pela cor azul e
manutengdo desta apds a fixacdo. Apesar da média ser abaixo de 500 um, como é comum
para 0 género, muitas espiculas sdo longas, excedendo o tamanho méaximo representado na
diagnose do género. Hymeniacidon caerulea e H. glabrata séo as Unicas espécies do género a
possuir estilos frequentemente maiores do que o descrito na diagnose. Além disso, 0s
espécimes aqui avaliados ndo contém fistulas, caracteristico de Hymeniacidon. Portanto, H.
caerulea deve ser alocada em um novo género.

Figura 30 — Relagdo entre as médias do comprimento (um) e da largura (um) dos estilos observados em alguns
representantes do género Hymeniacidon distribuidos no Oceano Atlantico.
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Legenda: Losango representa espécies conhecidas na literatura e circulo novas espécies/morfotipo. Cada cor
representa uma espécie/morfotipo diferente.
Fonte: O autor, 2019.

Hymeniacidon sp. nov.
(Figura 30 e 32 e Tabela 10)

Material examinado. MNRJ: 21346, 21360, 21390.

Descricdo. A esponja tem uma base macica e fistulas conicas cobrindo toda a porcéo apical
do corpo, sem a presenca de Osculos visiveis. A superficie é rugosa e enrugada. A
consisténcia é macia e friavel. A cor é amarela palida (Figura 32A).

Espiculas. Estilos finos e levemente curvos (Figura 32C).

Esqueleto. O esqueleto ectossomal ndo é facilmente destacavel nem definido, mas tende a
formar uma crosta paratangencial, com cavidades subectossomais. O coanossoma é confuso,
mas tratos multiespiculares estdo presentes, assim como uma condensa¢do de tratos axiais

longitudinais, em especial nas fistulas (Figura 32B).



Tabela 10 — Comparacdo dos tipos e tamanhos das espiculas e cores de Hymeniacidon spp. e Rhaphidostyla spp.
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Espécies Localidade Estilos Oxeas Cor

Comprimento Largura Comprimento Largura
H. perlevis' Argentina 110-404 5-16 Amarela
H. glabrata? Caribe 240-800 4-24 Amarela palida
H. heliophila® EUA e Caribe 130-450 3-10 Laranja ou amarela
H. heliophila® Flérida 110,1-224,8(59,4)-303,1 1,7-3,7(1,3)-6,6 Laranja ou amarela
H. heliophila® Rio de Janeiro 106,9-414,2(62,5)-566,6 1,2-11,5(1,9)-11,5 Laranja
H. caerulea* Caribe 232-429,6(122,6)-613 4,8-9,0(3,8)-16,6 Azul
H. caerulea® Foz do Amazonas 191,4-386,2(102,1)-563,9  3,0-5,1(1,7)-8,5 Azul
H. caerulea® Martinica 124,1-376,5(87,5)-620,5 2,7-5,0(3,0)14,5 Azul
H. caerulea® Golfo do México  329,1-342,4(68,0)-453,0 4,3-5,7(1,7)-7,8 Azul
Hymeniacidon sp.® Rio de Janeiro 150,4-197,0(19,0)-284,5 1,9-4,1(1,2)-6,5 Amarela
Hymeniacidon sp. nov.® Maranhdo 128,5-248,7(91,0)-495,9 1,9-5,6(1,8)-10,9 Amarela palida
H. gracilis® Oceano Pacifico 200,0-233,3(18,3)-260,0 3,7-6,3(1,7)-8,7 Branca

Rhaphidostyla kitchingi

Rhaphidostyla sp. nov.5
Rhaphidostyla sp. nov.5

Irlanda

Bahia
Rio de Janeiro

190,8-219,0(10,6)-238,6
168,4-209,3(15,2)-235,6

133,0-216,5(23,2)-269,0

4,1-5,5(0,8)-6,9
2,9-4,7(0,8)-6,0

102,8-169,3(29,5)-262,3
100,5-159,9(29,9)-222,2

2,0-2,0(0,6)-5,0

3,2-6,8(1,8)-9,3
4,3-6,7(1,5)-10,1

Bege esbranquicada
a acinzenada
Branca

Branca

Legenda: Valores: minimo-média(desvio padrdo)-maximo; em micrometros; N= 50. Espécimes depositados no Museu Nacional (MNRJ). Gastaldi et al., 2018; 2Burton,
1954; °Diaz et al., 1993; *Valderrama e Zea, 2013; SNUfiez-Pons et al., 2017, ®presente estudo.

Fonte: O autor, 2019.
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Figura 31 — Anatomia externa e interna de dois exemplares de Hymeniacidon caerulea do Caribe.

]
Legenda: (A) in vivo, (C) apds a fixacgdo, (B) a anatomia interna com o esqueleto halichondréide e (D) os estilos
finos. As escalas das esponjas in situ e ex situ estdo em 1 cm, o esqueleto em 200 pm e os estilos em
100 pm.
Fonte: O autor, 2019.

Ecologia. A esponja é observada em pocas de maré, com a base frequentemente coberta por
areia.

Distribuicdo. Maranh&o, Brasil.

Comentarios. Este € o Unico representante do género encontrado no Nordeste do Brasil até o
momento. A espécie possui uma anatomia interna e externa comum ao do género. No Brasil,
Hymeniacidon sp. nov. € parecida em muitas caracteristicas com H. heliophila, exclusiva da
regido Sudeste e H. perlevis (registro duvidoso). Porém, a esponja se diferencia dos
congéneres pela presenca de fistulas uniformemente arranjadas em todo o corpo sem dsculos
no apice. Esta nova espécie também se difere de outras duas espécies registradas para o
Caribe, H. caerulea e H. glabrata, pois ambas possuem espiculas maiores do que 500 um e

possuem um tipo de crescimento sem a formacao de fistulas conicas e uniformes.
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Figura 32 — Caracteristicas anatdmicas externas (A) e internas (B e C) de Hymeniacidon sp. nov.

AN
Legenda: As escalas sdo (A) 5 cm, (B) 500 pum,
Fonte: O autor, 2019.

(C) estilos 50 pm.

Rhaphidostyla sp. nov.
(Figuras 33 e Tabela 10)

Material examinado. UERJPOR: 65, 190, 198, 215, 218, 343, 351, 393, MNRJ: 2575,
19469.

Descricdo. A espécie apresenta crescimento variando de incrustante a macica com fistulas
bifurcadas, medindo mais de 5 x 3 cm na base e 3 x 2 cm nas fistulas. Os 6sculos sdo
protegidos por uma membrana perioscular e estdo distribuidos de forma irregular no corpo,
muitas vezes posicionados no apice de fistulas. A superficie € macia e irregular, com canais
subdermais conspicuos. A consisténcia € macia e elastica. A esponja parece esfarelar
facilmente, principalmente apds a fixagdo. Os estilos s&o0 maiores do que as dxeas, mas estas
sdo geralmente mais largas. A coloragdo é branca (Figura 33A, B, C e D).

Espiculas. Estilos e 6xeas sem especificidade quanto ao posicionamento no interior da

esponja. Os estilos sdo retos ou levemente curvos, podendo variar para subtilostilos ou
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rabddstilos, em poucos casos. As Oxeas sdo robustas e levemente curvas com terminagdes
aceradas, pontiagudas ou hastadas (Figura 33G).

Esqueleto. O esqueleto ectossomal é composto por uma fina camada de estilos paralelos a
superficie e facilmente destacavel, estando alguns deles em forma de tufos e em profusdo a
superficie. Na regido subdermal h4 uma mistura de estilos e 6xeas tangencialmente dispostas
a superficie. O esqueleto coanossomal é composto de espiculas aleatoriamente orientadas e
sem a formacao de tratos e malhas robustas. A arquitetura é do tipo halicondrdide com poucos
tratos pauci ou multiespiculares ascendentes e auséncia de espongina. A presenca de gréos de
areia no coanossoma da a impressao de que a esponja seja facilmente esfarelada (Figura 33E e
F).

Ecologia. A espécie pode ser encontrada em grande quantidade em baias, nas proximidades
de regides portuarias, nos estados do Rio de Janeiro e Bahia. Os espécimes sdo observados
expostos a luz ou dentro de fendas, se fixando em pedacos de corais, moluscos e pequenos
pedacos de rocha entre 2-15 m de profundidade. Diversos endobiontes Amphiroa brasiliana
Decaisne 1842 and Hypnea cervicornisJ.Agardh, 1851 (Figura 33B e D) e Ophiactis savignyi
(Maller &Troschel, 1842) foram observados nos espécimes coletados. A espécie esta
comumente sobrecrescendo o octocoral Carijoa riisei (Duchassaing & Michelotti, 1860)
(Figura 33A e C), e em menor quantidade, em interagdo com 0s corais invasores Tubastraea
coccinea Lesson, 1829 and T. tagusensis Wells, 1882 e o ofilro exdtico Ophiothela mirabilis
Verrill, 1867.

Distribuicdo. Brasil (Baia de Todos os Santos, Bahia e Rio de Janeiro).
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Figura 33 — Prancha ilustrativa de exemplares de Rhaphidostyla sp. nov.encontrados na Baia de Ilha Grande
(RJ).
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Legenda: A, B e C ilustram associacfes com o octocoral Carijoa riisei e com algas verdes e vermelhas; D-
espécime preservado com forma macica e fistulas e repleto de epifitos, E- corte coanossomal; F-
detalhe de tufos atravessando o ectossoma; G- Oxea e estilos. f= fistula, o- 6sculo e sc= subcanal.
Escalas: A, B e C 2 cm, D- escala em régua (cm), E 200 pm, F 50 pum e G 100 pm.

Fonte: Fotos em campo Dr. Eduardo Leal Esteves, fotos em laboratério, o autor, 2014. Prancha, 2019.

Comentarios. Este morfotipo se trata de uma nova espécie devido ao seu conjunto de
caracteres morfoldgicos Unicos. A espécie possui uma combinacdo de Oxeas e estilos que se
assemelha aos géneros Amorphinopsis, Ciocalapata, Ciocalypta e Laminospongia. O ultimo
género possui crescimento lamelar, completamente diferente do morfotipo aqui estudado. O
género Ciocalapata ndo forma fistulas e o esqueleto tem tratos trabeculares, enguanto a
espécie aqui descrita pode apresentar papilas ou fistulas e os tratos ou malhas ndo séo
robustos ou trabeculares. J4 o género Ciocalypta se diferencia deste pela presenca de uma
superficie com projecbes fistulares transparentes, possuindo um eixo espicular central de
estilos e Oxeas em duas categorias de tamanho e com tratos secundarios robustos
(ERPENBECK e VAN SOEST, 2002), ausentes na espécie aqui descrita. Apesar de

Amorphinopsis se enquadrar nos tipos de espiculas presentes na espécie aqui estudada, o tipo
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de crescimento, a forma do esqueleto e os tamanhos dos estilos e das 6xeas sdo pouco
similares.

Analises moleculares preliminares com o marcador 18S evidenciaram uma similaridade
destes individuos com Rhaphidostyla kitchingi (Burton, 1935) da Irlanda, atualmente
considerada um sinénimo janior de Hymeniacidon. Paralelamente, ambas as espécies se
mostraram distantemente relacionadas das demais espécies de Hymeniacidon, sobretudo H.
perlevis, espécie tipo. Ambas as espécies sdo muito parecidas morfologicamente, com
excec¢do da auséncia de Oxeas na espécie irlandesa (BURTON, 1935). Devido as similaridades
morfolégicas e moleculares, propde-se que o género Rhaphidostyla Burton, 1935 seja
ressuscitado e que a nova espécie seja incluida neste género. A hipdtese de ser uma espécie
introduzida pode ser testada, uma vez que as populaces sdo esparsas e densas. Porém, a
caracteristica espicular potencializa a possibilidade desta espécie ser nova para a ciéncia.

Embora HOOPER et al., (1997) tenha descrito Hymeniacidon gracilis (Hentschel, 1912)
para a Australia contendo coloracao laranja-avermelhada palida, recentemente esta espécie foi
descrita para o Havai com uma morfologia muito parecida com a de Rhaphidostyla sp. nov.,
inclusive com a coloragdo branca (NUNEZ-PONS et al., 2017). A grande diferenca entre H.
gracilis e Rhaphidostyla sp. nov. € que a primeira apresenta exclusivamente estilos que nédo
ultrapassam 400 um. Assim, H. gracilis de diferentes localidades devem ser comparadas em
nivel morfolégico para identificar se existe cromovariacdo na espécie e reconstrucdes
filogenéticas devem ser realizadas para saber se a espécie pertence ao género ressuscitado ou

se mantém no género original, Hymeniacidon.

Género Topsentia Berg, 1899
Espécie tipo: Anisoxya glabra Topsent, 1898b: 234 (by original designation).

Topsentia cf. bahamensis Diaz, van Soest & Pomponi, 1993
(Figuras 34, 35 e 36 e Tabela 11)

Material examinado. MNRJ: 21684a, 21684c, 21802, 21816.

Descricdo. A esponja € amorfa, mas pode haver espécimes maci¢cos e com projecGes
fistulares, fusionadas pela base. A superficie é hispida e irregular. A consisténcia é dura, mas
quebradica, apenas levemente compressivel nas por¢des macicas. A cor externa em vida é

branca ou bege e apds fixacdo é bege (Figura 34C e E).
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Figura 34 — Exemplos da diversidade morfologica de Topsentia spp.

Legenda: Topsentia ophiraphidites (A, B e ,Topsentia cf. bahamensis (D e E) e Topsentia sp. nov. (C). A

escala é de 2 cm.
Fonte: O autor, 2019.

Espiculas. As O0xeas ndo sdo malformadas, fusiformes e divididas em duas categorias de
tamanho (Figura 35B). A presenca de Oxeas em diferentes categorias de tamanho é muito
comum neste género (Figura 36).

Esqueleto. O esqueleto ectossomal ndo tem e o esqueleto coanossomal é denso e confuso,
com pouca espongina, formado por 6xeas distribuidas aleatoriamente. As vezes, pode haver
tratos ascendentes (Figura 33B).

Ecologia. A espécie é encontrada em substratos duros com alguma protecdo a luz e a agéo de
ondas.

Distribuigdo. Golfo do México, Bahamas e Pequenas Antilhas (Caribe).

Comentarios. A espécie apresenta apenas Oxeas com grande variacdo de tamanho, um
esqueleto confuso, sem formacdo nitida de tratos e pouca espongina, caracterizando-a no
género Topsentia (ERPENBECK e VAN SOEST, 2002). As 6xeas malformadas, em duas
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categorias de tamanho e a auséncia de ofirréfides nos espécimes aqui descritos diferem T. cf.
bahamensis dos seus congéneres caribenhos, T. ophiraphidites e T. pseudoporrecta. A espécie
aqui descrita estd sendo caracterizada como confer (cf.), pois ndo possui proje¢des fistulares,
nem esqueleto com arranjo tendendo a radial, como descrito no tipo (DIAZ et al., 1993). Estes
mesmos autores descreveram a espécie T. pseudoporrecta para grandes profundidades (>200
m) na regido caribenha, contendo uma base subesférica, projecdo oscular em forma de

cavidade, oposto de T. bahamensis.

Topsentia ophiraphidites (de Laubenfels, 1934)
(Figuras 34, 35 e 36 e Tabela 11)

Material examinado.MNRJ: 8345, 21684, 21684b, 21684d.

Descricdo. Esponja macica, ora com projecdes fistulares ou lobulares grossas, fusionadas pela
base, com cerca de 20 cm de diametro. A superficie & microhispida com relevo irregular. Os
Osculos sdo pequenos (1 mm), dispersos, normalmente situados no topo de pequenas
projecdes wvulcaniformes. A consisténcia € dura, mas quebradica, apenas levemente
compressivel nas por¢cdes macigas. A cor externa em vida é branca ou cinza (menos comum)
com manchas vinho, creme ou cinza-amarronzada na superficie. Internamente, a coloracdo €
branca e apos a fixacdo em alcool, a esponja torna-se bege, com a maioria das manchas
desaparecendo por completo (Figura 34).

Espiculas. As Gxeas sdo curvas e pode haver estrongiléxeas na regido central. Tanto as 6xeas
grandes quanto as pequenas parecem malformadas, sinuosas e sdo encontradas em duas ou
trés categorias de tamanho. Ha dxeas ofirrafides que formam quase um trapézio (Figura 35C).
Esqueleto. O esqueleto ectossomal ndo tem especializacdo e ndo € destacavel, apesar de
apresentar tufos de Oxeas pequenas justapostas e atravessando a superficie. O esqueleto
coanossomal é denso e confuso, com pouca espongina, formado por Oxeas distribuidas

aleatoriamente e, as vezes, formando feixes vagos sob a superficie (Figura 35E e F).
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Figura 35 — llustragdo da arquitetura esquelética e da forma das espiculas encontradas em Topsentia spp.

Legenda: Topsentia sp. nov.(A e C), Topsentia cf.bahamensis (B e D) e Topsentia ophiraphidites (E e F).
Escalas dos esqueletos estdo em 200um, das 6xeas em 100 um e da extremidade de uma 6xea em 25
um (C).

Fonte: O autor, 2019.



Tabela 11 — Comparacdo espicular de Topsentia spp. do Atlantico, Mar do Caribe, Golfo do México e o tipo do Mar Mediterraneo.

Espécimes Local Oxea | Oxea Il Oxea Il1 Oxea sinuosa
T. glabra Acores, Ausente
Mediterraneo? 500-930/ 13-20 100-200/ 3-6
T. pseudoporrecta Caribe Central® 260-480/7-12 475-900/ 10-25 1000-1800/ 25-60 Ausente
T. bahamensis Bahamas? 200-300-500/ 6-9-13 500-650-800 / 8-19-32 Ausente
T. cf. Bahamensis Martinica* 143,0-264,6(96,5)-461,4 / 528,0-682,4(91,3)-888,9/ 9,9- Ausente
6,8-7,9(2,6)-16,2 19,5(5,8)-31,8
T. cf. Ophiraphidites  Caribe? 160-400/ 4-10 350-800/ 6-20 600-1100/ 15-40 Ausente
Maranh&o® 110-390/ 2,5-10 370-1300 / 5-27,5(40) Ausente
Bacia Potiguar* 172-356-618 Ausente
Fernando de Ausente
Noronha® 300-514-740/6-9-14
BTS, Bahia® 239-1126/7-30 Ausente
T. ophiraphidites B. Camamu, Presente
Bahia’ 194,2-236,1-260,7 / 5,3-6,3-8  279,3-377,6-473,5/8-10,4-13,3  650-809,7-980 / 20-26,7-40
Martinica* 193,2-301,4(72,1)-475,5/  411,2-617,3(125,3)-877,5/6,0- 942,8-1061,6(231,9)-1469,7 Presente
4,3-8,4(2,6)-15,0 17,3(6,5)-32,0 /30,9-38,4(13,3)-61,2
Bahia* 118,5-259,1(66,3)-375,0 / 454,6-651,7(69,7)-723,6 / 3,4-  793,5-867,9(140,6)-1260,0/ Presente
4,2-7,1(1,8)-9,0 15,0(4,1)-21,0 20,1-23,4(3,6)-32,2
Topsentia sp. nov. Golfo do 237,2-321,0(61,3)-440,6 / 461,6-593,6(80,8)-728,6 / 9,7-  761,6-853,8(86,5)-1010,6 / Ausente
México* 4,8-10,8(2,7)-15,0 16,8(4,8)-26,6 15,5-20,9(6,2)-32,3
Fernando de 122,2-300,6(58,0)-376,6 / 236,3-421,6(70,9)-772,4 / 3,0- 497,4-642,2(84,6)-904,5/ Ausente
Noronha* 2,2-3,8(1,4)-8,8 7,5(2,7)-17,6 3,5-12,6(4,4)-27,6
Cearad* 255,0-447,2(126,5)-871,9/ 1094,3-1131,6(91,6)-1304,6 / Ausente
3,0-9,2(4,0)-25,8 18,1-27,2(6,4)-35,5
Bahia* 1)138,6-323,0(118,5)-520,6 / 577,4-731,6(109,8)-1003,1 / Ausente

2,4-5,6(2,1)-11,9

3,0-13,0(4,7)-24,9

98

Legenda: As medidas sdo apresentadascomo minimo-média(desvio padrdo)-maximo, em micrémetros (um) e como comprimento / largura. *presente estudo, ‘Topsent, 1898,
2Diaz et al., 1993, 3Mothes et al., 2004, “Muricy et al., 2008, Moraes, 2011, ®Hajdu et al., 2011 e "Lage, 2013.
Fonte: O autor, 2019.
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Ecologia. A espécie é encontrada em substratos duros com alguma protecéao a luz, entre 5-25
m de profundidade e em ambientes com baixo hidrodinamismo. Espécimes do género ja
foram coletados a mais de 50 m de profundidade na regido amazonica. Diversos epibiontes
foram encontrados, especialmente animais com crescimento incrustante. A coloragdo na
superficie é provavelmente devido a associacdo com cianobactérias.

Distribuicdo. Atlantico Tropical Ocidental, desde o Caribe até o estado da Bahia (Brasil),
incluindo as ilhas oceénicas, exceto o Arquipélago de Sao Pedro e Sdo Paulo.

Comentéarios. Os espécimes aqui descritos sdo similares os demais registrados por de
Laubenfels (1954) e Diaz et al. (1993), no Caribe devido a presenca de 6xeas fusiformes e
estrongiloxeas com grande variagdo de tamanho, deformadas e sinuosas. Estas Ultimas séo
caracteristicas de T. ophiraphidites, em especial, quando observadas nas menores espiculas
(Figura 35D). A espeécie tem sido descrita para todo o litoral nordeste brasileiro (ver Tabela
11), porem a maioria das identificacbes deve tratar de outra espécie, com excecdo de Lage
(2013). As Oxeas sinuosas, ofirrafides, s6 foram encontradas para uma amostra da Bahia no
tocante e Lage foi a Unica autora a descrever tais 6xeas, no Brasil. Mothes et al. (2004) e
Muricy et al. (2008) encontraram Oxeas, estrongilos e estrongildxeas nos exemplares
maranhenses e potiguares, diferenciando-os das espiculas caracteristicas de T. ophiraphidites.
Por sua vez, Hajdu et al.(2011) e Moraes (2011) descreveram exclusivamente Oxeas, com
grande variacdo de tamanho, para especimes da Bahia e das Ilhas Oceanicas Brasileiras,
respectivamente. As amostras de Topsentia, sem Oxeas sinuosas, mas similares,

anatomicamente, a T. ophiraphidites, estdo descritas abaixo como Topsentia sp. nov.

Topsentia sp. nov.
(Figuras 34, 35 e 36 e Tabela 11)

Material examinado.MNRJ: 20224, 21714, 21727, 21728, 21729, 21730, 21731, 21734,
21736, 21737.

Descricdo. A esponja é macica com projecdes fistulares ou lobulares fusionadas pela base. A
superficie € microhispida com relevo irregular e quase lisa. Os Osculos sdo pequenos,
dispersos, normalmente situados no topo de pequenas projecbes vulcaniformes. A
consisténcia é dura, mas quebradica. A cor é externa em vida, branca ou cinza (menos
comum) com manchas vinho e creme na superficie. Internamente a coloracéo é esbraquicada
(Figura 32). No alcool torna-se bege, com a maioria das manchas desaparecendo por

completo.
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Espiculas. Oxeas curvas fusiformes grossas ou finas, em duas ou trés categorias de tamanho.

N&o ha dxeas sinuosas (Figura 33).

Figura 36 — Relacdo entre as médias do comprimento (um) e da largura (um) das oxeas observados no género

Topsentia.
45
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. ® A
5 20 « L a
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10 1 ’ + I ophiraphidites @ &
+ T prendoporrecia @ &
5 # T bahamensiz @ &
Topsentia sp.
0 T T "
0 300 1000 1300

Comprimento pm
Legenda: Cada simbolo representa uma categoria de tamanho diferente para as 6xeas em Topsentia spp. Losango
indica a menor categoria, circulo a média e tridngulo a menor. Cada cor representa uma
espécie/morfotipo diferente.
Fonte: O autor, 2019.
Esqueleto. Esqueleto ectossomal sem especializacédo, formado por dxeas pequenas justapostas
e atravessando a superficie. Esqueleto coanossomal denso e confuso, Oxeas distribuidas
aleatoriamente (Figura 35).
Ecologia. As esponjas habitam areas protegidas da luz e de forte hidrodinamismo.
Invertebrados de tdxons sdo encontrados sobre ou dentro dos espécimes.
Distribuicdo. Ceara, Fernando de Noronha e Bahia, Brasil.
Comentarios. Topsentia sp. nov. se difere de T. ophiraphidites pela auséncia de pequenas
Oxeas sinuosas, a qual é denominada ofirrafide, e que é o carater diagnostico da segunda
espécie. Além disso, muitas 0xeas finas foram observadas no morfotipo aqui descrito, o que
ndo ocorre em T. ophiraphidites. A auséncia de ofirrafides ja foi evidenciada em alguns
trabalhos no nordeste do Brasil (MURICY et al., 2008; HAJDU et al., 2011; MORAES,
2011). No Brasil, T. ophiraphidites tem a sua distribuicdo mantida apenas para o estado da

Bahia, tanto na Baia de Todos o0s Santos quanto na Baia de Camamu.
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3.5 Discussao

A ordem Suberitida € aceita, mas a sua definicdo ainda permanece em debate porque a
descricdo do grupo é considerada insatisfatéria. Basicamente, as esponjas sao identificadas
pelos tipos espiculares e como eles se distribuem no esqueleto, adicionados a caracteres
externos, como forma de crescimento, tipo de superficie, consisténcia e cor (ver exemplos em
DE VOS et al., 1991). Esta confusdo se da porque as familias Stylocordylidae, Suberitidae e
Halichondriidae formam um grupo monofilético (ver Capitulo 3 e referéncias em
CHOMBARD e BOURY-ESNAULT, 1999; MORROW e CARDENAS, 2015), mas,
morfologicamente, estas familias possuem caracteristicas muito distintas, sendo inclusive
diagnosticadas por auséncia de caracteres. Um exemplo cléssico é a diagnose de Suberitidae
como sendo um grupo representado pela auséncia de um cortex reconhecivel (VAN SOEST,
2002b) ou pela presenca de poucos caracteres, como esqueleto ectossomal tangencial e
coanossomal confuso e auséncia de microscleras em Halichondriidae (ALVAREZ e
HOOPER, 2010). Entretanto, as diagnoses atuais das familias ndo condizem com as
descricdes de todos os representantes de cada uma dessas familias (VAN SOEST et al., 1990).
Neste exemplo, os autores evidenciaram que a diagnose de Halichondriidae sé era bem
aplicada para o género tipo, ou seja, para o género Halichondria. Mesmo assim, reconstrucoes
filogenéticas com marcadores nucleares tém indicado parafilia no género (REDMOND et al.,
2013; THACKER et al., 2013; GASTALDI et al., 2018). Esta parafilia sugere que as espécies
H. marianae e H. melanadocia (Atlantico Tropical Ocidental), H. magniconulosa (Caribe) e
H. okadai (Japdo) descritas como Halichondria e que formam um complexo de espécies,
provavelmente, ndo sdo do género Halichondria, pois estdo pouco relacionadas com o clado
onde a espécie tipo H. panicea se insere. Os demais géneros da familia, naquele momento
ainda tratada como ordem Halichondrida, apresentam caracteristicas adicionais e, algumas
vezes, opostas as da diagnose do grupo. Assim, a reexaminacao dos holétipos de todos os
géneros é fundamental para que se tenha uma real clareza dos caracteres morfologicos
diagndsticos dos géneros de Suberitida.

Neste capitulo foi possivel redescrever espécies e descrever novas especies, utilizando
exclusivamente caracteristicas morfoldgicas. Por outro lado, alguns morfotipos foram
discriminados, porém a identificacdo especifica ndo foi possivel de ser realizada devido a
sobreposicdo de caracteres com espécies ja conhecidas. Sendo assim, pode-se dizer que

existem caracteristicas diagnosticas para os representantes de Suberitida e por isso a
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redefinicdo de alguns grupos é necessaria. Dentre as 29 descri¢des e redescri¢fes, cinco se
tratam de novas espécies, sendo um género ressuscitado para alocar uma delas. Algumas
espécies foram mantidas como sp., porque as diferencas ainda ndo sdo robustas o suficiente
para defini-las como novas espécies ou alocar em espécies ja existentes e, por isso, a
taxonomia integrativa é fundamental (BOURY-ESNAULT et al., 2013). Esta decisdo poderia
ser tomada ao observar as relagbes de tamanho das principais espiculas de cada género, como
indicado nos graficos de dispersdo, mas a classificacdo taxondmica baseada exclusivamente
na analise do tipo e tamanho das espiculas de Porifera jA se mostrou muito equivocada,
principalmente em géneros contendo espiculas com ampla variagdo de tamanho e diferentes
categorias de tamanho. Para dimensionar tal equivoco basta comparar 0s grupos existentes no
Systema Porifera (HOOPER e VAN SOEST, 2002a) com a Ultima proposta de Morrow e
Cérdenas (2015) que levaram em consideracdo a taxonomia integrativa. Diversas descri¢oes
foram consideradas como cf., pois ainda sdo necessarias mais comparagdes, sobretudo com
espécimes da regido tipo de cada espécie. Em 2016, por exemplo, Erpenbeck e colaboradores
afirmaram que a taxonomia de Porifera s6 faz sentido se for feita quando comparada ao
material tipo. A partir da comparacdo com o tipo, pode-se definir neste estudo que o
morfotipo cf. Terpios ndo se trata de uma espécie do género Terpios, uma vez que o tildstilo
globoso e a perda de cor apds a fixacdo ndo sdo caracteristicos do género (RUTZLER e
SMITH, 1993). Grande parte dos UTOs que sdo considerados como possiveis novas espécies
de Suberitida foram coletados em habitats de facil acesso, como pocas de maré e costdes
rochosos rasos (<5 m). Assim, fica evidente que a diversidade de Porifera ainda é subestimada
nas regifes tropicais do continente americano e que ainda existem diversas esponjas
esperando para serem descritas em areas que despendem de baixo custo energético e
financeiro.

Para a familia Suberitidae, trés géneros foram identificados neste estudo: Aaptos,
Suberites e Terpios. Aaptos sp. 1, Aaptos sp. 2 e Aaptos sp. 3 possuem caracteristicas
morfoldgicas singulares em combinacdo, porém as caracteristicas morfolégicas normalmente
utilizadas na descri¢do de poriferos, como tipo de espicula, arquitetura esquelética, forma de
crescimento e cor, variam pouco dentro do género (KELLY-BORGES e BERGQUIST,
1994). Exemplos desta pouca variacdo de caracteres pode ser evidenciada pela presenca de
espiculas mucronadas ou telescopicas encontradas em Aaptos sp. 1, mas que também podem
ser vistas em espécies registradas por Carvalho et al. (2013) e por Moraes (2011) para a Bacia
Potiguar e para o Atol das Rocas, mesma localidade do morfotipo aqui analisado. O Gltimo

autor, descreveu esta espécie como Aaptosa aptos (Schmidt, 1864), contudo, ap6s uma
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revisdo para o Brasil, Carvalho et al. (2013) definiram que a espécie ndo ocorre no pais. Para
Aaptos sp. 2, a presenca de Oxeas pode ser considerado um forte carater diagnostico, pois
nenhuma outra espécie de Aaptos descrita para o Brasil até 0 momento possui esta espicula
em seu conjunto esquelético. Entretanto, as 6xeas observadas no esqueleto do morfotipo ndo
sdo abundantes, o que gera uma ddvida quanto a sua real existéncia. Por fim, o morfotipo 3
esta localizado no Rio de Janeiro e possui estrongiléxeas maiores do que 2000 um com pontas
sdo agudas e ndo telescépicas, diferenciando-se das demais espécies. Possivelmente, este
morfotipo se trata de Aaptos sp., como descrita por Muricy e Hajdu (2006) para a regido
Sudeste. Solé-Cava et al. (1981) descreveram Aaptos aaptos para o estado do espirito Santo,
também na regido Sudeste. Porém, a inexisténcia da menor categoria de estrongiloxeas e 0s
estilos maiores do que do tipo de A. aaptos (ver revisdo em KELLY-BORGES e
BERGQUIST, 1994) indica que esta identificacdo foi errbnea. Adicionalmente, os exemplares
avaliados por Solée-Cava et al. (1981) nd3o possuem espiculas maiores do que 1600 um,
diferenciando-a também do morfotipo Aaptos sp. 3. Sendo assim, é possivel que mais trés
espécies de Aaptos sejam descritas para o litoral brasileiro, somando-se as ja descritas A.
aglutinans, A. bergmanni, A. hajdui e A. potiguarensis.

A maior representacdo do género Suberites ¢ dada em aguas frias com apenas 10% de
suas espécies distribuidas nas aguas tropicais ocidentais do Atlantico. No presente estudo, a
ampla distribuicdo de Suberites aurantiacus por toda a regido Tropical e Subtropical Atlantica
foi corroborada. A espécie possui, desde o Golfo do México (RUTZLER et al., 2009) até o
estado de Santa Catarina (MURICY et al., 2015), no Brasil, 0 mesmo padrdo morfoldgico
com crescimento macico, superficie rugosa e aveludada, cor verde externamente e esqueleto
quase radial composto por tilostilos em duas categorias de tamanho e buqués abertos. A Unica
excecao para a especie, evidenciada em espécimes para o Caribe (COLLIN et al., 2005) e
Brasil (MURICY e HAJDU, 2006), é a de que a tipica coloracdo verde externamente pode
variar desde vermelho até roxo, sendo a cor amarela internamente invariavel. A variacdo de
cor existente em S. aurantiacus é um carater que deve ser levado em consideracdo, mas nao
pode ser superior as caracteristicas esqueléticas da espécie. Aqui, Suberites sp. nov. e
Suberites sp. 1 se enquadram na variacdo de cor de S. aurantiacus, porém divergem,
especialmente, na forma dos buqués ectossomais. Além disso, Suberites sp. nov. possui
tiléstilos muito maiores do que S. aurantiacus, o que difere ambas as espécies, em definitivo.
O tipo de buqué ectossomal é um carater que nunca foi levado em consideragcdo na taxonomia
alfa do género, a qual elenca majoritariamente a presenca de tildstilos em duas categorias de

tamanho e a forma do corpo, como caracteristicas diagnosticas (RUTZLER e SMITH, 1993).
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Porém, a cor é um caréater tdo plastico em Porifera, que algumas espécies podem apresentar
cores diferentes, mas o mesmo gendtipo (LOPEZ-LEGENTIL et al., 2010). Diferentes
morfotipos da espécie S. diversicolor da Indonésia possuem duas linhagens genéticas distintas
Becking et al. (2013), evidenciando plasticidade fenotipica no primeiro caso e cripticismo no
segundo. Portanto, para resolver a taxonomia de Suberites, é fundamental que detalhes
morfoldgicos sejam levados em consideracdo, sendo os principais deles, a forma do buqué e o
tipo de tilo que caracteriza cada espécie.

Terpios fugax é a espécie tipo do género e que tem uma distribuicdo exclusiva para o
Oceano Atlantico, nas Américas Central e Sul (DUCHASSAING e MICHELOTTI, 1864;
RUTZLER e SMITH, 1993; MURICY e HAJDU, 2006; PEREZ et al., 2017). Contudo,
diversos autores registraram, erroneamente, a espécie para o litoral da Europa (STEPHENS,
1915; TOPSENT, 1934,BOURY-ESNAULT, 1971; BOURY-ESNAULT e LOPES, 1985;
CRUZ, 2002), Africa (LEVI, 1952) e para 0 Oceano indico (THOMAS, 1985). O equivoco na
identificacdo da espécie se da pela sua cor azul em crostas extremamente finas, fixadas em
substratos duros. Esta é uma caracteristica quase que exclusiva em Porifera. O que diferencia
T. fugax dos seus congéneres azuis, T. manglaris no Atlantico Ocidental e T. gelatinosus na
Europa e Atlantico Oriental é a forma do tilo, nos tiléstilos. Os tilos dos espécimes aqui
descritos para T. fugax se assemelham muito com a variacao apresentada por Ritzler e Smith
(1993) para o Caribe. O mesmo pode ser dito para o Unico exemplar de T. manglaris obtido
neste estudo, o qual apresentou um tilo achatado e quadrilobado como descrito pelos autores
supracitados. Por sua vez, os trés exemplares obtidos do mar Mediterraneo possuem
particularidades que indicam ser espécies diferentes. MNRJ 21813 possui tilo globoso e perde
a cor apos a fixacdo, caracterizando-se como fora de Terpios. Possivelmente, este morfotipo
se refere a uma Protosuberites, mas a classificacdo so sera realizada ap6s a filogenia. Por sua
vez, MNRJ 21814 e 21815 ndo perdem a cor azul e possuem tilo alongado e multilobado
aproximando-se a T. gelatinosus. As reconstrucdes filogenéticas com esta espécie contam
historias diferentes ao compararmos os dados de 28S de Morrow et al. (2012) e de Idan e
colaboradores (2018) e, portanto, uma definicdo ndo pode ser tomada. Porém, € possivel que
T. gelatinosus seja uma espécie separada de T. fugax. Por outro lado, os espécimes com tilos
cilindricos em vez de multilobados e que se mantém na cor azul, correspondem a uma nova
espécie de Suberitidae. Além das espécies de cor azul, aqui foram analisados espécimes de
Terpios na coloragdo laranja para o Nordeste e Sudeste do Brasil, os quais representam a
espécie T. belindae, cujos tilos sdo achatados e multilobados (RUTZLER e SMITH, 1993).

Sendo assim, a distribuicdo da espécie previamente descrita inicialmente para Belize e,
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posteriomente, para o estado do Amapa (MOTHES et al., 2006), agora amplia-se até o Rio de
Janeiro, incluindo o Parque Nacional Marinho dos Abrolhos, no estado da Bahia.

Com relacdo a familia Halichondriidae, 15 UTOs representando quatro ou cinco
géneros foram descritos no presente estudo. Esta dlvida se deve ao fato de a presenca de
Topsentia em Halichondriidae ser extremamente duvidosa. Até o momento, Amorphinopsis
atlantica era a Unica representante do género localizada no Oceano Atlantico (CARVALHO
et al., 2004; VAN SOEST et al., 2019). De acordo com o tamanho das espiculas (6xeas e
estilos) parece que existe uma nova espécie de Amorphinopsis para as Américas, desta vez
para o sul do Caribe. A definicdo deste espécime como uma nova espécie s6 nao foi realizada
com base nos caracteres morfoldgicos, porque os fragmentos obtidos na cole¢do de Porifera
do MNRJ séo muito pequenos, impossibilitando a descrigdo minuciosa dos caracteres
externos, apesar da estrutura esquelética apontar grandes diferencas com relacdo ao congénere
da America do Sul atlantica, o qual possui apenas uma categoria de Oxeas com valores
maximos de 825 um (CARVALHO et al., 2004; SANTOS et al., 2018), enquanto 0 novo
morfotipo possui duas categorias de O0xeas ultrapassando 1500 um. O espécime analisado
aqui, se enquadra em Amorphinopsis por apresentar o0 conjunto espicular com duas categorias
de Oxeas e uma categoria menor de estilos em um esqueleto levemente confuso como as
caracteristicas descritas para a espécie tipo A. excavans (CARTER, 1887) no Oceano indico e
uma morfologia externa similar a de A. atlantica.

De acordo com as caracteristicas morfologicas, foi constatada a presenca de
Halichondria melanadocia para os estados do Maranhdo, Pernambuco e Bahia e para o
Caribe. Halichondria marianae € outra espécie do género que observada em ambas as regides.
A segunda espécie, por exemplo, foi diagnosticada pela presenca da combinacdo de Oxeas
maiores do que 500 um e coloragdo verde escura (SANTOS et al., 2018), diferenciando-a de
H. melanadocia que é descrita com 6xeas chegando a 450 um e cor preta acinzentada
externamente e verde amarelada internamente (DE LAUBENFELS, 1936; DIAZ et al., 1993).
Neste estudo, foram tratados como H. melanadocia os espécimes cujas espiculas nédo
ultrapassaram 700 um e que apresentavam coloracdo verde escura a preta, com o interior
verde amarelado. Aqui, todos os espécimes tiveram duas categorias de dxeas, assim como foi
observado em um espécime do Caribe por (DIAZ et al., 1993). J4 H. marianae foi descrita
pela observacdo de Oxeas fusiformes em duas categorias de tamanho e ultrapassando os 800
um, tanto no Nordeste do Brasil quanto no Caribe. Além disso, foram observados espécimes
na cor verde e amarela. Grande parte dos representantes deste género € de dificil identificacdo

morfolégica, pois apresentam um conjunto espicular pouco variavel (DIAZ et al., 1993;
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ALVAREZ e HOOPER, 2010), aumentando o poder diagnostico para 0s caracteres
fenotipicos, os quais podem variar grandiosamente de acordo com as condi¢es ambientais.
Embora a dispersdao das médias das 6xeas ndo tenha se mostrado uma ferramenta atil na
diferenciacdo de espécies de Halichondria, sugere-se que as diagnoses das espécies deste
género sejam mais minuciosas, evidenciando especificidades quantitativas, aliadas as
qualitativas. Ambas as espécies precisam ter as suas diagnoses revistas, adicionando-se as
medidas maximas e minimas de ambas as categorias espiculares e evidenciando toda a
variacao externa das espécies.

Ainda com relacdo ao género Halichondria, o Unico espécime encontrado para o
Maranhdo com cor acinzentada e superficie rugosa, Halichondria sp. 1se distingue das demais
espécies de Halichondria distribuidas pelo Atlantico Ocidental pela presenca de 0xeas em
duas categorias, sendo a segunda superior a 1200 um. Devido a presenca desta espécie, a
dispersdo das medias das Oxeas ndo se mostrou uma estratégia boa o suficiente para
diferenciar as espécies. A Unica especie encontrada na regido que possui 6xeas maiores do que
1000 um é H. latea de Cuba. Porém, ambas as espécies se diferenciam quanto a forma de
crescimento, cor e habitat (DIAZ et al. 1993). No Brasil, H. marianae é a espécie mais similar
ao morfotipo sp. 1 descrito aqui, mas grandes diferencas internas e externas sdo observadas.
Por fim, Halichondria sp. nov.encontrada na Baia da Ilha Grande, Rio de Janeiro, ndo possui
muitos caracteres diagnosticos de Halichondria, mas ao mesmo tempo suas caracteristicas
morfologicas a tornam uma espécie totalmente diferente das demais ja descritas para a regido
Sudeste do Brasil (CARVALHO e HAJDU, 2001). De acordo com vanSoest et al. (2019),
existem 15 espécies validas de Halichondria (Halichondria) para o Oceano Atlantico Tropical
e Subtropical. Destas, nove espécies sao restritas para a regido Tropical (Mar do Caribe, Golfo
do Meéxico e Florida), quatro sdo exclusivas para a regido costeira do Brasil (Sudeste) e H.
marianae e H. melanadocia sdo compartilhadas entre estas regides (Caribe e Nordeste
brasileiro). A identificacdo das espécies de Halichondria precisa ser feita através da separacéao
de categorias de espiculas e com o auxilio de ferramentas moleculares para que se possa
distinguir variacao interpopulacional de interespecifica.

Hymeniacidon é um género amplamente distribuido com mais de 50 espécies
existentes, sendo a sua maior representatividade em aguas temperadas (VAN SOEST et al.,
2019). Para 0 OATO, Mar do Caribe e Golfo do México, apenas trés espécies sdo descritas.
Apesar de Hymeniacidon heliophila ser considerada amplamente distribuida na regido (desde
0os EUA até o Sudeste do Brasil), as espiculas dos espécimes do Rio de Janeiro séo

exclusivamente estilos, assim como na diagnose do género (ERPENBECK e VAN SOEST,
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2002), mas diferindo dos possiveis subtiléstilos descritos para os espécimes dos EUA e
Caribe (DIAZ et al., 1993; VAN SOEST, 2017). Esta diferenca indica que possivelmente os
espécimes de H. heliophila do Brasil representam uma espécie distinta. Recentemente, em
uma revisdo da espécie tipo do género, H. perlevis, Gastaldi e colaboradores (2018)
elucidaram a existéncia de lobos nos estilos de individuos da Argentina e indicaram o
agrupamento desta espécie com H. sinapium e H. heliophila, por meio de uma filogenia com a
subunidade da citocromo c oxidase (COX1). A partir do exposto é possivel, algumas
hipoteses podem ser criadas: i) H. heliophila do Sudeste do Brasil representa uma nova
espécie dentro do género, contendo exclusivamente estilos curtos, ii) H. perlevis da
Argentina, assim como H. heliophila do Caribe, ambas com capacidade de produzir
subtilostilos como megascleras, sdo representantes de um novo género e iii) se as duas
hipdsteses anteriores forem refutadas por dados morfologicos e moleculares comparando
individuos das localidades tipo de cada espécie, a diagnose do género Hymeniacidon deve ser
modificada. Apesar de faltarem dados comparativos das espécies de localidades tipo, € muito
provavel que a diagnose do género tenha que ser modificada para espécies contendo estilos e
subtilostilos, ja que essas especies parecem formar um complexo de espécies fortemente
relacionado.

Ainda sobre o género Hymeniacidon, neste estudo uma nova espécie foi identificada
para 0 estado do Maranhdo, apresentando um corpo coberto por fistulas cilindricas.
Hymeniacidon caerulea foi observada tanto em aguas caribenhas quanto brasileiras, sendo
este 0 primeiro registro da espécie para o litoral do Brasil. A espécie foi registrada no corredor
de esponjas marinhas, localizado abaixo da foz do Rio Amazonas (COLLETTE e RUTZLER,
1977; MOURA et al., 2016), ambiente que forma um complexo sistema recifal e faz desta
regido, uma faixa transitoria entre as faunas caribenhas e brasileiras. A dispersao dos valores
médios dos estilos indica baixa amplitudade no tamanho dessas espiculas e indica que a
grande maioria das espécies analisada possui uma média de espiculas com valores menores do
que 500 pm, como descrito na diagnose do género (ERPENBECK e VAN SOEST, 2002).
Sendo assim, qualquer espécie sem papilas e contendo uma média dos estilos maior do que
500 pm ou em mais de uma categoria deve ser descrita em um género distinto.

Rhaphidostyla sp. nov. foi registrada para as baias de Todos os Santos (Bahia) e Ilha
Grande (Rio de Janeiro). Este morfotipo possui cor branca, presencga de fistulas bifurcadas e
estilos e 6xeas como megascleras, mas sem localizagdo especifica no esqueleto, aproximando-
0 de Halichondriidae (preferencialmente, Amorphinopsis, Ciocalapatae Ciocalypta) e
distingue de Mykxillidae e Raspaillidae (VAN SOEST et al.,, 1990). Contudo, anélises
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filogenéticas com o marcador nuclear 18S apontaram a similaridade da espécie com
Hymeniacidon kitchingi, porém ambas em um ramo muito longo, indicando alta taxa de
mutacao presente nestas espécies atualmente. A ressurreicdo do género Rhaphidostyla Burton,
1935 deve ser realizada para alocar R. kitchingi e a nova espécie de Rhaphidostyla aqui
descrita. Diante de tantas contradicdes aquele género, a alta similaridade morfologica entre as
espécies e o baixo grau de variagdo esquelético entre as espécies (DIAZ et al., 1993;
ERPENBECK e VAN SOEST, 2002) fica evidente que estudos filogenéticos sdo essenciais
para compreender 0 posicionamento das espécies de Hymeniacidon e delimitar sua variacdo
morfoldgica dentro da familia Halichondriidae.

Dentro do género Topsentia, trés morfotipos foram evidenciados de acordo com a
forma e tamanho das Oxeas e estrutura esquelética. Topsentia cf. bahamensis, foi
diagnosticada por apresentar espiculas robustas, em duas ou trés categorias de tamanho, sendo
as oxeas ora lisas ora deformadas e com esqueleto confuso, corroborando a diagnose do tipo
encontrado na regifo caribenha (DIAZ et al., 1993). As projecdes fistulares descritas para os
espécimes tipos, ndo foram observadas nos individuos descritos aqui, sendo esta a maior
diferenca encontrada. Especimes de Topsentia ophiraphidites foram encontrados tanto do
Caribe quanto no Brasil, corroborando descricdes prévias (DE LAUBENFELS, 1934; DIAZ
et al., 1993). Contudo, na Amazodnia Azul, outro morfotipo de Topsentia foi encontrado, o
qual foi aqui determinado como Topsentia sp. nov. A maior diferenca morfolégica entre
ambos os morfotipos é que T. ophiraphidites possui 0xeas pequenas sinuosas, ou seja, muito
deformadas, as quais ndo sdo observadas em Topsentia sp. nov. A dispersdo do tamanho das
espiculas no género mostra claramente a diferenciacdo no tamanho das espiculas de categorias
distintas, sendo esta uma forma adicional na descricdo de espécies do género.

A decisdo de separar T. ophiraphidites do Brasil e do Caribe em dois morfotipos
distintos se da pelo fato das pequenas 6xeas modificadas, serem chamadas ofirrafides e darem
0 nome a espécie. Exemplares de T. ophiraphidites parecem se distribuir pela regido
caribenha e nas baias do estado da Bahia, Nordeste do Brasil (DIAZ et al., 1993, LAGE,
2013), enquanto Topsentia sp. nov. é encontrado ao longo do litoral nordestino do Brasil e nas
ilhas oceénicas brasileiras (MURICY et al., 2008; HAJDU et al., 2011; MORAES, 2011).
Estudos experimentais com Topsentia sp. nov. e T. ophiraphidites sdo necessarios para testar
a hipotese de crescimento e modificagdo no tipo espicular em ambientes com diferentes
concentragdes de silica. Isto se faz necesséario devido a capacidade de esponjas, como a
poecilosclerida Crambe crambe (Schmidt, 1862), produzirem espiculasaltamente deformadas

e compactas, do tipo desma, em ambientes com altas concentracGes de silica, assim como,


http://www.marinespecies.org/porifera/porifera.php?p=taxdetails&id=132715
http://www.marinespecies.org/porifera/porifera.php?p=taxdetails&id=132715
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suprimir tal espicula em ambientes com menor disponibilidade deste composto
(MALDONADO et al., 1999).

Apesar da identificagdo de diversas espécies ter sido realizada com sucesso neste
estudo, a necessidade de utilizar a taxonomia integrativa em Suberitida € evidente. Isso se da
porque a maioria dos géneros possui caracteres diagnosticos pouco variaveis, como esqueleto
confuso, mas com possivel formagdo de tratos, sem muita definicdo, em Halichondriidae
(ERPENBECK e VAN SOEST, 2002), e a formacdo de um esqueleto radial ou tendendo para
radial com terminacdes em buqués ou em uma palicada, em Suberitidae, mas sem uma
definicdo de cortex desenvolvido (VAN SOEST, 2002b). Por outro lado, a maioria dos
caracteres normalmente utilizados na diagnose das espécies de Suberitida é plastica, tais como
a forma de crescimento e a cor nos géneros Suberites, Halichondria e Hymeniacidon. O tipo
espicular, que geralmente é diagnostico de géneros, ndo pode ser utilizado sozinho em
Suberitida, uma vez que a diagnose da ordem aponta a auséncia de microscleras, mas
centrotilotos e tricodragmas podem ser encontrados em Stylocordyla, Epipolasis, Suberitese
Rhizaxinella (VAN SOEST, 2002a,b). Além disso, 0xeas e estilos, em conjunto, s&o comuns
nos géneros Amorphinopsis, Ciocalapata, Ciocalypta e Laminospongia (Halichondriidae),
enquanto, Vosmaeria pode ter tilostilos em adicdo as 6xeas (ERPENBECK e VAN SOEST,
2002). Ou seja, o conjunto espicular e a sua distribuicdo no esqueleto em Suberitida ndo séo
suficientes para identificar espécies. Por isso, o detalhamento nos caracteres morfologicos
externos e internos aliado aos estudos citologicos e reprodutivos e a utilizacdo de ferramentas
moleculares, como realizado em Ereskovsky et al. (2014), é fundamental para a descricdo das

espécies desta ordem.
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4. A UTILIZACAO DA METABOLOMICA EM PROL DE UMA TAXONOMIA
INTEGRATIVA EM SUBERITIDA?

4.1 Introducéo

As esponjas sdo eximias produtoras de substancias quimicas, apresentando uma
grande diversidade de substancias (KORNPROBST, 2005). Em 2016, Blunt e colaboradores,
em sua revisdo anual sobre Produtos Naturais Marinhos, apontaram os poriferos como 0s
maiores produtores de compostos quimicos do ambiente marinho, dado corroborado por I6ca
et al., (2018), em uma revisdo para o Brasil. O interesse pela quimica das esponjas teve inicio
com Bergmann e Freeney (1950) descrevendo novos nucleosideos para esponjas e desde
entdo a descoberta de novos metabdlitos parece néo ter fim. Hoje se sabe que grande parte dos
produtos quimicos téxicos produzidos por esponjas, sdo provenientes de microrganismos
associados (HENTSCHEL et al., 2006) e a elucidacdo da origem dos compostos ainda é a
principal barreira no estudo de metabolitos em esponjas marinhas. Porém, estudos
metagenémicos (YANG et al., 2011) e a excitacdo de células especificas em esponjas podem
ser capazes de elucidar a real origem do composto quimico (TERNON et al., 2016).

A classe de substancias quimicas mais estudada em Porifera é a dos esterdis, um
alcool secundario ligado a um composto tetraciclico (trés anéis hexagonais e um pentagonal) e
uma cadeia lateral ligada ao Ci7 (BERGMANN, 1949, 1962; SICA et al., 1978;
MAKARIEVA et al., 1983; BERGQUIST et al., 1991b; SARMA et al., 2005). Por sua vez,
os alcaldides também sdo comuns nestes invertebrados e podem ser provenientes de
aminodcidos, terpenos e esterdis (NAKAMURA et al., 1987; KOBAYASHI et al., 1997;
OHNO et al., 2011) e normalmente possuem sufixo —ina, em sua nomenclatura.

Nas ultimas décadas, a quantidade de esterdis isolados em esponjas marinhas tem sido
pequena e as novas classes de compostos quimicos que vém ganhando espaco é a de terpenos
e peptideos. Junto com os alcaldides, essas trés classes representam mais de 50% das novas

substancias descritas (MEHBUB et al., 2014). Estes autores evidenciaram que as atuais

2 Parte deste capitulo sera publicado na revista Metabolomics sob autoria de Humberto F. M. Fortunato,
Stephane Greff, Gisele Lobo Hajdu e Thierry Pérez com o titulo “Untargeted metabolomics analysis evidenced
putative chemomarkers and plastic pollutants in spiculate marine sponges (Porifera: Suberitida)” (in press).
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Suberitida, antigas ordens Halichondrida e Hadromerida, representam juntas, o segundo maior
grupo de esponjas estudadas na busca por novos compostos na ultima década.

Assim como apresentam grande diversidade morfoldgica, as Suberitida também
produzem metabolitos de distintas classes (Tabela 12; as massas exatas foram calculadas no
ChemCalc (PATINY e BOREL, 2013). Os esterois, 0s alcaloides e 0s terpenos representam as
classes de substancias mais comumente encontradas, enquanto que 0s acidos graxos nao sdo
tdo comuns na ordem (KORNPROBST, 2005). Diante de toda a diversidade de metabdlitos
presentes nos poriferos, os esterdis e os alcaldides tém sido considerados como 0s mais
abundantes e, ainda, com possivel funcdo taxondmica (BERGQUIST et al., 1991a;
BARNATHAN et al., 2004; KORNPROBST, 2005). Erpenbeck e van Soest (2007)
informaram que poucos compostos parecem ter potencial quimiotaxonémico em Porifera,
dificultando a agdo desta ferramenta na sistematica. Contudo, nos ultimos anos, técnicas de
espectrometria de massa em tandem vém elucidando vias metabolicas e compostos
especificos em tecido organico, favorecendo a utilizagéo deste tipo de técnica na identificacéo
de compostos quimicos, inclusive na taxonomia (DA SILVA et al., 2015).

A familia Halichondriidae é rica em esterdis polimetilados e trisulfatados (ex:
topsentinol e ophirasterol), sesqui e diterpenos nitrogenados (ex: isonitrila), os quais sao
compartilhados com a familia Axinellidae (POMPONI et al., 1991; KORNPROBST, 2005).
Neste grupo, diversos metabolitos apresentam atividades antiinflamatérias, antitumorais e
antivirais (MIOSO et al., 2017), sendo os poliéteres acido ocadaico (TACHIBANA et al.,
1981) e as halichondrinas (HIRATA e UEMURA, 1986) altamente tdxicos. Porém,
halichondrina B possui baixa concentracdo nas esponjas, impossibilitando a sua
comercializacdo (SIPKEMA et al., 2005). Os representantes da familia Halichondriidae
possuem uma forte relacdo com microbiontes (DUCKWORTH e POMPONI, 2005; XUE e
ZHANG, 2009), os quais produzem compostos bioativos (THOMAS et al., 2010). Dentro
desta familia, os géneros Halichondria, Hymeniacidon e Topsentia sdo relativamente bem
estudados, enquanto o conhecimento sobre a quimica de Amorphinopsis € praticamente nulo
(PATEL, 2010; BLUNT e MUNRO, 2016).
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Género ID* Substancia Classe Formula Massa (g/mol) Referéncias
Aaptos L728 Aaptamina Alcaloide C13H12N202 228.0898 Nakamura et al., 1982
L18677 Ciliatamida A Polipeptideo Ca6H39N303 427.2835 Nakao et al., 2008
L18678 Ciliatamida B Polipeptideo C24H37N303 415.2835 Nakao et al., 2008
L18679 Ciliatamida C Polipeptideo CasH37N303 441.2991 Nakao et al., 2008
L6257 Aaptosina Alcaldide C13H12N202 228.0898 Rudi e Kashman, 1993
L20110 Aaptanona Alcaldide C13H10N204 258.0640 Utkina et al., 2009
Halichondria L23935 Halichroma A Alcaloide C1sH1sN20 276.1262 Abeetal., 2012
L21813 Franknolideo A-C Esterol C29H39ClO11P 629.1918 Zhang et al., 2010
L15763 Halichonadina A Sesquiterpeno Ca1Hs2N20 468.4080 Ishiyama et al., 2005
L15764 Halichonadina B Sesquiterpeno Ci7H29NO; 279.2198 Ishiyama et al., 2005
L15765 Halichonadina C Sesquiterpeno CisHzsN 231.1987 Ishiyama et al., 2005
L15766 Halichonadina D Sesquiterpeno CisHrN 221.2143 Ishiyama et al., 2005
24853965 Halichonadina E Sesquiterpeno Ca1Hs2N20 468.4080 Kozawa et al., 2008
L14021 Halichondramina Alcalbide Cs2HssN2 468.4443  Chill et al., 2002
10010725 Halichondramida Macrolideo Cu4HeoN4O12 836.4207 Kernan e Faulkner, 1987
Halistanol Esterol Ca9H5204 448.3917 Fusetani et al., 1981
Hilindramida Macrolideo Ca7H3aN20s 466.2467 Kanazawa et al.,1993
5488895 Halichondrina B Macrolideo CeoHgsO19 1110.576 Hirata e Uemura, 1986
44581723 Homohalichondrina B Macrolideo Ce1Hgs019 1122.576 Hirata e Uemura, 1986
101451497 Norhalichondrina A Macrolideo CsgHg2021 1126.535 Hirata e Uemura, 1986
Hymeniacidon L4893 Manzacidina A Alcalbide C12H14BrN304 343.0168 Kobayashi et al., 1991
L4894 Manzacidina B Alcalbide C12H14BrN30s 359.0117 Kobayashi et al., 1991
L4895 Manzacidina C Alcalbide C12H14BrN304 343.0168 Kobayashi et al., 1991
L1069 1,9-dimetil-6-imino-8-oxopurina Alcalbide C7/HsNsO 179.0807 Ciminoet al., 1985
L21723 Monamphilectina A Alcalbide Ca6H39N302 425.3042 Avilés e Rodriguéz, 2010
3035462 Hymenialsidina Alcalbide C11H10BrNsO; 323.0017 Ciminoet al., 1982
L2414 Hymenidina Alcalbide C11H11Br2Ns0 386.9331 Kobayashi et al., 1986
L831 3p-hidroximetil-24-methl-A-nor-5-a- Esterol CasHasO 400.0735 Teshimaet al., 1980
colestanol
L10156 Tauroacidina A Alcal6ide C13H16BraNsOsS 525.9270 Kobayashi et al., 1997
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Género ID* Substancia Classe Formula Massa (g/mol)  Referéncias
Hymeniacidon L10157 Tauroacidina B Alcaldide C13H17BrNgOsS 448.0164 Kobayashi et al., 1997
101720684 9-isocyanopupukeanana Sesquiterpeno CisHasN 219.1987 Burresonet al., 1975
Suberites Suberitenona A Sesterterpeno Ca27H4004 428.2926 Shinet al., 1995
Suberitenona B Sesterterpeno Ca7H420s 446.3032 Shinetal., 1995
Caminatano Sesterterpeno CasHas 346.3599 Diaz-Marrero et al.,
2003
Caminatal Sesterterpeno Ca7H380s 442.2719 Diaz-Marrero et al.,
2003
19-episuberitenona Sesterterpeno Ca7H4204 352.2766 Diaz-Marrero et al.,
2004
Terpios L18739 Terpiosideo A Glicolipideo Cs5H107NO14 1005.7691 Costantino et al., 2008
L21374 TerpiosideoB Glicolipideo C73H137NO2sg 1475.9327 Costantino et al., 2010
L906 Sa-24-norcolestan-3p-ol Esterol Ca6H460 374.3548 Deseth et al., 1979
L14335 Terpiodieno Alcool C11H1403 194.0943 Teruya et al., 2002
L15312 Nakiterpiosinona Esterol Ca7H29BrCI,07 614.0474 Teruya et al., 2004
L14827 Nakiterpiosina Esterol Ca7H31BrCI,07 616.0631 Teruya et al., 2003
Topsentia L14991 Ophirasterol Esterol Cs1Hs00 438.3861 Calderon et al., 2004
L22227 24-¢etil-24-metilcolesterol Esterol C3oHs20 428.4018 Echigoetal., 2011
L8225 Ophirapstanol trisulfatado Esterol C31Hs3N3012S3 755.2791 Gunasekera et al., 1994
L17480 24R-isopropenilcolesta-5,22E-dien-3p-  Esterol C3oHas0 424.3705 Echigo et al., 2006
ol
Topsentiasterol A-B Esterol C30Ha3016S3Nas3 801.1488 Fusetani et al., 1994
91935892 Topsentiasterol E Sterol C31H48013S3Nas3 725.2340 Fusetani et al., 1994
Topsentina A Alcalbide Ca0H14N4O 326.1168 Bartik et al., 1987
Topsentina B1 Alcalbide C20H14N402 342.1116 Bartik et al., 1987
Topsentina B2 Alcalbide Ca0H14N4O2Br 407.0300 Bartik et al., 1987
Topsentinol K Esterol C3oHs203 460.3926 Daietal., 2010
Topsentinol K trisulfatado Esterol C30Ha9012S3Na; 743.2181 Daietal., 2010
Topsentinol L Esterol CsoH5203 460.3920 Daietal., 2010
Topsentolideo A Lipideo CaoH2503 339.1927 Luo et al., 2006
44512489 Axisonitrila-3 Sesquiterpeno CisHasN 231.1987 Alvietal., 1991

Legenda: As informac@es foram obtidas através de busca em artigos e nas plataformas MarinLit e PubChem, com acesso entre 31/08/2016 e 15/02/2019. *Identificacdo (ID)
com L= dados provenientes do MarinLit, sem L=dados provenientes do PubChem e sem ID= dados provenientes de artigos cientificos.

Fonte: O a

utor, 2019.
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Na familia Suberitidae, por sua vez, encontra-se o alcal6idea aptamina, o qual é
considerado um marcador quimico, para o nivel de familia (BERGQUIST et al, 1991a; VAN
SOEST, 2002b), e com potente ac¢do bioativa (NAKAMURA et al., 1982; SHEN et al., 1999;
YU et al., 2014). Esta familia se caracteriza pela presenca de sesterterpenos (DIAZ-
MARRERO et al., 2004) e carotendides aroméaticos (KORNPROBST, 2005), mas auséncia de
triterpenos. Os esterdis majoritarios sdo da classe dos estandis (MISHRA et al., 1996),
seguidos pelos peroxiesterois (BARNATHAN, 1993) e esterois halogenados (GAO et al.,
2010). A terceira familia da ordem, Stylocordylidae, ainda tem a sua quimica desconhecida.

Atualmente, vivemos a era das dmicas, ramos da bioquimica que identificam e
quantificam toda a estrutura molecular dos organismos, através do desenvolvimento de
tecnologias ultramodernas (Figura 37). O funcionamento molecular esté relacionado com a
transcricdo do DNA em um RNAm, o qual é traduzido em uma proteina. Esta e responsavel
pela transformacéo dos metabdlitos, o produto final do metabolismo celular (VILLAS-BOAS
e GOMBERT, 2006). Assim, o transcriptoma, o proteoma e 0 metaboloma sdo reflexos das
informacGes genéticas codificadas. A gendmica se dedica a identificar a sequéncia completa
do DNA de um individuo, podendo relacionar as caracteristicas genéticas com processos
evolutivos (GIBSON e MUSE, 2004; SEEHAUSEN et al., 2014), através do sequenciamento
de nova geracdo. A protebmica mapeia todas as proteinas expressas em um individuo e a
transcriptdbmica € o conjunto de todos os RNAm transcritos por um organismo (VILLAS-
BOAS e GOMBERT, 2006). Estas areas cresceram muito rapidamente com a criagdo de
novas tecnologias, maquinas e softwares (ANDERSON e ANDERSON, 1998; HEGDE et al.,
2003; WANG et al., 2016).

Figura 37 — Esquema da integracdo de ferramentas de estudo na era das 6micas.
Gendmica Transcriptomica Protedmica Metabolomica

Metapélitos

Fonte: Modificado de Villas-Bdas e Gombert (2006), pelajzafbr, 2019.
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A metabolémica é outra ferramenta das dmicas ja bem estabelecida e que foca no
mapeamento quali-quantitativo de metabdlitos de baixo peso molecular dentro da célula,
tecido ou fluido (FIEHN, 2002; KELL, 2004, VILLAS-BOAS e GOMBERT, 2006),
evidenciando o que est4 acontecendo atualmente em um individuo, uma vez que se encontra
no final do processo de expressio molecular (VILLAS-BOAS e GOMBERT, 2006). Os
grandes beneficios desta ferramenta é que podem ser utilizadas desde o nivel especifico até o
nivel ecossistémico (BUNDY et al., 2009), gerando grande quantidade de dados utilizando
pouco material bioldgico ou ambiental e possibilitando a identificacdo de eventos evolutivos.
Por outro lado, por mais avancada que esteja a tecnologia, a interpretacdo dessa gigantesca
quantidade de dados ainda é um obstaculo a ser vencido. Neste sentido, diversos programas
em plataformas on-line e programas de linhas de comando tém sido desenvolvidos nos
altimos anos (KATAJAMAA et al., 2006; XIA et al., 2009; DE LIVERA e BROWNE, 2014;
WANG et al., 2016), mas melhorias e defini¢cbes quanto aos limites dos parametros a serem
utilizados ainda sdo necessarias.

A metabolémica pode ser realizada de duas formas, de acordo com a proposta de
Fiehn (2002): 1) Analises alvo — analise de um pequeno grupo especifico de metabdlitos, 2)
Perfil metabdlico — analise de todos os metabolitos ou produtos derivados detectados em um
individuo. Na metabolémica, aassinatura metabdlica, o cddigo de barras metabdlico, tem o
objetivo de realizar uma rapida classificacdo dos compostos para caracterizacdo fenotipica,
mas sem a identificacdo destes compostos. Normalmente, os estudos metaboldmicos utilizam
técnicas de cromatografia acopladas a detectores quimicos, como a ressonancia magnética
nuclear (RMN; DONA et al., 2016) ou espectrometria de massas de ionizacdo (em inglés,
ESI-MS; DEMARQUE et al., 2016) para realizar a identificacdo dos metabdlitos. Porém,
ambas as técnicas possuem limitacGes e o ideal é que fossem aplicadas em conjunto. A
técnica de RMN ¢é simples e ndo degrada a amostra, mas pode contamina a mesma com
solventes deuterados, possui baixa sensibilidade e seletividade, o que compromete a
interpretacdo dos dados, caso 0s sinais ndo sejam detectados antes da analise como solventes.
A técnica de MS também necessita de pouca quantidade de material, proporcionando analises
rapidas e com alta sensibilidade, permitindo a identificacdo de uma assinatura quimica da
amostra, incorporando 0s compostos de baixa concentracdo. No entanto, a supressdo de
ionizagdo dos sinais obtidos ¢ um problema quando a técnica é empregada de forma isolada
(CANUTO et al., 2018). Em uma revisdo recente, QUINN e colaboradores (2017) afirmam
que as analises de espectrometria de massas (MS) sdo amplamente utilizadase que podem ter

diversas utilidades, inclusive na identificacdo em massa de compostos quimicos com
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potencial medicinal. Estes autores definem que o método de MS com alvo detecta ions
especificos e/ou transi¢cdes do precursor para o produto, enquanto o0 método sem alvo obtém o
espectro de massa de todos osions detectados na amostra.

A técnica de espectrometria de massa em tandem (MS/MS ou MS2) é um método de
MS que combina diversos analisadores de massa em um instrumento permitindo a filtragem e
a fragmentagdo de um ion precursor, assim como de seus fragmentos, para a identificacdo de
compostos quimicos (QUINN et al., 2017). Porém, até o momento, apenas 1,8% dos
metabolitos detectados em andlises de metabolémica sem alvo séo identificadas, limitando a
utilidade dos dados obtidos com a técnica de MS (DA SILVA et al., 2015). Porém este
problema também é encontrado quando se utiliza da técnica deressonancia, uma vez que a
base de dados comparativos em NMR também n&o é grande para o Filo Porifera.

A utilizacdo de redes espectrais tem aumentadona uUltima década, pois eleva a razéo
entre parametros detectados e identificados. O beneficio da utilizacdo de espectros de MS2 se
da, poiseles sdo comparados contra outros espectros, as redes espectrais relacionam, antes da
identificacdo final e estas relacdes séo feitas por consenso e nao por identificacdo individual
de cada espectro. Sendo assim, a probabilidade de identificar os compostos aumenta, fazendo
das redes espectrais, uma ferramenta mais eficiente e confidvelna identificacdo metabolica
(GUTHAUS et al., 2012). Diversos estudos tém integrado as informacOes bioldgicas e
quimicas as redes espectrais (CLINE et al., 2007; DOCKSTADER et al., 2011; GUTHAUS
et al.,, 2012; WATROUS et al.,, 2012; WANG et al., 2016; OLIVON et al., 2017a;
DUHRKORP et al., 2019), por meio de diferentes plataformas on-line que tém sido criadas
para facilitar a observacdo, interpretacio (SHANNON et al., 2003; XIA et al., 2015) e
compilacdo de bibliotecas informativas (DENNIS et al., 2005; SMITH et al., 2005; HORAI et
al., 2010; KIM et al., 2019; DOMINGO-ALMENARA et al., 2019).

A utilizacdo da metabolémica como uma ferramenta auxiliar a taxonomia de Porifera
vém mostrando resultados relevantes, sobretudo para a classe Homoscleromorpha
(IVANISEVIC et al., 2011a; PEREZ et al., 2011), em uma nova onda da quimiossistematica.
As espécies destes trabalhos foram descritas com a utilizacdo de diferentes técnicas, sendo
uma delas o fingerprint, o cddigo de barras metabdlico ou assinatura metabdlica. Assim, 0s
autores conseguiram corroborar as informacdes anatémicas e moleculares de diferentes
espécies do Mar Mediterrdneo. Apds estes estudos, eles concluiram que a utilizacdo
daassinaturametabdlicapode auxiliar na identificacdo de espécies, inclusive aquelas que

possuem plasticidade fenotipica e, assim, gerar dados robustos para a filogenia do grupo.
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Quando a assinatura metabdlica e a quimica de produtos naturais sdo comparadas, fica
clara a superioridade da primeira técnica em relagdo a segunda, uma vez que aassinatura
metabdlica permite o rapido acesso a uma grande quantidade de metabdlitos, indicando com
maior precisdo a quantidade de compostos compartilhados pelas espécies, favorecendo os
estudos filogenéticos (BOURY-ESNAULT et al.,, 2013). Um bom exemplo disto foi
observado quando se comparou o estudo de Loukaci et al. (2004) com o de Ivanisevic et al.
(2011a), onde o primeiro apontou uma clara diferenga entre 0s compostos com maior
intensidade para duas espécies irmas, enquanto que o segundo registrou as diferencas nos
metabolitos, mas também evidenciou uma similaridade de 95% em todo o metaboloma das
espécies. Mais recentemente, os perfis quimicos também se mostraram efetivos na sistematica
de diferentes seres vivos, tais como plantas terrestres (GALLON et al., 2018), bactérias
marinhas (BAUERMEISTER et al., 2018), zoantideos (CACHET et al., 2015; COSTA-
LOTUFO et al.,, 2018) e corais pétreos (SANTACRUZ et al., 2019). Sendo assim, a
metabolémica se fixa como uma ferramenta de grande potencial taxonémico, quando aplicada
juntamente com a morfologia, e pode auxiliar na compreensdo da producdo quimica das

esponjas marinhas e evidenciar compostos sinapomarficos.

4.2 Objetivos

Obijetivo geral:
a) Relacionar o conjunto metabolico de Suberitida com as caracteristicas
morfologicas de espécies distribuidas no Brasil e na Martinica.
Obijetivos especificos:
a) Realizar os perfis quimicos das espécies;
b) Quantificar e qualificar os metabolitos por meio de analises multivariadas e
fragmentacdo idnica;
c) Interpretar o relacionamento dos ions detectados como VIPs para a
utilizacdo na taxonomia;
d) Avaliar a bioatividade dos compostos quimicos com possivel importancia

econdmica.
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4.3 Material e Métodos

4.3.1 Extracdo qguimica

As 52 amostras utilizadas para o estudo quimico foram congeladas, liofilizadas,
transformadas em pé e tiveram amassa seca medida. Testes piloto foram realizados para saber
a quantidade necessaria de peso seco de cada amostra a fim de obter a concentracdo minima
necesséria para a realizagdo das analises metabolémicas e de bioatividade. Estes testes foram
realizados usando 100 mg do pd das amostras, como desenvolvido pelo programa
MALLABAR (Métabolomique Appliquée a L'étude de LA Biodiversité mARine; Tabela 13).
Os cadigos estédo relacionados com a espécie e condicdo de coleta (local; local + estacdo do
ano exclusivamente para H. heliophila): Am — Amorphinopsis atlantica; Hm — Halichondria
melanadocia; Hh — Hymeniacidon heliophila; Hy- Rhaphidostyla sp. nov.; Hc -
Hymeniacidon caerulea; To — Topsentia spp.; Tf — Terpios fugax; Dr — Dragmacidon
reticulatum; Gc — Geodia corticostylifera; Ge — Geodia sp.1; GeB — Geodia sp.2; Nc —
Neopetrosia carbonaria (Ordem Haposclerida); aff. Top — aff. Topsentia; Ba — Bahia; Ce —
Ceard; FN — Fernando de Noronha; Mar — Martinica; RJ — Rio de Janeiro; v — verdo; i —
inverno.

De acordo com os resultados do teste piloto, a utilizacdo de 100 mg de material foi
suficiente para adquirir a quantidade necessaria de extrato para as analises e por isso 0
protocolo MALLABAR foi seguido. O p6 das amostras foi extraido em uma mistura de
(Metanol:Diclorometano [MeOH:DCM]; 1:1) para obtencdo do maximo de metabdlitos
possivel com um amplo espectro de polaridade. Iniciou-se a extracdo com a adicdo de 2 mL
de solvente, o qual foi levado ao ultrassom por 2 min. Em seguida, o sobrenadante foi retirado
e colocado em frasco com 100 mg de silica Cis (C1s Polygoprep 60—50, Macherey—Nagel®
sem tampa) para absorver o0 extrato e ndoproduzirumagraxa. Este processo foi repetido mais
duas vezes para completar 6 mL de solvente e deixou-se evaporar a temperatura ambiente
(Figura 38).

A segunda etapa da extracao foi desenvolvida em fase solida (Strata C18-E, 500 mg, 6
mL, Phenomenex®), com o objetivo de retirar os sais do extrato e fracionar o extrato nas
por¢Bes polar e apolar. Nesta metodologia, metabodlitos muito polares podem ser eluidos

simultaneamente com os sais (IWASAKI et al., 2012). Iniciou-se a etapa com a lavagem das
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seringas com 10 mL MeOH e condicionamento com 10 mL &gua deionizada. Em seguida, o
fracionamento da fase polar foi realizado com a adicdo de 5 mL MeOH, enquanto o
fracionamento da fase apolar foi obtido ao adicionar 5 mL DCM (CH2Cl). Por fim, o material

foi evaporado e assim obtivemos 0s extratos organicos das esponjas na fase polar e apolar.

Figura 38 — Fluxograma do processo de extracdo para as analises de metabolémica e bioatividade.
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Fonte: Modificado de Greff, 2016, pelo autor, 2019.
Fotos: O autor.

As amostras extraidas em DCM foram testadas em analises de bioatividade por
Microtox. O mesmo foi feito com as amostras em MeOH, mas primeiro estas foram reduzidas
a 1 mg.mL? e colocadas na maquina UHPLC/MS para a obtencdo dos cromatogramas das
amostras (assinaturas metabolicas). As analises cromatograficas foram realizadas com o
sistema UHPLC Thermo Scientific™ Diomex Ultimate 3000 acoplado em um espectrometro
de massa (em inglés, MS) de alta resolucdo Q-Tof Bruker Impact 1I™. A coluna utilizada foi
Acclaim RSLC C18 (2.1 mm x 150 mm, 2,2 um, ThermoScientific®) mantida a 40°C, com
volume de injecdo de 2 pL. Uma mistura de agua pura com acetato de nitrila foi utilizada: A-
agua pura + 10 mM formato de amdnio + 0.1% acido formico; B- ACN:agua pura + (95:5) +
10 mM formato de aménio + 0.1% acido formico. A aplicacdo do solvente variou com o
tempo, sendo aplicado nas seguintes propor¢des, em %: A:B até 2 min (90:10); até 14 min
(0:100); até 17 min (90:10). Os extratos de MeOH foram injetados randomicamente de acordo
com as suas caracteristicas (espécie, local, estacdo do ano) para diminuir o efeito de memoria
na maquina. O pool (todas as amostras juntas em um frasco) foi adicionado a cada seis
amostras para manter a calibragdo interna constante (abaixo de 2 ppm) devido a mudancga no

espectrometro de massa ao longo do tempo.



Tabela 13 — Informac®es gerais sobre a quantidade de material utilizado e extrato obtido. (continua)

MNRJ Codigo Massaseca Extrato Extrato de MeOH Extrato de DCM
inicial (g) obtido (mg) seco final (mg) seco final (mg)

21730 ToFN1 25,8 34,3 34 0,2
21728 ToFN2 21,2 30,5 5,4 0,6
21729 ToFN3 15,1 29,5 5,8 0,6
21731 ToFN4 15,3 31,3 6,1 0,7
21733 ToFN5 19,4 32,5 6,0 0,6
21734 ToFN6 32,9 31,2 6,4 0,8
21736 ToFN7 89,6 28,1 6,3 0,6
21714 ToBA1 26,9 14,5 1,4 0,6
20224 ToCE1l 12,9 14,3 11 0,7
21684d ToMarl 14,8 16,4 1,4 0,7
21684 ToMar2 7,2 21,1 1,9 1,2
21630 TfBAL 0,2 10,8 1,4 0,9
21638 TfBA2 0,2 8,3 15 0,7
21639 TfBA3 0,2 8,3 0,8 0,5
21696 TfCE1 0,3 21,2 1,6 0,8
21672 HcMarl 0,6 24,5 2,0 0,9
21679f HcMar2 0,3 27,4 1,6 0,6
216799 HcMar3 0,9 20,0 1,7 0,8
21745 AmRJ1 12,6 27,2 1,4 1,2
21652 HmBA1 0,7 11,7 1,6 0,5
21659 HmBA2 0,6 34,7 3,6 1,7
19469 HyRJ1 50,6 25,5 2,9 15
UERJOR65 HyBAl 36,7 21,0 0,9 0,8
21770 HhRJv1 1,2 37,8 2,9 1,9
21771 HhRJIv2 1,6 31,3 2,7 2,1
21772 HhRJv3 11 36,5 3,7 2,9
21773 HhRJv4 0,6 15,8 3,8 2,9
21774 HhRJIV5 13 38,7 3,4 2,4
21775 HhRJIv6 0,7 21,7 1,8 1,2
21776 HhRJIv7 1,0 34,0 3,6 2,8
21777 HhRJv8 0,9 26,9 2,9 2,3
21778 HhRJv9 0,8 25,9 2,1 1,7
21779 HhRJv10 18 36,0 2,8 2,3
21780 HhRJi1 0,5 26,3 2,2 2,2
21781 HhRJi2 0,4 29,4 2,6 2,2
21782 HhRJi3 0,8 24,7 2,5 2,0
21783 HhRJi4 0,7 39,0 2,3 2,1
21784 HhRJi5 0,4 38,1 4,0 3,2
21785 HhRJi6 0,4 30,1 3,0 3,0
21786 HhRJi7 0,5 31,2 2,4 2,1

120
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Tabela 13 — Informacdes gerais sobre a quantidade de material utilizado e extrato obtido. (concluséo)

Amostras Cddigo Massaseca  Extrato Extrato de MeOH Extrato de DCM
inicial (g) obtido (mg) seco final (mg) seco final (mg)
21787 HhRJi8 0,8 25,8 2,9 2,8
21788 HhRJI9 1,2 34,4 2,4 2,0
21789 HhRJi10 0,6 27,8 4,0 0,7
21674 NcMarl 0,6 23,9 1,3 1,2
21682 NcMar2 0,7 25,4 11 0,7
21675 NcMar3 1,3 18,5 2,5 11
21710 DrCE1 7,1 18,0 1,0 0,4
21711 DrCE2 2,3 13,6 19 0,8
21712 GcCEl 3,9 17,7 1,3 0,7
21713 GcCE2 3,9 41,2 3,9 3,4
21651 Ge 40,3 9,9 15 0,7
21670 GeB/ 47,4 42,2 7,8 1,0
aff. Top

Legenda: Am- Amorphinopsis atlantica, Hm- Halichondria melanadocia, Hc- Hymeniacidon caerulea, Hhi- H.
heliophila inverno, Hhv- H. heliophila verdo, Hy- Rhaphidostyla sp. nov., Te- T. fugax, To- Topsentia
sp. nov. (Fernando de Noronha, Ceard e Bahia), To- Topsentia ophiraphidites (Martinica), Mar-
Martinica, FN- Fernando de Noronha, CE- Ceard, BA- Bahia, RJ- Rio de Janeiro. Grupos externos
Dr- Dragmacidon reticulatum, Gc- Geodia corticostylifera, Ge- Geodia sp.1, GeB- Geodia sp.2, Nc-
Neopetrosia carbonaria, cf. Top — aff. Topsentia.

Fonte: O autor, 2019.

4.3.2 Analise metabdlica por testes multivariados

As analises cromatograficas foram realizadas apenas com o modo positivo pelo Bruker
Compass™ Data Analysis (versdo 4.2), uma vez que 0 modo negativo detectou somente 10 %
dos ions encontrados no modo positivo, todos em baixa concentracdo. Os cromatogramas
foram registrados em .cdf e os dados foram processados com o pacote XCMS (SMITH et al.,
2006) em R (versdo 3.3.0) para obter uma matriz de massa molecular (m/z) vs. tempo de
retencdo (s). Para tal, os dados foram normalizados (peakwidth = ¢ (2,40), ppm = 2) sem
limite de pré-filtro (PATTI et al., 2012), assim toda a variacdo idnica foi obtida. O tempo de
correcdo foi determinado pelo método "obiwarp", em seguida realizou-se o agrupamento (bw
=10, minfrac = 0.3, minsamp = 1), filtragem dos picos (Fillpeaks), e finalmente a geracdo da
matriz foi exportada para Excel. NormalizacGes e filtragens em cada ion foram realizadas em
Excel, objetivando eliminar os compostos amplamente variaveis, reduzir o ruido, remover
produtos de adigdo, isdtopos e manter os picos mais intensos (VAN DER KLOET et al.,
2009). Os metabdlitos foram compilados no software Bruker e a partir dos cromatogramas, 0s

fons obtidos da matriz foram comparados com as plataformas on-line MarinLit, PUBCHEM e
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ChemSpider para identificar os principais metabolitos de cada amostra, com foco nos VIPs,
0s quais podem ser especificos para determinada espécie ou género e serem utilizados como
marcadores moleculares a nivel quimiossistematico.

A plataforma on-line MetaboAnalyst 3.0 (XIA et al., 2015) foi utilizada para conduzir
testes estatisticos ANOVA ou teste T student e analises multivariadas, com os dados
transformados em log. Os dados foram filtrados pelas intensidades médias para retirar os
ruidos da amostra (HACKSTADT e MESS, 2009), foram centralizados (a intensidade média
de todas as amostras foi subtraida pela intensidade de cada ion) e normalizados (divisdo pelo
desvio padrdo relativo da intensidade do ion de todas as amostras). Desta forma, fomos
capazes de observar a significancia de cada composto quimico, assim como sua relagdo com
cada amostra, definindo as variaveis (Importancia Variavel em Projecdo, em inglés VIP).
Neste caso, 0s VIPs sdo interpretados como os metabolitos que mais contribuem para a
discriminagdo das amostras de acordo com a analise de uma ou mais variaveis, sendo eles
possivelmente usados para corroborar a identificacdo de marcadores quimicos. Analises
multivariadas foram realizadas através do método de ligacdo completa (coeficiente de
Spearman) e com nivel de confianca de 95%, permitindo a geracdo de graficos de
agrupamento por meio da Analise de Componentes Principais e Regressdo de Minimos
Quadrados Parciais (em inglés, PCA e PLSDA), e dendrogramas, com o objetivo de avaliar a
similaridade entre as assinaturas metabolémicas das amostras. Uma matriz foi criada para a
confeccdo de um mapa de calorrelacionando os principais metabolitos com as amostras,

utilizando o método de ligacdo completa com o coeficiente de correlacdo de Pearson.

4.3.3 Visualizacio e interpretacdo metabdlica por redes moleculares

Para maior detalhamento dos picos encontrados nos cromatogramas e facilidade de
quantificacdo dos metabdlitos, nds realizamos a fragmentacdo dos ions por meio de um
sistema de cromatografia liquida de altodesempenho acoplado a espectrometria de massas em
tandem com ionizacdo eletro spray (em inglés, HPLC-ESI-MS/MS). Os arquivos de dados
brutos em tandem foram convertidos do formato de arquivo .raw para .mzXML pelo software
Data Analysis da Bruker. Neste formato, os dados foram incorporados a plataforma de rede
molecular GNPS (WANG et al., 2016; Figura 39).



Figura 39 — Fluxograma das etapas de trabalho de metabolémi
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Legenda: O perfil quimico é obtido e metabdlitos especificos (VIPs) sdo selecionados (MS). A identificacdo
deles ¢ feita através de MS/MS. O perfil quimico da amostra é analisado estatisticamente e a relacdo
entre os metabdlitos é visualizada por meio de redes metabdlicas.

Fonte: MS (Google imagens) e MS/MS (QUINN et al., 2017),
do Cytoscape), modificado pelo autor, 2019.

Na plataforma GNPS, os espectros MS/MS (

VIPs (Google imagens) e Redes metabdlicas (site

MS2) foram combinados com o algoritmo

MSCluster, considerando valores padrbes para o cosseno = 0,7 para criar espectros MS2 de

consenso. O valor de cosseno expressa o angulo entre um par de espectros. Estes espectros

foram utilizados para gerar redes de metabdlitos, a partir de massas iniciais com uma
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tolerancia de ions de fragmento em tandem = 0,02 Da, ions comuns = 6 e K = 10, valores
estes padrBes para as analises dos parametros em MS e MS2. Os valores de cosseno foram
utilizados para criar as bordas, as quais ligam dois nés de metabdlitos, sendo representadas
por uma semelhanca espectral significativa, expressa como o valor de cosseno entre um par de
espectros MS/MS (QUINN et al., 2017). A borda é usada para auxiliar na visualizacdo da
relacdo entre 0s nos, ou seja, quanto maior a espessura da borda de cada n6, maior a relacdo
entre os metabdlitos. Assim, 0s nds representam 0s ions parentais, enquanto a espessura da
borda significa a pontuacdo do cosseno entre dois nds (SHANNON et al., 2003).

As redes metabdlicas foram observadasvno software Cytoscape® a partir de redes de
conexdo entre metabdlitos com nds e bordas individuais. O desenvolvimento das redes
metabdlicas tem o objetivo de visualizar e interpretar todo o conjunto quimico de uma
amostra detectada com a MS, tirando proveitodo poder dos dados ndo direcionados da MS
que tém sido historicamente subutilizados (QUINN et al., 2017). Assim, as redes podem
agrupar familias de compostos com ions conhecidos ou desconhecidos na literatura. Para
tentar identificar os compostos quimicos, a plataforma GNPS e o Cytoscape® integram
diversas bibliotecas on-line (METLIN, METFRAG, PUBCHEM e LIPIDMAPS). Alem delas,
os fragmentos aqui obtidos foram comparados com a literatura (artigos e livros) para tentar

identificar o maximo de compostos.

4.3.4 Teste de bioatividade Microtox®

As amostras de MeOH e DCM foram diluidas em uma solucdo de agua do mar
artificial e acetona 2% para obter uma concentragdo de 2 mg.mL™, seguindo o protocolo de
Marti et al. (2003) (ver Anexo A). Os extratos foram pesados e as solucbes foram testadas
contra a bactéria Aliivibrio fisheri (cepa NRRL B-11177), através do teste padrdo de
Microtox® (Microbics, Carsbad, CA, USA; MARTI et al., 2003).

A bioatividade foi avaliada pelo valor de bioluminescéncia produzido pela bactéria. O
metabolismo da bactéria é responsavel pela producdo de luz, a qual diminui em presenca de
agentes toxicos (JOHNSON, 2005). A toxicidade dos compostos foi obtida a partir do ECsp
(ug.mL™1), uma medida de avaliacdo (dose-resposta) da diminuicdo de 50% da populacdo
exposta a determinado composto ap6s um periodo de tempo. Logo, quanto mais baixo o valor

de ECso maior serd a bioatividade dos compostos quimicos presentes na amostra.
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Uma PCA foi realizada para tentar inferir as familias de metabolitos mais toxicas,
enquanto o teste de Student inferiu diferencas estatisticas entre diferentes populacbes de
espécies ou, no caso de Hymeniacidon heliohila, a mesma populacdo em estacdes do ano
diferentes.

4.4 Resultados

4.4.1 Perfis cromatograficos (assinaturas metabdlicas)

De uma forma geral, os perfis quimicos das diferentes espécies de Suberitida e dos trés
grupos externos (Dragmacidon reticulatum Ordem Axinellida, Geodia spp. Ordem
Tetractinellida e Neopetrosia carbonaria Ordem Haposclerida) analisados neste trabalho sdo
similares (Figura 40). Mesmo assim diferencas foram observadas em nivel de Ordem,
Familia, Género e Espécie. Distingdes intra-especificas tanto no espaco quanto no tempo
também foram observadas. Apos as filtragdes e normaliza¢des foram detectados 333 ions ao
longo de 960 s (16 min), sendo 0 composto majoritario, detectado em 657 s e contendo a
provavel formula molecular C20H340g, com massa de 403,23, calculados pelo Bruker, atraves
da opgao “Féormula Esperta”. Outros sete picos com alta intensidade foram detectados, sendo
as amostras com maior intensidade as de Neopetrosia carbonaria da Martinica, Terpios fugax
da Bahia, Topsentia sp. nov. do Ceara e de Fernando de Noronha e Hymeniacidon heliophila
do Rio de Janeiro, para o periodo do verdo (Tabela 14). Dos metabolitos mais intensos, trés
estdo diretamente relacionadas a plastificantes, o di(2-etilhexil) ftalato (em ingles, DEHP), o
acetiltributilcitrato (em inglés, ATBC) e o tributilcitrato (em inglés, TBC).

Ainda na Figura 40, os metabdlitos foram separados em trés grandes grupos quanto a
polaridade (metodologia seguida no laboratorio, ver referéncias com esponjas (IVANISEVIC,
2011) e algas (GREFF, 2016). Até trés minutos, pode-se notar claramente alguns picos de
baixa e média intensidade, representando metabdlitos polares. Entre trés e treze minutos ha
uma larga faixa de compostos de média polaridade, os quais podem ser subdivididos pela
intensidade e fregliéncia de ocorréncia. Por fim, ap6s 13 minutos compostos apolares de baixa
intensidade foram obtidos. A separacdo das polaridades é importante para tentar discernir

compostos especificos para a taxonomia e com relagdo a toxicidade.
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Tabela 14 — Principais picos detectados nos perfis metabolicos das espécies de Suberitida.

Amostra mais Intensidade Tempo Tempo Massa Erro mSigma Formula
intensa do pico (min) (s) (m/z) (ppm) molecular mais
provavel
NpMar2 2,5x10° 10,9 657 403,23 -19 87,3 C20H3408
ToCEl 1,2 x 108 0,5 31 112,09 -1,9 4,3 CsHoNs
NpMar2 2,5x10° 59 354 163,13 11 4,4 CgH1803
HhRJv7 1,5 x 10° 7,3 438 191,16 -0,5 4,6 CioH2203
TfBAL 0,8x10° 104 624 361,22 04 10,6 CigH3207
NpMarl 0,4x10® 125 750 384,35 -1,0 8,8 Ca23HisNO3
ToFN2 0,5x10° 13,6 816 391,28 -0,6 16,7 Ca24H3804
HhRJv7 25x10° 14,6 876 338,34 0,5 20,2 CzH43NO

Legenda: Np- Neopetrosia carbonaria Martinica, Hhv- H. heliophila verdo, TfB- T. fugax Brasil, ToCE-
Topsentia sp. nov. do Ceard, ToFN- Topsentia sp. nov. de Fernando de Noronha.
Fonte: O autor, 2019.

Apesar da similaridade geral nos perfis quimicos (Figura 40), algumas especificidades
podem ser observadas ao detalhar as amostras. Para a familia Suberitidae, por exemplo, o
poluente plastico o di(2-etilhexil) ftalato identificado nos picos em 624 s s@o0 muito mais
intensos do que os observados na familia Halichondriidae (Figura 41). Nesta, por sua vez,
foram observados muito mais picos de baixa intensidade e de carater polar em, mais ou
menos, 30 s do que em Suberitidae. Outros dois picos que aparecem em espéecies de
Halichondriidae e ndo aparecem de forma intensa em Suberitidae sdo econtrados em
aproximadamente 250 s e 820 s.

Diferencas entre géneros também foram observadas neste estudo. dois picos fugiram
do padrdo e foram especificos para as amostras relacionadas a Rhaphidostyla sp. nov. O
espécime da Bahia foi a Unica amostra cujo pico em 257 s, contendo a provavel formula
molecular CsHgNO, com massa de 136,08, enquanto o pico em 678 s foi observado também
na amostra desta espécie para o Rio de Janeiro, com uma massa de 434,36 e Co7H47NO3. O
perfil quimico desta espécie se aproximou mais do perfil de Amorphinopsis atlantica do que
de Hymeniacidon heliophila, ambas coletadas no estado do Rio de Janeiro. A amostra de A.
atlantica teve alta intensidade no pico majoritario, enquanto que as amostras de H. heliophila
ndo evidenciaram nenhuma especificidade quando comparada as demais. A caracteristica
quimica mais parecida entre Amorphinopsis € a nova espécie, neste caso, corrobora a
similaridade morfolégica, com relagio a uma caracteristica pouco comum em

Halichondriidae, a combinacdo espicular de 0xeas e estilos verdadeiros.



Figura 40 — Comparacdo geral entre os perfis quimicos.
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Figura 41 — Comparagéo entre os perfis quimicos de representantes de duas familias da ordem Suberitida.
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Fonte: O autor, 2019.
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Com o objetivo de comparar perfis quimicos de espécies com ampla distribuicdo,
espécimes com o morfotipo azul incrustante foram coletados na Bahia, Ceard e Martinica,
inicialmente identificados como Terpios fugax. No entanto, os perfis quimicos das amostras
da regido costeira do Brasil foram ligeiramente diferentes dos perfis caribenhos. As principais
diferencas foram observadas nos picos de alta intensidade de 30 s nas amostras do Caribe e
624 s nas da Bahia. Estas diferencas aproximaram as amostras do Caribe das amostras de
Halichondria sp. da Martinica, separando-as da familia Suberitidae.

Na Bahia e na Martinica, também foram coletados espécimes com o morfotipo com
cromovariacdo de verde musgo a preto, e morfotipovariando de incrustante espesso a macico,
primariamente identificado como Halichodria melanadocia. Apesar da alta similaridade dos
perfis quimicos, as amostras do Caribe tiveram uma intensidade superior as da Bahia, de uma
forma geral. Isto pode ser claramente observado nos picos de 624 e 657 s nas amostras
caribenhas. Por sua vez, as amostras brasileiras tiveram picos de baixa intensidade em 288,
498 e 708 s, os quais ndo foram observados nas demais amostras de Halichondria. Essas
diferencas apontam que estes morfotipos se tratam de duas espécies diferentes.

Para as amostras de Topsentia spp. do Brasil e da Martinica, diferengas em nivel
especifico foram observadas a partir dos perfis quimicos. As amostras da Martinica tiveram
uma intensidade menor do que as da regido costeira do Brasil (Bahia e Ceard) e das ilhas
oceanicas de Fernando de Noronha. Apenas metabdlitos apolares, até 30 s tiveram altas
intensidades nas amostras da Martinica, enquanto as amostras brasileiras tiveram picos de
altas intensidades para metabdlitos apolares 30 s e de média polaridade 480, 492, 660, 822 s.
Utilizando as assinaturas metabolicas, notamos também diferencas sutis entre os espécimes
brasileiros, porém estas ndo parecem indicar diferenca especifica. Alguns exemplos sdo: a
amostra do Ceara teve uma intensidade muita alta em 30 s, uma amostra da Bahia teve uma
intensidade discrepante em 660 s e a uma amostra de Fernando de Noronha sobressaiu em 822
s. De uma forma geral, 0 metabdlito em 660 s teve alta intensidade, o que ndo foi observado
nos espécimes de Topsentia spp., mesmo a amostra citada acima foi menor do que o comum
observado.

Perfis quimicos de H. heliophila foram realizados entre estacbes do ano: verdo e
inverno. De uma forma geral, a intensidade dos compostos quimicos no inverno foi maior do
que no verdo, sendo isso evidenciado nos picos de 30, 660 e 822 s. Uma clara variacdo na
diversidade de compostos quimicos pode ser observada em diferentes esta¢cdes do ano nesta

espécie.
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4.4.2 Andlises multivariadas

Um total de 7134 ions foi determinado para as amostras de Suberitida e as trés
espécies utilizadas como grupos externos (D. reticulatum, G. corticostylifera e N. carbonaria)
antes do tratamento dos dados no R e Excel. Destes, 333 ions foram observados e utilizados
na matriz massa vs. tempo para a realizacdo de analises estatisticas. Por fim, 30 ions foram
determinados como VIPs com um score acima de um (Tabela 15).

As diferencas observadas nos cromatogramas foram corroboradas com os graficos
obtidos através das analises multivariadas. Os dois primeiros eixos da PCA (Figura 42), por
exemplo, explicaram mais de 50% da variacdo dentro e entre grupos de acordo com a
presenca e intensidade dos metabdlitos em cada amostra. Dentro de um nivel de confianca de
95%, foram identificados grupos especificos para as amostras de Hymeniacidon heliophila,
Hymeniacidon caerulea, Terpios fugax e Topsentia do Brasil. As demais amostras se
aglomeraram no meio do grafico sem diferenciacdo Obvia. Por fim, os grupos externos
tiveram respostas diferentes, uma vez que D. reticulatum agrupou com a maioria das
Suberitida, enquanto G. corticostylifera e N. carbonaria se separaram dos demais
evidenciando a presenca de diferentes metabolitos nas ordens.

No dendrograma observa-se a formacdo de cinco grupos (Figura 43). O primeiro
grupo se refere as amostras de H. heliophila do inverno e do veréo, as quais se sobrepuseram
indicando pouca variacdo quimica sazonal. O segundo contém as amostras de Topsentia sp.
nov. de Fernando de Noronha, Bahia e Ceard, as quais ndo possuem a espicula ofirrafide,
caracteristica de T. ophiraphidites. As amostras de Topsentia e Geodia spp. formaram o
quarto e quinto grupos, com uma diferenciacdo entre Topsentia sp. nov. e T. ophiraphidites
(possui ofirrafide) e Geodia spp. O quarto grupo foi formado por espécies de Halichondriidae,
Halichondria melanadocia da Bahia, Amorphinopsis atlantica do Rio de Janeiro e
Rhaphidostyla sp. nov. O ultimo grupo foi formado por H. caerulea (Halichondriidae) da
Martinica, Terpios fugax (Suberitidae) do Brasil e 0s grupos externos D. reticulatum (Brasil)
e N. carbonaria da Martinica. Neste grupo, a amostra de Terpios fugax do Ceara agrupou com
N. carbonaria e ndo com as demais amostras da Bahia, indicando uma provavel contaminagédo
no processamento.

Neste estudo, o0 agrupamento com base em dados metabdlicos corrobora as conclusées
morfoldgicas, uma vez que o morfotipo de Halichondria da Bahia se separoudomorfotipoda

Martinica, que é na verdade N. carbonaria, espécie de outra ordem. Outro exemplo é
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referente a espécie Rhaphidostyla sp. nov., a qual ndo deve ser considerada no género
Hymeniacidon, nem sindnimo janior, devido a grande distancia com seus congéneres aqui
analisados, H. heliophila e H. caerulea. De forma geral, as amostras aqui testadas se
agruparam primeiramente por grau filogenético e ndo por regido geografica.

Figura 42 — Distribuicdo das espécies de Suberitida e dos grupos externos a partir da analise de PCA explicada
pelos eixos 1 e 2 com o somatorio >50 %.
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Legenda: Am- Amorphinopsis atlantica, Hm- Halichondria melanadocia, Hc- Hymeniacidon caerulea, Hhi- H.
heliophila inverno, Hhv- H. heliophila verdo, Hy- Rhaphidostyla sp. nov., Te- T. fugax, To- Topsentia
sp. nov. (Fernando de Noronha, Ceard e Bahia), To- Topsentia ophiraphidites (Martinica), M-
Martinica, FN- Fernando de Noronha, C- Cear4, B- Bahia. Grupos externos Dr- Dragmacidon
reticulatum, Ge- Geodia corticostylifera, Aa=Ge- Geodia sp.1, HaM=NcM- Neopetrosia carbonaria.
Fonte: O autor, 2019.
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Figura 43 — Agrupamento de espécies gerado com o coeficiente de Spearman e 0 método de ligagdo completa, a
partir das assinaturas metabolicas.
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Legenda: Os nimeros de 1 a 5 em cores indicam os diferentes grupos formados por similaridade metabdlica (ver
detalhes no texto acima). 1) Hhi- H. heliophila inverno, Hhv- H. heliophila ver&o, 2) ToB e ToFN-
Topsentia sp. nov. (Fernando de Noronha, Ceard e Bahia), 3) Aa=Ge- Geodia sp.1 (Bahia), GcC-
Geodia corticostylifera (Ceard), ToB e ToM- Topsentia ophiraphidites (Bahia e Martinica), 4) Am-
Amorphinopsis atlantica, Hm- Halichondria melanadocia, HyB- Rhaphidostyla sp. nov. (Brasil) e 5)
HcM- Hymeniacidon caerulea (Martinica), Te- T. fugax (Bahia), DrC- Dragmacidon reticulatum
(Ceard), HaM=NcM- Neopetrosia carbonaria (Martinica).

Fonte: O autor, 2019.



Tabela 15 — VIPs identificados nos testes estatisticos aplicados pelo programa MetaboAnalyst 3.0. (continua)

Rede de metabdlitos MS MS2 Amostra
principal
VIP Metabolito Massa/tempo Massa Intensidade  Férmula Erro mSigma Aduto Fragmento Fragmento
de retencdo exata (casos - % molecular (ppm) (m/z) (%)
(mz/RT) espectro)
1 Fosfocolina ~ — \1482Te26 482,361  346616-100 CaeHssNOGP 07 209 [M+H]+ 1041073 965504  HhRJv
PC(O-16:0/0:0) 482,3608 206620
184,0735 163290
86,0964 92906
105,1107 52746
2 Fosfocolina M508T638  508,3762  18676-75.6  CasHssNOgP -2,1 6,7 [M+H]+ 104,1072 63348 HhRJv
PC(0-18:1/0:0) 184,0735 15416
508,3769 14962
86,0965 4842
3 Fosfocolina M497T661 496,3762 34564 - 100 CasHssNOgP -1,5 5,6 [M+H]+ 104,1074 104510 HhRJv
PC (0-17:0/0:0)
M518T653  518,3614  3315-9.6 C25Hs4NNaOgP -0,3 9 [M+Na]+ 496,3777 31672
184,0737 24926
86,0966 8900
497,3816 8736
125,0001 5204
4 Fosfoglicerol M485T564  485,2879 18540 - 61.85 CyHis00P -1,2 16 [M+H]+ 313,2735 102864 HhRJv
PG(16:0/0:0) 1550102 7932
173,0212 4910
95,0857 4684
98,984 3470
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Tabela 15 — VIPs identificados nos testes estatisticos aplicados pelo programa MetaboAnalyst 3.0. (continuagdo)

Rede de metabdlitos MS MS2 Amostra
principal
VIP Metabdlito Massa/tempo Massa Intensidade  Férmula Erro mSigma Aduto Fragmento Fragmento
de retencdo  exata (casos - % molecular (ppm) (m/z2) (%)
(mz/RT) espectro)
5 Metil-guanina  M166T32 166,0725 186406 — 100 CsHsNsO 1 1,7 [M+H]+ 166,0723 266692 HhRJi
M331T29 331,1374 105997 - 56.86 [2M+H]+ 138,0774 12084

125,0457 19450
166,0878 19340
151,0486 13112
6 Adenina M136T45 136,0618 235777100 CsHgNs -1 7,2 [M+H]+ 136,0612 5692 HhRJv
119,0358 1356
137,0451 538
137,0646 498
91,0546 248
94,0424 192
7 Quinolona M146T345 146,0601 23644 -12.36 CoHgNO 0,9 12,1 [M+H]+ 118,0651 52592 HhRJi
8 n.r. M520T453 520,3649 4132-5.1 Cs1H46Ns0; -0,5 14,5 [M+H]+ 520,365 26474 HhRJv
136,0617 2310
90,9763 366
80,9483 312
9 Capnina M352T546 352,2518  19925-22.3  Ci17H3sNO4S -1,4 11,4 [M+H]+ 124,0062 7048 HhRJi
M374T547 374,2341 [M+Na]+  334,2415 5734
252,2684 2708
95,0856 2044
81,0696 1816
105,9958 1184




Tabela 15 — VIPs identificados nos testes estatisticos aplicados pelo programa MetaboAnalyst 3.0. (continuagdo)
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Rede de metabdlitos MS MS2 Amostra
principal
VIP Metabdlito Massa/tempo Massa Intensidade  Férmula Erro mSigma Aduto Fragmento Fragmento
de retencdo  exata (casos - % molecular (ppm) (m/z2) (%)
(mz/RT) espectro)
10 Peptideo M348T606  348,2746  2645-12.2 C1gH3sNOs 0 43,4 [M+H]+ 71,0492 4626 HyRJ
69,0697 3318
95,0858 3284
81,0701 2890
219,211 2688
55,054 2532
11 Ftalato M335T716 3352221  32685-100  CyoH3104 -1,2 5,8 [M+H]+ 149,0233 72778 HhRJi
57,0698 13148
150,027 7652
71,0855 7064
167,0334 3820
83,0856 2486
12 Acido graxo M433T808 433,368 4609 - 22.1 C2gH4903 -0,6 91,2 71,0853 2488 HhRJi
95,0853 2362
81,0694 2234
57,0699 1982
131,0855 1570
147,1174 1554
13 Esterol M679T441 679,261 22293-5.8 C26H51N2012S3 -3,.1 15,7 [M+NH4]+ 351,3046 55112 ToFN
M662T441 662,233 2753 - 0.6 C26H48NO12Ss -0,8 34,5 [M+H]+ 369,3151 33920 GcCE
386,3419 6254
255,2115 4458
97,1015 4132
404,3524 2998
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Rede de metabdlitos MS MS2 Amostra
principal
VIP Metabdlito Massa/tempo Massa Intensidade  Férmula Erro mSigma Aduto Fragmento Fragmento
de retencdo  exata (casos - % molecular (ppm) (m/z2) (%)
(mz/RT) espectro)
14 Esterol M642T455  642,3347 24223 -31.8  Cu9Hs56NO10S: -1 19,7 [M+H]+ 447,384 35200 ToFN
271,2054 11802
301,2526 10810
283,2422 10606
411,3626 10602
127,1117 10052
15 Esterol M693T466  693,2763 14591 - 30.15 Cz7Hs3N2012Ss 0,2 22,8 [M+NH4]+ 365,3206 70984 ToFN
383,3313 53586
111,1168 37154
255,2107 19820
69,0696 17344
400,3578 10516
16 Esterol M723T506  723,3233 145363 — 100 Caz9Hs9N2012S3 -1,9 9,3 [M+NH4]+ 283,2423 54404 ToCE
M724T505  724,3263 395,3675 624912 ToCE
413,3783 426098
430,405 121424
17 Esterol M730T506  728,2791 5238 - 19.0 C31H54NO12Ss 1,6 15,7 [M+H]+ 435,3603 8750 HcMar
395,3677 6108
453,3716 3422
413,3771 2180
417,3483 588
533,3284 510




Tabela 15 — VIPs identificados nos testes estatisticos aplicados pelo programa MetaboAnalyst 3.0. (continuacéo)

Rede de metabdlitos MS MS2 Amostra
principal
VIP Metabdlito Massa/tempo Massa Intensidade  Férmula Erro mSigma Aduto Fragmento Fragmento
de retencdo  exata (casos - % molecular (ppm) (m/z2) (%)
(mz/RT) espectro)
18 Esterol M737T521 737,3369  19123-75.6  CsoHs1N2012S3 -0,2 6,4 [M+NH4]+ 409,3837 14922 ToFN
M739T523  739,3398 427,394 10070 ToFN
97,1009 2134
444,4219 2072
283,2437 1866
542,3914 976
19 Esterol M608T644  608,3295  4310-33.8 C29Hs4NOgS; -1,4 23,5 [M+H]+ 395,3682 2018 ToFN
413,3775 1386
309,2793 260
89,0595 420
159,1158 382
241,1953 352
20 Esterol M735T519 735,3232 6105510 C30Hs59N2012S3 -2,1 15,6 [M+NH4]+ 97,1014 255698 ToCE
425,3785 145566
407,368 130674
309,2581 86912
95,0857 85954
255,211 47644
21 Esterol M434T676  434,3629 192180 -100 Cy7H4sNO; 0,8 18,8 [M+NH4]+ 399,3264 46830 HyRJ
417,3359 Ca7H4503 [M+H]+ 219,2109 46754
381,3155 40056
95,0857 38278
269,1901 37586
107,0855 29210
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Tabela 15 — VIPs identificados nos testes estatisticos aplicados pelo programa MetaboAnalyst 3.0. (continuagéo)

Rede de metabdlitos MS MS2 Amostra
principal
VIP Metabdlito Massa/tempo Massa Intensidade  Férmula Erro mSigma Aduto Fragmento Fragmento
de retencdo  exata (casos - % molecular (ppm) (m/z2) (%)
(mz/RT) espectro)
22 Alcaloide M614T426  612,2279 36038 - 92.15 CazsH43BrNs;Oy -0,4 17,1 [M+H]+ 228,0016 37804 GcCE
geodiamolideo  \1636T425  634,2107 [M+Na]+ 3450439 31802
268,1903 18926
240,1958 13498
197,1533 11442
179,1428 10552
23 Alcal6ide M682T435  660,2151  65251-9.3 n.r. [M+H]+ 275,9882 257164 GcCE
geodiamolideo 682,1974 n.r. [M+Na]+ 3930312 199738
268,1911 70124
240,1961 44332
321,9941 36732
197,1538 31348
24 Alcal6ide M240T310  237,9972 21296100  CgHgBrNs; 0 0,1 [M+H]+ 220,971 62264 GcCE
geodiamolideo 195,9762 2376
25 Alcal6ide M573T597 573,3412 12405 - 97.88 Ca29HisNeOs -1,8 8,6 [M+H+] 411,2871 938 GcCE
geodiamolideo 313,3105 2360
261,0373 33020
243,026 908
26 Alcaléide M485T694 485,346 22057 - 62.3  Co7Hs90y 3,1 16,7 [M+H+] 89,0596 92950 GcCE
geodiamolideo 1330861 47888
45,0333 26654
283,1757 18354
177,1127 15934
239,1493 4354
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Rede de metabdlitos MS MS2 Amostra
principal
VIP Metabdlito Massa/tempo Massa Intensidade  Férmula Erro mSigma Aduto Fragmento Fragmento
de retencdo  exata (casos - % molecular (ppm) (m/z2) (%)
(mz/RT) espectro)
27 Alcaloide M406T343  406,2144 5764 -3.5 Ca3H33CINO; -1,8 45,6 [M+H+] 308,1765 1530 TeBA
haliclorina 388,2016 1484
152,0703 1478
126,055 1032
91,0542 918
166,0868 778
28 Sesquiterpeno  M365T681 343,2118  61259-100  CigH3106 -0,7 10,7 [M+H+] 98,984 1232 HcMar
365,1935  22233-37.3  CigH3oNaOs -0,4 3,9 [M+Na+] 240,2318 1014
45,0333 908
89,0599 752
139,0033 630
81,0699 496
29 Glicolipideo M530T685 530,406 81372 -100  Ca9Hs6NO- -0,9 7,1 [M+H+] 512,3952 8940 TeBA
468,4048 1506
30 n.r. M322T193 322,0967 n.r. Ci17H13CINs 4,9 64,8 [M+H+] 102,1282 11546 NpMar,
194,1180 7362 TeBA
226,9502 2306

Legenda: Os dados moleculares foram obtidos no software da Bruker e a identificacdo dos metabdlitos foi realizada através de bibliotecas on-line. Ge= Geodia

corticostylifera, Hc= Hymeniacidon caerulea, Hh= Hymeniacidon heliophila, Hy= Rhaphidostyla sp. nov., Np= Neopetrosia carbonaria, Te= Terpios fugax, To= Topsentia
sp. nov., BA= Bahia, CE= Cear4, FN= Fernando de Noronha, MAR= Martinica, RJ= Rio de Janeiro, i= inverno, v= verao.
Fonte: O autor, 2019.
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As diferencas dentro e entre 0s grupos citadas acima ficam ainda mais claras quando
se observa o mapa de calor de amostras por ions (Figura 44). Neste caso, ainda mais grupos
foram formados, pois a intensidade dos metabolitos em cada amostra foi levada em
consideracdo e ndo s a presenca ou auséncia, como no agrupamento anterior. Assim, sete
grupos foram formados para as amostras e cinco para os ions classificados como VIPs.

Olhando para os agrupamentos formados nas amostras, o 1° grupo foi formado por
individuos de H. heliophila, o 2° Topsentia sp. nov. do Brasil, 0 3° T. fugax do Brasil, 0 4° N.
carbonaria e H. caerulea da Martinica, o 5° G. corticostylifera, o 6° T. ophiraphidites e as
Geodia sp. 1 e sp. 2, as demais amostras formaram o 7° grupo. Neste Ultimo grupo, destaca-se
a presenca de um ion muito forte nas amostras de Rhaphidostyla sp. nov. Por outro lado, A.
atlantica e D. reticulatum ndo possuem nenhum VIP com alta intensidade e, assim como
Halichondria melanadocia do Brasil, ndo possuem nenhum ion especifico. Os grupos de
VIPs, ions com alta intensidade, teve o primeiro grupo destinado para as amostras de H.
heliophila, o segundo para as de Topsentia sp. nov. do Brasil, o terceiro para as amostras de
N. carbonaria, H.caerulea da Martinica e T. fugax do Brasil, o quarto grupo para T.
ophiraphidites e as espécies de Geodia e o0 quinto grupo, exclusivamente para 0s compostos

com com alta intensidade encontrados nas amostras de G. corticostylifera.

4.4.3 Visualizacio e interpretacdo metabdlica por redes moleculares

A visualizacdo dos ions e suas relacbes foram realizadas no programa Cytoscape, mas
apenas 14 ions foram identificados a partir de dados ja conhecidos. Um total de 18 redes
metabolicas foi observado com quatro grandes familias de compostos identificadas (Figura
45). A primeira rede metabdlica foi praticamente especifica para as amostras de Topsentia sp.
nov. do Brasil (cor roxa) composta por esterdis aminosulfatados. A segunda rede contém
basicamente amostras de Hymeniacidon heliophila (cor laranja) composta por fosfocolina, um
fosfolipideo ligado por uma ponte tipo fosfodiéster a uma base nitrogenada. A terceira rede é
formada por glicolipideos, preferencialmente em amostras de Terpios fugax da Bahia (cor
azul escuro) e N. carbonaria e H. caerulea da Martinica (cor verde e azul claro,
respectivamente). Por fim, a quarta rede metabéllica é especifica para amostras de G.

corticostylifera composta por substancias halogenadas, especialmente compostos clorados e
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bromados. Nesta rede foi encontrada a familia de alcaldides Geodiamolideo, os quais

possuem atividade citotdxica, previamente identificada nesta espécie.

Figura 44 — Mapa de calor indicando a ordenacéo das espécies frente a intensidade dos metabolitos VIP.
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Legenda: A coloragdo varia de acordo com a intensidade, onde 4 é muito intenso e -4 pouco intenso. Legenda:
Am- Amorphinopsis atlantica, Hm- Halichondria melanadocia, Hc- Hymeniacidon caerulea, Hhi- H.
heliophila inverno, Hhv- H. heliophila verdo, Hy- Rhaphidostyla sp. nov., Te- T. fugax, To- Topsentia
sp. nov. (Fernando de Noronha, Ceard e Bahia), To- Topsentia ophiraphidites (Martinica), Mar-
Martinica, FN- Fernando de Noronha, CE- Ceard, BA- Bahia, RJ- Rio de Janeiro. Grupos externos
Dr- Dragmacidon reticulatum, Ge- Geodia corticostylifera, Ge- Geodia sp.1, GeB- Geodia sp.2, Nc-
Neopetrosia carbonaria.

Fonte: O autor, 2019.
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Figura 45 — Redes metabolicas com familias de compostos especificas obtidas a partir de fragmentos de ions precursores em analise em tandem e suas provaveis férmulas

moleculares, a direita. (continua)

A Esterois

aminosulfatados

Fosfocolinas

Number* Compounds
1 C30Hs3aNO12S3
2% CaoHsINORS3
3* C30HssNO12S3
4 C3oHsiNO1283
5F C2HsNOR2S3
6 C28HaaNO12S3
7* C2HsNO2S3
8 C2sHsiINO12S3
9% C2H47NOR2S3
10 C29Hs3NO2S3
11 C20HssNO1283
12% C29HssNO12S3
13* C29Hs3NOsS:2
14* C31HssNO2S3
15 PC(0-16:4/0:0)
16 PC(O-16(-OM):0/0:0)
17% PC(0-16:1/0:0)
185 PC(18:0/0:0)
19* PC(18:1/0:0)
20 PC(O-17:1/0:0)
21 PC(O-15:0/0:0)
22 PC(0-10:0/0:0)
23 PC(O-17:0/0:0)
4% PC(O-16:0/0:0)
25 PC(0-14:0/0:0)
26 PC(16:0/0:0)
27 PC(18:1/0:0)
28 PC(16:1/0:0)
29 n.r.
30 n.r.
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moleculares, a direita. (conclusao)

c Glicolipideos D

Alcaléides geodimolideos
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Number* Compounds

31 C27Hs53NO7
32+ C29HssNO7

33 C29H57NO7

34 C2sHssNO7
35% C2sH42BrN307
36 C28H42CIN3O7
37% C29H34Ns5013
38 C29H32NsO13
39 C20H30N5013
40 C28H34NsO4
41 C2sH42BrN30s

Legenda: As bordas vermelhas e os niimeros com * nas legendas a direita indicam ions VIP. As cores dentro dos circulos indicam o percentual em que o metabolito é
expresso nas diferentes espécies, sendo a cor cinza aquela que representa outras espécies além de A) Topsentia sp. nov. (esteréis aminosulfatados), B)

Hymeniacidon heliophila (fosfocolinas), C) Terpios fugax (glicolipideos), D) Geodia corcostylifera (alcaléides do tipo geodiamolideo).

Fonte: O autor, 2019.
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4.4.4 Toxicidade dos metabdlitos pelo teste de Microtox®

As amostras do Brasil foram mais efetivas contra a bactéria Aliivibrio fischeri do que
as da Martinica (teste t de Student). Entretanto, apenas as amostras de Terpios fugax e
Halichondria melanadocia, ambas da Bahia, obtiveram alta eficicia contra a cepa bacteriana
(ECso= 8,6 e 8,8 pg.mL?, respectivamente). As espécies que normalmente sofre com
epibiose, como Geodia sp.1, Amorphinopsis atlantica e Topsentia ophiraphidites, por
exemplo, ndo apresentaram nenhum sinal de potencial toxico desde as amostras da Martinica
até o Rio de Janeiro.

Apesar da toxicidade ndo ter sido alta nos géneros Hymeniacidon e Topsentia,
diferencas intraespecificas e interespecificas foram observadas. As amostras de Topsentia sp.
nov. de Fernando de Noronha (ECso= 130,4 pg.mL™) foram significativamente mais toxicas
(p= 0,031) do que as do litoral brasileiro (ECso=212,1 ng.mL™) e da Martinica (ECso= 408,6
png.mL?). Tanto as amostras de Hymeniacidon heliophila quanto as de H. caerulea
apresentaram uma média de ECso= 150,0 pg.mL™. Ao se comparar as toxicidades dos
compostos quimicos dentro de uma mesma populacdo de H. heliophila, uma diferenca
significativa foi observada (p= 0,013), com as amostras do inverno sendo mais toxicas do que
as do verdo.

No quadrante esquerdo superior da Figura 46 notam-se as amostras e 0 grau de
polaridade dos compostos que explicam as maiores toxicidades encontradas neste estudo. As
amostras mais toxicas sdo referentes a compostos apolares (ap6s 13 minutos) e todos
exemplares com maior potencial toxico sd@o do Brasil. Os compostos apolares foram mais
relacionados com as amostras de H. heliophila, Rhaphidostyla sp. e H. melanadocia,
enquanto as amostras de T. fugax se relacionaram mais com 0s compostos de média
polaridade de alta intensidade. J& no quadrante superior da direita, 0s compostos de Topsentia
spp. do Brasil e G. corticostylifera do Ceard parecem apresentar mais compostos polares.
Nenhuma espécie se relacionou fortemente com os compostos de média polaridade de baixa
intensidade. No guadrante inferior da direita, Geodia sp.1 se mostrou préxima dos compostos
polares, enquanto T. ophiraphidites da Martinica foi a amostra com maior ECso. Por fim, no
quadrante inferior da esquerda, A. atlantica, H. caerulea, N. carbonaria e D. reticulatum ndo
se relacionaram positivamente com nenhum grau de polaridade e ndo apresentaram altos

valores de toxicidade.
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Tanto na PCA quanto no cromatograma de H. heliophila, houve diferenga entre as
amostras do verdo e do inverno. No inverno, os compostos apolares parecem ser mais intensos
do que nas amostras do verdo. Este maior nimero de compostos apolares é o que faz as
amostras do inverno serem significativamente mais toxicas do que as do verdo.

Figura 46 — Resposta ecotoxicoldgicadas esponjas e dos graus de polaridade dos metabdlitos frente a bactéria
Aliivibrio fischeri.
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Legenda: Am- Amorphinopsis atlantica, Hm- Halichondria melanadocia, Hc- Hymeniacidon caerulea, Hhi- H.
heliophila inverno, Hhv- H. heliophila verdo, Hy- Rhaphidostyla sp. nov., Te- T. fugax, To- Topsentia
sp. nov. (Fernando de Noronha, Ceard e Bahia), To- Topsentia ophiraphidites (Martinica), Mar-
Martinica, FN- Fernando de Noronha, CE- Ceara, BA- Bahia, RJ- Rio de Janeiro. Grupos externos
Dr- Dragmacidon reticulatum, Gc- Geodia corticostylifera, Ge- Geodia sp.1, GeB- Geodia sp.2
Brasil, Nc- Neopetrosia carbonaria. MP_AIl- média polaridade de alta intensidade e MP_BI- média

polaridade de baixa intensidade.
Fonte: O autor, 2019.

4.5 Discussao

Neste capitulo, as assinaturas quimicas de diferentes espécies de esponjas foram
avaliadas com o objetivo de evidenciar a diversidade quimica dos organismos, assim como
testar se essa diversidade se distingue entre taxons e, consequentemente, testar se a
metabolémica pode ser uma boa ferramenta de auxilio na taxonomia das esponjas da ordem
Suberitida. Esta abordagem preterida nos primeiros anos de desenvolvimento da

metabolémica, possivelmente porque a taxonomia ndo tem o mesmo glamour do que as areas
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industriais. Quando a metabolémica foi criada, diversas aplicagdes foram imaginadas, tais
como a previsdo de novas vias metabdlicas, 0 aumento da producdo de metabdlitos em vias
bioquimicas importantes usando a engenharia quimica, a investigagdo dos efeitos bioldgicos
em interacdes interespecificase aavaliagdo quimica entre organismos (FIEHN, 2002). Hoje,
com o desenvolvimento de técnicas de andlise robustas, como HPLC/MS e RMN, a
discriminacdo de taxons é possivel quando se comparam dados morfolégicos com dados
quimicos.

Historicamente, o potencial quimico do filo Porifera tem sido investigado com o
objetivo de elucidar compostos com potencial bioativo, olhando especificamente para alguns
grupos de substancias, como esterois (DE ROSA et al., 1973; MINALE e SODANO, 1974;
FUSETANI et al., 1981), alcaldides (OH et al., 2006; LAVILLE et al., 2009) e mais
recentemente terpendides (NAKAMURA et al., 1984; CARLETTI et al., 2003; WEGERSKI
et al., 2006; OHNO et al., 2011). Apesar de este tipo de estudo ter permitido inclusive a
identificacdo de alguns compostos com potencial quimiossistematico (BERGQUIST et al.,
1991a; VAN SOEST et al., 1996; DIAZ-MARRERO et al., 2004), eles ndo demonstram a
real diversidade de compostos existentes do filo, uma vez que focam em uma pequena parcela
da diversidade e, normalmente, em picos representados por compostos majoritarios. De forma
distinta, a metabolémica permite uma visdo global do conjunto de substancias quimicas
presentenos individuos. Atraves da utilizacdo dos perfis quimicos, diferencas desde o nivel de
ordem até o nivel de espécie foram identificadas e,embora pouca variacdo tenha sido
registrada nos picos de alta intensidade, a metabolémica cumpriu a sua funcdo, pois foi
eficiente ao elucidar os detalhes quimicos de cada espécime.

A alta diversidade de metabdlitos encontrados neste estudo entra em concordancia
com observacdes pretéritas de que as esponjas representam uma fonte rica de metabolitos com
uma diversidade e potencial bioativo notavel (KORNPROBST, 2005; BLUNT et al., 2016).
Embora a identificacdo de compostos bioativos seja fundamental para entender a funcdo dos
metabolitos e a evolucdo das espécies, uma visdo global permite conhecer a diversidade
quimica de um organismo (FIEHN, 2002), indicando como este organismo esta respondendo
atualmente aos multiplos fatores que atuam sobre ele, além de permitir a identificacdo de
marcadores especificos para determinados grupos. Assim, a metabolémica ganha forca nos
dias atuais, pois € uma ferramenta viavel para os mais diversos tipos de estudos quimicos,
ecoldgicos, sistematicos e evolutivos.

Com o objetivo de evidenciar a diversidade total de metabdlitos expressos por um

individuo, a abordagem de metabolémica global foi capaz de elucidar ndo s6 metabdlitos
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primarios e especializados oriundos das esponjas, como também poluentes derivados da
producdo de plasticos em todas as esponjas, como o di(2-etilhexil) ftalato, o
acetiltributilcitrato e o tributilcitrato, comumente utilizados como aditivos na producdo de
cloreto de polivinil, 0 PVC (HAUSER e CALAFAT, 2005). Destes compostos, o DEHP é o
mais toxico, apresentando solubilidade na 4gua do mar entre 1,16 mg/L e 0,16 mg/L (GIAM
et al., 1980; HOWARD et al., 1985) e afetando juvenis do peixe Clarias gariepinus Burchell,
1822 com 80 pg/L de forma subletal (IKELE et al., 2016). O TBC e 0 ATBC s&o substitutos
do DEHP e sdo capazes de produzir diarréia em ratos quando expostos em altas concentracfes
(FINKELSTEIN e GOLD, 1959). Estes compostos foram significativamente menos toxicos
do que o DEHP em um experimento de longa exposicéo realizado para avaliar 0s seus efeitos
contra a fecundidade do peixe zebra Danio rerio (Hamilton-Buchanan, 1822) (MUHAMMED
et al.,, 2018). Apesar de poucos estudos terem mostrado a presenca e o efeito de
microplasticosem poriferos (BAIRD, 2016; KARLSSON et al., 2017), a contaminagdo de
esponjas marinhas por bifenilpoliclorado (PCB, em inglés) é conhecida ha pelo menos duas
décadas (Pérez et al., 2003). Assim como os demais poluentes, o PCB também pode ser
utilizado como plastificante. A alta intensidade de DEHP, TBC e ATBC em todas espécies
aqui estudadas indicam a necessidade urgente de estudos na area. Assim, a metaboldémica
prova ser uma ferramenta pronta para ser aplicada tanto na identificacdo de compostos
produzidos pelas espécies, mas também como forma de deteccdo de poluentes.

As diferencas observadas nos perfis quimicos para espécies da classe Demospongiae
neste estudo seguem o que foi demonstrado para a ordem Verongiida, na qual duas novas
espécies de Hexadella foram identificadas, por meio de perfis quimicos (REVEILLAUD et
al., 2012). Os autores deste estudo, inclusive, adicionaram as caracteristicas metabdlicas na
chave de identificacdo das espécies. Atualmente, a classe Homoscleromorpha é a que
apresenta mais e melhores resultados na questdo da utilizacdo das assinaturas quimicas como
uma ferramenta adicional a taxonomia de Porifera, muito porque este grupo possui poucos
caracteres morfoldgicos, sendo alguns géneros representados pela auséncia de esqueleto.
Sendo assim, 0s espongdlogos precisam criar mecanismos para encontrar caracteres
sinapomarficos para descrever as espécies. Em Homoscleromorpha, diversos estudos com
diferentes espécies e em distintas localidades ja foram capazes de elucidar diferencas
especificas quanto aos caracteres metabdlicos, os quais corroboram alguns caracteres
morfoldgicos e filogenéticos (IVANISEVIC et al., 2011a; PEREZ et al., 2011; RUIZ et al.,
2014). Sendo assim, é possivel que a metabolémica auxilie na taxonomia de diferentes grupos

de esponjas, mesmo aqueles que ja possuem alguns caracteres morfoldégicos com sinal
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filogenético. Exemplos positivos com diferentes grupos de dificil classificacdo ja foram
evidenciados, como no Reino Plantae, onde a identificacdo baseada em perfis quimicos em
nivel de género corroborou dados filogenéticos e alguns marcadores quimicos foram
elucidados para diferentes géneros da tribo Vernonieae (GALLON et al., 2018). Dois
morfotipos do coral Parazoanthus axinellae (Schmidt, 1862) mostraram ter uma grande
diferenciacdo quimica, corroborando a identificagdo morfologica (CACHET et al., 2015).
Porém, o marcador mitocondrial COX1 ndo foi capaz de evidenciar nenhum suporte
filogenético para diferenciar estes morfotipos. O mesmo problema foi evidenciado em um
estudo recente com esponjas (RUIZ, 2017), onde os VIPs foram identificados, mas o
agrupamento hierarquico com as analises metabolémicas para a familia Plakinidae ndo
corroboraram as relagdes genéticas entre os géneros. Por outro lado, no mesmo estudo,
distingdes entre os géneros na familia Oscarellidae foram observadas. Antes dos estudos de
metabolémica, Erpenbeck e van Soest (2007) criticaram duramente a utilizacdo de compostos
quimicos na sistematica. Porém, apds 0s avancos na obtencdo e interpretacdo dos dados de
metabolémica, a utilizacdo desta ferramenta na taxonomia integrativa parece trazer mais
beneficios do que maleficios na sistematica do filo.

No presente estudo, a diferenca na composicao quimica das especies foi maior do que
a diferenca geogréafica, uma vez que ndo foram observados VIPs metabolicos com altas
intensidades em uma populacdo e auséncia em outra. A principal diferenca no nivel
taxonémico, em detrimento de caracteres sazonais ou geograficos, parece ser comum no Filo
Porifera, uma vez que este mesmo resultado ja foi observado para duas espécies de Haliclona
(REVERTER et al., 2018) e para a espécie Crambe crambe (Schmidt, 1862) (TERNON et al.,
2017), ou seja, ndo houve evidéncia da producdo de compostos especificos para diferentes
regibes geograficas. Porém, generalizacbes ndo podem ser feitas, j& o que os VIPs
identificados nos perfis quimicos de amostras da classe Homoscleromorpha do Mediterraneo
foram diferentes daqueles obtidos em amostras do Caribe (RUIZ, 2017). Este resultado segue
0 observado em outros grupos (zoantideos e actinobactérias) no Oceano Atlantico Ocidental,
0s quais apontaram que as diferencas quimicas foram primeiramente referentes a distribuicéo
geografica e posteriormente as caracteristicas taxondmicas (COSTA-LOTUFO et al., 2018;
BAUERMEISTER et al., 2018). 1sso mostra que o metabolismo é variavel de acordo com o
ambiente, mas que grande parte do metaboloma se mantém constante e as diferencas em
niveis hierarquicos mais baixos podem ser evidenciados, auxiliando na taxonomia.

A abordagem global utilizada aqui evidenciou metabdlitos mais especificos para

determinado grupo do que para outro, permitindo a separacdo de espécies, inicialmente
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coletadas como se tratando de uma sO especie, como por exemplo os morfotipos azuis
(Terpios fugax e Hymeniacidon caerulea) os morfotipos verde musgo ou preto (Halichondria
melanadocia e Neopetrosia carbonaria) e Topsentia spp. Essas diferenciacdes somente foram
possiveis devido ao desenvolvimento de técnicas analiticas de fragmentacdo dos ions, as
analises estatisticas, principalmente as multivariadas, e as redes de metabdlitos. Assim como
estas técnicas foram capazes de mostrar diferencas em um estudo taxondmico, elas também
tém sido empregadas com sucesso em trabalhos com diferentes propositos. As influéncias
ambientais e taxondmicas foram avaliadas e claramente observadas em um estudo realizado
na regido costeira do Brasil com os zoantideos Palythoa (COSTA-LOTUFO et al., 2018). Por
sua vez, alguns autores evidenciaram que o fluxograma metodoldgico seguindo essas técnicas
permite a descoberta mais rapida de metabdlitos bioativos com potencial medicinal (OLIVON
et al., 2017b; QUINN et al., 2017; NOTHIAS et al., 2018; VELENOSI et al., 2019). E, de
forma mais tedrica, Allard e colaboradores (2016) mostraram que a integracdo entre essas
ferramentas otimiza o fluxograma experimental, inclusive com a adi¢do de outras técnicas,
como MS/MS in-silico e Olivon et al. (2017¢) apontam que um pré-processamento utilizando
0 programa MZ-Mine2 aumenta as chances de obter uma rede metabolica mais realista.
Apesar da combinacdo destas ferramentas ter sido fundamental para filtrar e elucidar as
principais caracteristicas quimicas presentes nas amostras analisadas neste estudo, o
desenvolvimento de analises mais robustas, a padronizacdo nas configuracdes dos programas
e 0 desenvolvimento de uma biblioteca de metabolitos de Porifera ainda sdo requeridas na
area para que comparacdes, neste grupo, possam ser realizadas em nivel mundial.

Os esterdis e os alcaldides sdo os principais grupos de substancias quimicas
encontradas nos representantes de Suberitida. Adicionalmente, os lipideos foram comuns nas
nossas amostras o que difere do conhecido na literatura (KORNPROBST, 2005). Assim,
pode-se dizer que a metabolémica foi uma ferramenta importante na deteccdo destes
compostos tdo comuns e abundantes no metabolismo primario e secundario de animais.

As estruturas aminosulfatadas aqui identificadas, quase que exclusivamente, para 0s
espécimes de Topsentia sp. nov. de Fernando de Noronha sdo compostos muito diferentes dos
observados nas esponjas até o momento (KORNPROBST, 2005). Alguns exemplos de
compostos aminosulfatados encontrados em esponjas sdo os alcaldide tauroacidina (ex.
Hymeniacidon spp.) e dercitamida (ex. Negombata magnifica (Keller, 1889)), o macrolideo
latrunculina B (ex. Latrunculiidae), benzotiazol (ex. Tedania ignis (Duchassaing &
Michelotti, 1864)) e hipotaurociamina (Agelas sp.), porém ophirapstanol trisulfato é o Unico

esterol aminosulfatado ja isolado em uma esponja (Topsentia sp., GUNASEKERA et al.,
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1994). Hipotauriamina e tauroacidina sdo provenientes de classes de compostos consideradas
com potencial quimiossistematico (ERPENBECK e VAN SOEST, 2007). Por outro lado, o
alcaldide piridoacridina (dercitamida) e o benzotiazol provavelmente sdo de origem
microbiana. Sendo assim, é possivel que a classe de esterol aminosulfatado encontrado em
Topsentia sp. nov. seja proveniente tanto de origem animal quanto microbiana.

Alguns esterdis sulfatados (ex., halistanol) ja foram descritos para a familia
Halichondriidae (FUSETANI et al., 1988; KANAZAWA et al., 1992) e para o proprio género
Topsentia (MCKEE et al., 1993), porém nenhum deles possui moléculas de nitrogénio em
combinacdo com o esterol sulfatado. Este esterol ndo aminado possui atividade citotoxica e
antibacteriana em Petromica citrina Muricy, Hajdu, Minervino, Madeira & Peixinho, 2001,
podendo ser um composto medicinal alternativo, uma vez que 0s microrganismos tém se
mostrado resistentes as drogas comumente utilizadas (MARINHO et al., 2012). Mais
recentemente, os halistanois sulfatados isolados de Halichondria sp. do Japdo demostraram
ter atividade contra as SIRT 1-3 (NAKAMURA, 2018), sirtuinas que parecem estar
relacionadas no silenciamento de genes e envolvidas na preservacdo de tecidos
(YAMAMOTO et al., 2007; DONMEZ et al., 2010). Apesar de varios testes ainda serem
necessarios, € possivel que esta classe de esterdis seja Util no tratamento de doencas
citotoxicas.

Em Porifera, as Unicas estruturas combinandoao menos uma molécula de nitrogénio e
enxofre foram identificadas para o género Polymastia, como polymastiamida (KONG e
ANDERSEN, 1993), Lamellodysidea, como peptideos dysidenina e derivados, mas este
possui também moléculas de cloro (KAZLAUSKAS et al., 1977) e Amorphinopsis e
Axinyssa, como as axisonitrilas sesquiterpenoidicas aminosulfatadas (WEGERSKI et al.,
2006). Apesar de cada uma destas substancias ser de uma classe de compostos diferente,
inclusive as encontradas em Topsentia, todos 0s géneros mencionados possuem relacéo intima
com microrganismos, 0Ss quais podem ser 0s reais produtores destes compostos
aminosulfatados. Esta hipdtese pode ser corroborada junto ao trabalho desenvolvido por Flatt
e colaboradores (2005), onde os autores evidenciaram a presenca dos peptideos contendo
nitrogénio, enxofre e cloro tanto na esponja Lamellodysidea herbacea (Keller, 1889) quanto
na cianobactéria simbionte Oscillatoria spongeliae Schulze ex Gomont, 1892. De qualquer
forma, este tipo de estrutura € unico no filo Porifera (e seus simbiontes) e por isso merece ser
estudo mais profundamente. Neste caso, 0 metabdlito ja foi reconhecido e por isso a técnica
de metabolémica com alvo deve ser aplicada em combinacdo com a técnica de RMN. Além

disso, estudos para determinar a diversidade da comunidade bacteriana nas esponjas de
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Fernando de Noronha, assim como extragdes quimicas dos principais grupos devem
realizadas para identificar qual organismo produz tais esterdis.

Os lipideos, por sua vez, sdo substancias comuns aos seres vivos e geralmente sdo
representados por pequenas moléculas formadas por carbono, hidrogénio e oxigénio que
podem se diluir ou ndo em solu¢do aquosa. Outros tipos de lipideos podem conter fésforo,
nitrogénio e enxofre. A estrutura ndo usual da camada fosfolipidica nas membranas celulares
das esponjas pode ser uma das chaves para 0 sucesso adaptativo deste grupo aos mais
distintos habitats aquaticos (DJERASSI e LAM, 1991), porém nenhuma evidéncia foi trazida
a luz até o momento (GENIN et al., 2008). Contendo fésforo e nitrogénio, por exemplo,
encontramos neste estudo as fosfocolinas que sdo moléculas intermediarias na sintese dos
fosfolipideos e sdo encontradas exclusivamente em células animais. As fosfocolinas foram
identificadas majoritariamente para as amostras de Hymeniacidon heliophila do Rio de
Janeiro, enquanto os glicolipideos foram encontrados em amostras de Terpios, Halichondria e
Hymeniacidon. Alguns trabalhos mostraram que as fosfocolinas podem ser os principais tipos
de fosfolipideos em esponjas (CARBALLEIRA et al., 1989; CARBALLEIRA e REYES,
1990; CARBALLEIRA e SHALABI, 1990). Estes lipideos podem estar amplamente
distribuidos em animais marinhos, atuando em diversas funcfes biologicas, principalmente
em mecanismos de defesa adaptativa. Os fosfolipideos, por exemplo, podem ser produzidos
como moléculas de defesa contra reacGes inflamatdérias em mamiferos (ZIMMERMANN et
al., 1992), enquanto na esponja Suberites domuncula, as substancias de fator ativador de
plaquetas (em inglés, lyso-PAF) impediram o crescimento epibionte e controlaram o
crescimento bacteriano (MULLER et al., 2004). As lyso-PAF encontradas na esponja
Spirastrella abata sdo capazes de inibir a via metabdlica do colesterol (SHIN et al., 1999) e
impedir o desenvolvimento de células cancerigenas (ALAM et al., 2001). Os glicolipideos
sdo estruturas com longas cadeias que também possuem fungbes bioldgicas em esponjas
marinhas. Até o momento, os glicoesfingolipideos (GSL) podem apresentar forte atividade
antitumoral e imunoestimulante (NATORI et al., 1993) e potencial antiinflamatoério por inibir
a producdo de o6xido nitrico (BORBONE et al., 2001). Mesmo com estas funcdes ja
identificadas, estudos especificos com os glicolipideos ainda sdo necessarios para evidenciar
detalhadamente as funcBes biologicas realizadas por estes lipideos em esponjas
(COSTANTINO et al., 2010). Além disso, acredita-se que os glicolipideos estejam
envolvidos em processos de reconhecimento celular. Caso estes compostos tenham essa
fungdo, os glicolipideos podem ser utilizados como marcadores moleculares taxondmicos,

pois estes lipideos se comportam de forma espécie-especifica.
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Os compostos apolares e os de média polaridade foram os principais responsaveis pelo
aumento na toxicidade das amostras. Além disso, a toxicidade de amostras de acordo com a
variacdo sazonal, mesmo dentro de um unico ano, foi evidente para as amostras de
Hymeniacidon heliophila. Ao contrério do observado na literatura, a toxicidade nesta espécie
foi maior no periodo reprodutivo (inverno), quando geralmente a espécie evita gastar energia
em defesa e aumenta o gasto energético em estratégias reprodutivas e crescimento dos
descendentes (PEREIRA, 2009). Além disso, geralmente, os maiores valores de bioatividade
em esponjas ocorre no verdao ou outono (TURON et al., 1996, 2009; IVANISEVIC et al.,
2011b), mas também j& foram encontradas espécies com alta toxicidade no inverno e auséncia
de compostos toxicos no verdo (FERRETI et al., 2009). Apesar de nenhum metabdlito ter
sido identificado como bioativo neste estudo, esta populacdo de H. heliophila da praia de
Itaipd, em Niteroi (RJ) ja é reconhecida pela producdo de substancias bioativas, uma vez que
estudos com o extrato bruto desta populacdo revelou propriedade antiincrustantes e defesa
quimica contra predadores tropicais (RIBEIRO et al., 2010, 2012). Por isso, coletar amostras
desta populacdo temporalmente é fundamental para entender a real variacdo dos compostos
quimicos e tentar elucidar as vias metabdlicas produtoras de substancias bioativas e, se
possivel, sintetizar compostos com atividades medicinais.

Apesar das técnicas aqui empregadas ndao favorecerem a identificacdo dos compostos
bioativos, a bioatividade de algumas amostras foram notadas tanto no gradiente temporal
quanto no espacial, 0 que é importante quando ndo se conhece o potencial e a diversidade
metabdlica das espécies (MARTI et al., 2003). O estudo sobre a variagdo intraespecifica na
producdo de compostos quimicos é, até hoje, de grande interesse na area da Ecologia
Quimica, porque é nesse nivel de estudo que podem ser elucidadas respostas evolutivas
(HAY, 1996). Variacdes na bioatividade de organismos marinhos ao longo de um gradiente
latitudinal sdo comuns devido as especificidades locais, seja competicdo e predacdo ou
disponibilidade de nutriente e luz. Embora haja diferenca na bioatividade de compostos de
uma mesma espécie em grandes zonas latitudinais (BAKUS e GREEN, 1974), esta diferenca
ndo € necessariamente estatistica, quando se trata o dado metabdlico globalmente
(MCCLINTOCK, 1987; BECERRO et al., 2003; GREFF et al., 2017). Assim, a evidéncia de
maior bioatividade em amostras do Brasil em relacdo as da Martinica a partir das analises com
0 Microtox contrapdem a Hipotese de Gradiente Latitudinal. Em paralelo as analises de
metabolémica, o teste de bioatividade por Microtox parece ser uma boa ferramenta
comparativa, permitindo a deteccdo de possiveis mudancas intra e interpopulacional, seja

quanto a diversidade metabdlica ou seu potencial bioativo.
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5 FILOGENIA E SISTEMATICA MOLECULAR DA ORDEM SUBERITIDA

5.1 Introducéo

A filogenia é um ramo da biologia que visa reconstruir a histéria evolutiva dos grupos
a partir de relacBes de parentesco entre taxons. Assim, um grupo monofilético é aquele que
compartilha um ancestral comum mais recente entre dois taxons do mesmo nivel de
classificacdo (BIGELOW, 1956), enquanto qualquer tdxon que ndo compartilhe um ancestral
comum mais recente € considerado um grupo merofilético e ndo deve ser considerado um
grupo natural (BERNARDI, 1981). As diferengas moleculares obtidas nas filogenias podem
ser utilizadas para adicionar suporte e resolucdo as sinapomorfias sugeridas na taxonomia
alfa, por meio da sistematica molecular (LOBO-HAJDU, 2006). Estas ferramentas devem ser
aplicadas juntas para melhorara compreensdo de grupos que apresentam poucos caracteres
diagnosticos.

As caracteristicas morfologicas sdo muitas vezes consideradas como pouco
informativas, pois geralmente sdo anotadas como presenca e auséncia, o que pode subestimar
a funcdo destes caracteres, uma vez que eles estdo sujeitos a convergéncia e paralelismo
(JENNER, 2004). Por outro lado, dados moleculares sdo capazes de inferir diferencas tanto
em nivel intraespecifico quanto interespecifico, por meio da sistematica molecular. Porém,
eles também estdo propensos a problemas, como a convergéncia de ramos longos, a qual pode
ser observada em filogenias reconstruidas com grupos distantemente relacionados, gerando
uma interpretacdo errbnea sobre o grupo avaliado (HILLIS e WIENS, 2000). Fato é que
qualquer metodologia apresenta pros e contras, por isso 0 que deve ser considerado na
sistematica molecular é se a técnica utilizada esta de acordo com a pergunta realizada, pois s6
assim os resultados indicardo caminhos verdadeiros acerca da filogenia do grupo (ver HILLIS
et al., 1996). Por isso, para cada tipo de estudo é necessario empregar marcadores moleculares
com taxas de muta¢do maiores ou menores de acordo com o problema em questdo (MORITZ
e HILLIS, 1996).

A inferéncia evolutiva do marcador nuclear 28S é relativamente bem suportada em
Porifera. Este marcador possui sinal filogenético e por isso € um dos mais utilizados em
reconstrucdes filogenéticas no filo, constituindo uma grande base de dados comparativa. Um

ponto negativo nos estudos filogenéticos com 28S é que cada grupo de pesquisa utiliza um
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fragmento do gene distinto, limitando a comparacdo. Para resolver este problema, é necessaria
a utilizacdo de espécimes contendo o gene completo sequenciado, assim a comparacdo se
torna possivel. Além disso, o 28S tem demonstrado ambiguidade na classe Demospongiae,
sugerindo assim uma evolucdo diferenciada do marcador (DE PAULA 2013). Por este
motivo, BORCHIELLINI et al. (2000) sugeriram que a regido D1-D2 fosse utilizada para
recuperar relac6es interespecificas, enquanto o nivel D3-D5 seja aplicado em estudos no nivel
de familia devido ao seu maior grau de conservagao.

O espagador interno transcrito ITS (“internal transcribed spacer”) tem provado ser um
bom marcador molecular, sendo capaz de elucidar a estrutura e a historia evolutiva de grupos
proximamente relacionados. Devido a alta taxa mutacional, este marcador tem sido mais
utilizado em estudos de nivel populacional. Porém, relacdes interespecificas ja foram
demonstradas em esponjas marinhas de diferentes ordens, como Hymeniacidon Bowerbank,
1858 (Suberitida), Mycale Gray, 1867 (Poecilosclerida), Aplysina Nardo, 1834 (Verongida) e
Geodia Lamarck, 1815 (Tetractinellida) (LOBO-HAJDU et al., 2001, 2004). Outro beneficio
deste marcador € a possibilidade de observar a estrutura secundaria do gene que pode ser
considerada um fenotipo e, assim ser utilizada como uma estratégia molecular na separacéo
de espécies. Estudos com fungos (RAMPERSAD, 2014) plantas medicinais (ZHANG et al.,
2015), corais (GRAJALES et al., 2007), entre outros, ja foram realizados neste sentido e
mostraram um bom poder auxiliar a taxonomia alfa. Isto se da porque a estrutura secundaria
do ITS2 possui padrdes curtos e recorrentes no DNA (em inglés motifs) mais conservados,
que facilitam a fixacdo de alinhamentos multiplos, permitindo maior definicdo dos
relacionamentos em niveis taxondmicos mais elevados do que o nivel de género (KJER,
1995).

O 16S é um marcador mitocondrial conservado, pouco testado em estudos de filogenia
no grupo Porifera e que apresenta resultados conflitantes. Até o momento, pode-se dizer que
este marcador é capaz de evidenciar uma alta diversidade haplotipica, podendo ser uma opc¢éo
para estudos de relacBes genéricas e especificas (LOPEZ-LEGENTIL et al., 2010; DE
PAULA, 2013; VENTURA, 2014). Este marcador apresentou uma alta razdo entre amostras
amplificadas e sequenciadas de boa qualidade em estudos realizados com ordens de Porifera
distantemente relacionadas, no Laboratorio de Génetica Marinha da UERJ (DE PAULA,
2013; VENTURA, 2014, presente estudo).

O COX1 é um gene mitocondrial, mais variavel do que o 16S, e amplamente utilizado
em Porifera (WORHEIDE, 2006; WANG e LAVROV, 2007; LAVROV et al., 2008; LOPEZ-
LEGENTIL e PAWLIK, 2009), permitindo grande grau de comparacdo. Porém, problemas
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quanto a variabilidade do gene, que pode ser muito distinta dependendo dos grupos estudados
(ver ERPENBECK et al., 2006b; DE PAULA et al., 2012) e a dificuldade técnica na
amplificacdo das amostras (VARGAS et al., 2012) s&o pontos negativos com relagdo a este
marcador. Assim,aalta variabilidade deste gene pode minimizar o poder filogenético do
marcador.

Por fim, o gene codificante para a subunidade Il da citocromo c oxidase COX2 foi
utilizado por ser um marcador mitocondrial com rapida substituicdo haplotipica, divergindo
dos demais marcadores mitocondriais testados e mencionados acima. Pouquissimos estudos
com este marcador foram realizados com esponjas até o momento. No presente estudo, das
sete amostras amplificadas, nenhuma foi sequenciada com sucesso, assim como no estudo
realizado com o género Mycale por de Paula (2013).

Em Porifera, por exemplo, a sisteméatica molecular tem sido fundamental para a
interpretacdo das relagdes entre os grupos. Mesmo assim, as reconstrugdes filogenéticas ndo
corroboram as caracteristicas fenotipicas, em alguns casos. “Lithistida”, por exemplo, é
caracterizada pela presenca de espiculas com alta concentracéo de silica, as desmas, formando
um esqueleto rigido (PISERA e LEVI, 2002). Contudo, um recente estudo integrativo sugeriu
que as desmas nao parecem ter sinal filogenético (SCHUSTER et al., 2015). Em Suberitida,
diversos trabalhos ndo séo capazes de relacionar as espécies de Halichondriidae em um grupo
monofilético, seja utilizando dados morfoldgicos, genéticos ou quimicos, em separados ou em
conjunto (ERPENBECK et al., 2006a,b, 2007, 2012).

Diversas relacdes dentro da ordem Suberitida ainda ndo foram devidamente
compreendidas. Segundo a nova proposta de classificacdo de MORROW e CARDENAS
(2015), esta ordem é considerada monofilética, mas suas maiores familias ndo. A ordem é
definida por poucos caracteres morfolégicos e pela sinapomorfia molecular de uma delecéo
de um pequeno loop de 25 pares de base na regido D2 do gene nuclear 28S (DNAr). Estes
dados corroboram estudos filogenéticos prévios com o grupo, 0s quais conseguem agrupar as
familias Suberitidae e Halichondriidae (CHOMBARD e BOURY-ESNAULT, 1999;
LAVROV et al., 2008; MORROW et al., 2012; REDMOND et al., 2013; THACKER et al.,
2013). Porém, ao analisar as relacdes de parentesco nos niveis de género, muitas relacfes sdo
dubias, seja pela identificacdo prévia errada, seja pela necessidade de uma revisdo em
diversos géneros que compdem as familias Suberitidae e Halichondriidae. A Figura 47 expde
a polifilia nas familias Suberitidae e Halichondriidae, assim como nos géneros Halichondria,

Hymeniacidon, Suberites e Terpios.
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Diante de tantos beneficios que a sistematica molecular vem trazendo para a

classificacdo de Porifera e, paralelamente, o grande niumero de relagdes filogenéticas ainda

confusas, a melhor forma de estudar a taxonomia das esponjas parece ser através da

integracdo das mais diversas ferramentas existentes. Dentro da ordem Suberitida ainda séo

necessarios estudos especificos em niveis de familia e género para que se possam

compreender as relac@es filogenéticas dentro do grupo.

Figura 47 — Topologia baiesiana da relacdo filogenética na subclasse Heteroscleromorpha Céardenas, Pérez,

Boury—EsnauIt 2012.
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Legenda: Andlise filogenética com o marcador nuclear 28S indica a Ordem Suberitida, representada pelas
familias Suberitidae e Halichondriidae e as demais ordens da subclasse Heteroscleromorpha.

Fonte: Modificado de THACKER et al., 2013, pelo autor, 2019.
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5.2 Objetivos

Objetivo geral:

a) Reconstruir a filogenia da Ordem Suberitida a partir de amostras
sequenciadas neste estudo e comparadas com outras ja depositadas no
GenBank.

Obijetivos especificos:

a) Levantar hipoteses filogenéticas desde o nivel de ordem até o nivel de
espécie, através da relacdo das espécies;

b) Comparar o resultado das relagcdes flogenéticas com quatro marcadores
moleculares distintos;

c) Testar a utilizacdo da estrutura secundaria do ITS2 na taxonomia;

d) Comparar a histdria de relacéo filogenética com os resultados morfolégicos
e assinaturas quimicas;

e) Delimitar os grupos de Suberitida da forma integrativa e realista.

5.3 Material e Métodos

O processamento experimental das esponjas e o inicio da analise dos dados moleculares
foram conduzidos no Laboratério de Genética Marinha (LGMar) da UERJ, cujas etapas
principais sdo mostradas na Figura 48 e detalhadas nas secdes abaixo. Os protocolos e as

amostras utilizados nos experimentos sdo descritos em detalhes no Apéndices A e B.

5.3.1 Extracdo e quantificacdo dos 4cidos nucleicos

O DNA gendmico total das esponjas foi extraido de acordo com dois protocolos pré-
estabelecidos por pesquisadores do LGMar (LOBO-HAJDU et al., 1999; SALGADO et al.,
2007; Anexo B): um utilizando tampé&o de lise contendo Hidrocloreto de Guanidina (GuHCI)

e outro contendo Brometo de Cetil-Trimetil Aménio (CTAB). Brevemente, a descri¢cdo do
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protocolo consiste na reidratagdo da amostra em tris-HCI/EDTA, seguida da substituicdo
deste solvente pelo tampdo de lise. A amostra é macerada e incubada contendo proteinase K e
B-mercaptoetanol. Inicia-se entdo um processo de remoc¢do de qualquer matéria organica,
exceto DNA a partir de centrifugacdo e utilizacdo do solvente organico cloroférmio,
isopropanol e etanol 70%. Por fim, a amostra é seca e ressuspendida em RNAse para
quantificacdo dos acidos nucleicos.

A quantificacdo do DNA foi feita por leitura da densidade 6tica em espectrofotdmetro
de volumes reduzidos (Nanodrop™ 2000c, Thermo Scientific). A absorbancia de acidos
nucleicos em 260 nm pode ser utilizada para estimar a sua concentra¢cdo na amostra, uma vez
que a uma concentracdo de 50 pg/ml e a um comprimento de percurso de 1 cm, o DNA dupla
fita tem absorbancia (Azeo) igual a 1. A razdo Azeo/Azso € comumente utilizada para avaliar a
contaminacdo de proteinas do DNA, ao passo que a razdo Azeo/Azz € um indicativo da
presenca de diversos contaminantes na amostra, tais como carboidratos, peptideos, fenois,
ureia, acido humico e sais caotopicos, como o hidrocloreto de guanidina. Como diretriz, uma
razdo Aoeo/A2s0 com valores de 1,8 — 2,2 indicam um grau de pureza para proteinas
tipicamente adequado para analise, enquanto que a razdo Azeo/A23o ideal deveria ser maior que
1,5 e idealmente proxima a 1,8.

Uma avaliacdo qualitativa do DNA foi feita por meio de eletroforese em gel de
agarose a 0,8%, visualizados ap0s incubacdo em brometo de etideo a 0,5 pug/uL (Anexo C). O
protocolo se baseia na estimativa da concentracdo de DNA obtida por meio de uma corrida
em um gel de Tris acetato/borato EDTA (por eletrovoltagem) e visualizado sob luz
ultravioleta (UV) apds coloracdo com brometo de etidio. A concentracdo final do DNA é
avaliada pelos valores estabelecidos por Amos e Hoelzel (1991) modificado, seguindo de 1 -
DNA néo degradado até 6 - auséncia de DNA.
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Figura 48 — Fluxograma das etapas do estudo genético das esponjas marinhas, desde a extracdo de DNA até a
edicdo das sequéncias génicas.
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5.3.2 Marcadores moleculares e amplificacdo de DNA

Os marcadores moleculares nucleares e mitocondriais selecionados apresentam boa
resolucdo para a Classe Demospongiae. A amplificacdo do DNA por meio da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) foi realizada para cinco marcadores moleculares, sendo dois
nucleares (28S e ITS2) e trés mitocondriais (16S, COX1 e COX2/RIM, onde RIM se refere a
Regido Intergénica Mitocondrial, Intergenic Region of Mitochondrial DNA). Os primers e as
regides génicas testadas foram escolhidos devido as suas utilizagdes e variacdes ja conhecidas
para o Filo (Tabela 16).
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Tabela 16 — Primers utilizados durante este trabalho para os diferentes marcadores moleculares.

Gene | Primers Sequéncia 5’ - 3° Referéncia
28S C1 ACCCGCTGAATTTAAGCAT BORCHIELLINI et al., 2004
D2 TCCGTGTTTCAAGACGGG CHOMBARD et al., 1998
ITS2 SP5.8bF AATCATCGAGTCTTTGAACG THACKER e STARNES,
SP28cR CTTTTCACCTTTCCCTCA 2003
28rev GTTAGTTTCTTTTCCTCCGCTT LOBO-HAJDU et al., 2004
16S diplo-RNL-f1 TCGACTGTTTACCAAAAACATAGC LAVROV et al., 2008

diplo-RNL-r1 ~ AATTCAACATCGAGGTSGGAAAC

COX1 | dgLCO-1490 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA  MEYER (2003)
dgHCO-2198 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG

COX2 | dsCOX2-f1 TGGNGCAAATCATTCNTTTATGC D. Lavrov (comunicacao
/RIM | dsATP6-rl CTACATTAAATTGATCAAAATANGC pessoal)

Fonte: Referéncias na tabela.

A amplificagdo do DNA por meio da PCR foi realizada para cinco marcadores
moleculares objetivando diferentes tipos de inferéncia evolutiva (Tabela 16). As reacdes
foram realizadas com volume total de 30 uL, contendo: 0.75 U de DNA polimerase GoTaq
(Promega), em tampé&o proprio contendo 1,5 mM de MgCly, 0,133 mM de dNTP (Promega),
0,16 uM de cada primer (senso e antiseno) e cerca de 20-100 ng de DNA fita molde. Dois
programas de termociclagem foram empregados distintamente para os marcadores nucleares e
mitocondriais. Para a amplificacdo dos marcadores nucleares (28S e ITS2) foi adotado um
protocolo de termociclagem baseado em Thacker et al. (2013), com touchdown, o qual
diminui a iniciacdo off-target, e aumenta assim a especificidade das reacGes, que consistiu em:
uma fase inicial de desnaturacdo em 85°C por 5 min; 10 ciclos de amplificacdo com
desnaturacdo em 94°C por 45s, pareamento em 55°C por 1 min, com diminuic¢éo de 1°C por
ciclo, e extensdo em 72°C por 2 min; 20 ciclos de amplificacdo com desnaturacdao em 94°C
por 45s, pareamento em 55°C por 1 min e extensdo em 72°C por 2 min; e uma fase final de
extensdo em 72 °C por 10 min. Para a amplificacdo dos marcadores mitocondriais (COX1,
16S e COX2/RIM) foi adotado um protocolo de termociclagem com touch-up (DE PAULA,
2013), o qual maximiza a iniciacdo das reacdes quando utilizando primers heterélogos, que
consistiu em: uma fase inicial de desnaturacdo em 92°C por 4 min; 5 ciclos de amplificacdo
com desnaturacdo em 92°C por 30 s, pareamento em 44°C por 45 s e extensdo em 72°C por 1
min; 35 ciclos de amplificagdo com desnaturacdo em 92°C por 30 s, pareamento em 51°C por

45 s e extens@o em 72°C por 1 min; e uma fase final de extensdo em 72°C por 6 min.
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5.3.3 Sequenciamento, edicdo e alinhamento multiplo das sequéncias génicas novas e

comparativas

O sequenciamento das amostras foi conduzido no Laboratério Central (LC) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), na forma de prestacdo servico de carater
multiusuério e interdisciplinar, no &mbito da Plataforma Tecnolégica de Genbmica e
Expressao Génica. Cerca de 20 pL das purificacdes resultantes, contendo entre 10 — 50 ng/uL
de produto de PCR, foi sequenciado utilizando o kit de sequenciamento de ciclo BigDye
Terminator v3.1 e sequenciador automatico ABI3500 (Applied Biosystems).

A edicéo das sequéncias foi conduzida nos programas SegMan Pro v7.1.0 (Lasergene,
DNASTAR®) e MEGA 6 (TAMURA et al., 2013), no sentido 5’3’ e no sentido reverso. Apos
edicédo, as sequéncias foram comparadas por meio de algoritmo BLAST® contra o banco de

dados do GenBank (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/), principalmente com o intuito de avaliar se

as sequéncias obtidas pertenciam a contaminantes.

As sequéncias foram alinhadas no programa MAFFT v7.222 (KATOH e STANDLEY,
2013) , por meio de alinhamento multiplo, o qual é iterativo e demonstra bons resultados em
testes simulados (WILM et al., 2006). As sequéncias de 28S, 16S e COX1 foram alinhadas
com o algoritmo iterativo de busca local E-INS-i, uma vez que estes alinhamentos
compreenderiam sequéncias de diferentes tamanhos e comprimentos, incluindo sequéncias
génicas completas. Por sua vez, o alinhamento do ITS2 foi construido utilizando o algoritmo
iterativo de busca global G-INS-i, uma vez que somente sequéncias completas foram
incluidas nas analises.

Sequéncias provenientes de esponjas heteroscleromorfas foram obtidas do banco de

dados puablico de DNA, GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), para estender a

comparacdo das amostras sequenciadas no presente estudo aos dados da literatura (Tabela 17).
Contudo, devido a limitagfes computacionais, e para balancear os padrdes filogenéticos entre
as sequéncias, e a minimizar os vieses dos modelos evolutivos, as sequéncias obtidas foram
selecionadas de forma a compreender as maiores sequéncias de nucleotideos, e com a maior
cobertura dos marcadores sequenciados neste trabalho, abrangendo os taxons mais

divergentes, evitando quando possivel pseudoreplicagdes dentro de cada linhagem.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Tabela 17 — Quantitativo de sequéncias comparativas incluidas nas analises filogenéticas de cada ordem de
Heteroscleromorpha por marcador molecular.

Ordem 28S COX1 16S ITS2
Spongillida - 22 1 -
Scopalinida 2 -[2] 0 -
Axinellida 11 19 [20] 2 -
Biemnida 3 4 0 -
Tetractinellida 7 [6] 0 1 -
Bubarida 11[5] 7 0 -
Agelasida 10 9 [11] 2 -
Poecilosclerida 32 25 [26] 3 -
Desmacellida 1 2 0 -
Clionaida 6 5 0 -
Tethyida 9 2 1 -
Trachycladida 3 - 0 -
Polymastiida 1 6 1 -
Suberitida 21 [84] 39 [139] 3 25 [108]
incertaesedis 4 3] 8 [11] 1 -
Total 111176] 128[237] 15 25 [108]

Legenda: Numeros entre colchetes referentes ao quantitativo incluidos nas analises apresentadas no Apéndice B.
aUma destas pertencente a Vetulina, ndo oficialmente uma esponja Spongillida.
Fonte: O autor, 2019.

Uma vez que varios grupos antes alocados em Suberitidae e Halichondridae tem se
mostrado proximos a outros ndo relacionados a estas familias para o alinhamento do marcador
filogenético 28S, uma ampla comparacdo de sequéncias dentro da subclasse
Heteroscleromorphafoirealizadapara abranger o maior nimero possivel de ordens. O mesmo
critério foi utilizado para o marcador COX1, mesmo sendo esse um marcador com menor
potencial de resolucdo filogenética em niveis taxonémicos superiores. Isto porque muitos
grupos de Suberitida, tais como Vosmeria e Stylocordyla, ndo apresentavam até o momento
sequéncias disponiveis com o marcador 28S, e devido a arguicdes recentes de que Ciocalypta
pode ndo estd proximamente relacionado a Suberitida (GUTEKUNST et al., 2018). Nenhuma
sequéncia de Tetractinellida foi incluida no alinhamento final do COX1, uma vez que estas
mostraram, em andlises preliminares (dados ndo mostrados), uma taxa evolutiva muito mais
elevada do que as demais. Apesar de ter um menor nimero de sequéncias comparativas, 0
marcador 16S também foi comparado com outras ordens da subclasse Heteroscleromorpha.
Por fim, para ITS2, foram adicionadas apenas sequéncias de Suberitida, uma vez que tal
marcador apresenta evolucdo muito rapida, ndo possuindo sinal filogéntico forte entre
comparacdes acima do nivel familiar. Para um resumo da quantidade de sequéncias
comparativas incluidas nas andlises ver Tabela 17. A lista completa das sequéncias
comparativas (459) utilizadas neste trabalho com seus nimeros de acesso no GenBank esta

registrada no Apéndice B.
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5.3.4 Anotacdo e estrutura secundéria do ITS2

Sequéncias de ITS2 representativas dos principais clados de Suberitida foram anotadas
em formato XFASTA (Apéndice C) utilizando algoritmo de Modelo Escondido de Markov
(HMM, Hidden Markov Model) como implementado no site ITS2 database (KELLER et al.,
2009; http://its2.bioapps.biozentrum.uni-wuerzburg.de/). A anotacéo das regides 5.8S distal e

28S proximal foi possivel utilizando diferentes modelos de busca com base nos diversos
bancos de dados taxondmicos disponiveis e sdo evidenciadas pelas cores azul (5.8S) e
vermelho (28S). As estruturas secundarias do ITS2 foram preditas por meio do método de
busca do RNAfold. As buscas foram feitas utilizando as configuracdes padrao de busca, tendo
sido escolhios os centroides das estruturas com valores minimos de energia livre (MFE,
Minimum Free Energy), para serem desenhadas com o programa forna. Ambos os programas

foram implementados no servidor da internet ViennaRNA (http://rna.tbi.univie.ac.at/).

5.3.5 Reconstrucdes filogenéticas

As relacoes filogenéticas entre as linhagens evolutivas foram recuperadas utilizando o
método de Maxima Verossimilhanca (ML, Maximum Likelihood) implementado no programa
RaxML v8.2.4 (STAMATAKIS 2014). As buscas das arvores com melhor pontuacdo de ML
foram conduzidas, para todos os marcadores, utilizando o modelo de Tempo Geral Reversivel
(GTR, General Time Reversible) de substituicdo de nucleotideos, sob o0 modelo GAMMA de
heterogeneidade de taxa. O suporte dos ramos foi estimado por 500 réplicas de bootstrap
rapido.

Devido ao baixo sinal filogenético do marcador ITS2, uma arvore suporte binaria foi
utilizada, baseada nas relagcdes obtidas com o marcador 28S, de forma que os taxons livres
(ndo contidos na arvore suporte binaria) sejam adicionados as melhores posi¢ées com base em
sua probabilidade. Para facilidade computacional e de apresentagdo, somente sequéncia
Unicas foram utilizadas nas reconstrucfes apresentadas ao longo do texto. Para topologias
com a completude das sequéncias alinhadas, ver Apéndice D. Para as reconstrugdes utilizando

o marcador COX1, por se tratar de uma regido codificante de proteinas, os modelos


http://rna.tbi.univie.ac.at/
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evolutivos foram particionados de forma a tratar as primeiras e segundas posi¢des do codon
diferentemente das terceiras posicdes. De forma a balancear a representatividade de
sequéncias do complexo H. perlevis no alinhamento do marcador COX1, somente uma
sequéncia de cada haplétipo e/ou populagcdo por artigo foi incluida nas andlises, reduzindo as
sequéncias disponiveis no GenBank de 60 para nove, incluindo a sequéncia proveniente do
mitogenoma de H. sinapium (NC_022450). Todas as sequéncias obtidas no Genbank e
utilizadas neste trabalho estdo compiladas no Apéndice B.

5.4 Resultados

Um total de 706 amplificagdes foram realizadas com cinco marcadores moleculares
diferentes, porém apenas 339 (48%) tiveram resultado bom o suficiente para serem
sequenciadas (Figura 49). Destas, 130 foram realizadas com as subunidades rRNA 28S, 123
com ITS2, 29 com 16S, 49 com a subunidade da subunidade I dacitocromocoxidase (COX1) e
oitocom a subunidade Il da citocromo coxidase (COX2). A razdo entre amostras amplificadas
e sequenciadas de boa qualidade que foram utilizadas nas reconstrucdes filogenéticas variou
entre os marcadores, sendo 0 28S = 73%, ITS2 = 47%, 16S = 90%, COX1 = 55% e COX2 =
0%.

Apos a edicdo, 0 alinhamento das sequéncias e a remocao completa de posicdes com
intervalos, cada regido amplificada teve um nimero de sitios variaveis e conservados distinto.
O alinhamento do 28S produziu uma média de 820 pares de base (pb), o ITS2 275 pb, o
COX1 640 pb e 0 16S 665 pb, sem intervalos ou delegdes.

De acordo com os resultados obtidos por meio das reconstrucdes filogenéticas, uma
mudanca profunda na Ordem Suberitida parece ser necessaria. Recordando brevemente, a
ordem é divida em trés familias e 28 géneros, incluindo os duvidosos (incertae sedis). A partir
deste estudo, havera a proposicdo da criacdo dos géneros Ditylos, Solistyla e Tenebria e
ressurreicdo do género Rhaphidostyla Burton, 1935. O género Ditylos é representado por
espécies com crescimento maci¢co ou incrustante espesso, tilostilos fusiformes e separados em
duas categorias de tamanho. O esqueleto coanossomal tende a reticulado, enquanto o
ectossomal ndo apresenta especificaces, a ndo ser pela presenca de buqués de tilostilos de
menor tamanho. Geralmente, as espécies possuem cromovariacdo. As espécies estdo

distribuidas, majoritariamente, em aguas rasas e mesoféticas, desde a zona equatorial até
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subtropical ou temperado quente. Geneticamente, tanto o marcador nuclear 28S quanto 0s
marcadores mitocondriais 16S e COX1 alocam o género em um clado separado do clado de
Suberites, com alto suporte estatistico. O género Solistyla € representado pela espécie
Solistyla caerulea, cujos estilos sdo frequentemente maiores do que 500 um. A superficie é
irregular e ndo ha formacéao de fistulas. Geneticamente, tanto o marcador nuclear 28S quanto
0s marcador mitocondrial COX1 alocam o género em um clado separado do clado de
Suberites, com alto suporte estatistico. O género Tenebria é composto por espécies de aguas
(sub)tropicais e temperadas. O crescimento varia de incrustante a macico com a possivel
formacdo de lobos, onde os 6sculos se localizam. A superficie é destacavel, rugosa e hispida
devido a protrusdo de espiculas napinacoderme. O esqueleto é formado exclusivamente por
Oxeas em uma ou duas categorias de tamanho. No género Rhaphidostyla a média do tamanho
dos estilos € curta e fina. Em Rhaphidostyla sp. nov. hd a adicdo de Oxeas aos estilos.
Geneticamente, tanto os marcadores nucleares 28S e ITS2 quanto o marcador mitocondrial
16S alocam o género em um clado separado do clado de Hymeniacidon, com alto suporte
estatistico. O mesmo pode ser observado no dendograma e no mapa de calor dos metabdlitos
(Capitulo 2).

Figura 49 — Representacdo grafica do nimero de novas amostras sequenciadas com marcadores nucleares e
mitocondriais por regido geogréfica.
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Fonte: O autor, 2019.

5.4.1 Interpretacdo das reconstrucoes filogenéticas

De uma forma geral, as arvores filogenéticas geradas com os diferentes marcadores
mostraram um padrdo quanto ao relacionamento das familias, géneros e espécies. Os géneros
Axinyssa, Ciocalypta e Topsentia se distribuem de forma polifilética, com alguns

representantes agrupando com Suberitida e outros formando um clado distantemente
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relacionado. Este clado € designida como “Topsentiida” neste trabalho. O género
Protosuberites € polifilético dentro de Suberitida, enquanto os géneros Amorphinopsis,
Halichondria e Hymeniacidon formam um grande complexo de espécies.

O marcador nuclear 28S (fragmento D1-D2) foi capaz de recuperar relagdes
monofiléticas desde o nivel de ordem (Figura 50) até o nivel especifico com alto valor de
suporte (Figuras 51, 52 e 53), em média. Através deste marcador a ordem Polymastiida deve
ser considerada como irma de Suberitida. O género Topsentia, previamente considerado
incertae sedis, foi alocado fora da ordem Suberitida e com uma baixa relagcdo com a ordem
em questdo. As amostras do Brasil, do Caribe e do México formaram um clado com suporte
de 100% (Figura 50-51). Possivelmente, a amostra de Axinyssa cavernosa (Topsent, 1897)
usada como material comparativo se trata de uma Topsentia e deve ser reexaminada
morfologicamente. Ambos 0s géneros possuem caracteristicas morfologicas similares que
podem facilmente enganar a identificacao.

Na Figura 53, ilustra-se a reconstrucéo filogenética de Suberitida com o marcador 28S,
com suporte de 100%. Nesta arvore observamos a presenca de quatro clados.O clado A ¢
formado por uma ramificacdo muito antecipada em relacdo as demais, contendo amostras de
Homaxinella subdola (Bowerbank, 1866) e Pseudosuberites sulphureus (Bowerbank, 1866).
Os representantes deste clado estdo inseridos na familia Suberitidae. O clado B possui 99% de
suporte econtém representantes dos géneros Rhizaxinella, Aaptos e Ditylos spp. Neste clado,
Rhizaxinella é o género menos derivado, enquanto os outros dois géneros sdo grupos-irmaos.
No clado constituido por Aaptos spp. observa-se a presenca da espécie tipo Aaptos aaptos se
diferenciando de varios espécimes de Aaptos sp. 1, Aaptos sp. 2 e Aaptos sp. 3 do Brasil. Os
representantes de Ditylos, por sua vez, se separam em trés ramos, com altos valores de
suporte. Além disso, estes representantes ndo se relacionam com a espécie tipo do género,
sugerindo que as espécies deste clado sdo, a verdade, representantes de outro género. Os
representantes deste clado estdo inseridos na familia Suberitidae.

O clado C é constituido exclusivamente pelo género Suberites, contendo S. domuncula
(espécie tipo) e mais trés espécies do género, todas de aguas frias e com associacdo com
gastropodes. Esta associacdo aproxima 0s géneros Protosuberites e Pseudospongosorites a
este clado. Entretanto, estes géneros ndo foram analisados nesta filogenia com este marcador.
O representante deste clado esta inserido na familia Suberitidae.

O clado D tem um suporte de 90% e inclui grande parte dos géneros de Suberitida,
sendo todas as Halichondriidae e algumas Suberitidae. O primeiro ramo que se destaca €

representado pelo MNRJ 21813 cf. Terpios (90% de suporte). Na sequéncia, observa-se um
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ramo longo com a espécie tipo do género Ciocalypta, C. penicillus Bowerbank, 1862 (76% de

suporte).

Figura 50 — Relag0es filogenéticas recuperadas para as esponjas heteroscleromorfas utilizando o marcador 28S
com o método de Verossimilhanca Maxima.
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Legenda: Arvore desenhada em escala. Os valores indicados correspondem ao suporte nos ramos ap6s 500
réplicas de bootstrap. Os ramos terminais foram colapsados de acordo com a alocacéo ordinal das
espécies para facilidade de comparagdo, e detalhadas abaixo (a-d). Os tridngulos em preto contém
espécies previamente classificadas como Suberitida.

Fonte: O autor, 2019.
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Flgura 51 — Relag0es filogenéticas recuperadas para os clados a e b referentes a Figura 50.
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Legenda: Os circulos fechados indicam amostras sequenciadas neste trabalho, enquanto as demais foram
retiradas do GenBank. Apenas valores de suporte acima de 70% estdo indicados
Fonte: O autor, 2019
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Relagdes filogenéticas recuperadas para o clado c referente a Figura 50.
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Guitarra fimbriata [NCI405] KC869537
Mycale macilenta [NCI1346] KC869541
Mycale setosa [NCI408] KC869624
100 Y= Mycale mirabilis [NCI445] KC869613
Ll Jotrochota birotulata [P01] KC869556

Monanchora unguiculata [NCI446] KC869564

Monanchora arbuscula [SI06x202] KC869447

Crambe crambe [JCMPWC933] AY561883

Isodictya grandis [NCI439] KC869522

Isodictya compressa [NCI437] KC869546

i 100 Isodictya frondosa [NCI381] KC869563
96! Isodictya frondosa [NCI1461] KC869477
P,‘acospangfa sp. [UCMPWCB865] AY626299
P.lacospungﬂa sp. [P20] KC869625
100 Diplastrella megastellata [UCMPWC997] AY561893
Cervicornia cuspidifera [NCI082] KC869474
Cliona delitrix [SI06x122] KC869510

1

98

— Spirastrella hartmani [P21] KC869504

[

Desmacella cf. annexa [Mc4240a] HQ379225.293.361
99 Tethya sp. [SI06x109) KC869527

Tethya seychellensis [P09] KC869475

@ Timea berlincki - Brasil-RJ [MNRJ21760]
Tethya sp. [UCMPWCS57] AY626300
Xenospongia patelliformis [NCI335] KC869650
Tectitethya keyensis [NCI360] KC869616

100 ! Tectitethya keyensis [SI06x144] KC869588
Axos cliftoni [G300111] AY626308

Timea sp. [G313459] AY626303

Trachycladus laevispirulifer \[WAMZ1186] AY626305
Trachycladus stylifer [NCI301] KC869453

Trachycladus sp. [NCI325] KC869579

Polymastia pachymastia [UCMPWC932] AY561924

80

a7

Suberitida
100

0.05
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Poecilosclerida

Clionaida

iDesmaceIIida

Tethyida

Trachycladida

ﬁPonmastiida

Legenda: Ver Figura 56. O circulo fechado indica amostra sequenciada neste trabalho, enquanto as
demais foram retiradas do GenBank. A ordem Suberitida esté colapsada e seus representantes

sdo mostrados a seguir.

Fonte: O autor, 2019.
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Ainda neste clado, agora com 97% de suporte, observa-se exemplares da espécie tipo
de Terpios (T. fugax), Halichondria (H. panicea), Hymeniacidon (H. perlevis) e
Rhaphidostyla (R. kitchingi). Estes géneros também séo representados por outras espécies,
Ccujo parentesco nao se aproxima ao da espécie tipo, como € o caso, em Terpios, de T. aaplos e
T. gelatinosus. O género Halichondria stricto sensu tem suporte de 93% e conta com cinco
espécies, incluindo a espécie tipo H. panicea e uma nova espécie do Rio de Janeiro. Enquanto
isso, na extremidade inferiorda arvore, outras trés espécies de Halichondria formam um
complexo de espécies com suporte de 99%. Por isso, hd necessidade da criacdo do género
Tenebria, o qual passa a alocar T. okadai, T. melanadocia e T. marianae, por mais que essas
espécies possam representar um complexo. Por sua vez, o género Hymeniacidon &
representado em dois clados distintos, um composto pelo complexo que contém a espécie tipo
H. perlevis e uma nova espécie endémica do estado do Maranh&o e o outro composto por H.
caerulea. Porém, este ultimo clado possui 100% de suporte estatistico e, portanto, ha
necessidade de criar o género Solistyla para alocar S. caerulea. Diferentes amostras de
Hymeniacidon heliophila agrupam em clados distintos. O clado de Rhaphidostyla tem suporte
de 100%, mas com a presenca de ramos longos e tendo como grupo-irmao amostras
erroneamente diagnosticadas como Terpios gelatinosus. Por fim, os ramos com as amostras
de Amorphinopsis spp. se localizaram como um grupo irméo de Tenebria.

A arvore reconstruida com o ITS2 (Figura 54) utilizando exclusivamente amostras de
Suberitida ilustra um padrdo similar ao obtido com o 28S, mesmo com um niimero menor de
amostras comparativas. Nesta reconstrucdo, 0s géneros Aaptos, Ditylos e Rhizaxinella
também formaram um clado, porém uma amostra de Hymeniacidon heliophila, possivelmente
erroneamente identificada, agrupou neste clado. Com 100% de suporte, trés ramos se
separaram ao mesmo tempo: i) um espécime de Suberites ficus (Johnston, 1842) junto
comuma amostra de Halichondria sp., ii) um ramo longo representado por Ciocalypta sp. e
iii) um clado de MNRJ 21813 cf. Terpios do Mediterraneo e PROERG 66, uma amostra de
profundidade do Rio de Janeiro ndo avaliada morfologicamente. O ultimo clado da arvore
apresentou 97% de suporte contendo representantes dos géneros Rhaphidostyla,
Halichondria, Terpios, Hymeniacidon, Amorphinopsis, Pseudosuberites, Solistyla e Tenebria,

todos da familia Halichondriidae, aquela com maior representatividade na filogenia do 1TS2.



Figura 53 — Relagdes filogenéticas recuperadas para as esponjas suberitidas (d) utilizando o marcador 28S

com o método de Verossimilhanca Maxima.

d Homaxinella subdola [Mc5438] HQ379244 318 385
100 [ Pseudosuberites sulphureus [Mc3359]) HO379246.321.368
@ Suberites aurantiacus - Brasil-RJ [MNRJ21601]
@ Suberites aurantiacus - Brasi-MA [MNRJ21340]
® Suberites aurantiacus - México [MNRJ21820]
99 | @ Suberites aurantiacus - Guadalupe [MNRJ21808]
@ Suberites aurantiacus - México MNRJ21818
@ Suberites aurantiacus - México [MNRJ21818]
@ Subentes sp.1 - Brasil-MaA [MNRJZ1500]
5 Suberftes aurantiacus [P35] KCAG96TT
9! @ Suberites aurantiacus - Panama [MNRJ15701]
Subertes sp, [NCI451] KCBES500
100 L Suberites sp. [NCI291] KGBE9467
@ aif. Suberites sp. - Chile [MNRJBE34]
Aaptos aaptos [NCI313] KCBG9496
o4 @ Aaptos sp. 2 - Brasil-BA [MNRJB343]
@ Aapios sp. 2 - Brasil-BA [MNRJ&324]
08 | @ Aaptos sp. 1 - Brasil-RN [MNRJT687]
@ Aspios sp. 3 - Brasi-RJ [MNRJTS00]
@ Aaptos sp. 1 - Brasil-RN [MNRJTES2b]
75l @ Aaptos sp. 1- Martinica [MNRJ21677]
4 ® Asplos sp. 2 - Brasi-BA [MNRJ&340]
Rhizaxinella sp. [G319653] AY561910
Te4| 8y Suberites domuncula AJB20113
Suberites flcus AY026381
10 suberites pagurorum [Mc4043] HQ379248.323
Subentes ficus (Mc4322] HQ379247 322,389
cf. Terpios - Franga [MNRJZ21613]
Ciocalypta penicilius [Mc5051] HQ3T9240.315.381
77, @ Terpios fugax - Brasil-CE [MNRJ18940]
Terpios gelatinosus [Po.25564) KX688722
@ Terpios fugax - Brasil-CE [MNRJ21705]
90 @ Terpios fugax - Brasil-CE [MNRJ20078)]
@ Temios fugax - Brasi-BA [MNRJ21630]
a7 @ Terpios fugax - Brasil-BA [MNRJ21631]
@ Terplos fugax - Martinica [MNRJ21679a]
o ] @ Tempios fugax - Brasil-BA [MNRJ21638]
@ Torpios fugax - Brasil-CE [MNRJZ1698]
@ Tempios belindae - Brasil-BA [MNR.J2522]
ug - @ Terpios beiindae - Panama [MNRJ15781]
100y @ Halichondria elenae - Argentina [MNR.J19312]
100} @ Halichondiia elenae - Argentina [MNRJ17273] Holétipo
Halichondra bowerbankf [Mcd003] HQ379241.316.382
@ Halichondria sp. nov., - Brasil-RJ [MNRJ21596]

100

100

Halichondria panicea [Mcd070] HQ379242.317.383
@ Tepios gelatinosus - Franga [MNRJ21814]
Terpios gefatinosus [Mc3318] HO379250.325.301

100
| 95, @ Hymeniacidon perfevis - Argentina [MNRJ19302]
78 | @ Hymeniacidon perfovis - Argentina [MNRJ19303]

“le Hymeniacidon perdewis - Franca [MNR.J18436]
@ Hymeniacidon sp. nov. - Brasil-MA [MNRJ21346)
Pseudosuberites sp. [UCMPWC1069] AYS61917
Hymeniacidon heliophila [NCID83] KCBE9620
@ Hymeniacidon casrulea - Martinica [MNRJ21636]
H; i on fea - Brasil-AM [MNRJ18768]

100 | @ Hymeniaeidon caerulea - Panama [MNR115824]

@ Hymeniacidon caerulea - Martinica [MNRJ21804]

[ ] Hymemacidon caerulea - Panama [MNRJ16710]

@ Hymeniacidon caerulea - México [MNRJ21817]

@ Topsentia sp. nov. - Brasil-BA [MNRJ21714]

— Terpios aploos [NCI1326] KCB65465
@ Amorphinopsis atlantica - Brasil-RJ [MNRJ21745]
0 | @ Amorphinopsis atiantica - Brasil-RJ [MNRJ21617]
@ Amorphinopsis atiantica - Brasil-RJ [MNRJ21944]
@ Amorphinopsis atlantica - Brasil-RJ [MNRJ21931)
@ Amorphinopsis sp. - Caribe [MNRJB77T]
@ Hymeniacidon heliophila - Brasil-RJ [MNRJ21598]
Halichonadria okadal ABS11881
@ Halichondnia melanadocia - Brasil-RJ [MNRJ21799]
@ Halichondria melanadocia - Guadalupe [MNRJZ21803]
Halichandria melanadocia [P48] KCBE3508
@ Halichondria sp.1- Brasi-MA [MNRJ2133¢]
%8| @ Halichondria marianae - Brasil-PB [UFPEPOR1861] Holitipo

0.05

Legenda: Os circulos fechados indicam amostras sequenciadas neste trabalho, enquanto as demais foram
retiradas do GenBank. Apenas valores de suporte acima de 70% estdo indicados. As espécies

sdo seaparadas em novas familias e subfamilias.
Fonte: O autor, 2019.

@ Halichondria cabimaris - Brasil-SP [MNR.J269] Holdtipo

@ Rhaphidostyfa sp. nov. - Brasil-RJ [MNRJ18469]
Rhaphidastyla kitchingl [Mc3332] HQ375243. KCB69434 HQ3T9384

Suberites

Terpios

Halichondria

Hymemiacidon

Sofistyla

Tenebria

]

Clado A

Clado B

Clado C

Clado D
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Figura 54 — Reconstrucdo filogenética da ordem Suberitida utilizando o marcador 1TS2 pelo método de Mé&xima

Verossimilhanga.
@ Suberites aurantiacus - Brasil-MA [MNRJ21340]
90 | @ Suberites aurantiacus - Brasil-RJ [MNRJ21601]
1005| @ Suberites aurantiacus - México [MNRJ21820)
"'[ @ Suberites aurantiacus - Guadalupe [MNRJ21808]
I_ @ Suberites aurantiacus - Brasil-AL [MNRJ21917)
l Suberites diversicolor [SPO46] KY565305
i Hymeniacidon heliophila ABBE0124
‘=== Rhizaxinella sp. [G319653] AY561910
100 + @ aff. Suberites sp. - Chile [MNRJ8820]
""" 1@ aff. Suberites sp. - Chile [MNRJ8839]
91 @ Aaplos sp. 1 - Brasil-RN [MNRJ7687)
@ Aaptos sp. 2 - Brasil-BA [MNRJ8343]
@ Aaptos sp. 3 - Brasil-RJ [MNRJ7500]
‘-E; @ Aaptos sp. 1 - Brasil-RN [MNRJ7692b]
@ Aaptos sp. 2 - Brasil-BA [MNRJB340]
a7l @ Aapios sp. 1 - Brasil-RN [MNRJ7676]
= Halichondria sp. [DISL2002-49] JF824781
= Suberites ficus AJB27184

PROERG66
@ cf. Terpios - Franca [MNRJ21813]
89+ @ Terpios belindas - Panama [MNRJ15781]
1@ Terpios belindae - Brasil-BA MNRJ2522)
10| 1 @ Terpios belindae - Brasil-RJ [MNRJ4057]
001 @ Terpios belindae - Panama [MNRJ15821]
@ Terpios manglaris - Belize [MNRJ1094]
@ Terpios fugax - Brasil-BA [MNRJ21630]
@ Terpios fugax - Brasil-BA [MNRJ21639]
— ¥ @ Terpios fugax - Brasil-BA [MNRJ21631]
100 o @ Temios fugax - Brasil-RJ [MNRJ21940]
====4& @ Terpios fugax - Brasil-CE [MNRJ21696]
ir @ Terpios fugax - Brasil-CE [MNRJ21700]
i| @ Terpios fugax - Brasi-CE [MNRJ18940]
87|, @ Terpios fugax - Brasil-CE [MNRJ21705]
a6 L @ Terpios fugax - Brasil-CE [MNRJ20078]

1— Halichondnia panicea AF062607

bammmmsmamsnens Hymeniacidon chioris [SPO22] KY565289
+ @ Hymeniacidon perlevis - Franga [MNRJ18438]
IHymeniacidun sinapium [5FingF] JQB58459
Hymeniacidon sinapium [Hymsin6] EF217360
Hymeniacidon heliophila AB250764
@ Hymeniacidon heliophila - Brasil-RJ [MNRJ21783]
Hymeniacidon heliophila [D0313] JF824794
@ Hymeniacidon perlevis - Argentina [MNRJ19302)
[ ] Hymeniacidon perlevis - Argentina [MNRJ19303]
Hymeniacidon sinapium [Hyms2] AB373167
== Hymeniacidon sinapium [Hyms1] AB373166
Hymeniacidon flavia [H] AB250775
Hymeniacidon flavia [F] AB250773
75 | Hymeniacidon flavia [A] AB250768
Hymeniacidon flavia [B] AB250769
@ Hymeniacidon sp. nov. - Brasil-MA [MNRJ21390]
100 | @ Hymeniacidon sp. nov. - Brasil-MA [MNRJ21346]
92 p Halichondria sp. [oki022] AB250767
@ aff. Amorphinopsis - Chile [MNRJ9270]
Pseudosuberites sp. [UCMPWC1068] AY561917
@ Hymeniacidon caerulea - Martinica [MNRJ21683]
@ Hymeniacidon caerulea - Martinica [MNRJ21679c]
@ aff. Hymeniacidon caerulea - Martinica [MNRJ21675]
@ Hymeniacidon caerulea - Martinica [MNRJ21804]
@ Hymeniacidon caerulea - Panama [MNRJ15710]
@ Hymeniacidon caerulea - Panama [MNRJ15824]
@ Hymeniacidon caerulea - Martinica [MNRJ216791]
+ @ Hymeniacidon caerulea - Brasil-Foz do Amazonas [MNRJ18768]
[ ] Amorphinopsis allantica - Brasil-RJ [MNRJ21617]
100 8 @ Amorphinopsis atlantica - Brasil-RJ [MNRJ21745]
[ ] Amorphinopsis sp. - Trinidad [MNRJB777]
100y Halichondria okadai AB511881
Halichondria okadai [Halokal1] EF217370
Halichondnia okadai [Halsp1] EF217365
Halichondria okadai [04031314] KJB01656
@ Hymeniacidon cf. heliophila - Brasil-RJ [MNRJ215981
@ Halichondria marianae - Brasil-PB [UFPE1861!
@ Halichondria sp. 1 - Brasil-MA [MNRJ213391
@ Halichondria melanadocia - Brasil-PE [MNRJ15361
@ Halichondria melanadocia - Guadalupe [MNRJ21803|
@ Halichondria sp. 2 - Brasil-RJ [MNRJ21799I
@ Halichondria melanadocia - Belize [MNRJ1096]

[
H
H
v
H
1
H
H
1
H
1

jrmmmmn e

ammme Ci sp. [P0.25633] KX688741

100 = Hymeniacidon gracilis [SPO26] KY565291
le Raphidostyia sp. nov. - Brasil-RJ [MNRJ18469]

@ Halichondria cebimarensis - Brasil-SP [MNRJ269] Paratipo

@ elenae - Argentina [MNRJ17273] Holétipo
@ Hali sp. nov. - Brasil-RJ [MNRJ21596]
@ Temios - Franga [MNRJ21814]

—

01
Legenda: Os valores de suporte acima de 80% sdo indicados sobre ou sob os nés.Os circulos fechados sdo
referentes a amostras sequenciadas neste trabalho. A linha pontilhada indica os individuos cuja

estrutura secundéria foi avaliada (ver detalhe das estruturas na Figura 62).

Fonte: O autor, 2019.
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Mesmo com um baixo numero de amostras comparativas com o marcador
mitocondrial 16S, os representantes da ordem Suberitida formaram um grupo monofilético
com 99% de suporte filogenético (Figura 55). Claramente, as amostras de Topsentia
formaram um grupo distinto e mais basal do que as demais amostras comparativas,
corroborando com a reconstrucdo pelo gene nuclear 28S. Também foi observada uma
similaridade na formacdo da familia Halichondriidae, contendo os géneros Amorphinopsis e
0S novos géneros Solistyla e Tenebria. Neste caso, 0 novo género Ditylos foi 0 representante
menos derivado de Suberitida, enquanto Rhaphidostyla ndo agrupou com as demais
Halichondriidae, diferindo das reconstru¢des com os marcadores nucleares. Com relagdo ao
nivel de ordem, o padréo obtido com o 16S é similar ao de 28S.

Figura 55 — Relacdo filogenética da subclasse Heteroscleromorpha Cardenas, Pérez, Boury-Esnault, 2012 desde

o nivel de ordem até o nivel especifico, utilizando o marcador mitocondrial 16S por meio do método
de Verossimilhanca Méaxima

Ephydatia muelleri NC_010202 JSponagillida
1001 Topsentia cf. bahamensis - México [MNRJ21816] T
100 | Topsentia ophiraphidites NC_010204 “Topsentiida™

Topsentia sp. - Brasil-RN [MNRJ21731] i

wr— Geodia gibberosa - Brasil-BA [MNRJ21646]
L Geodia neptuni NC_006990
1] E— Ectyoplasia ferox NC_010210 . )
1 . i . Axinellida
Ptilocaulis walpersi NC_010209
Agelas schmidti NC_010213

100
— ) Axinella corrugata NG_006894
lotrochota birotulata NC_010207
100 : Crella elegans NC_027520 Poecilosclerida
Negombata magnifica NC_010171
Tethya actinia NC_006991
Tethyida sp. [MNRJ21764] i
Polymastia littoralis NC_023834 JPolymastiida
Suberites aurantiacus - Brasil-MA [MNRJ21500] T
Rhaphydostyla sp. - Brasil-RJ [MNRJ19469]

Suberites domuncula NC_010496
99 Terpios fugax - Brasil-CE [MNRJ18940]

Tetractinellida

Agelasida

Tethyida

Hymeniacidon sinapium NC_022450
Hymeniacidon caerulea - Martinica [MNRJ21675]
i‘ Hymeniacidon caerulea - Martinica [MNRJ21636] Suberitida
Hymeniacidon caerulea - Martinica [MNRJ21683]
99 Amorphinopsis atlantica - Brasil-RJ [MNRJ21745]
Halichondria okadai NC_037391
Halichondria cf. marianae - Brasil-MA [MNRJ21345]
Halichondria cf. marianae - Brasil-MA [MNRJ21339]
= o
Halichondria cf. marianae - Brasil-MA [MNRJ21363]
Legenda Os numeros sobre os ramos da arvore indicam ovalor de suporte ap6s 500 repllcas de bootstrap. Os
nomes a direita indicam as ordens especificas de cada clado. As amostras de Topsentia formaram uma

ordem distinta e mais basal do que as representantes suberitidas.
Fonte: O autor, 2019.
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No geral, as relacGes obtidas a partir do gene mitocondrial COX1 (Figura 56-59)
corroboram as relagBes anteriores, tanto no nivel de ordem (Figuras 56, 57 e 58) quanto no
nivel de familia e género (Figura 59). Em Suberitida, a formacéo de trés clados com suporte
acima de 90% dao robustez estatistica as reconstrucdes filogenéticas. O clado A contou com
amostras dos géneros Ditylos, Rhizaxinella e Stylocordyla. De acordo com esta filogenia e
com caracteres morfologicos, o clado A deve integrar todos os membros dos géneros
Stylocordyla, Aaptos, Rhizaxinella e Ditylos, tais como forma de crescimento oval ou
globoso, esqueleto radial ou tendendo para axial com uma palicada no ectossoma, apesar do
conjunto espicular ser diferente. O clado B foi representado pelo género Suberites e o clado C
por diversos géneros, incluindo os novos Solistyla e Tenebria que, mais uma vez, se
separaram de Hymeniacidon e Halichondria, respectivamente. Por sua vez, um representante
de Homaxinella e Pseudosuberites nudus Koltun, 1964 agruparam no clado C e ndo formaram
um clado especifico, como visto na reconstrugdo do marcador 28S. Assim como Stylocordyla,
dois outros géneros foram representados pela primeira vez neste trabalho: Protosuberites e
Plicatellopsis, 0s quais se mostraram proximos a Terpios e Homaxinella, respectivamente.
Nenhum representante de Raphidostyla foi analisado com o COX1.

Figura 56 — RelacOes filogenéticas recuperadas para as esponjas heteroscleromorfas utilizando o
marcador COX1 com o método de Verossimilhanca Maxima.

_95: Ephydatia muelleri NC 010202
Vetulina indica [WAMZ35842] LN624211
S ————Bubarida

—m Biemnida
Axinellida

—— |Agelasida
00

92!

Axinellida
“Topsentiida™
91
100 Poecilosclerida
Desmacellida
Timea unistellata KC869427
~|_| o Tethyida
b 1 Clionaida

7 g

_'—<j Polymastiida
Suberites cf. caminatus [NIWA52801] LN850254

Suberitida

0.05
Legenda: Arvore desenhada em escala. Os valores indicados correspondem ao suporte nos ramos apos
500 réplicas de bootstrap. Os ramos terminais foram colapsados de acordo com a alocacdo
ordinal das espécies para facilidade de comparagéo, e detalhadas abaixo (a-c).
Fonte: O autor, 2019.



Flgura 57 — Detalhamento das relagdes filogeneéticas recuperadas para o clado a, na Figura 56.

100 p Cymbastela concentrica [G306736] JQ034534

Cymbastela vespertina [G300002] JQ034539

Dictyonella incisa KF017196

Desmanthus incrustans [QMG303437] KJ494345

Halichondriid sp. [UCMPWC1015] AY561985

Phakellia ventilabrum [Mc4248] HQ379409

Acanthella acuta [Mc7160] HQ379408

Sigmaxinella hipposiderus [QMG323175] JF773147

Rhabderemia sorokinae [QMBG312904] HE611607
Biemna fistulosa [TAU25197] AMO76982

77} Neofibularia hartmani [QMG324632) JF773145

100 Myrmekioderma gyroderma [B109] EF519652
75 | _E Heteroxya sp. KFO17197
Pseudaxinella reticulata AJ843894

83

Hymeraphia verticillata [Mc5018] HQ379414

o7 Halicnemia sp. HQ379423
78 || Paratimea constellata [Mc4323] HQ379419
94 L Axos cliffoni [G300111] AY561974
Astrosclera willeyana [JCMPWC1070] AY561969
Agelas schmidtiNC 010213
Agelas axifera [NTM2728] DQ069298
Stromatospongia vermicola [ICN-MHN-PQO-0216) DQ075754

—
0.05

79 ¢ Prosuberites laughlini [UCMPWC875] AY561960
Eurypon cf. clavatum AJ843893

100 Stylissa massa [G307272] JQ034583

Stylissa carteri [USNMIZ1526907] MK833941

Axinella corrugata NC 006894
Thrinacophora cervicornis [G300850] JQ034585
Ceratoporella nicholsoni [INV-POR829] DQO75775
Axechina raspailioides [G300288] JQ034544

Endectyon delaubenfelsi [Mc4527] HQ379412
Ectyoplasia ferox NC 010210

92 \'————————— Ptilocaulis walpersi NC 010209
Tethyspira spinosa [Mc4641] HQ379418

L 100 I: Raspaciona aculeata [Mc7159] HQ379415
Dragmacidon lunaecharta [MCZDNA106232] JX999077
98 Raspailia hispida [Mc3597] HQ379416
—mol_— Echinodictyum cancellatum [G300863] JQ034555
Petromica sp. [ZMAPOR12543] LN624195
Topsentia ophiraphidites NC 010204
Ciocalypta carballoi [Po5633] KX866757
Petromica pacifica LN624193

Cymbastela coralliophila [G307149] JQ034536
95 Ciocalypta sp. [G301298] JQ034562

Didiscus sp. [UCMPWC1040] AY561972

175

Bubarida

Biemnida

Axinellida

Agelasida

Axinellida

"Topsentiida™

Legenda: Arvore desenhada em escala. Os valores indicados correspondem ao suporte nos ramos ap6s
500 réplicas de bootstrap. Os cddigos indicam os numeros das amostras depositadas nos

bancos de dados.

Fonte: O autor, 2019.



Figura 58 — Detalhamento das relagGes filogenéticas recuperadas para o clado b, na Figura 56.

b

100 — Negombata magnifica NC 010171

Neopodospongia cf. normani [D31-217] JF440339

Diacarnus spinipoculum [G305467] AY561975
Tedania ignis DQ133896

Desmapsamma anchorata [UCMPWC1660] HE591461

Desmoxya pelagiae [Mc7764] KC876696

Iotrochota birotulata NC 010207

Tsitsikamma favus JF930154

100 Sceptrella biannulata KF017195

Acantheurypon pilosella [D27-217] JF440337

Paracornulum dubium [G300541] HE611605

Clathria reinwardti [G306423] HE611598

100 &= Microciona prolifera DQO87475

Phelloderma oxychaetoides [SMFDEU 11726] HE611626
Strongylacidon bermudae AJ843889

Plocamionida microcionides [P32MIN H8a] FR687220

100

Suberites topsenti [NIWA28884] LN850246
Phorbas fictitioides [G307601] HE611617
Crella elegans NC 027520
Guitarra antarctica [ECOQUIM.786e] LN870510
Mycale mirabilis [G300561] HE611589
Asbestopluma pennatula [ZMBN103467] LN870475
Cladorhiza abyssicola [ZMAPOR19500] LN870497
99 Chondrocladia fatimae [BPCP.3729] LN870480

92

99

- Hamacantha falcula [ZMBN103477] LN870512

Desmacella cf. annexa [Mc4240] KC876697

Timea unistellata KC869427

99 Tethya actinia NC 006991
Adreus fascicularis [Mc4559] HQ379428

| L

100 : Cliona viridis [MCZDNA105701] JX999076
Spheciospongia solida [SPO2] KY565307

97

Ophiitaspongia papilla [OP-1] KF225483 Poecilosclerida

Desmacellida

Tethyida

Placospongia intermedia [MCZDNA106621] JX999089 Clionaida
_L;Picne vastifica [STAVFP7] EF519666
Cliona celata [Mc4038] HM999040

96 Tentorium semisuberites [POR20536] HQ379426
Spinularia spinularia [ZMBN98037] HG423727
Quasillina brevis [ZMBN98084] HG423718
o Weberella bursa [ZMBN98051] HG423733

Polymastia littoralis NC 023834
Radiella hemisphaerica [ZMBN98043] HG423719

98

—
0.05

Suberites cf. caminatus [NIWA52801] LN850254

Suberitida

Polymastiida

Legenda: Arvore desenhada em escala. Os valores indicados correspondem ao suporte nos ramos apds
500 réplicas de bootstrap. O ramo terminalcolapsadoestade acordo com a alocacéo ordinal das
espécies para facilidade de comparacéo (ver detalhe na Figura 59).
Fonte: O autor, 2019.
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Figura 59 — Detalhamento das relacbes filogenéticas recuperadas para o clado ¢, (Ordem Suberitida), na Figura

56.

C Suberites diversicolor [C2] KF568961
Suberites diversicolor [C4] KF568963
Suberites diversicolor [C3] KF568962
Suberites diversicolor [C1] KF568960
@ Suberites aurantiacus - Brasil-AL [MNRJ21917]
100 | @ Suberites sp. 1 - Brasil-MA [MNRJ21500]
Rhizaxinella sp. [G319653) AY561983

Suberites sp. [UCMPWC859] AY561966

90 @ aff. Suberites - Chile [MNRJ8839]

Stylocordyla chupachups [NIWA29186] LN850243
—[Stylocordyla chupachups [NIWA28936] LN850242
Stylocordyla chupachups [NIWA37228D] LN850189
82 Suberites ficus [Mc4322] HQ379429

— Suberites domuncula NC 010496

% 100

100

94

Suberites ficus AJ843891
Suberites pagurorum KC869422
— Pseudosuberites nudus [NIWA28874] LN850223

Homaxinella sp. [NIWA28975] LN850190

Plicatellopsis fragilis [NIWA38173] LN850217
Plicatellopsis antarctica [NIWA29084] LN850221

NC 040168 Halichondria panicea

86

0.05

100 - Protosuberites sp. [POR14649] AY561979

—

@ Terpios fugax [MNRJ21679a]

@ Halichondria sp. 3 - Brasil-RJ [MNRJ21799]
@ Halichondria marianae - Brasil-PB [UFPE1861] Hol6tipo
@ Halichondria sp. - Brasil-CE [ MNRJ17742]
Halichondria okadai [Haloka1] EF217340
Halichondria okadai [NC 037391]
Halichondria sp. [Halsp-1] EF217336
Halichondria sp. [Halsp-3] EF217338
82 | Halichondriasp. [Halsp-5] EF217339
Halichondria sp. [Halsp-2] EF217337
@ Amorphinopsis sp. - Caribe [MNRJ6778]

Axinyssa sp. [AXT1] KCX 894481
@ Hymeniacidon caerulea - Martinica [MNRJ21801]

ul@ Hymeniacidon caerulea - Martinica [MNRJ21675]

Hymel

Ciocalypta sp. [STAIVFP2] EF519604

niacidon perlevis [HYM7A] JX477017

Hymeniacidon sinapium NC 022450
Hymeniacidon perlevis [HYM9A] JX477018
{l Hymeniacidon perlevis [HYM19A] JX477041
Hym
r Hymeniacidon perlevis [HYM5A] JX477016
Hymeniacidon sinapium [Bsex-94] KP136744
@ Hymeniacidon heliophila - Brasil-RJ [MNRJ21800]
Hymeniacidon sinapium [Hymsin1] EF217329
Hymeniacidon sinapium [Hymsin7] EF217332

eniacidon perlevis [HYM3A] JX477015

100 | @ Hymeniacidon sp. nov. - Brasil-MA [MNRJ21360]
@ Hymeniacidon sp. nov. - Brasil-MA [MNRJ21390]

100 l— Hymeniacidon flavia [Hymfla3] EF217335

98+ Hymeniacidon flavia [Hymfla1] EF217333

aff. Protosuberites sp. [040313-20] KJ620398

| I—

Terpios

]
Sollistyla

Ditylos

Suberites

Tenebria

Hymeniacidon

Clado A

Clado B

Clado C

Legenda: Arvore desenhada em escala. Os valores indicados correspondem ao suporte nos ramos apés 500

réplicas de bootstrap. Os codigos indicam os nimeros das amostras depositadas nos bancos de dados.

Fonte: O autor, 2019.
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5.4.2 Interpretacio da estrutura secundaria do ITS2

A estrutura secundaria do 1TS2 serve como um fendtipo e por isso pode ser utilizado
como uma estratégia complementar para a identificacdo de espécies. A Figura 60 ilustra como
15 espécies diferentes de Suberitida carregam 15 estruturas unicas do ITS2. As estruturas tém
um loop central do qual saem de trés a seis hastes, com pequenos loops internos e com uma
proeminéncia circular em cada terminacdo. A energia (MFE) gasta para criar estas estruturas é
demonstrada como um delta G em kcal/mol. O gene € transcrito no sentido 3’5’ da esquerda
para a direita (onde se inicia a transcri¢cdo no final do gene 5.8S e termina no inicio do 28S),
contornando o loop central. A primeira haste é de onde se inicia a transcri¢do e a ultima haste
€ a mais proxima, a direita.

No novo género Ditylos, com o representante D. aurantiacus, o espacador interno esta
estruturado com loop central e quatro hastes. Na haste | ha duas instabilidades que entortam a
hélice, na Il forma-se um loop interno pequeno e termina na maior proeminéncia do gene, na
haste 111 ha dois loops pequenos, uma instabilidade e uma proeminéncia pequena e na haste
IV ha intercalam-se uma instabilidade e um loop interno pequeno, trés vezes, mais uma
instabilidade e por fim uma proeminéncia. As hastes I e 111 tém tamanho médio, a haste 1l €
pequena e a haste IV é a maior nesta estrutura. A energia necessaria para romper a estrutura
secundaria é AG= -64,20 kcal/mol.

No género Rhizaxinella, o ITS2 esta estruturado com loop central e cinco hastes. Na
haste | ha duas instabilidades que entortam a hélice, na Il formam-se dois loop interno
pequenos, mas antes do segundo ha uma instabilidade, e termina em uma proeminéncia, na
haste 111 ha uma instabilidade e uma proeminéncia pequena, na haste IV ha uma sequéncia de
trés loops pequenos, um médio e mais um pequeno e uma instabilidade que termina em uma
proeminéncia e a haste V é curta e possui apenas uma proeminéncia terminal. As hastes | e 111
tém tamanho médio, a haste Il é um pouco maior, a haste IV é a maior nesta estruturae a Vv é
muito curta. A energia necessaria para romper a estrutura secundaria ¢ AG= -64,60 kcal/mol.

No género Aaptos, 0 gene esta estruturado com loop central e cinco hastes. Na haste |
ha duas instabilidades que entortam a hélice, na Il formam-se dois loop interno pequenos e
termina na maior proeminéncia do gene, a haste Il apresenta uma instabilidade e uma
proeminéncia pequena, na haste IV ha um grande loop interno uma instabilidade, um pequeno
loop e outra instabilidade e termina em uma pequeno proeminéncia circular, na haste V ha

uma pequena instabilidade e uma proeminéncia pequena. As hastes I, 1l e IV tem o dobro do
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tamanho das haste Il e V, sendo esta Gltima a menor haste da estrutura. A energia necessaria
para romper a estrutura secundaria ¢ AG= -77,10 kcal/mol.

A amostra de Suberites ficus se trata de uma Suberitidae. O espagador no género
Suberites (stricto sensu) esta estruturado com loop central e trés hastes, sendo a Il muito
maior do que as demais. Na haste | ha duas instabilidades que entortam a hélice, na Il forma-
se um loop interno, duas instabilidades e termina em uma proeminéncia terminal pequena, na
haste 111 tem um inicio de loop préximo ao loop central, duas instabilidades seguidas, um loop
pequeno, dois inicios de loop, um loop grande, uma instabilidade e um loop pequeno antes da
proeminéncia terminal. A energia necessaria para romper a estrutura secundaria ¢ AG= -88,40
kcal/mol.

O género Ciocalypta apresenta uma estrutura muito diferente daquelas descritas
acima. Devido ao ramo muito longo, esta estrutura foi a que gastou maior energia para ser
construida. Neste caso, o ITS2 esta estruturado com um loop central e com a formacéo de um
segundo loop central na haste I1. Na haste | ha duas instabilidades que entortam a hélice, na Il
forma-se o inicio de um loop central, menor do que o anterior, que da origem a duas hastes,
uma contendo um loop interno (a) e uma terminacdo circular e a outra haste (b) com duas
instabilidades que parecem tender para a formacao de um loop interno pequeno. Na haste 111
ha dois loops pequenos, uma instabilidade e uma proeminéncia pequena e na haste IV ha
intercalam-se uma instabilidade e um loop interno pequeno, trés vezes, mais uma
instabilidade e por fim uma proeminéncia. As hastes I e 11l tém tamanho médio, a haste 1l é
pequena e a haste IV é a maior nesta estrutura. A energia necessaria para romper a estrutura
secundaria é AG=-102,60 kcal/mol.

No MNRJ 21813 cf. Terpios, 0 ITS2 esta estruturado com loop central e quatro hastes.
Diferindo das demais, a haste | possui um inicio de loop central antes do loop central
propriamente dito da estrutura.O pequeno loop central na haste | divide esta haste em (a) e
(b), sendo (a) marcada por duas instabilidades que entortam a hélice, e (b) por um loop
interno e duas instabilidades que terminam em uma proeminéncia arredondada. A haste 11 é
curta, tem um loop interno e termina em uma proeminéncia, na haste Il ha dois loops
seguidos de uma instabilidade, mais dois loops pequenos, outra instabilidade e uma
proeminéncia e na haste 1V ha apenas uma proeminéncia terminal.As hastes | forma duas
hélices compridas, as hastes Il e IV sdo curtas e a haste 11l é longa. A energia necessaria para

romper a estrutura secundaria ¢ AG=-76,20 kcal/mol.
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Figura 60 — Comparacdo da estrutura secundaria do gene ITS2 dentro da ordem Suberitida, reconstruida com o
método de Maxima Verossimilhanca para sequéncias geradas neste estudo e sequéncias ja
existentes.
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Legenda: O valor de suporte dos clados esta acima dos nos. Cada estrutura do ITS corresponde a uma espécie e
0s nimeros romanos de | até VI indicam o ndmero de hastes em cada estrutura. Cada haste é contada
da terminacdo arredondada (azul) até o loop central (vermelho). A energia para a formacéo de cada
estrutura ¢ dada como um delta G (AG) em kcal/mol.

Fonte: O autor, 2019.
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Terpios fugax tem uma estrutura do espacador interno contendo um loop central e seis
hastes. Na haste | ha duas instabilidades, a haste Il tem um loop e duas instabilidades, a haste
[11 tem uma instabilidade, a IV tem duas instabilidades e um loop interno, a V tem um loop e
a VI ndo possui loop nem instabilidade, somente a terminagéo circular, comum a todas as
hastes, exceto a | por ser o ponto de inicio e término da transcricdo. As hastes tem um
tamanho quase homogéneo, sendo a Il um pouco maior € a V. um pouco menor do que as
demais. A energia necessaria para romper a estrutura secundaria ¢ AG= -84,90 kcal/mol.

A nova espécie de Rhaphidostyla possui uma estrutura com loop central grande e
quatro hastes. Esta estrutura é a que possui 0 maior loop central. Na haste | ha duas
instabilidades que entortam a hélice, na Il hd uma instabilidade, dois loops pequenos e outra
instabilidade terminando em uma proeminéncia pequena, na haste Il ha um loop e uma
proeminéncia terminal pequena e na haste 1V ha trés loops, o inicio de um quarto loop e uma
sequéncia de quatro instabilidades que terminam em uma proeminéncia. As hastes | e Il tém
tamanho médio, a haste Il é pequena e a haste IV &€ a maior nesta estrutura. A energia
necessaria para romper a estrutura secundaria ¢ AG= -95,10 kcal/mol.

O espacador em Halichondria panicea esta estruturado com loop central e quatro
hastes, sendo a | e 111 com tamanho médio, a haste Il a menor e a haste IV é a maior nesta
estrutura. Na haste | ha uma instabilidade e um loop interno que entorta a direcdo da hélice.
No lado oposto do loop central se encontram as hastes I, 11l e IV. A haste 1l forma uma
instabilidade e um loop interno, a haste 111 forma dois loops de diferentes tamanhos e tem uma
instabilidade proxima a proeminéncia terminal e a haste IV tem dois loops pequenos, uma
instabilidade, um loop interno grande, mais uma instabilidade seguida de um loop pequeno e
finalmente uma instabilidade e uma proeminéncia terminal pequena. A energia necessaria
para romper a estrutura secundaria ¢ AG=-99,60 kcal/mol.

A amostra de Terpios gelatinosus da Franca tem uma estrutura com a formacéo de um
loop central e seis hastes. Na haste | ha duas instabilidades, a haste Il esta come¢ando a se
diferenciar e € muito curta contando apenas com dois haplotipos na haste e seis formando a
proeminéncia terminal. A haste 111 ndo possui instabilidades, a IV tem dois loops internos e a
terminacdo circular, a haste V tem cinco loops e a VI ndo possui loop nem instabilidade. As
hastes | e IV tém tamanho médio, as hastes Il, 111 e VI sdo curtas e a haste V é a maior nesta
estrutura. A energia necessaria para romper a estrutura secundaria ¢ AG= -84,70 kcal/mol.

Hymeniacidon perlevis é estruturado com loop central e seis hastes no 1TS2. Na haste
| ha duas instabilidades que entortam a hélice, na Il forma-se um loop interno e duas

instabilidades que terminam em uma proeminéncia, na haste 111 ha um loops, na haste 1V ha
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apenas a terminagdo proeminente circular, na haste V ha trés loops internos pequenos e na
haste VI ha um loop e a proeminéncia terminal. As hastes I, 1l e I1l tém tamanho médio, as
hastes IV e VI sdo curtas e a V é a maior nesta estrutura. A energia necessaria para romper a
estrutura secundaria ¢ AG=-82,10 kcal/mol.

Quatro representantes de géneros distintos da familia Halichondriidae foram
selecionados para comparacdo das estruturas secundarias do 1TS2, cf. Amorphinopsis sp.
(possivelmente uma espécie de Johannesia), Solistyla caerulea, Amorphinopsis atlantica e
Tenebria melanadocia. O primeiro representante tem o gene esta estruturado com um loop
central e cinco hastes. Na haste | ha duas instabilidades que entortam a hélice, na Il forma-se
um loop interno pequeno, duas instabilidades e termina na maior proeminéncia do gene, na
haste 111 ha um loop pequeno uma proeminéncia terminal, na haste IV ha um inicio de loop
central dando origem a uma nova haste (b), enquanto a haste 1V (a) possui um loop interno
pequeno e uma instabilidade e a haste V possui um loop interno pequeno, uma instabilidade e
uma proeminéncia terminal pequena. As hastes I, Il e 1V tém tamanho médio parecido e as
hastes Ill e V sdo pequenas. A formacéo inicial de um novo loop central na haste IV é um
diferencial neste grupo, distinguindo-o do género Amorphinopsis. A energia necessaria para
romper a estrutura secundaria ¢ AG= -60,70 kcal/mol.

Em Solistyla caerulea, o gene esta estruturado com loop central e cinco hastes. Na
haste | ha trés instabilidades que entortam a hélice, na 1l forma-se um loop interno pequeno,
uma instabilidade e termina na maior proeminéncia do gene, na haste Il ha dois loops
pequenos, na haste 1V ha cinco loops interno, terminando em uma proeminéncia e a haste V
contém apenas a proeminéncia terminal. A haste IV é a mais diferenciada nesta estrutura. A
energia necessaria para romper a estrutura secundaria ¢ AG=-88,30 kcal/mol.

A espéecie Amorphinopsis atlantica apresenta um espacador interno estruturado com
loop central e seis hastes. Na haste | hd duas instabilidades que entortam a hélice, na Il
formam-se dois loops internos, na haste Ill ha uma instabilidade, na haste IV ha uma
instabilidade e trés loops internos. As hastes V e VI sdo muito curtas e possuem apenas as
proeminéncias terminais, comuns a todas as hastes. A haste IV é a mais diferenciada na
estrutura. A energia necessaria para romper a estrutura secundaria ¢ AG= -82,60 kcal/mol.

Na espécie Tenebria melanadocia, o0 gene esta estruturado com loop central e quatro
hastes, sendo a IV com a formacgdo inicial de um loop central. Na haste |1 ha duas
instabilidades, sendo a segunda muito maior do que nas demais estruturas, formando quase
um loop interno. Dois loops internos sdo encontrados na haste IlI, assim como uma

instabilidade e termina em uma proeminéncia, na haste Il ha duas instabilidades pequenas
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tendendo para loops. Na haste IV hd um inicio de loop central dando origem a uma nova haste
(b), enquanto a haste IV (a) possui trés loops internos de tamanhos distintos e uma
proeminéncia terminal. A haste IV é a maior desta estrutura. A energia necessaria para romper
a estrutura secundaria ¢ AG=-84,90 kcal/mol.

Em um breve resumo sobre as estruturas mencionadas acima, pode-se notar que as
estruturas secundarias mais diferentes sdo as de Ciocalypa sp. e cf. Terpios, sendo a primeira
a que necessita de maior energia para a formacdo da estrutura secundaria. Ambos 0s
representantes estdo alocados entre as familias Suberitidae e Halichondriidae. Suberites ficus
é a Unica representada exclusivamente com trés hastes, ou seja, houve a perda de uma haste.
Na familia Suberitidae encontram-se estruturas variando de quatro a cinco hastes com um
gasto energético médio de -68 kcal/mol, enquanto Halichondriidae contém estruturas variando
de quatro a seis hastes com um gasto energético médio de -80 kcal/mol. Terpios fugax possui
uma estrutura com gasto energético de -84,90 kcal/mol e seis hastes com pouca variacdo de

tamanho muito diferente daquelas encontradas nos congéneres do mar Mediterraneo.

5.5 Discussao

A partir das reconstrucdes filogenéticas com diferentes marcadores moleculares, o
objetivo deste capitulo foi tentar encontrar evidéncias genéticas que auxiliem no agrupamento
dos organismos em clados cada vez menos inclusivos. Em paralelo, a estrutura secundaria de
espécimes de clados distintos foi realizada com o marcador ITS2, a qual pode ser interpretada
como um fendtipo e, consequentemente, como um carater taxondmico (SANCHEZ et al.,
2007). Em geral, as estruturas secundarias seguem a proposta de Coleman (2007) para
eucariotos, na qual a estrutura é composta por um anel central e quatro hélices. Apesar dessa
similaridade, algumas espécies ou morfotipos, parecem ter estruturas com mais de quatro
hélices, sugerindo variacdo intraordinal. Com estas duas metodologias, o principal interesse
deste estudo € na identificacdo de caracteristicas derivadas compartilhadas, sendo uma
caracteristica compartilhada aquela presente em duas linhagens e uma caracteristica derivada
aquela que evoluiu na linhagem conduzindo a um clado e que coloca 0s membros desse clado
apartados de outros. As reconstrucoes filogenéticas mostraram diferencas mais profundas do
que aquelas obtidas nas outras ferramentas, porém complementares e que, quando

corroboradas, permitiram a identificacdo de grupos novos.
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Os clados recuperados com os marcadores moleculares corroboram estudos prévios
que recuperaram relagdes filogenéticas com Suberitida, desde Chombard e Boury-Esnault
(1999). Apesar da maior parte dos clados dentro deste grupo apresentar alto suporte
estatistico, as relacbes dentro da familia Halichondriidae continuam confusas, com baixos
valores de suporte e muitas parafilias no nivel de género. Andlises filogenéticas em nivel de
ordem revelaram que o clado contendo espécimes de Suberitida pode mostrar relacdes
diferentes dependendo do tipo marcador (nucleares e mitocondriais) ou com 0 mesmo
marcador, quandodiferentes espécimes ou regifes do gene sao utilizados (BORCHIELLINI et
al. 2004; NICHOLS 2005; LAVROV et al. 2008). Muitas das espécies trabalhadas nas
filogenias estdo classificadas como sp. ou estdo erroneamente identificadas, o que dificulta a
concluséo sobre as relacdes entre os grupos, especialmente na por¢édo distal dos ramos das
arvores. Portanto, refazer a descricdo morfologica destes individuos € essencial para melhorar
a compreenséo filogenética de Suberitida.

Os marcadores nucleares 28S e 0 ITS2 reconstruiram praticamente a mesma relagéo
filogenética, convergindo com as relagdes recuperadas por Thacker e colaboradores (2013). O
marcador mitocondrial 16S recuperou relacbes congruentes com 0s anteriores e parece ser um
bom marcador para as Suberitida. Por sua vez, o COX1 foi 0 que apresentou maiores
divergéncias quanto as filogenias, tanto com mudancas na ordem dos ramos quanto no menor
suporte dos clados, assim como observado em Morrow et al. (2013). Além do espagador ITS2
servir positivamente para as reconstrucdes filogenéticas, as estruturas secundarias do
marcador foram obtidas e podem ser utilizadas como fendtipos. Pelo ITS2 ser uma marcador
gque acumula mais taxa de mutacdo, as relacbes dentro de Halichondriidae formaram um
maior numero de clados do que no 28S, principalmente nos complexos de espécies e entre
populacdes (para detalhes ver Apéndice D). Alguns exemplos do potencial de uso do ITS2 em
nivel populacional sdo a formacdo de duas populacdes de Terpios fugax, uma juntando as
amostras do Rio de Janeiro e Bahia e a outra com espécimes exclusivos do Ceard. Outro
exemplo é com relacdo as Amorphinopsis, as duas amostras do Rio de Janeiro se distanciaram
ligeiramente da amostra do Caribe (Trinidad e Tobago). Ja com relacdo ao complexo de
Tenebria, a espécie okadai se mostrou como um grupo-irméao de melanadocia e marianae. As
amostras destas duas espécies se distanciaram com relacdo as localidades, sendo as amostras
do Nordeste do Brasil mais relacionadas entre si do que com as amostras caribenhas e uma
amostra do Rio de Janeiro. Adicionalmente, fica a proposta de se utilizar a estrutura
secundaria deste gene como uma ferramenta complementar a taxonomia, assim como ja é

feito com corais (SANCHEZ et al., 2007). Os pontos negativos sobre a utilizacio dos
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marcadores moleculares € que a razdo entre amostras amplificadas e amostras com boas
sequéncias, no geral, variou de média para baixa. Vale ressaltar também que nenhuma
sequéncia do gene mitocondrial COX2 apresentou resultado satisfatério para as suberitidas.

As filogenias do 28S, 16S e COX1 mostraram que algumas amostras de Topsentia séo
alocadas fora de Suberitida, corroborando as observacGes de Redmond et al. (2013) e
Schuster et al. (2015) com os marcadores 18S e COX1. Topsentia parece ser mais relacionada
com alguns representantes dos géneros Axinyssa e Petromica do que com as suberitidas,
sendo os trés géneros considerados incertae sedis por Morrow e Cérdenas (2015). Porém, ao
menos, uma amostra depositada no GENBANK parece estar identificada de forma errada,
pois nossos resultados convergem com o questionamento de Erpenbeck et al. (2012) de que
uma amostra de T. ophiraphidites agrupa com Halichondriidae, utilizando tanto o COX1
quanto o 28S, enquanto as demais estdo distantemente relacionadas.

Quanto a base de Suberitida, com excec¢do do COX1, os demais marcadores apontam o
clado menos derivado contendo representantes de Homaxinella e Pseudosuberites,
corroborando estudos pretéritos (CHOMBARD e BOURY-ESNAULT, 1999; NICHOLS,
2005; MORROW et al., 2012, 2013; THACKEREet al., 2013). Independente se este clado &
mais derivado ou menos do que Stylocordylidae e Suberitidae, a sua relacdo de parentesco
com os demais representantes de Suberitida € real devido ao alto suporte estatistico. Contudo,
analises genéticas das espécies tipo ainda sdo requisitadas para melhor definir o clado
filogeneticamente.

Apesar de nenhuma amostra de Pseudosuberites e Plicatellopsis ter sido trabalhada no
tocante a molecular, os dados filogenéticos aqui obtidos em comparacdo com sequéncias
disponiveis em bases de dados on-line indicam que Pseudosuberites é parafilética porque
pode agrupar com representantes de Halichondriidae e Homaxinella, dependendo do marcador
utilizado (MORROW et al., 2012; REDMOND et al., 2013; THACKER et al., 2013) e
Plicatellopsis pode ser um grupo irmdao de Homaxinella (VARGAS et al.,, 2015).
Homaxinella e Plicatellopsis tém a capacidade de crescer de forma ereta, em aguas profundas,
contendo um esqueleto condensado ou axial e com a formacdo de buqués no ectossoma.
Porém, Homaxinella possui um conjunto espicular exclusivo de estilos ou estilotos, enquanto
Plicatellopsis s apresenta tiléstilos. Ambos os géneros sdo exclusivos de aguas frias e médias
a altas latitudes. Apesar dessas similaridades morfoldgicas e genéticas, as arvores de consenso
deste estudo indicaram maior aproximacdo de Plicatellopsis com amostras do género

Rhaphidostyla, inviabilizando uma defini¢do sobre a classificacdo deste género.
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A familia Suberitidae (sensu MORROW e CARDENAS, 2015) foi separada em mais
dois clados, um especifico para espécies de Suberitese outro contendo Rhizaxinella, Aaptos e
Ditylos. Esta separacdo converge com as historias contadas por filogenias passadas utilizando
diferentes marcadores, Morrow (28S), Thacker (28S) e Redmond (18S). Diante deste novo
posicionamento, é possivel que duas ou trés espécies de Aaptos possam ser descritas, de
acordo com a relacdo obtida com o marcador 28S. Assim, 0s géneros Rhizaxinella, Aaptos e
Ditylos, parecem se unir ao género Stylocordyla, na familia Stylocordylidae.

Comparando as Protosuberites aqui trabalhadas com as de Melis e colaboradores
(2016), P. ectyoninus (Topsent, 1900) agrupou com MNRJ 21813 do Mar Mediterraneo que
contém um tilo globoso em vez de lobado e perde a cor ap6s a fixacdo. Com o ITS2,
Protosuberites denhartogi van Soest & de Kluijver, 2003 agrupou com Terpios gelatinosus e
com o 28S e ITS2 P. mereui Manconi, 2016 e Protosuberites sp. (Panama) agrupam com as
amostras de T. fugax, como grupos irmdos de P. denhartogi, indicando polifiletismo no
género Protosuberites. Melis e colaboradores (2016) descreveram Protosuberites mereui para
0 Mar Tirreno (Itdlia), comparando seis espécies de Protosuberites com Suberites e
Prosuberites (base da arvore). Os autores encontraram alto suporte com a concatenacdo dos
marcadores COX1, 18S e 28S, sendo Protosuberites ectyoninus a espécie menos derivada.
Diante do exposto, fica clara a caracteristica polifilética de Protosuberites nas analises aqui
realizadas. A partir das caracteristicas morfologicas e genéticas, € mais plausivel considerar
Protosuberites como incertae sedis, mas como grupo-irmdo de Suberites stricto sensu
(compondo a familia Suberitidae), uma vez que convergem quanto ao posicionamento
filogenético e apresentam interacdo com gastropodes. Outro género que deve ser adicionado a
Suberitidae, pois também interage com estes moluscos é Pseudospongosorites (VAN SOEST,
2002b; MCCORMACK e KELLY, 2002; MELIS et al., 2016).

Outra questdo confusa em Suberitida esta relacionada com o agrupamento de Terpios
com as Halichondriidae, ao invés de agrupar com as Suberitidae (MORROW e CARDENAS,
2015). Um alto suporte na formacdo de um clado especifico para o género Terpios foi
observado neste estudo, indicando que o género esta incorporado a familia Halichondriidae e
ndo a familia Suberitidae. Diante do fato de que a estratégia reprodutiva, as espiculas e 0s
esqueletos podem ser homoplasticos em esponjas (VAN SOEST et al., 1990; CARDENAS et
al., 2011, 2012; MORROW et al., 2012, 2013), a presenca exclusiva de tilostilos em Terpios
ndo devem servir de impedimento para a alocacdo do género fora de Suberitidae. Dados ndo
mostrados neste estudo apontam que Terpios e alguns representantes do género Caulospongia

(ver amostradas comparativas no Apéndice D) estdo intimamente relacionados a partir da
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reconstrucdo filogenética com o marcador 28S. Diante das relacbes de parentesco
evidenciadas por quatro marcadores distintos para a ordem Suberitida e pela similaridade no
tipo de tilostilo lobado, Terpios e Caulospongia devem ser relacionadas como grupos-
irmdosna familia Halichondriidae.

A familia Halichondriidae sensu Morrow e Céardenas (2015) possuia 15 géneros. A
partir deste estudo, quatro géneros saem da familia - Topsentia e Axinyssa provavelmente
formam uma ordem independente “Topsentiida”, Epipolasis agrupa com Axinellidae
(ERPENBECK et al., 2012) e o seu tipo de esqueleto é apenas considerado um traco de
homoplasia (ver HOOPER, 1991) e Ciocalypta, possivelmente, forma uma familia distinta em
Suberitida. Por outro lado, Terpios, Caulospongia e Ulosa sdo definitivamente agrupados a
familia, Rhaphidostyla & reerguida como um género independente a Hymeniacidon, 0s
géneros Solistyla e Tenebria séo criados e quatro subfamilias sdo criadas. Assim, a familia
Halichondriidae passa a contar com 17 géneros.

A separacdo de Ciocalypta em uma possivel nova familia “Ciocalyptidae” é baseada
nas evidéncias genéticas da espécie tipo, as quais sdo suportadas pela sinapomorfia da
presenca de uma membrana translicida na parte externa do seu corpo, desde a base até o topo
das fistulase pelo posicionamento da espécie ao serem analisadas reconstrucdes filogenéticas
com marcadores nucleares e mitocondriais (ERPENBECK et al., 2012; MORROW et al.,
2012, REDMOND et al., 2013, THACKER et al., 2013). Entretanto, reconstrucbes com
COX1 indicam a existéncia de espécimes nomeados como Ciocalyptaem clados diferentes.
GUTEKUNST e colaboradores (2018) também observaram este fato ao descrever a espécie
Ciocalypta colorata Gutekunst, Miller, Pohl, Brimmer, Malik, Fawzi, Erpenbeck & Lehnert,
2018, a qual foi descrita neste género pelas caracteristicas morfolégicas, mas agrupando no
mesmo clado de Topsentia e Cymbastela o qual, na opinido deles, era um clado que ainda
precisava ser nomeado e aqui, esta sendo tratado como “Topsentiida”.

O suporte da familia Halichondriidae ¢ mais baixo do que quando comparado as
demais familias (90%) e provavelmente esta relacionado a presenca de ramos longos o que
indica alta taxa de mutacdo ocorrendo no grupo. O clado de Terpios descrito acima contém
exclusivamente espécies de Terpios, o clado comportando o género Halichondria stricto
sensu contém cinco espécies, inclusive a espécie tipo Halichondria panicea. O clado com
ramos mais longos é formado por exemplares de Terpios gelatinosus, Rhaphidostyla
kitchingi, Rhaphidostyla sp. nov. e Hymeniacidon gracilis (provavelmente uma
Rhaphidostyla). O grande clado de Hymeniacidon compreende a espécie tipo e outros

representantes, inclusive a nova espécie descrita para o estado do Maranhdo, com 99% de
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suporte. Com 100%, Solistyla caerulea gen. nov. forma um clado distinto. Outro clado com
100% de suporte estatistico ¢ formado por dois ramos de 99% de suporte, um de
Amorphinopsis e outro para o complexo de espécies anteriormente pertencentes a
Halichondria e que agora sdo renomeadas para Tenebria gen. nov. A criagdo destes novos
géneros é fundamental para a compreensdo do grupo e sdo suportadas pelos principais
marcadores moleculares (18S, o 28S, o ITS2, o COX1 e o 16S) utilizados em Porifera.
Inclusive, ao separar Johannesia de Vosmaeria, Gerasimova e colaboradores (2008)
reforcaram a necessidade de se criar géneros novos quando os caracteres morfolégicos e
genéticos forem bem embasados e convergentes.

As andlises morfoldgicas, quimicas e genéticas dos géneros aqui estudados sdo
referentes a espécies distribuidas no OATO. A reconstrucdo filogenética obtida por
Erpenbeck e colaboradores (2007) utilizando exclusivamente espécies caribenhas (em alguns
casos com distribuicdo se estendendo até o Brasil) ndo séo realistas, pois 0os exemplares tipos
dos géneros parecem ser, em grande parte, de mares europeus ou indonésios. Quando
comparadas as andlises filogenéticas realizadas no presente estudo, observa-se que agora as
relacbes parecem mais robustas, definidas e suportadas estatisticamente, inferindo grandes
mudancas no nivel de familia e género. Observacoes neste sentido tém sido feitas desde as
primeiras reconstrucdes de Demospongiae que utilizam grande quantidade de representantes
da ordem Suberitida (MORROW et al., 2012, REDMOND et al., 2013, THACKER et al.,
2013), mas nenhum autor sugeriu mudancas. A partir de agora, sugere-se que Ciocalypta seja
realocada na antiga familia Ciocalyptidae Hentschel, 1923, propomos também a criacdo de
trés novos géneros, a ressurreicdo do género Rhaphidostyla Burton, 1935 e a criacdo de cinco

novas espécies descritas no Capitulo 1 desta tese.
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6 DISCUSSAO GERAL: A TAXONOMIA INTEGRATIVA EM PROL DE UMA
NOVA PROPOSTA SISTEMATICA

A partir deste trabalho, foram encontrados caracteres morfoldgicos diagndsticos,
especificidades nas assinaturas metabolicas e uma homogeneidade nas relagdes filogenéticas
com quatro marcadores moleculares com diferentes dindmicas evolutivas. Sugere-se que a
descricdo de novas familias, géneros e espécies de suberitidas deva ser baseada na
combinacdo de caracteres, uma vez que cada uma das areas contribui com informacdes
especificas e, a0 mesmo tempo, complementares. Portanto, este capitulo final trara reflexes
sobre a classificacdo do grupo sob a luz dos caracteres morfoldgicos, assinaturas quimicas e

sistematica molecular, em prol de uma taxonomia integrativa da ordem Suberitida.

6.1 Superando desafios

A identificacdo de espécimes em fragmentos ou pequenas crostas limitaram a
descricdo detalhada dos individuos, principalmente quando apenas o estudo morfoldgico foi
realizado. O limite da identificacdo dada pelo tamanho diminuto impede que todos os
caracteres dos individuos sejam diagnosticados tornando impraticavel a comparacdo dos
caracteres com as descricdes dos tipos. Na ordem Suberitida, em especial, a maioria das
descrices dos tipos foi feita do meio do século XX para trds, com descri¢cdes utilizando
exclusivamente a taxonomia alfa em espécimes provenientes dos mares europeus.
Infelizmente, boa parte desses exemplares foi descrito apenas superficialmente e por isso a
comparacdo com espécimes coletados atualmente € ardua, dificultando ainda mais quando 0s
exemplares sdo de regibes biogeogréaficas distintas. Tendo em vista a grande diversidade
morfolégica das suberitidas e as homoplasias em diversos caracteres morfologicos,
principalmente em Halichondriidae (VAN SOEST et al.,, 1990; ALVAREZ e HOOPER,
2010), a descricdo correta e definitiva com a presenca de caracteres diagnésticos depende da
combinacdo de andlises adicionais, tais como genética, ecologia, reprodugdo e quimica.
Mesmo com tantas dificuldades, tanto os caracteres morfoldgicos quanto os moleculares
foram capazes de apontar distingdes entre as espécies. Alguns caracteres internos

(subectossoma, categorias de tamanho das espiculas e tipo de extremidade) e externos (tipo de
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superficie e forma de crescimento) mostraram ser importantes para a distingdo de espécies e
agrupamento de géneros em familias.

A principal limitacdo no estudo da metabolémica se deu pelo baixo numero de
amostras obtidas, ja que as analises estatisticas para estudos de perfil metaboldémico requerem
um n amostral alto para que a representacdo da espécie seja a mais correta possivel. Outro
ponto negativo na amostragem aqui realizada é que praticamente, apenas amostras da familia
Halichondriidae foram testadas, impedindo a extrapolacdo das caracteristicas metabdlicas
para toda a ordem. Além disso, a identificacdo dos compostos quimicos foi limitada pela
auséncia de uma biblioteca publica robusta de esponjas marinhas, ja que grande parte dos
compostos produzidos pelas esponjas ndo foram encontrados nas plataformas on-line
convencionais. Outro limitante é que grande parte das analises em tandem sdo desenvolvidas
por poucos grupos de pesquisadores, 0s quais ndo tém interesse no uso da metabolémica para
a classificagio biologica (VILLAS-BOAS e GOMBERT, 2006; QUINN et al., 2017). Neste
sentido, ainda é necessario desenvolver diversos parametros e algoritmos para trabalhar com
uma grande quantidade de grupos (OLIVON et al., 2017). Por mais que ainda haja muita
limitacdo no estudo metabolémico, principalmente de cunho taxondmico, a metabolomica
serviu para evidenciar diferencas entre morfotipos semelhantes e apontar variagdes em
complexos de espécies.

As andlises filogenéticas aqui testadas convergiram com dados ja publicados e
sintetizados em Morrow e Cardenas (2015). No entanto, durante as analises observou-se
muitos erros de identificacdo de espécies, desatualizacdo dos dados nas plataformas on-line,
edicdo errada das sequéncias e comparacdo de regides distintas do mesmo gene, gerando
relacBes equivocadas e mantendo as duvidas sobre a classificacdo de alguns grupos. Portanto,

todo cuidado no manuseio e interpretacdo das sequéncias génicas é necessario.

6.2 Convergéncia de relacGes a partir do uso de diferentes técnicas

Neste estudo as espécies de Suberitida mantiveram um padrdo morfolégico e quimico,
em especial quanto a forma de crescimento, cor, tipo e tamanho médio das espiculas e
assinatura quimica. Adicionalmente, tanto os caracteres morfolégicos quanto os quimicos se
alinharam as histdrias de parentesco filogenético em Suberitida. A evidéncia desta afirmagao

pode ser observada na Figura 61, a qual ilustra a convergéncia na histéria das relacBes de
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parentesco entre as espécies estudadas, por meio de analises quimicas e genéticas. Este
resultado, assim como o encontrado por lvanisevic e colaboradores (2011a), reafirma o
potencial positivo de a metaboldémica ser utilizada como uma ferramenta adicional a
sistematica. Desta vez, com exemplificacdo em um grupo contendo espiculas e esqueleto com
algum nivel de organizacéo.

Na classificacdo de Morrow e Céardenas (2015), Axinyssa é considerado em Bubarida,
com ressalvas, e Petromica e Topsentia sdo incertae sedis, mas proximos de Bubarida.
Morfologicamente, Topsentia e Petromica possuem um esqueleto denso, com reticulacéo
confusa, as quais se agrupam em tratos ascendentes no esqueleto (VAN SOEST e ZEA, 1986;
MURICY et al., 2001). Topsentia e Axinyssa compartilham a perda de um ectossoma
especializado e apresentam Oxeas fusiformes retas ou deformadas de grandes dimensdes
desorganizadas no coanossoma. Por outro lado, divergem pelo fato de Topsentia ter alta
densidade espicular e auséncia de tratos de espongina, enquanto o oposto é observado em
Axinyssa (detalhes em ERPENBECK e VAN SOEST, 2002) e por isso devem ser mantidas
em géneros distintos. Estes autores afirmam que a superficie conulosa caracteristica de
Axinyssa € proveniente da aglomeracao de espiculas apontando para a superficie da esponja.
Essa € uma caracteristica incomum em Halichondriidae e, adicionalmente, a perda do
ectossoma enfatiza a possibilidade de Axinyssa ser deslocada de Halichondriidae
(ERPENBECK et al., 2012). Quimicamente, Topsentia e Petromica compartilham a producéo
de esterdis trisulfatados (KOSSUGA et al., 2007), enquanto Axinyssa aplysinoides (Dendy,
1922) pode produzir terpendides nitrogenados (PATIL et al., 1997) e aminosulfatados
(KODAMA et al., 2003), assim como 0s observados, quase que exclusivamente, nas amostras
de Topsentia de Fernando de Noronha. De acordo com as assinaturas metabdlicas e as
andlises filogenéticas aqui obtidas, Topsentia spp. pode ser considerado um grupo irmao de
Geodia spp., convergindo com hipoteses filogenéticas levantadas e testadas por Morrow et al.
(2013).
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Figura 61 — Comparacdo entre as arvores moleculares geradas por analises de metabolémica (A) e filogenia com o marcador 28S (B) para amostras de Suberitida,
Tetractinellida e “Topsentiida”, com maior detalhamento para a familia Halichondriidae (C).
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Fonte: O autor, 2019.
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Corroborando dados moleculares pretéritos (MORROW et al., 2012; SCHUSTER et
al., 2015), tanto por marcadores nucleares quanto por mitocondriais, 0s géneros supracitados
se aproximam e podem formar uma nova ordem. Mesmo assim, as espécies tipo ainda
precisam ser analisadas para definir esta situacdo. Neste clado ha representantes com
capacidade de produzir desmas e outros sem esta capacidade aparente, mas que produzem
metabolitos aminosulfatados. Tambem é possivel separar as Topsentia do Brasil (sem
ofirrafide) de T. ophiraphidites, tanto por meio da morfologia quanto pela divergéncia na
assinatura quimica dos espécimes. As analises de COX1 ainda mostram um espécime de T.
ophiraphidites dentro de Halichondriidae (GUTEKUNST et al., 2018). Por mais que existam
evidéncias de que Topsentia ndo € Suberitida, este espécime ainda precisa ser reavaliado para
que uma definicdo sobre o género seja tomada. As amostras de T. ophiraphidites coletadas no
presente estudo ndo tiveram boas sequéncias e por isso ndo foram utilizadas nas filogenias
deste estudo.

O grande problema na separacéo das familias Suberitidae e Halichondriidae em outros
grupos esta vinculado aos caracteres morfoldgicos capazes de distinguir essas novas familias.
As analises filogenéticas apontam Homaxinella, Pseudosuberites, Spongosorites e Vosmaeria
na base de Suberitida. Anatomicamente, Homaxinella compartilha com Caulospongia,
Plicatellopsis, Rhizaxinella e Stylocordyla o potencial de crescimento ereto contendo uma
haste e esqueleto axial condensado (VAN SOEST, 2002b), sendo muito similar a
Plicatellopsis (VAN SOEST, 2002b; LEHNERT e STONE, 2017). Pseudosuberites e
Spongosorites, por sua vez, ndo se assemelham morfologicamente aos demais citados. A
descricdo do tipo de Pseudosuberites, Pseudosuberites hyalina (Ridley & Dendy, 1887), ¢é
pobre e sem detalhamento, dificultando a comparacdo. Além disso, a espécie foi registrada
para distintas regides do planeta, tornando a sua diagnose ainda mais duvidosa (detalhes em
ERPENBECK e VAN SOEST, 2002). Spongosorites Topsent, 1896 possui 23 espécies, tem
crescimento macico ou incrustante espesso, pode apresentar 6xeas, estrongilos ou estilos em
um esqueleto confuso sem a formacdo de papilas (ERPENBECK e VAN SOEST, 2002).
Portanto, uma definicdo sobre o posicionamento filogenético dos géneros sO podera ser
tomada ap6s uma revisdo de sistematica molecular nestes géneros, necessaria para a
comprovagdo ou rejeicdodeste parentesco. Em um estudo de barcoding com espécies da
Antartica, VARGAS e colaboradores (2015) observaram uma proximidade entre 0os géneros
Homaxinella e Plicatellopsis com Suberites ficus e Pseudosuberites nudus, maso suporte

deste clado foi muito baixo e 0 mesmo ndo deve ser considerado.
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Com relacdo ao género Suberites, alguns representantes formaram uma familia
(Suberitidae) e outros representantes agruparam com Stylocordyla, Rhizaxinella e Aaptos, no
clado B (28S) e A (COX1). As espécies tratadas como Suberites, por exemplo, S. aurantiacus
e S. diversicolor devem ser transferidas para o género Ditylos, pois ndo agrupam com a
espécie tipo de Suberites. Morrow e Cérdenas (2015) alocaram Stylocordyla em Suberitida
pela similaridade morfologica e genética, porém em uma familia monotipica. A unido dos
géneros acima citados em Stylocordylidae pode ser explicada pela possivel formacdo de um
esqueleto com organizacdo axial no coanossoma (espiculas longas) e formacdo de uma
palicada ou buqués no ectossoma (espiculas curtas) (ver VOULTSIADOU-KOUKOURA e
VAN SOEST, 1993; KELLY-BORGES e BERGQUIST, 1994). Por outro lado, Suberitidae
se difere de Stylocordylidae pois as espécies Suberites domuncula, S. ficus e S. pagurorum
Solé-Cava & Thorpe, 1986 apresentam esqueleto coanossomal confuso e estdo intimamente
relacionadas com espécies de gastropodes (SOLE-CAVA e THORPE, 1986;
VOULTSIADOU-KOUKOURA e VAN SOEST, 1993). Este tipo de associacdo necessita de
um longo periodo de tempo para evoluir e por isso esta pode ser a caracteristica mais
marcante para diagnosticar o género Suberites. Esta caracteristica € muito mais forte e menos
plastica do que a forma de crescimento ou a tendéncia na formacdo de um esqueleto
reticulado em vez de confuso, como geralmente se descrevem as suberitidas. Quimicamente,
uma caracteristica diagnostica pode estar relacionada a producdo de sesquiterpenos
suberitanos e derivados, até 0 momento considerado com valor taxondmico (ERPENBECK e
VAN SOEST, 2007). O problema neste caso é que o composto foi descrito para Suberites
caminatus na Antartica (SHIN et al., 1995; DIAZ-MARRERO et al., 2003), uma espécie com
distribuicdo que atinge quase os dois Pdlos e que necessita de reviséo.

De acordo com as filogenias, ramos independentes surgem para separar cf. Terpios e
Ciocalypta penicillus, entre as Suberitidae e Halichondriidae. Até o momento, a primeira é
representada por duas amostras, MNRJ 21813 do Mediterraneo e PROERG 66 é uma espécie
de profundidade com 100% de suporte em Soestidae. J& o segundo ramo tem baixo suporte
estatistico e tem ramos muito longos. Este tipo de ramo é uma caracteristica padrdo observado
tanto por marcadores moleculares quanto mitocondriais. Além disso, neste novo ramo se
encontra a espécie tipo C. penicillus, a qual se posiciona como grupo irmdo de
Halichondriidae e ndo dentro da familia. Ciocalypta tem uma caracteristica diagndstica muito
marcada que é a presenca de uma membrana transltcida cobrindo seu corpo, em adigdo as

papilas e ocorréncia de Oxeas e/ou estilos. Alguns espécimes desta familia precisam ser
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reavaliados morfologicamente, uma vez que sdo mais proximos de Topsentiida do que de
Ciocalyptidae.

A classificagdo de Halichondriidae é historicamente confusa seja pela presenca de
poucos caracteres diagnésticos ou pela plasticidade morfolégica (VAN SOEST et al., 1990;
ERPENBECK et al., 2006a, 2012) observada tanto intra quanto interespecificamente, vide o
complexo Hymeniacidon perlevis (GASTALDI et al., 2018). Para dificultar ainda mais a
organizagdo do grupo, cinco géneros (Ciocalapata de Laubenfels, 1936, Cryptax de
Laubenfels, 1954, Laminospongia Pulitzer-Finali, 1983, Sarcomella Schmidt, 1868 e Uritaia
Burton, 1932) ndo possuem nenhum exemplar sequenciado e, consequentemente, ndo sao
representados em nenhuma filogenia até o momento e por isso devem ser mantidos nas
posicOes atuais, dentro de Halichondriidae. Destas Cryptax, Laminospongia, Sarcomella e
Uritaia sdo monotipicas e Ciocalapata € representada por duas espécies. Por outro lado, os
géneros Terpios e Ulosa se inserem no clado de Halichondria na filogenia com o marcador
28S (ver THACKER et al., 2013) e por isso sdo tratadas como uma Halichondriidae neste
estudo.

A familia Halichondriidae contém sete ramos altamente suportados (>85%), Terpios,
Halichondria, Rhaphidostyla, Hymeniacidon, Solistyla, Amorphinopsis e Tenebria. Porém
algumas questfes ainda precisam ser esclarecidas no grupo, como a falta de monofiletismo
em diversos géneros. A hipotese mais plausivel é que haja erros de identificagdo em algumas
espécies, erros de sequenciamento ou falta de atualizacdo dos dados nos bancos de dados.
Para que esta hipdtese seja comprovada ou refutada, € necessario rever morfologicamente os
vouchers de Axinyssa sp., Topsentia ophiraphidites e T. halichondroides (Dendy, 1905)
(THACKER et al., 2013), Pseudosuberites sp., Terpios aploos de Laubenfels, 1954,
Halichondria sp. que agrupa com Suberites ficus e H. heliophila que agrupa com Tenebria, 0s
quais provavelmente configuram erros de identificacdo. Portanto, antes dessas amostras serem
revistas morfologicamente nenhuma conclusdo pode ser tomada definitivamente.

Terpios é grupo-irmdo de Caulospongia, a sinonimia de Terpios fugax (Caribe) e T.
gelatinosus (Mediterraneo) parece ser invalida, pois as amostras do Mediterraneo estdo mais
relacionadas com as Rhaphidostyla do que Terpios fugax. O género Terpios possui apenas
tilostilos e isso a aproxima de Suberitidae. Porém, tilostilos sdo observados em diversas
ordens de Demospongiae e por isso ndo sao bons caracteres diagndsticos. Além disso, Terpios
fugax parece diferir das demais Suberitida devido & producéo de glicolipideos, sobretudo os
terpiosideos (COSTANTINO et al., 2008, 2010). Estes compostos ainda ndo sdo muito
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conhecidos em esponjas, mas podem atuar no reconhecimento celular, o que sugere atuacao
espécie-especifica, indicando a alta possibilidade de serem utilizados como marcadores
moleculares na quimiossistematica.

Diante das observacfes das quatro arvores geradas com marcadores distintos, assim
como o agrupamento do género com relacdo a sua assinatura quimica, Terpios poderia formar
uma familia independente ou uma subfamilia dentro de Halichondriidae. O clado contém os
géneros Terpios e Caulospongia e, futuramente, pode conter Protosuberites. Por mais que,
historicamente, Terpios seja alocado junto com Suberites, morfologicamente, geneticamente e
quimicamente, 0s géneros apresentam caracteristicas muito distintas. Embora o tipo de
crescimento de Terpiosseja distinto do observado em Caulospongia, a presenca exclusiva de
tilostilos lobados em ambos o0s aproxima e os distancia de Suberites (ver VAN SOEST,
2002b). O habito incrustante com baixa densidade espicular com tilostilos na posicéo vertical
e atravessando a superficie, podendo formar buqués, se assemelha as caracteristicas do género
Protosuberites, sendo a principal diferenca morfologica entre eles a tendéncia
deProtosuberites formar um tilo em forma de cogumelo. Por outro lado, o potencial de
algumas espécies de Protosuberites crescerem de forma arborescente aproxima este género de
Caulospongia, filogeneticamente (28S) proxima de Terpios.

Sabe-se que o ambiente afeta diretamente a forma de crescimento das esponjas (BELL
et al., 2002), podendo inclusive aumentar a plasticidade da forma das espiculas, como no caso
dos tiléstilos (CHOMBARD et al., 1998). Terpios e Caulospongia sdo demarcados pelos
tilostilos lobados e, em muitos casos, achatados. Porém, Terpiosé representado por espécimes
finamente incrustantes e distribuidos em aguas tropicais e equatoriais (ver RUTZLER e
SMITH, 1993), enquanto Caulospongia cresce de forma ereta, apresentando esqueleto
reticulado composto por tratos espiculares e distribuido predominantemente no litoral
Australia (ver FROMONT, 1998). Uma vez que as espiculas destes géneros sao semelhantes,
diferindo dos demais tipos de tilo encontrados nas antigas hadromeridas (HOOPER e VAN
SOEST, 2002b), e as reconstrucdes filogenéticas agrupam estes géneros no mesmo clado, é
possivel que estes géneros sejam grupos irmdos. A hipdtese mais plausivel para explicar a
diferenciacdo descomunal na forma de crescimento entre eles se debruca sobre a adaptacéo
dos organismos frente ao estresse causado pelo ambiente. Da mesma forma que, sob
condigdes extremas, a similaridade do habitat pode favorecer adapta¢des morfoldgicas
similares, criando uma convergéncia fenotipica (BLANQUER e URIZ, 2007), viver em

habitats distintos pode promover uma divergéncia fenotipica. Por mais dificil que seja
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imaginar que Terpios possa ter crescimento vertical, isso se deve possivelmente porque, até o
momento, este género tem se distribuido em &reas que favorecem a vida incrustante. Sendo
assim, se Terpios se expandir ou colonizar areas com forcantes abi6ticas que permitam ou
forcem o crescimento ereto, como aquelas em que Caulospongia vive, esta espécie pode
desenvolver melhor o seu esqueleto, formando tratos ascendentes ou axiais com espiculas
arranjadas em forma de buqués no ectossoma. O oposto pode servir também para
Caulospongia. Alguns fatos que embasam esta hipdtese sdo: i) existe uma Terpios, ainda ndo
escrita, no Indo-Pacifico que vive no intertidal que pode apresentar crescimento em forma de

macarrdo, com habito fistuloso (imagem de Ron Yeo em www.tidechaser.blogspot.com),

diferindo das demais espécies que sdo incrustantes; ii) VAN SOEST (1991) sugeriu que a
presenca de esqueleto axial existe em individuos com crescimento ereto que necessitam de
rigidez e flexibilidade, sendo esta hipdtese aceita porque dentro das familias com este tipo de
esqueleto ha também espécies incrustantes ou macigas que ndo necessitam de esqueleto axial
condensado; iii) VAN SOEST, 2017 descreveu Suberites crispolobatus com receio, pois
acreditava se tratar de S. aurantiacus possuindo longos ramos eretos e com pequenos lobos
laterais para um ambiente lamoso (55-80 m). Contudo foi convencido (pelo Dr. Klaus
Ratzler) de que S. aurantiacus tem crescimento massivo. Fato € que S. aurantiacus é descrita
para ambientes rasos e fixando-se em substrato duro e a variagcdo ambiental pode sim induzir
um tipo de crescimento diferenciado, como o ereto.

Os clados presentes em Halichondriidae podem ser diferenciados também pelo tipo de
espicula e reticulacdo ectossomal. Hymeniacidon e Solistyla possuem estilos, Halichondria e
Tenebria contém somente 6xeas e Amorphinopsis e Rhaphidostyla apresentam estilos e/ou
Oxeas. Por sua vez, Terpios possui apenas tilostilos lobados. O ectossoma é mais reticulado
em Halichondria e Tenebria do que nos demais representantes, apesar do ectossoma ser
possivelmente destacavel em todos 0s géneros, alguns mais facilmente do que outros.

Quimicamente, Halichondriidae possui isocianetos que sdo considerados marcadores
taxonémicos (ERPENBECK e VAN SOEST, 2007), porém estes ndao foram identificados
como VIPs nas assinaturas quimicas deste estudo. Corroborando os dados genéticos,
Hymeniacidon heliophila, Solistyla caerulea e Rhaphidostyla sp. nov. (todas previamente
Hymeniacidon) agruparam em clados muito distantes quanto as assinaturas quimicas e
compostos VIP (Capitulo 2, Figura 44), indicando que se tratam de géneros distintos. Nesta
mesma figura, também ficou clara a proximidade entre Tenebria melanadocia e

Amorphinopsis atlantica suportando o ultimo clado na arvore do 28S (Figura 53). A distancia
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de Hymeniacidon heliophila em relacdo as demais Halichondriidae no estudo metabolémico,
assim como a polifilia da espécie com marcadores genéticos (GASTALDI et al., 2018) e a
presenca de subtildstilos em espécimes caribenhos (DIAZ et al., 1993) reforca a necessidade
de revisdo desta espécie. Ademais, amostras agrupando em clados distintos devem representar
contaminagdes, como o exemplo deste estudo, onde uma amostra de H. heliophila (MNRJ
21598) agrupou com o complexo de Tenebria. Certamente a sequéncia genética deste material
se trata de uma contaminacdo, pois este espécime foi avaliado morfologicamente contendo
exclusivamente estilos <500 pum, cor laranja ¢ presen¢a de papilas, tipicamente uma H.
heliophila.

Rhaphidostyla kitchingi Burton, 1935 e Uritaia foram sinonimizadas com
Hymeniacidon por Erpenbeck e van Soest, (2002), porém Uritaia continua com status de
género até o momento (VAN SOEST et al., 2019), pois duas categorias de estilos podem ser
categorizadas neste género, em vez de apenas uma em Hymeniacidon. J& Rhaphidostyla agora
é reerguida como um género, separado de Hymeniacidon. Este género possui tanto Oxeas
quanto estilos finos, em combinacdo ou sozinhos no esqueleto. O perfil quimico das amostras
do Rio de Janeiro e da Bahia também distinguem a nova espécie de Rhaphidostyla de
Hymeniacidon. Tanto o estudo filogenético aqui realizado quanto as reconstrucdes de
Redmond et al. (2013) e Thacker et al. (2013) mostraram que seus representantes estdo
apartados de Hymeniacidon e proximos de Halichondria, indicando que ambos 0s géneros se
localizam em clados distintos. Rhaphidostyla tem um suporte de 87%, sendo R. kitchingi,
Rhaphidostyla sp. nov. e Hymeniacidon gracilis intimamente relacionadas. Todos o0s
marcadores recuperaram um ramo longo neste clado, indicando que as espécies estdo sofrendo
mutacbes em taxas elevadas. Por haver convergéncia nos marcadores, isso ndo impede a
ressurreicao do grupo.

Além dos géneros mencionados acima para compor Amphispiculinae, possivelmente
Ciocalapata, Cryptax, Johannesia, Laminospongia, Sarcomellae Uritaia também fazem parte
desta subfamilia. Ciocalapata de Laubenfels, 1936 possui estilos e 6xeas e portanto deve ser
alocada nesta subfamilia. Cryptax orygmi de Laubenfels, 1954 é um espécime mal descrito,
pois a revisdo no Systema Porifera apontou a existéncia exclusiva de dxeas em vez de
tilostilos e esqueleto entrecruzado, descritos por de Laubenfels na diagnose do género.
Laminospongia estd inserida em Halichondriidae simplesmente pela presenca de Oxeas e
estilos e um esqueleto confuso. Claramente, Erpenbeck e van Soest (2002) propuseram a

manutengdo de Laminospongia como um género valido de Halichondriidae por ndo existir
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evidéncia de sua posicdo filogenética em outro grupo. Sarcomella é outro exemplo de
identificacdo extremamente duvidosa (descricdo em SCHMIDT, 1868). Apesar de Topsent
(1938) manifestar a presenca de 6xeas na espécie S. medusa Schmidt, 1868, ele enfatiza a ma
descri¢cdo do autor e classifica 0 género como enigmatico. Apenas estes dois trabalhos citam a
existéncia de Sarcomella. Com excecdo de Johannesia, os demais géneros sdo alocados
proximos a Amorphinopsis como incertaes edis, por ndo existir evidéncia filogenética do
contrério. Estes géneros sdo extremamente duvidosos e novos estudos Sdo necessarios,
inclusive com a coleta de novos espécimes nas regifes onde os tipos foram descritos. O
complexo de espécies compreendendoo novo género Tenebria contém T. okadai, T.
marianae, T. melanadocia, T. sulfurea e T. tenebrica. Este nome remete a escuriddo em
grego, devido a dificuldade de identificagdo tanto com a taxonomia alfa quanto através da
sistematica molecular, formando um complexo de espécies. Estas espécies compartilham a
exclusividade de espiculas do tipo Oxea e uma ou duas categorias de tamanho. Todos as
demais espécies de Halichondria de ambientes tropicais e subtropicais e de cor escura

precisam ser revistas, pois podem pertencer ao género Tenebria em vez de Halichondria.

6.3 Novas propostas de diagnose e classificacdo em Suberitida

Uma profunda modificacdo nas relacdes de parentesco em Suberitida foi revelada por
meio dos marcadores moleculares, convergindo com as assinaturas quimicas das
Halichondriidae e das Topsentia spp. Entretanto, ainda permanece o grande desafio de
encontrar caracteres morfologicos diagndsticos para todos 0s novos grupos. A nova proposta
de classificacdo esta compilada na na Figura 62 e na Tabela 18. Abaixo estdo descritas as

novas propostas de diagnose para cada familia, subfamilia e género criados.
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Figura 62 — Novo posicionamento filogenético dos géneros de Suberitida aqui trabalhados.

Legenda: Reconstrucéo filogenética de consenso (Neighbor Joining) de Suberitida para o nivel de género. Cada
grande clado com ramificagBes baseadas tanto em caracteres morfologicos quanto genéticos estd
indicado pelos nimeros e cores diferentes na arvore. As letras indicam subdivisdes de clados
estatisticamente suportados dentro da familia Halichondriidae.

Fonte: O autor, 2019.
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Tabela 18 — Comparacéo entre a classificagdo antes e depois das propostas apresentadas no presente estudo e demonstradas na Figura 62. (continuagéo)

sensu (MORROW e CARDENAS, 2015)

Presente estudo

Ordem Familia Género Ordem Clado Familia Género
Suberitida Stylocordylidae Stylocordyla Suberitida 1 Suberitidae / Homaxinella
Suberitidae Aaptos Halichondriidae* Pseudosuberites*
Caulospongia Spongosorites
Homaxinella* Vosmaeria
Plicatellopsis 2 Stylocordylidae Stylocordyla
Protosuberites Aaptos
Pseudospongosorites Rhizaxinella
Pseudosuberites Ditylos
Rhizaxinella 3 Suberitidae Suberites
Suberites Pseudospongosorites
Terpios™ Protosuberites*
Halichondriidae Amorphinopsis 4 Soestia*
Axinyssa 5 Ciocalyptidaet Ciocalypta
Ciocalapata 6 Halichondriidae “a” Terpios
Ciocalypta Caulospongia
Cryptax Halichondriidae “b” Halichondria
Epipolasis Halichondriidae “c” Rhaphidostyla!
Halichondria Plicatellopsis*
Hymeniacidon Ulosa®”*
Johannesia Halichondriidae “d” Amorphinopsis
Suberitida Laminospongia Suberitida Ciocalapata
Sarcomella Cryptax*

Spongosorites

Hymeniacidon
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Tabela 18 — Comparagao entre a classificagio antes e depois das propostas apresentadas no presente estudo e demonstradas na Figura 62 (conclusio)

sensu (MORROW e CARDENAS, 2015) Presente estudo
Ordem Familia Género Ordem Clado Familia Género
Suberitida Topsentia* Suberitida 6 Halichondriidae “d” Johannesia
Uritaia Laminospongia*
Vosmaeria Sarcomella*
Uritaia
Solistyla
Tenebria
Axinellida Axinellidae Epipolasis?
Topsentiida Topsentiidae Axinyssa?
Poescilosclerida Esperiopsidae  Ulosa* Topsentia?

Legenda: Nomes em negrito correspondem a novas propostas de classificacdo, tressurreicdo de nomes, %realocacéo na classificacio e *incertae sedis. Cada grande clado com
ramificacBes baseadas tanto em caracteres morfoldgicos quanto genéticos esta indicado pelos numeros e cores diferentes na arvore. As letras indicam subdivisdes
de clados estatisticamente suportados dentro da familia Halichondriidae.

Fonte: O autor, 2019.
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Clado 1

Géneros Homaxinella, Pseudosuberites, Spongosorites e Vosmaeria. Crescimento ereto com a
formacdo de hastes e extremidades digitiformes ou crescimento massivo com papilas. As
espiculas sdo tilostilos, preferencialmente, mas modificacdes para estrongilos, estilos e 6xeas
também podem ocorrer. O esqueleto é extra-axial, tendendo para confuso na periferia. O
ectossoma ndao € especializado, mas hd formacdo de espiculas arranjadas em buqué.
Distribuicdo restrita a dguas temperadas e polares. Reconstruc@es filogenéticas do 28S (D1-
D2) e COX1 (FOLMER) relacionam os géneros, pois a descricdo de Hymeniacidon
simplicima se refere a uma espécie de Pseudosuberites (MORROW et al., 2012). Contudo,
outros espécimes de Pseudosuberites sp. sdo observados em diferentes clados nas

reconstrucgdes, indicando que o género possa ser polifilético.

Clado 2 — Familia Stylocordylidae

Familia contendo os géneros Aaptos, Ditylos, Rhizaxinella, e Stylocordyla. A forma de
crescimento ereto com a formacao de uma haste e o tipo de esqueleto axial com modificacéo
para radial aproximam Rhizaxinella e Stylocordyla. Aaptos e Ditylos possuem crescimento
globular/ovoide ou massivo com ectossoma em palicada ou buqués de espiculas de pequenas
dimensdes. As espiculas podem ser dxeas, estrongiloxeas ou tilostilos, alem de microxeas ou
tricodragmas. A distribuicdo preferencial das espécies é em zona temperada, desde o intertidal
até aguas profundas. Reconstrucdes filogenéticas com o gene mitocondrial COX1 aproximam
0s quatro géneros (ver ilustracdo acima). Adicionalmente, marcadores moleculares nucleares
e mitocondriais separaram Ditylos de Suberites, as verdadeiras Suberitidae. A diagnose de
Ditylos indica espécies com crescimento macigo ou incrustante espesso, tilostilos fusiformes e
separados em duas categorias de tamanho. O esqueleto coanossomal tende a reticulado.
Geralmente, as espécies possuem cromovariacdo. As espécies estdo distribuidas,

majoritariamente, em aguas rasas e mesoféticas, desde a zona equatorial até subtropical.

Clado 3 — Familia Suberitidae

Familia contendo 0s géneros Suberites, Protosuberites (incertae sedis) e
Pseudospongosorites. Existe associacdo simbidtica com moluscos. O crescimento é
incrustante ou maci¢co com arranjo esquelético mais ou menos confuso. As espiculas sdo
tiléstilos globosos com variacdo para subtilostilos, retos ou curvos. As Oxeas S0

exclusivamente observadas em Pseudospongosorites. A distribuicdo é majoritariamente
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temperada. Geneticamente, Protosuberites é polifilética, pois existem espécies agrupando
com os géneros Suberites, Rhaphidostyla, Soestia e Terpios. Portanto, uma reviséo do género
é necessaria. A associacdo com gastropodes é o principal motivo para inserir Protosuberites
em Suberitidae.

Clado 4

Clado contendo apenas dois individuos: MNRJ 21813 e PROERG 66, que ndo se enquadram
em nenhum outro género até o momento e criados com base em evidéncias filogenéticas. Os
quatro marcadores moleculares (28S, ITS2, 16S e COX1) testados neste estudo foram capazes
de separar estes espécimes dos demais. Apenas o MNRJ 21813 foi avaliado
morfologicamente, enquanto PROERG 66 agrupa geneticamente. O género ndo mantém a
coloracdo apds a fixacdo, tem crescimento incrustante e as espiculas sdo exclusivamente
tilostilos globosos, paralelamente arranjados com a ponta aguda voltada para a superficie. A
espécie avaliada é incrustante, de coloracdo azul in vivo e branca apos a fixacdo. A perda de
cor € um carater importante para diferenciar os representantes deste clado de Terpios. Os
individuos foram coletados em aguas frias, MNRJ 21813 no Mediterraneo e PROERG 66 na
América do Sul. O nome Soestia foi dado a este clado meramente para facilitar a

compreensdo do leitor.

Clado 5 — Familia Ciocalyptidae

Familia contendo apenas o género Ciocalypta. Assim como o clado 4, este género divide as
Suberitidae de Halichondriidae, geneticamente. O género possui uma caracteristica Unica que
é a presenca de uma membrana translicida no seu exterior. O crescimento é macico na base
com a formacdo de papilas. As espiculas sdo 6xeas e estilos, em combinacdo ou exclusivas. O
esqueleto tende para axial, principalmente nas papilas. A distribuicdo é cosmopolita, exceto

na Antartica.

Clado 6 — Familia Halichondriidae

A maior familia com suporte filogenético de 90% no 28S e 94% no COX1. A familia é
formada por um clado contendo 14 géneros subdivididos em sete ramos e quatro subdivisdes,
com base nas amostras comparativas utilizadas neste estudo. A familia € diagnosticada por
espécies contendo exclusivamente megascleras, esqueleto confuso no coanossoma, mas com

tendéncia de formagdo de tratos ascendentes e ectossoma reticulado e destacavel. A relagdo
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das subdivistes foi definida com base na filogenia do grupo, mas também a partir de atributos

morfoldgicos e quimicos.

Subdivisdo A

Contém os géneros Terpios e Caulospongia, identificados a partir de diferentes marcadores
moleculares. Uma longa comparacdo dos géneros foi realizada na discussdao geral deste
trabalho. E caracterizada por espécies com espiculas tilostilos contendo tilo lobado em uma
Unica categoria de tamanho. As espécies tém cores vibrantes que se mantém apoés a fixacdo
em alcool. Geralmente as cores estdo associadas ao tipo de cianobactéria simbionte. O
esqueleto tem baixa densidade espicular, tanto em espécimes incrustantes quanto eretos. O
tilo é voltado para o substrato e a ponta aguda para a superficie da esponja, a qual €
geralmente hispida. Existem espécies com capacidade de crescer sobre corais, matando-os. A
distribuicdo é geralmente tropical e subtropical, desde a zona intertidal até a zona mesofotica.

Subdiviséo B

Esta subdivisdo agrupa o clado de Halichondria, cujas espécies tém crescimento incrustante
espesso a macico, podendo apresentar fistulas. Quando as fistulas estdo presentes, o
subgénero é Eumastia, enquanto o subgénero Halichondria corresponde a espécies sem esta
caracteristica. As espiculas sdo 6xeas em Halichondria, com frequente divisdo de categorias.
O esqueleto é confuso no interior, com tendéncia a formacdo de tratos multiespiculares
ascendentes, caracterizado como halichondroide. O ectossoma é destacavel e reticulado. A
distribuicdo é cosmopolita, mas com preferéncia para aguas rasas em zonas subtropicais e

temperadas.

Subdiviséo C

Agrupa os géneros Rhaphidostyla, Plicatellopsis* e Ulosa*. A subdivisdo contém espécies
com crescimento incrustante a macico, com a presenca de fistulas ou crescimento
arborescente. As espiculas sao tildstilos, dxeas e/ou estilos. O esqueleto tende a formar tratos
multiespiculares ascendentes. A distribuicdo é disjunta, mas com preferéncia para aguas
tropicais e subtropicais. Rhaphidostyla pode apresentar dxeas e estilos em combinacdo ou em
exclusividade. A assinatura quimica indica a presenga de compostos polares de alta
intensidade e as reconstrugdes filogenéticas separam o género de Hymeniacidon. Este género

esta sendo ressuscitado, uma vez que se difere em uma gama de fatores de Hymeniacidon.
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Subdivisdo D

A subdivisdo é composta por 10 géneros. O crescimento € geralmente maci¢co e com
superficie irregular. As espiculas sdo 6xeas e/ou estilos com modificacdo para subtildstilos. O
esqueleto é formado por tratos anastomizados da base até a superficie. O ectossoma apresenta
uma reticulacdo irregular e é destacavel, mas ndo tdo facil quanto na subfamilia
Halichondriinae. O novo género Solystyla possui crescimento maci¢co sem a formacdo de
papilas. O esqueleto é halichondrdide, mas as espiculas sdo estilos, frequentemente
ultrapassando 500 um. O novo género Tenebria é composto por espécies de aguas tropicais e
subtropicais. O crescimento varia de incrustante a macico com a possivel formacédo de lobos,
onde os 6sculos se localizam. A superficie nunca é lisa devido as espiculas que protrudam o
ectossoma. O coanossoma é formado exclusivamente por 0xeas em uma ou duas categorias de

tamanho.
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CONCLUSOES

Os caracteres morfologicos, as assinaturas metabdlicas e as reconstrucdes filogenéticas
com marcadores nucleares e mitocondriais funcionaram tanto quando utilizados sozinhos
quanto em combinacdo. Porém, alguns grupos ndo foram possiveis de ser identificados
quando apenas a morfologia foi aplicada. Da mesma forma, amostras identificadas
equivocadamente se mostraram ambiguas nos estudos moleculares, dificultando ou impedindo
a identificacdo. Sendo assim, afirma-se que a integracdo de ferramentas é a melhor forma de
identificar e classificar os representantes da ordem Suberitida.

Diante da vastiddo de caracteres observados e delimitados neste estudo, a ordem
Suberitida pode ser definida pela presencga de caracteres e ndo mais pela auséncia deles, uma
vez que possui primariamente espiculas monoaxonicas, esqueleto axial em especies com
crescimento ereto, geralmente com a formacao de buqués no ectossoma e halichondroide em
espécies com pequena espessura. O esqueleto ectossomal destacavel tende para reticulado em
Halichondriidae, enquanto as demais familias ndo possuem ectossoma destacavel com
especializacdo. Espécies com crescimento exclusivamente ereto geralmente sdo restritas a
regibes de altas latitudes ou altas batimetrias, enquanto espécies macicas, globosas e
incrustantes sdo caracteristicas de aguas tropicais e rasas.

A nova proposta de classificacdo para a ordem Suberitida contém seis clados, um deles
subdividido em quatro grupos (Tabela 18). Apos as propostas, a ordem é representada por trés
familias, 29 géneros e 451 espécies. Destas especies, 52 (11,5%) estao distribuidas no Oceano
Atlantico Tropical Ocidental.

a) Foram identificadas e descritas 19 espécies e 13 morfotipos a partir de
caracteres morfologicos. Quatro novas espécies de Suberitida foram
diagnosticadas e uma de Topsentia;

b) Este foi o primeiro estudo focando na metabolémica de esponjas
exclusivamente espiculadas. O conjunto metabdlico dos representantes da
Ordem Suberitida distribuidas no Brasil e na Martinica foi relacionado com
sucesso com as caracteristicas morfologicas e genéticas, além de ser capaz

de identificar poluentes plasticos;
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c) As espécies tropicais Terpios fugax e Halichondria melanadocia
evidenciaram alto potencial bioativo contra a cepa bacteriana de Aliivibrio
fischeri. Estudos com foco nos glicolipideos sdo promissores;

d) A filogenia da Ordem Suberitida indicou um padrdo altamente suportado
por meio de quatro marcadores moleculares com diferentes taxas de
mutacéo;

e) A taxonomia integrativa elucidou a separacdo de grupos de espécies da
Ordem Suberitida. A integracdo e comparacdo de dados morfolégicos,
metabdlicos e genéticos apontaram uma classificacdo robusta;

f) Representantes dos géneros Axinyssa e Topsentia sdo alocados fora de
Suberitida, indicando a presenca de uma nova ordem (“Topsentiida™).
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APENDICE A — Lista dos 180 espécimes de Suberitida e grupos externos trabalhados com
sucesso morfolégico e molecular. Todos o0s espécimes tiveram a
morfologia avaliada

Voucher Espécie Localidade Metaboldmica Genética
28S ITS2 16S COX1 COX2
MNRJ 7676 Aaptos sp. 1 Atol das Rocas, RN X X
MNRJ 7687 Aaptos sp. 1 Atol das Rocas, RN X X
MNRJ 7692a Aaptos sp. 1 Atol das Rocas, RN X
MNRJ 7692b Aaptos sp. 1 Atol das Rocas, RN X X X
MNRJ 21677 Aaptos sp. 1 Grotte Chaqvg- X
Souris, Martinica
MNRJ 8324 Aaptos sp. 2 BTS, Bahia X X
MNRJ 8340 Aaptos sp. 2 BTS, Bahia X X
MNRJ 8343 Aaptos sp. 2 BTS, Bahia X X X
MNRJ 21663 Aaptos sp. 2 BTS, Bahia
MNRJ 7500 Aaptos sp. 3 llhas Cagarras, RJ X X
MNRJ 20814  Amorphinopsis atlantica BIG, RJ
MNRJ 21586  Amorphinopsis atlantica BIG, RJ
MNRJ 21745  Amorphinopsis atlantica BIG, RJ X X X X
MNRJ 21931  Amorphinopsis atlantica BIG, RJ X
MNRJ 21939  Amorphinopsis atlantica BIG, RJ
MNRJ 21942  Amorphinopsis atlantica BIG, RJ
MNRJ 21944  Amorphinopsis atlantica BIG, RJ X X
MNRJ 21617  Amorphinopsis atlantica BIG, RJ X X X
UFPE 1974 Amorphinopsis atlantica Mamanguape, PB X
UFPE 1143 Amorphinopsis atlantica Paripe, PE X
MNRJ 363 Amorphinopsis atlantica SP X X
MNRJ 12704  Amorphinopsis atlantica llhas Cagarras, RJ X X
MNRJ 6777 Amorphinopsis sp. Trinidad, Caribe X X X
MNRJ 269  Halichondria cebimarensis ~ S&o Sebastido, SP X X
MNRJ 4716 Halichondria marianae Ponta Verde, AL X X
MNRJ 2079 Halichondria marianae Praia da Ferradura,
RJ
MNRJ 21342  Halichondria marianae Praia de Aracagi,
MA
MNRJ 21345  Halichondria marianae Praia dlt\a/lﬁragagi, X X X
MNRJ 21439  Halichondria marianae Praia de Aragagi,
MA
MNRJ 21400  Halichondria marianae  Praia de Panaquatira,
MA
MNRJ 21363 Halichondria marianae Praia do Meio, MA X X X
MNRJ 21706 Halichondria marianae Praia d_os Dois X X X
Coqueiros, CE
MNRJ 9422 Halichondria marianae Bocas del Toro, X X
Panama
UFPE 1590 Halichondria marianae Cabo Branco, PB X
UFPE 1861 Halichondria marianae Carapibus, PB X X
MNRJ 21396 Halichondria melanadocia Praia de Panaquatira, X X X

MA
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Voucher Espécie Localidade Metaboldémica Genética
28S ITS2 16S COX1 COX2
MNRJ 2587 Halichondria melanadocia BTS, BA X X X
MNRJ 21803 Halichondria melanadocia Port Louis,
X X X
Guadalupe
MNRJ 1092  Halichondria melanadocia  Twin Cays, Belize X X
MNRJ 1096  Halichondria melanadocia  Twin Cays, Belize X X
MNRJ 1520  Halichondria melanodocia Tamandaré, PE
MNRJ 1536  Halichondria melanodocia Tamandaré, PE X
MNRJ 21652 Halichondria melanodocia  Porto da Barra, BA X
MNRJ 21659 Halichondria melanodocia  Porto da Barra, BA X X
MNRJ 21339 Halichondria sp. 1 Praia de Aragagi,
MA X X X
MNRJ 21754 Halichondria sp. 2 BIG, RJ X
MNRJ 21600 Halichondria sp. 2 llha Grande, RJ
MNRJ 21603 Halichondria sp. 2 llha Grande, RJ
MNRJ 21616 Halichondria sp. 2 llha Grande, RJ
MNRJ 15744 Halichondria sp. 3 Bocas del Toro,
Panama
MNRJ 21678 Halichondria sp. 3 Grotte Chauve-
. ) X X
Souris, Martinica
MNRJ 21799 Halichondria sp. 3 ItaipQ, RJ X X X
MNRJ 62 Halichondria sp. 4 Sudeste, Brasil
MNRJ 21602 Halichondria sp. 4 llha Grande, RJ X X
MNRJ 21596 Halichondria sp. nov. Ilha Grande, RJ X X X
MNRJ 521 Halichondria tenebrica SP X X
MNRJ 21672  Hymeniacidon caerulea Anse d'Arlet,
L X X X
Martinica
MNRJ 18768  Hymeniacidon caerulea Foz do Rio X X
Amazonas, MA
MNRJ 21681  Hymeniacidon caerulea Anse d'Arlet,
L X X
Martinica
MNRJ 21801  Hymeniacidon caerulea Anse d'Arlet,
L X X X
Martinica
MNRJ 21804  Hymeniacidon caerulea Anse d'Arlet,
L X X
Martinica
MNRJ 21817 Hymeniacidon caerulea  Cayo Arcas, México X X X
MNRJ 21805  Hymeniacidon caerulea Diamant, Martinica X X X X
MNRJ 21679¢  Hymeniacidon caerulea Grotte Chauve-
. L X X
Souris, Martinica
MNRJ 21679e  Hymeniacidon caerulea Grotte Chauve-
. . X X
Souris, Martinica
MNRJ 21679f  Hymeniacidon caerulea Grotte Chaqvg— X X X X X X
Souris, Martinica
MNRJ 216799 Hymeniacidon caerulea Grotte Chauve- X X X X X
Souris, Martinica
MNRJ 21598  Hymeniacidon heliophila Ilha Grande, RJ X X
MNRJ 21770  Hymeniacidon heliophila Itaipd, RJ X
MNRJ 21771  Hymeniacidon heliophila Itaipd, RJ X X X X
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Voucher Espécie Localidade Metaboldémica Genética
28S ITS2 16S COX1 COX2
MNRJ 21772 Hymeniacidon heliophila Itaipy, RJ X
MNRJ 21773 Hymeniacidon heliophila Itaipd, RJ X
MNRJ 21774 Hymeniacidon heliophila Itaipy, RJ X
MNRJ 21775 Hymeniacidon heliophila Itaipd, RJ X
MNRJ 21776 Hymeniacidon heliophila Itaipy, RJ X
MNRJ 21777 Hymeniacidon heliophila Itaipy, RJ X
MNRJ 21778 Hymeniacidon heliophila Itaipd, RJ X
MNRJ 21779 Hymeniacidon heliophila Itaipy, RJ X
MNRJ 21780 Hymeniacidon heliophila Itaipd, RJ X
MNRJ 21781 Hymeniacidon heliophila Itaipy, RJ X
MNRJ 21782 Hymeniacidon heliophila Itaipd, RJ X
MNRJ 21783 Hymeniacidon heliophila Itaipy, RJ X X X
MNRJ 21784 Hymeniacidon heliophila Itaipd, RJ X
MNRJ 21785 Hymeniacidon heliophila Itaipd, RJ X
MNRJ 21786 Hymeniacidon heliophila Itaipd, RJ X
MNRJ 21787 Hymeniacidon heliophila Itaipd, RJ X
MNRJ 21788 Hymeniacidon heliophila Itaipa, RJ X
MNRJ 21789 Hymeniacidon heliophila Itaipa, RJ X
MNRJ 21800 Hymeniacidon heliophila Itaipa, RJ X X
MNRJ 21346  Hymeniacidon sp. nov.  Praia de Aracagi, X X
MA
MNRJ 21360  Hymeniacidon sp. nov. Praia de Panaquatira, X X X
MA

MNRJ 21390 Hymeniacidon sp. nov. Praia de Panaquatira, X X X X
MNRJ 19469 Rhaphidostyla sp. nov. BII\GA:A\RJ X X X

UERJ 190 Rhaphidostyla sp. nov. BIG, RJ X

UERJ 215 Rhaphidostyla sp. nov. BIG, RJ

UERJ 393 Rhaphidostyla sp. nov. BIG, RJ

MNRJ 2543  Rhaphidostyla sp. nov. BTS, BA X

UERJ 65 Rhaphidostyla sp. nov. BTS, BA X
MNRJ 15061  Suberites aurantiacus Baia de Santa X
Martha, Curagao

UERJ 261 Suberites aurantiacus BIG, RJ
MNRJ 21584  Suberites aurantiacus BIG, RJ
MNRJ 21585  Suberites aurantiacus BIG, RJ
MNRJ 21758  Suberites aurantiacus BIG, RJ X X
MNRJ 21818  Suberites aurantiacus Chelem, México X
MNRJ 21819  Suberites aurantiacus Chelem, México
MNRJ 21820  Suberites aurantiacus Chelem, México X X
MNRJ 21821  Suberites aurantiacus Chelem, México X
MNRJ 21822  Suberites aurantiacus Chelem, México X X X
MNRJ 21601  Suberites aurantiacus Ilha Grande, RJ X X
MNRJ 20788  Suberites aurantiacus Parana
MNRJ 21405  Suberites aurantiacus  Praia do Francés, AL X X X
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28S ITS2 16S COX1 COX2
MNRJ 21405 Suberites aurantiacus Praia de Aracagi, MA X X
MNRJ 21430 Suberites aurantiacus Praia de Aracagi, MA X X X
MNRJ 21397 Suberites aurantiacus Praia de Panaquatira,
MA X X X
MNRJ 21402 Suberites aurantiacus Praia de Panaquatira,
MA
MNRJ 16247 Suberites aurantiacus Arquipélago de X
Currais, PR
MNRJ 21340 Suberites aurantiacus Praia de Aracagi, MA X X
MNRJ 21665 Suberites aurantiacus BTS, BA
MNRJ 21668 Suberites aurantiacus BTS, BA
MNRJ 21808 Suberites aurantiacus Port Louis,
X X
Guadalupe
MNRJ 21343  Suberites sp. nov. Praia de Aracagi, MA
MNRJ 21500 Suberites sp.1 Praia do Meio, MA X X X X
MNRJ 3882  Suberites sp.2 llhas Cagarras, RJ
MNRJ 8641  Suberites sp.3 Abrolhos, BA X X
MNRJ 4057  Terpios belindae Arraial do Cabo, RJ X
MNRJ 15781 Terpios belindae Bocas del Toro, X
Panama
MNRJ 8370  Terpios belindae BTS, BA X X X
MNRJ 6726  Terpios belindae Abrolhos, BA
MNRJ 18940 Terpios fugax Praia dos Dois X X X
Coqueiros, CE
MNRJ 20065 Terpios fugax Praia dos Dois
Coqueiros, CE
MNRJ 20078 Terpios fugax Praia dos Dois
. X X
Coqueiros, CE
MNRJ 21700 Terpios fugax Praia dos Dois
. X X
Coqueiros, CE
MNRJ 21701 Terpios fugax Praia dos Dois
Coqueiros, CE
MNRJ 21708 Terpios fugax Praia dos Dois
Coqueiros, CE
MNRJ Terpios fugax Grotte Chauve-
21679 Souris, Martinica
MNRJ 21798 Terpios fugax Itaipa, RJ X
MNRJ 21696 Terpios fugax Paracuru, CE X X X
MNRJ 21937 Terpios fugax BIG, RJ X X X
MNRJ 21940 Terpios fugax BIG, RJ
MNRJ 21946 Terpios fugax BIG, RJ X X
LGMAR1469 Terpios fugax Porto da Barra, BA X X
MNRJ 21630 Terpios fugax Porto da Barra, BA
MNRJ 21631 Terpios fugax Porto da Barra, BA X X X
MNRJ 21632 Terpios fugax Porto da Barra, BA X X
MNRJ 21633 Terpios fugax Porto da Barra, BA
MNRJ 21638 Terpios fugax Porto da Barra, BA X X
MNRJ 21639 Terpios fugax BTS, BA X X X
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28S ITS2 16S COX1 COX2
MNRJ 2536  Terpios fugax BTS, BA X X X X
MNRJ 21814 Terpios gelatinosus Ménaco, Franca X X
MNRJ 21815 Terpios gelatinosus Ménaco, Francga X X
MNRJ 21813 cf. Terpios Ménaco, Franga
MNRJ 1094  Terpios manglaris Twin Cays, Belize X X
MNRJ 308 Terpios manglaris Sudeste, Brasil X
MNRJ 21684a Topsentia cf. bahamensis Grotte Chauve- X
Souris, Martinica
MNRJ 21684c Topsentia cf. bahamensis Grotte Chauve- X
Souris, Martinica
MNRJ 21816 Topsentia cf. bahamensis Cayo Arcas, México
MNRJ 21802 Topsentia cf. bahamensis San Martin X X X
MNRJ 8345  Topsentia ophiraphidites Bahia X
MNRJ 21684 Topsentia ophiraphidites Grotte Chauve-
. e X X X
Souris, Martinica
MNRJ 21684b Topsentia ophiraphidites Grotte Chauve-
. . X X
Souris, Martinica
MNRJ 21684d Topsentia ophiraphidites Grotte Chauve- %
Souris, Martinica
MNRJ 21730 Topsentia sp. nov. Fernando de X
Noronha
MNRJ 20224 Topsentia sp. nov. Pedra da Risca do
. X
Meio, CE
MNRJ 21733 Topsentia sp. nov. Fernando de Noronha X X
MNRJ 21736 Topsentia sp. nov. Fernando de
X X X
Noronha
MNRJ 21734 Topsentia sp. nov. Fernando de X
Noronha
MNRJ 21729 Topsentia sp. nov. Fernando de X
Noronha
MNRJ 21731 Topsentia sp. nov. Fernando de
X X X
Noronha
MNRJ 21714 Topsentia sp. nov. BTS, BA X
MNRJ 21728 Topsentia sp. nov. Fernando de Noronha X X
MNRJ 21670 aff. Topsentia BTS, BA X X X
MNRJ 21673 cf. Topsentia Anse d'Arlet, X
Martinica
MNRJ 21710 Dragmacidon reticulaturr Pedra da Risca do X
Meio, CE
MNRJ 21711 Dragmacidon reticulatun Pedra da Risca do X
Meio, CE
MNRJ 21712 Geodia corticostylifera  Pedra da Risca do X
Meio, CE
MNRJ 21713 Geodia corticostylifera  Pedra da Risca do X
Meio, CE
MNRJ 21651 Geodia sp. BTS, Bahia X X X
MNRJ 21675 Neopetrosia carbonaria Grande Anse X X X X X
MNRJ 21682 Neopetrosia carbonaria Grande Anse X X X
MNRJ 21685 Neopetrosia carbonaria Grande Anse X X X
TOTAL: 180 UTOs: 36 45 94 88 24 32 7
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APENDICE B - Lista comparativa de amostras trabalhadas para a realizacio das

reconstrucdes filogenéticas com os marcadores 28S, ITS2, COX1 e 16S

Ordem Espécie Voucher 28S COX1 16S ITS2
Agelasida Acanthostylotella cornuta NCI055 KC869600
Agelasida Agelas axifera NTM2728 DQ069298
Agelasida Agelas conifera P36 KC869634
Agelasida Agelas oroides P0.25569 KX688750
Agelasida Agelas schmidti NC_010213
Agelasida Agelas sp. UCMPWC1026 AY561929
Agelasida Astrosclera willeyana NCI159 KC869525
Agelasida Astrosclera willeyana OoLS JQ362353
Agelasida Astrosclera willeyana UCMPWC1070 AY561969
Agelasida Ceratoporella nicholsoni INV-POR829 DQO075775
Agelasida Prosuberites laughlini UCMPWC524 AY626320
Agelasida Prosuberites laughlini UCMPWCB875 AY561960
Agelasida Prosuberites laughlini AY561927
Agelasida Prosuberites longispinus Mc7173 HQ379245
.320.387

Agelasida Prosuberites sp. G306290 AY626319
Agelasida Stromatospongia vermicola ~ ICN-MHN-PO- DQO075754

21
Agelasida Axinella corrugata 028 NC_006894
Agelasida Agelas schmidti NC_010213
Axinellida Acanthella acuta Mc7160 HQ379408
Axinellida Acanthella cavernosa NCI074 KC869573
Axinellida Acantheurypon pilosella D27-217 JF440337
Axinellida Axechina raspailioides G300288 JQ034544
Axinellida Axechina raspailioides NCI090 KC869448
Axinellida Axinella corrugata P61 KC869523
Axinellida Axinella corrugata NC_006894
Axinellida Axinella sp. G315196 AY561925
Axinellida Ceratopsion axiferum NCI092 KC869596
Axinellida Cymbastela concentrica G306736 JQ034534
Axinellida Cymbastela coralliophila G307149 JQ034536
Axinellida Cymbastela vespertina G300002 JQ034539
Axinellida Didiscus sp. UCMPWC1040 AY561948 AY561972
Axinellida Didiscus sp. UCMPWC1040
Axinellida Dragmacidon lunaecharta MCZDNA106232 JX999077
Axinellida Echinodictyum cancellatum  G300863 JQO034555
Axinellida Ectyoplasia ferox P13 KC869540
Axinellida Ectyoplasia ferox NC_010210
Axinellida Ectyoplasia tabula NCI395 KC869472
Axinellida Endectyon delaubenfelsi Mc4527 HQ379412
Axinellida Eurypon cf. clavatum AJ843893
Axinellida Eurypon hispidum NCI040 KC869614
Axinellida Halicnemia sp. HQ379423
Axinellida Heteroxya sp. KF017197
Axinellida Hymeraphia verticillata Mc5018 HQ379414
Axinellida Myrmekioderma gyroderma  B109 EF519652
Axinellida Paratimea constellata Mc4323 HQ379419
Axinellida Phakellia ventilabrum Mc4248 HQ379409
Axinellida Pseudaxinella reticulata AJ843894
Axinellida Ptilocaulis walpersi NC_010209
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Ordem Espécie Voucher 28S COX1 16S ITS2
Axinellida Raspaciona aculeata Mc7159 HQ379415
Axinellida Raspailia hispida Mc3597 HQ379416
Axinellida Raspailia phakellopsis NCl442 KC869585
Axinellida Raspailia vestigifera NCI431 KC869583
Axinellida Reniochalina stalagmitis NCI287 KC869582
Axinellida Stelligera rigida Mc4357 HQ379420
Axinellida Thrinacophora cervicornis G300850 JQ034585
Axinellida Thrinacophora cervicornis NCI418 KC869456
Axinellida Thrinacophora cervicornis NCI1435 KC869630
Axinellida Trikentrion flabelliforme NCI1383 KC869511
Axinellida Ptilocaulis walpersi NC_010209
Axinellida Ectyoplasia ferox NC_010210
Biemnida Biemna fistulosa TAU25197 AMO076982
Biemnida Biemna sp. P60 KC869481
Biemnida Neofibularia hartmani NCl421 KC869639
Biemnida Neofibularia hartmani QMG324632 JF773145
Biemnida Rhabderemia sorokinae G312904 HE611607
Biemnida Sigmaxinella hipposiderus QMG323175 JF773147
Biemnida Sigmaxinella sp. NCI333 KC869491
Bubarida Desmanthus incrustans QMG303437 KJ494345
Bubarida Dictyonella incisa KF017196
Bubarida Petromica pacifica G321706 LN624193
Bubarida Petromica sp. ZMAPOR12543 LN624195
Bubarida Tethyspira spinosa Mc4641 HQ379418
Clionaida Cervicornia cuspidifera NCI082 KC869474
Clionaida Cliona celata Mc4038 HM999040
Clionaida Cliona delitrix S106x122 KC869510
Clionaida Cliona viridis MCZDNA105701 JX999076
Clionaida Diplastrella megastellata UCMPWC997 AY561893
Clionaida Pione vastifica STAVFP7 EF519666
Clionaida Placospongia intermedia MCZDNA106621 JX999089
Clionaida Placospongia sp. P20 KC869625
Clionaida Placospongia sp. UCMPWC865 AY 626299
Clionaida Spheciospongia solida SPO2 KY565307
Clionaida Spirastrella hartmani P21 KC869504
Desmacellida ~ Desmacella cf. annexa Mc4240a HQ379225

93.361
Desmacellida  Desmacella cf. annexa Mc4240 KC876697
Merliida Hamacantha falcula ZMBN103477 LN870512
Poecilosclerida Acanthancora sp. NCI410 KC869649
Poecilosclerida  Antho sp. NCI322 KC869629
Poecilosclerida Asbestopluma pennatula ZMBN103467 LN870475
Poecilosclerida Chondrocladia fatimae BPCP.3729 LN870480
Poecilosclerida Cladorhiza abyssicola ZMAPOR19500 LN870497
Poecilosclerida  Clathria eccentrica NCI387 KC869597
Poecilosclerida Clathria reinwardti G306423 HE611598
Poecilosclerida  Clathria reinwardti NCI453 KC869449
Poecilosclerida Crambe crambe MCZDNA105712 JX999091
Poecilosclerida Crambe crambe UCMPWC933 AY561883
Poecilosclerida Crella elegans NC_027520
Poecilosclerida Crella incrustans NCI025 KC869608
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Ordem Espécie Voucher 28S COX1 16S ITS2
Poecilosclerida Desmapsamma anchorata UCMPWC1660 HE591461
Poecilosclerida Desmoxya pelagiae Mc7764 KC876696
Poecilosclerida Diacarnus spinipoculum G305467 AY561975
Poecilosclerida  Echinochalina sp. NCI468 KC869603
Poecilosclerida  Echinoclathria dichotoma NCl444 KC869501
Poecilosclerida Forcepia sp. NCI034 KC869627
Poecilosclerida Guitarra antarctica ECOQUIM.786 LN870510
Poecilosclerida  Guitarra fimbriata iICI405 KC869537
Poecilosclerida Inflatella sp. NCI385 KC869468
Poecilosclerida lotrochota birotulata NC_010207
Poecilosclerida Isodictya compressa NCI437 KC869546
Poecilosclerida Isodictya frondosa NCI381 KC869563
Poecilosclerida Isodictya frondosa NCI461 KC869477
Poecilosclerida Isodictya grandis NCI439 KC869522
Poecilosclerida  Latrunculia lunaviridis NCl417 KC869489
Poecilosclerida  Lissodendoryx arenaria NCI321 KC869561
Poecilosclerida Lissodendoryx fibrosa NCI401 KC869529
Poecilosclerida Lissodendoryx fibrosa NCI1409 KC869479
Poecilosclerida  Lissodendoryx sigmata NCI429 KC869509
Poecilosclerida Lissodendoryx sp. NCI407 KC869506
Poecilosclerida Microciona prolifera DQO087475
Poecilosclerida Monanchora arbuscula S106x202 KC869447
Poecilosclerida Monanchora clathrata G301219 HE611612
Poecilosclerida Monanchora unguiculata NCl446 KC869564
Poecilosclerida Mycale fibrexilis AY 026376
Poecilosclerida lotrochota birotulata P01 KC869556
Poecilosclerida Mycale macilenta NCI346 KC869541
Poecilosclerida Mycale mirabilis G300561 HE611589
Poecilosclerida Mycale mirabilis NCl445 KC869613
Poecilosclerida Mycale setosa NCI1408 KC869624
Poecilosclerida Negombata magnifica NC_010171
Poecilosclerida Neopodospongia cf. normani D31-217 JF440339
Poecilosclerida Ophlitaspongia papilla OP-1 KF225483
Poecilosclerida Paracornulum dubium G300541 HE611605
Poecilosclerida Phelloderma oxychaetoides =~ SMFDEU HE611626
Poecilosclerida Phorbas fictitioides (131370276601 HE611617
Poecilosclerida Plocamionida microcionides P32MIN H8a FR687220
Poecilosclerida  Sceptrella biannulata KF017195
Poecilosclerida  Strongylacidon bermudae AJ843889
Poecilosclerida Tedania ignis DQ133896
Poecilosclerida Tedania strongylostyla NCI397 KC869515
Poecilosclerida Tedania tubulifera NCI345 KC869548
Poecilosclerida  Tsitsikamma favus JF930154
Poecilosclerida  Tsitsikamma pedunculata NCI384 KC869512
Poecilosclerida  Zyzzya fuliginosa NCl441 KC869478
Poecilosclerida Crella elegans NC_027520
Poecilosclerida Negombata magnifica NC_010171
Poecilosclerida lotrochota birotulata NC_010207
Polymastiida Polymastia littoralis NC_023834
Polymastiida Polymastia pachymastia UCMPWC932  AY561924

Polymastiida Quasillina brevis ZMBN98084 HG423718
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Ordem Espécie Voucher 28S COX1 ITS2
Polymastiida Radiella hemisphaerica ZMBN98043 HG423719
Polymastiida Spinularia spinularia ZMBN98037 HG423727
Polymastiida ~ Tentorium semisuberites POR20536 HQ379426
Polymastiida ~ Weberella bursa ZMBN98051 HG423733
Polymastiida Polymastia littoralis
Scopalinida Scopalina lophyropoda AM498641
Scopalinida Scopalina ruetzleri P118 KC869553
Scopalinida Stylissa carteri USNM.1Z.1526 MK833941
Scopalinida Stylissa flabelliformis g%7R17668 AY625671
Scopalinida Stylissa massa G307272 JQ034583
Scopalinida Stylissa massa POR17670 AY625672
Scopalinida Svenzea zeai B28 EF519682
Scopalinida Svenzea zeai P56 KC869635
Sphaerocladina Vetulina indica WAMZ35842 LN624211
Spongillida Ephydatia muelleri NC_010202
Spongillida Ephydatia muelleri
Suberitida Aaptos aaptos G320130 AY626314
Suberitida Aaptos aaptos NCI313 KC869496
Suberitida Aaptos cf. lithophaga POR8789 AY626312.

561909
Suberitida Aaptos papillata M24A KY492600
Suberitida Aaptos papillata M25A KY492599
Suberitida Aaptos sp. G313447 AY626313
Suberitida Aaptos sp. WAMZ3165 AY561908
Suberitida Aaptos sp. WAMZ3615 AY626311.

AY561908
Suberitida Aaptos suberitoides POR17498 AY319308 AY625653
Suberitida Amorphinopsis excavans NCI061 KC869473
Suberitida Amorphinopsis excavans POR14627 AY319313  AF437297
Suberitida Amorphinopsis siamensis POR17672 AY618705 AY625655
Suberitida Amorphinopsis sp. RUA-2017 MF685333
Suberitida Caulospongia biflabellata WAMZ16503 AY626318.

41
Suberitida Caulospongia reticulata AY561914
Suberitida Ciocalypta penicillus Mc5051 HQ379240.

315.381
Suberitida Ciocalypta penicillus POR14111 AY618710
Suberitida Ciocalypta penicillus AF437302
Suberitida Ciocalypta sp. G301298 JQ034562
Suberitida Ciocalypta sp. P0.25633 KX688741
Suberitida Ciocalypta sp. STAIVFP2 EF519604
Suberitida Ciocalypta tyleri POR11683 AY618711
Suberitida Halichondria attenuata Mc4732 HQ393900
Suberitida Halichondria bowerbanki GW30169 MH157903
Suberitida Halichondria bowerbanki Mc4003 HQ379241.

316.382
Suberitida Halichondria bowerbanki POR10898 AY618714
Suberitida Halichondria bowerbanki POR17674 AY618713
Suberitida Halichondria bowerbanki POR17683 AF437299
Suberitida Halichondria bowerbanki SB16A KY492588
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Ordem Espécie Voucher 28S COX1 16S ITS2
Suberitida Halichondria magniconulosa B11 EF519615
Suberitida Halichondria magniconulosa S11 EF519616
Suberitida Halichondria melanadocia P48 KC869508
Suberitida Halichondria melanodocia K33 EF519617
Suberitida Halichondria melanodocia STAIFP4 EF519618
Suberitida Halichondria okadai 040313-14 KJ546365 KJ801656
Suberitida Halichondria okadai Halokal EF217340 EF217370
Suberitida Halichondria okadai Haloka2 EF217341 EF217371
Suberitida Halichondria okadai Haloka3 EF217372
Suberitida Halichondria okadai n.a. AB511881 AB511881
Suberitida Halichondria okadai NC_037391
Suberitida Halichondria panicea B32B KY492592
Suberitida Halichondria panicea M24E KY492591
Suberitida Halichondria panicea M31G KY492590
Suberitida Halichondria panicea Mc4070 HQ379242 KCB869423

.317.383
Suberitida Halichondria panicea MF42B KY492589
Suberitida Halichondria panicea PG:BU18 LC436876
Suberitida Halichondria panicea POR14125 AY319315 AF437294
Suberitida Halichondria panicea AF062607 AF062607
Suberitida Halichondria panicea NC_040168
Suberitida Halichondria sp. DISL2002-*26 JF824782
Suberitida Halichondria sp. DISL2002-*49 JF824781
Suberitida Halichondria sp. G322642 SBD813
Suberitida Halichondria sp. Halsp-1 EF217336 EF217365
Suberitida Halichondria sp. Halsp-2 EF217337 EF217366
Suberitida Halichondria sp. Halsp-3 EF217338 EF217367
Suberitida Halichondria sp. Halsp-4 EF217368
Suberitida Halichondria sp. Halsp-5 EF217339 EF217369
Suberitida Halichondria sp. PG-BU1 LC436859
Suberitida Halichondria sp. PG-BU10 LC436868
Suberitida Halichondria sp. PG-BU7 LC436865
Suberitida Halichondria sp. PG-BU8 LC436866
Suberitida Halichondriidae UCMPWC1015 AY561933 AY561985
Suberitida Halichondriidae UCMPWC1017 AY561934
Suberitida Halichondriidae UCMPWC1033 AY561935
Suberitida Halichondriidae UCMPWC1063 AY561926
Suberitida Homaxinella sp. NIWA28971 LN850197
Suberitida Homaxinella sp. NIWA28975 LN850190
Suberitida Homaxinella sp. NIWA35450 LN850191
Suberitida Homaxinella sp. NIWA37362 LN850192
Suberitida Homaxinella sp. NIWA37480 LN850193
Suberitida Homaxinella sp. NIWA37655 LN850194
Suberitida Homaxinella subdola Mc5438 HQ379244

.318.385
Suberitida Hymeniacidon chloris SP0O22 KY565323 KY565289
Suberitida Hymeniacidon flavia A AB250768
Suberitida Hymeniacidon flavia B AB250769
Suberitida Hymeniacidon flavia C AB250770
Suberitida Hymeniacidon flavia D AB250771
Suberitida Hymeniacidon flavia E AB250772
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Ordem Espécie Voucher 28S COX1 16S ITS2
Suberitida Hymeniacidon flavia F AB250773
Suberitida Hymeniacidon flavia G AB250774
Suberitida Hymeniacidon flavia H AB250775
Suberitida Hymeniacidon flavia Hymfl AB373172
Suberitida Hymeniacidon flavia Hymf10 AB373181
Suberitida Hymeniacidon flavia Hymf11 AB373182
Suberitida Hymeniacidon flavia Hymf12 AB373183
Suberitida Hymeniacidon flavia Hymf13 AB373184
Suberitida Hymeniacidon flavia Hymf14 AB373185
Suberitida Hymeniacidon flavia Hymf15 AB373186
Suberitida Hymeniacidon flavia Hymf2 AB373173
Suberitida Hymeniacidon flavia Hymf3 AB373174
Suberitida Hymeniacidon flavia Hymf4 AB373175
Suberitida Hymeniacidon flavia Hymf5 AB373176
Suberitida Hymeniacidon flavia Hymf6 AB373177
Suberitida Hymeniacidon flavia Hymf7 AB373178
Suberitida Hymeniacidon flavia Hymf8 AB373179
Suberitida Hymeniacidon flavia Hymf9 AB373180
Suberitida Hymeniacidon flavia Hymflal EF217333 EF217362
Suberitida Hymeniacidon flavia Hymfla2 EF217334 EF217363
Suberitida Hymeniacidon flavia Hymfla3 EF217335 EF217364
Suberitida Hymeniacidon flavia | AB250776
Suberitida Hymeniacidon flavia J AB250777
Suberitida Hymeniacidon flavia K AB250778
Suberitida Hymeniacidon gracilis SPO26 KY565326 KY565291
Suberitida Hymeniacidon heliophila 190513-06 KJ620391 KJ782600
Suberitida Hymeniacidon heliophila D03-10 JF824792
Suberitida Hymeniacidon heliophila D03-12 JF824793
Suberitida Hymeniacidon heliophila D03-13 JF824794
Suberitida Hymeniacidon heliophila D03-4 JF824789
Suberitida Hymeniacidon heliophila D03-6 JF824790
Suberitida Hymeniacidon heliophila D03-7 JF824791
Suberitida Hymeniacidon heliophila DISL2002-*17 JF824788
Suberitida Hymeniacidon heliophila DISL2002-*2 JF824787
Suberitida Hymeniacidon heliophila HyH AB373170
Suberitida Hymeniacidon heliophila KT880468
Suberitida Hymeniacidon heliophila NCI083 KC869620
Suberitida Hymeniacidon heliophila NCI217 KC884838
Suberitida Hymeniacidon heliophila STAIVFP6 EF519629
Suberitida Hymeniacidon heliophila AB250764
Suberitida Hymeniacidon heliophila AB860124
Suberitida Hymeniacidon kitchingi Mc3332 HQ379243.

KC869434.

HQ379384
Suberitida Hymeniacidon perlevis HM-2 KF225482
Suberitida Hymeniacidon perlevis HYM13B JX477026
Suberitida Hymeniacidon perlevis HYM19A JX477041
Suberitida Hymeniacidon perlevis HYM3A JX477015
Suberitida Hymeniacidon perlevis HYMS5A JX477016
Suberitida Hymeniacidon perlevis HYM7A JX477017
Suberitida Hymeniacidon perlevis HYM9A JX477018
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Ordem Espécie Voucher 28S COX1 16S ITS2
Suberitida Hymeniacidon perlevis HyP AB373171
Suberitida Hymeniacidon perlevis POR14140 AY319317

Suberitida Hymeniacidon perlevis POR17676 AY618715

Suberitida Hymeniacidon perlevis SB22A KY492553

Suberitida Hymeniacidon perlevis AB250766
Suberitida Hymeniacidon sinapium 5FingF JQ658459
Suberitida Hymeniacidon sinapium 5Fing-NE JQ658471
Suberitida Hymeniacidon sinapium 5Fing-NS JQ658460
Suberitida Hymeniacidon sinapium Azvdol JQ658458
Suberitida Hymeniacidon sinapium Azvdo2 JQ658457
Suberitida Hymeniacidon sinapium Bsex-94 KP136744

Suberitida Hymeniacidon sinapium HBI-N JQ658456
Suberitida Hymeniacidon sinapium HBI-Nb JQ658467
Suberitida Hymeniacidon sinapium HBI-S JQ658464
Suberitida Hymeniacidon sinapium HBI-SDr JQ658466
Suberitida Hymeniacidon sinapium Head JQ658451
Suberitida Hymeniacidon sinapium Hymsl AB373166
Suberitida Hymeniacidon sinapium Hyms2 AB373167
Suberitida Hymeniacidon sinapium Hyms3 AB373168
Suberitida Hymeniacidon sinapium Hyms4 AB373169
Suberitida Hymeniacidon sinapium Hymsinl EF217329 EF217355
Suberitida Hymeniacidon sinapium Hymsin2 EF217356
Suberitida Hymeniacidon sinapium Hymsin3 EF217357
Suberitida Hymeniacidon sinapium Hymsin4 EF217358
Suberitida Hymeniacidon sinapium Hymsin5 EF217359
Suberitida Hymeniacidon sinapium Hymsin6 EF217360
Suberitida Hymeniacidon sinapium Hymsin7 EF217332 EF217361
Suberitida Hymeniacidon sinapium Kirbyl JQ658450
Suberitida Hymeniacidon sinapium Kirby2 JQ658472
Suberitida Hymeniacidon sinapium SML-EB JQ658455
Suberitida Hymeniacidon sinapium SML-Iw JQ658468
Suberitida Hymeniacidon sinapium SML-N JQ658461
Suberitida Hymeniacidon sinapium SML-NW JQ658463
Suberitida Hymeniacidon sinapium SML-S JQ658462
Suberitida Hymeniacidon sinapium SML-TS JQ658465
Suberitida Hymeniacidon sinapium Tomales JQ658473
Suberitida Hymeniacidon sinapium WalkB-lw JQ658469
Suberitida Hymeniacidon sinapium WalkB-N JQ658452
Suberitida Hymeniacidon sinapium WalkB-NE JQ658454
Suberitida Hymeniacidon sinapium WalkB-S JQ658453
Suberitida Hymeniacidon sinapium WalkB-shr JQ658470
Suberitida Hymeniacidon sinapium AB250765
Suberitida Hymeniacidon sinapium NC_022450

Suberitida Hymeniacidon sp. G303294 JQ034565

Suberitida Hymeniacidon sp. oki022 AB250767
Suberitida Plicatellopsis Antarctica NIWA29084 LN850221

Suberitida Plicatellopsis fragilis NIWA38173 LN850217

Suberitida Protosuberites denhartogi GW30163 MH157909

Suberitida Protosuberites denhartogi MC3715 KX601207

Suberitida Protosuberites denhartogi MC4908 KX601208

Suberitida Protosuberites denhartogi MC5215 KX601210
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Ordem Espécie Voucher 28S COX1 16S ITS2
Suberitida Protosuberites denhartogi MC5288 KX601211
Suberitida Protosuberites denhartogi MC5556 KX601209
Suberitida Protosuberites denhartogi AY561916
Suberitida Protosuberites ectyoninus UBAPORO01 KX601205
Suberitida Protosuberites incrustans ZMAPOR20543 KX601206
Suberitida Protosuberites mereui PROTOBMO03 KX601212
Suberitida Protosuberites sp. POR14649 AY561915 AY561979
Suberitida Pseudosuberites hyalinus NIWA28894 LN850222
Suberitida Pseudosuberites nudus NIWA28874 LN850223
Suberitida Pseudosuberites nudus NIWA29152 LN850224
Suberitida Pseudosuberites sp. POR06588 AY561919
Suberitida Pseudosuberites sp. UCMPWC1069 AY561917 AY561917
Suberitida Pseudosuberites sp. UCMPWC956 AY626317.

AY561913
Suberitida Pseudosuberites sulphureus ~ Mc3359 HQ379246.

321.388
Suberitida Rhizaxinella sp. (G319653 AY561910 AY561983 AY561910
Suberitida Rhizaxinella sp. KJ546357
Suberitida Spongosorites genitrix X57260
Suberitida Stylocordyla chupachups NIWA28902 LN850241
Suberitida Stylocordyla chupachups NIWA28936 LN850242
Suberitida Stylocordyla chupachups NIWA29186 LN850243
Suberitida Stylocordyla chupachups NIWA37228D LN850189
Suberitida Suberites aurantiacus P35 KC869577
Suberitida Suberites aurantiacus STAIFP3 EF519676
Suberitida Suberites aurantiacus STAIFP8 EF519677
Suberitida Suberites aurantiacus STAIIFP2 EF519678
Suberitida Suberites aurantiacus STAIIFP3 EF519679
Suberitida Suberites aurantiacus STAIIFP4 EF519680
Suberitida Suberites aurantiacus STAIIFP4B EF519681
Suberitida Suberites cf. caminatus NIWA52801 LN850254
Suberitida Suberites diversicolor C1l KF568960
Suberitida Suberites diversicolor Cc2 KF568961
Suberitida Suberites diversicolor C3 KF568962
Suberitida Suberites diversicolor C4 KF568963
Suberitida Suberites diversicolor SPO46 KY565305
Suberitida Suberites diversicolor KF568965
Suberitida Suberites domuncula MCZDNA105717 JX999078
Suberitida Suberites domuncula AJ620113
Suberitida Suberites domuncula NC_010496
Suberitida Suberites ficus Mc4322 HQ379247. HQ379429

322.389
Suberitida Suberites ficus AY026381
Suberitida Suberites ficus AJ627184
Suberitida Suberites ficus AJ843891
Suberitida Suberites massa Mc4528 HQ379406.

324.390
Suberitida Suberites massa POR14128 AY618723
Suberitida Suberites pagurorum Mc4043 HQ379248.

323
Suberitida Suberites pagurorum KC869422
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Suberitida Suberites sp. G300336 SBD677
Suberitida Suberites sp. G300851 SBD613
Suberitida Suberites sp. NCI291 KC869467
Suberitida Suberites sp. NCI451 KC869500
Suberitida Suberites sp. UCMPWC859 AY626315.
AY561912
Suberitida Suberites sp. UCMPWC859 AY561966
Suberitida Suberites sp. UCMPWC859 AY561966
Suberitida Suberites suberia POR14124 AY618724
Suberitida Suberites suberia POR9726 AY319309  AF437295
Suberitida Suberites topsenti NIWA28884 LN850246
Suberitida Suberites virgultosa POR12969 AY618725
Suberitida Terpios aploos NCI326 KC869465
Suberitida Terpios aurantiaca POR10080 AY626316.
AY561911
Suberitida Terpios cf. australiensis AY561918
Suberitida Terpios gelatinosus Mc3315 HQ379250.
325.391
Suberitida Terpios gelatinosus P0.25564 KX688722
Suberitida Terpios hoshinota RMNHPOR8732  KP764919
Suberitida Vosmaeria crustacea APPor260spl EF646848
Suberitida Vosmaeria crustacea APPor260sp2 EF646849
Suberitida Vosmaeria crustacea APPor260sp3 EF646850
Suberitida Vosmaeria crustacea APPor260sp4 EF646851
Suberitida Vosmaeria crustacea APPor260sp5 EF646852
Suberitida Vosmaeria crustacea APPor339spl EF646846
Suberitida Vosmaeria crustacea APPor339sp2 EF646847
Suberitida Vosmaeria reticulosa HL2354 EF646845
Suberitida Suberites domuncula NC_010496
Suberitida Hymeniacidon sinapium NC_022450
Suberitida Halichondria okadai NC_037391
Tethyida Adreus fascicularis Mc4559 HQ379428
Tethyida Axos cliftoni G300111 AY626308 AY561974
Tethyida Hemiasterellidae NCI052 KC869615
Tethyida Tectitethya keyensis NCI360 KC869616
Tethyida Tectitethya keyensis S106x144 KC869588
Tethyida Tethya actinia NC_006991
Tethyida Tethya seychellensis P09 KC869475
Tethyida Tethya sp. S106x109 KC869527
Tethyida Tethya sp. UCMPWC957 AY626300
Tethyida Timea sp. G313459 AY626303
Tethyida Timea unistellata KC869427
Tethyida Xenospongia patelliformis NCI335 KC869650
Tethyida Tethya actinia NC_006991
Tetractinellida  Disyringa dissimilis NCI091 KC869622
Tetractinellida  Pachastrella sp. JR15 KC869483
Tetractinellida  Penares cf. alata NCI181 KC869466
Tetractinellida  Penares nux NCI450 KC869460
Tetractinellida  Stelletta fibrosa P24 KC869612
Tetractinellida  Tethyopsis mortenseni NCI168 KC869618
Tetractinellida  Geodia neptuni NC_006990
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Trachycladida  Trachycladus laevispirulifer ~ WAMZ1186 AY626305

Trachycladida  Trachycladus sp. NCI325 KC869579

Trachycladida  Trachycladus stylifer NCI301 KC869453

"Topsentiida”  Axinyssa ambrosia POR14311 AY618707 AY625658

"Topsentiida”  Axinyssa cavernosa NCI452 KC869544

"Topsentiida"  Axinyssa sp. AXT.1 KX894481

"Topsentiida"  Axinyssa sp. AXT.2 KX894482

"Topsentiida”  Axinyssa sp. AXT.3 KX894483

"Topsentiida"  Axinyssa sp. AXT.4 KX894484

"Topsentiida”  Axinyssa sp. POR14501 AY618709  AY625659

"Topsentiida”  Ciocalypta carballoi P0.25633 KX866757

"Topsentiida”  Ciocalypta carballoi P05633 KX866757

"Topsentiida”  Ciocalypta colorata SMF11646 SBD1779

"Topsentiida”  Topsentia halichondroides POR8450 AY618727 AY625676

"Topsentiida”  Topsentia ophiraphidites POR14312 AY625677

"Topsentiida”  Topsentia ophiraphidites NC_010204

"Topsentiida”  Topsentia sp. NCI053 KC869551

"Topsentiida”  Topsentia sp. P126 KC884837

"Topsentiida”  Topsentia ophiraphidites NC_010204
aff. Protosuberites sp. 040313-20 KJ620398
aff. Protosuberites sp. 190513-06 KJ620404
aff. Protosuberites sp. P0.25768 KX688745

17 459 178 195 16 105
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APENDICE C - Sequéncia da estrutura secundéria centréide dos espacadores internos
transcritos (ITS2) de Suberitida

>KX688741 Ciocalypta sp. MFE = -102.60 kcal/mol
ACGUCUGUCUGAGCGUUUGUUUUCUGUCGUGUGCUGCCCCUAGUCUGGGCGGAACGCAGUGAG
GAGAGUUGUCCCGGCUGCGGGACAUCCCUUGAAGUGACGGAACCUCGUCAGCGUCCCGAACGAG
UGCACCCCGAGGAAGACUCGGCCGUGGAUGCGACCUGCGGGGUCCCCUUGCCAGCCGGCAUGUU
GCGGCGUGCCGACCCUUUUGAACCUCAGAUCAGGCGA

(CCCCCCCCC CCCC-.- CCCCCECCC-CCCCCC e NI (CCC G CCLCCCC- NN -+ D)) (CCCCCCCCCC CCCCC- (G- --DN))-

2)MMNCCCCCCC-0)N)- (- N)) - INNNN)-DN))-
>MNRJ21679a Terpios fugax MFE = -84.90 kcal/mol

ACGUCUGUCUGAGAGUUUGCUUUACUGUGUACCACCAGCGUGCUGGUUGCGUGCGAGUGUGAG
GCGUUGUCUUGAGACACCGCGUUUCGGACAUCCCUUGAAGUGAUGCGUCCCUCCUGACCGCGGG
AGCGAGUACACCGGUGUUGUGCGAGCUGCCUCGGCCGACUCGGGACGGUGCGAACCACUGUCUU
GAACUGAACCUCAGAUCAGGCGA

(@B EMNNE(((E((((E29))))5)) R ((G((Q(E ((((EN)B)N)))EE(((€

ACCCE- I+ MMMM--IIIINMN-INN))-
>AJ627184 Suberites ficus MFE = -88.40 kcal/mol

ACGUCUGUCUGAGCGUUUACUUUACUGUGUACCACCAGAGUGCUGGUUGCGUACGUUGUGAGG
CGUUGUCCGACCGGCUCGACCGGCGCGGACAUCCCUUGAAGUGAUGUGCCCCUUCUGACGUCGG
GAGCAAGUACACAGAUGCGGUACGUGUCCCCUGCGUCCGUCGGGUCGGCGCGGCCUAAACAUUC
ACCAAACUGAACCUCAGAUCAGGCGA

U cmm M MR (@ (U @A (((E((E9))))29))))) ) s

A ESN)BINNN))IB))ES)) Beee DN
>MNRJ21813 cf. Terpios MFE = -76.20 kcal/mol

ACGUCUGUCUGAGCGUUUGCUUUACUUUGUACCACCAGUAUACUGGUUGAGUACGCUGUGAGG
UGUUGUCCAACUGGCCUGUCCGUGUGGACAUCCCUUGAAGUGAUGUGUCCCUUCUGACAUUGGG
AGCAAGUACACAGAUGUGGUGCGUGCUACCGGUGUUGACUGGGUCUCAAGUGUUCACCUAACA
CACAACUAACUGAACCUCAGAUCAGGCGA

-CCCCCCCCCCCC CCCCCCCC-CCCCccCccct-- M-I IN) s (G((((€29)))) ) A (G- CCCCCCCCCCC .o

)))D))))))) ) B ((((G5)))) R MMINNN))-
>MNRJ8340 Aaptos sp. 2 MFE = -77.10 kcal/mol

ACGUCUGUCUGAGCGUUUGCUUUACUGUGUACCACCACUUUUGACUGGCAAGGUAUGUUGUGA
GGUGUUGUCCGACCAGCCAGACUGCGGACAUCCCUUGAAGUAAUGUGUCCCAUAGUUCAUUGGG
AGCAGGCACACACACGUAGUGCAUGCCCCUCUUGUCUGUGGGCCCAGGUCGACCUACAGUCACC
AAACUGAACCUCAGAUCAGGCGA

U@ ((Gamn)) 29))) )N B (((((BL((G39)))))))) Ress (G CCCCC--o- CCCCCCLCCC-0-00-

IN)----DNN)NAC(C--2))----))NN))-)N))-
>AY561910 Rhizaxinella sp. MFE = -64.60 kcal/mol

ACAUCUGUCUGAGCGUUUGCUUUACUAUGUACUACUACCAGGUAACUGGCGGAGUAUGUUCUG
AGGUGUUGUCCUAUUAGCGGAGACUGUGGGACAUCCCUUGAAGUUAUGUAACCCAUUGUCACU
UGGGGCAGGUACACAAAUGUAGUGCAUGCUCUUUGGGCUCUGGCUUUAAUUGACCUACGAUCA
GAAAACUGAACCUCAGAUCAGGUGA

@@ @MMIN NN AI((((G(E=H)5)))))) B ((( (S (S (GG ()Y

)B))ED))D))EN)N))) B ((€99))5)))))) D))
>MNRJ21601 Suberites aurantiacus MFE = -64.20 kcal/mol

ACAUCUGUCUGAGUGUUUGAUUUUACUGUGUACUUAAUGCUAGUACUCGUUGAGGUGUUGUCC
UGGUAGCUUUUGUUUUUGACUACGGGCCAUCCCUUGAAGUAAUGCGAACCCAUUGUCUCCGGG
UGCAAGCACACACACGUAGUGCAUGCUCUGGCGGCUCAGGUGGUUUACGCUGACCUAUUAUCAA
CAAACUAAACCUCAGAUCAGGUGA

(o a ((((EEEp M BR(((((E(QU((E)Em))5)) D)) R (M (@@ (D))

3))))))D))EN))))N)N)) B MMMMN-N)))-
>AF062607 Halichondria panicea MFE = -99.60 kcal/mol

ACGUCUGUCUGAGAGUUUGCUUUACUGUGUGCCGCCCGCGGGUUCCCGCGAGCGUGCGUUUUGA
GGCGUUGUCUGCGGGCCCUCGCGCCACGGGCAUCCCUCGAAGUGAUUGCGUCCCCUCCCGAUUG
CGGGAGCCGGCACACAGAUGCUGUUGCCGGCUGUCCGAUCGACUCGCGGUGACGCCGUGACCUC
AAUUCUCAAACUGAACCUCAGAUCAGGCGA

CCCCCCCCCCCE A e (CCCCLCCCE)-00)-0)-- CCCCCC- CCCEC L2200 MMM CCCCCCCCC--- CCCCCCCCCCCCCC(CC
MNNINBIN)))EN)S))))N) ) s INNN-MN))-
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>MNRJ19469 Rhaphidostyla sp. nov. MFE = -95.10 kcal/mol
ACGUCUGUCUGAGAGUUCGAUUUUACUGUGUGCCAACCAAAAGGUGGUGGCUCUGUGCCACCUC
UCUUGGCUGUGCGCGAAUUGAGGUGUUGCCUUUCCAGGCAUCCCUUGAAAUGAACCGGUCGCCC
UCUUCCUAGCCUGUUUUGAGAGUGAUGCACACUGAUGUUGCUCACAUCUCGGGCAGCUGUUGG
GUAGUUGGUCACCGUAUGACUGCAAAAACUUACACUGAACCUCAGAUCAGGCGA

CCCCCCCCCCC QLG CCCCCCCCCCCCC AL MMMMN-D)- D) (CCCCE- (A2 ) (CCCCCC CCCCCCCCCCCC-(CLC

(CCCCLCCLCIMM MM I DMMBINE
>MNRJ21814 Terpios gelatinosus MFE = -84.70 kcal/mol

ACGUCUGUCUGAGAGUUUGCUUUACUGUGUACUCGUCCGACGAGUAUGUUUUGAGGUGUUGUC
CGAGCACUGGCUGCGCGGGCAUCCCUUGAAGUGACNCGUCUCUCUUGCCUCUGGGAGCGAGCAC
ACGGAUGCUGUGCGCGCUGCCGUUGGUACCUUGAGGCGGCAGUCGUGACCUGUCGUCAAUAAAC
CUGAACCUCAGAUCAGGCGA

CCCCCCCCCCCCCCC oo (CCCCCCC-2MM)-- CCCCCCC-.- CCCCCCCCC--2-M)-IMNN)- (- CCCCCC-- CCCC- CCCCCCC L))

/D)) ) E9)) X (((GE)) B )M))M)M)NE
>MNRJ15710 Hymeniacidon caerulea MFE = -88.30 kcal/mol

ACGUCUGUCUGAGAGUUUGUUUUAACUGUGUGCACACCCUGUGACAGGGUCGUGCACGAUGUG
AGGUGUUGUCUGACUGUGAGUGGCCGGACAUCCCUUGAAGCGAUGCAUCCCCUCCUCGUCACUG
CAGGAGCGAGCACACCGAUGUUGUGCCACGCCACUGCGACGGCCUGGAACGGUGCGUGUGACCC
UCUCACGAACUGAACCUCAGAUCAGGCGA

Q@@ @ ammmBMm)I(((E((((G(e)1)))))2))) R ((((((GA (G ((ER((E{(A({((Ee

IN)-))-D)--:0))-)- DN (C---NN)-)NN)-N)))-
>MNRJ18436 Hymeniacidon perlevis MFE = -82.10 kcal/mol

ACGUCUGUCUGAGAGUUUGCUUUACUGUGUACCGCCAGCUCGCUGGUCGCGUACGGUGUGAGG
AGUUGUCUCCGAGCGGCUCGUCGUUCUGGACAUCCCUUGAAGUGAGGCGUCCCUCCUGACUGCA
GGAGCAAGCACACCCGUGCUGUGCGUGUUCUUGCGGCCGACGGGGACGGUGUGCGUGACCUGUC
ACUCUCACGAAUAGAACCUCAGAUCAGGCGA

R (((((((e)))D)8))))9)) R (((CR((((C2)))) 19))) Resseseees (@ E((@ (@),

ID)B))))))) SR ((())) e DMMNN)))-
>MNRJ6777 Amorphinopsis atlantica MFE = -82.60 kcal/mol

ACGUCUGUCUGAGAGUUUGCUUUACUGUGUACUCCCACUGAGGCGUACGGUGUGAGGUGUUGU
UUGUGGGGAGUCUCCCCAUGACAUCCCUUGAAGUGAUGCACACCUCCCGAUUGCAGGAGCAAGC
ACACCGAUGCUGUGAGUGCUGCUGUGGUCGAUUGGUGGUAUAUAUGUGACCUGUCACUCUCAU
GAAUUGAACCUCAGAUCAGGCGA

U@ (@ )N RE ((((G)))))))))) Reses (CCCCCCC- CCCCCC (L CCCCoevee 2=

DI)IEBI)))) B (((G3))) e MMININ))-
>MNRJ21803 Halichondria melanodocia MFE = -84.90 kcal/mol

ACGUCUGUCUGAGAGUUUGUUUUACUGUGUACUCCCAUCGAGGUGAGGUGUACGAUGUGAGGA
GUUGUCUGUGGGUUUCUACCCGGACAUCCCUUGAAGUGAUGCAUCCCCUCCUGGUUGUAGGAGC
AAACACACCGACGCUGUGAGUGCCUCUGCAAUCGAUUGGGGAUGGGUUGUGUGACCUGUCACU
UUCACGAACUGAACCUCAGAUCAGGCGA

-(CCCCCCCCCCC- L CCCCCCCCC-- -0 MM- M- CCCCC-CCCC--IIMMMN)--LCCCCCCCCCCCC-- CCCCCCCCCCC-(CCCnnnn)))-

N)MMMNEIMNI(EB))D)))))ES)) ESH)))BN)E
>MNRJ9270 cf. Johannesia MFE = -60.70 kcal/mol

ACGUCUGUCUGAGAGUUUGCUUUACUGUGUACCGCCGGGAGGCCGGUUGCGUACGGUGUGAGG
UGUUGUCUCUGGGCUCGAGUCGUCCUGGACAUCCCUUGAAGUGAUGCGUCCCUCCCGACUUGCG
GGAGCAAGCACACCGAUGUCGUGCACUGCUUCCGCUUGCGCACUGGGACGGCACGUGUUGACCU
GUCGCUCUCACGAACUGAACCUCAGAUCAGGCGA

(CCCCCCCCCCC L CCCCCCCLLLl MM I I CCCCCCCaaccC--2-m:-m
1)) MMNN)).



APENDICE D - Relacio filogenética completa das suberitidas (A). Detalhamento dos
complexos de espécies (B-F) referentes aos triangulos observados na

porcéo mais distal dos ramos em (A)

A 42 “Aaptos sp.” complex
M RBE20 Aap
T00] MNR.JBE39 Aap

—— AYSE1010 Fhizaxinella sp. G3 10853 Aap
I_ ABBGE0124 Hyrreniacidon heliophilan.a. Aap
100

KY565305 Subertes diversicolor SPO46 Aap
WNRJI218 17 Suberites aurantiacus AL
100 WIMRI21340 Suberites sp. WA
100 [| MNRE1E01 Subertesaurantiacus R
hNRIZ1808 Subertes sp. Guadalupe Aap
4 KINRJZ1820 Suberites aurantiacus hexico Aap
KNRJZ1822 Suberites aurantiacus hexico Aap
LC436866 Halichondria sp. PG-BUS
LC436265 Halichondria sp. PG-BUT
&5 | LC438859 Halichondria sp. PG-BU1
LC436268 Halichondria sp. PG-BUMD
A1} |JF824782 Halichondria sp. DISL2002-"26
JFE24781 Halichondria sp. DISL2002-"40
AN2T 184 Suberites fcus n.a.

a9

KXE88741 Ciocalypta sp. Po 25033 Cio

-l PROERGEG
— MMNRJ21813 Tempios of gelatinosu s Franca

-{'Terpios iigas” complex
a5 90 WMRJ 5781 Terpios belindas Panama
W NRI2522 Terpios sp. BA
KJT8 2600 Hymeniacidon heliophila 190513-08 Ter
8 a9 f—= M MNRJ1004 Terpios of. ranglars Belize
— MMHRI1S821 Terpiosbelindae Panama
29t WINRMOST Terpiossp. R
100y AFD 2807 Halichondria panicea na. Hal
AF0E2807 Halichondria panicea na. Hal2
WMR.I218 14 Terpios sp. France Hal
I WNRJ2E9 Halichondria cebirmaris SP
MMRI21596 Halichondria sp. R

I—%I—IMNH‘..HQSD Halichon dria elenae Argentina Hal

a5 'WIMRJ1T273 Halichon dria elenae Argentina Hal

100 g MMNRJ 184539 Hyrmeniacidon sp. RJ

100 1 JERJP O R190 Rhaphidostia sp. R
KY565281 Hymeniacidon gracilis 5P 026 Hym

_I— AB250TET Hymeniacidon sp. oki022 Hym
91 ' WINRJ9270 of. Johannesia sp. Chile

KY565289 Hymeniacidon chlors SPO22 Hym
AYSE1917 Pseudosubertes sp. UCWIPWE1068 Hym

“Halichandria melanodo ca”™ complex

WMNRJETTT Amorphinopsis atlantica Canbbe an

100 | MNR21745 Amarphinapsis atlantica RJ
IWMMR.J21E817 Halichondriidaesp. RJ

IWMMNRJ1BTEE Hymeniacid on caenilea Foz do Al
WINRJ21683 Hymeniacid on caerulea Martinica
WNRI2Z1878e Hymeniacidon caenlea Martinica
WMNRJ2Z1675 Hymeniacid on caerulea hartinica
WINRJ21804 Hymeniacid on caerulea hMartinica
WNRJ 15824 Hyme niacid on caerulea hlartinica
WINRJ21672 Hyme niacid on caerulea hlartinica
100 | MMRJ1ET 10 Hyme niacid on caerulea hiartinica
WNRJZ1817 Hymeniacidon caerulea Wlexico
WNRJ216789 Hymeniad don caerulea hMartinica
WINRJ21801 Hyme niacid on caerulea hlartinica
WIMNRJ2Z1805 Hyrmreniacidon caerulea hMartinica
WNRJZ1G79f Hymeniacidon cae rulea Martinica
WMNRJ2Z1G78g Hymeniad don caenilea hartinica

| #

"Hymeniacidon 1aua” complex

™ "Hyrmen iacidon perlevis” complex

o



“Aaptos sp.” complex :

U

"Hymeniacidon perlevis” complex

92| MMRIB243 Aaptos sp.2 BA
MIMRIZ224 Aaptos sp.2 BA
MHRI7EET Suberites sp. 2 Atol

MIMRI7S00 Aaptos sp.3 RJ
MMRJTEE 2b Aaptos spl Aol
MMNRJTETE Subertes splAtol
MMR.IE340 Aaptos BA

|-AB3T31I5I5 Hyrmeniacdon sinapium Hymsl Hym
ABITIET Hymeniacidon sinapium Hyms2 Hym
EF2 17380 Hymeniacidon sinapium Hymsing Hyn
JOG5 8457 Hymeniacidon sinapium Azwdo2 Hym
JO658461 Hymeniacidon sinapium ShiL-N Hyn
EF217381 Hymreniacddon sinapium Hymsin? Hym
EF217356 Hymreniacddon sinapium Hymsin2 Hym
MMBJ2 1783 Hymeniacidon heliophila B
JFE24788 Hyrreniacidon he liophila D03-4 Hyn
'I WINR.J19302 Hymeniacidon perevis Argentina
WINR.J19303 Hymeniacidon perevis Argentina
JFE24783 Hyrreniacidon heliophila D03-12 Hyn
LE5485 Hymeniacidon heliophilan a. Hym
KTa8 0488 Hymeniacidon heliophila na. Hyn
KT8 0468 Hymeniacidon heliophila n.a. Hyn2
199 JF824791 Hymreniacidon he liophila D03-7 Hym
AB250TES Hymeniacidon sinapium n.a. Hym
JFE24782 Hymeniacidon heliophila D03-10 Hyn
WMRJ18 437 Hyrrenia cidon perevis France
Ab | AB2507 66 Hymeniacidon peresis n.a. Hyn
hMRJ18 436 Hyrrenia cidon perevis France
AB3731 71 Hymeniacidon peresis HyP Hyn
JOE5 8468 Hymeniacidon sinapium Shil-lw Hym
JOES5 8460 Hymeniacidon sinapium SFing-N5 Hyn
EF217357 Hymeniaddon sinapium Hymsind Hym
EF217355 Hymeniacidon sinapium Hymsinl Hym
JOG58462 Hymeniacidon sinapium ShiL-5 Hyn
JOES 8468 Hymrenia ddon sinapium WalkB -lw Hym
JOG5 8470 Hymrenia ddon sinapiurm Walk B-shr Hymn
JOE58471 Hymeniacidon sinapium 5Fing-NE Hyn
JFE24787 Hymeniacidon heliophila DISL2002-"2
JFB24780 Hyrreniacidon he liophila 003-6 Hyn
- JF824794 Hymeniacidon heliophila D03-13 Hym
JF824788 Hymeniacidon heliophila D15L2002-"17 Hym
EF217358 Hymeniacdon sinapium Hymsind Hym
JOG5 8452 Hymenia ddon sinapium WalkB-N Hym
J065 8466 Hymeniacidon sinapium HEFSDOr Hyn
JO65 8467 Hymeniacidon sinapium HBE FNb Hyn
JOE5 8463 Hymreniacidon sinapium ShiL-NW Hyrm
JOG5 8456 Hymeniacidon sinapium HEFN Hym
JOGS5 8465 Hymeniacidon sinapium ShL-TS Hyn
JO65 8464 Hymeniacidon sinapium HEI-5 Hyn
JOE5 8458 Hymeniacidon sinapium Azwdo1 Hym
JOE5 84580 Hymeniacidon sinapiurm Kirby1 Hym
JO65 84560 Hymeniacidon sinapium 5 FingF Hyn
JO65 8455 Hymeniacidon sinapium SWL-EB Hym
JOG5 8454 Hyrrenia ddon sinapium Walk B-NE Hym
JOG5 8472 Hyrreniacidon sinapiurm Kirby2 Hym
JOG5 8453 Hyrmeniacddon sinapium WalkB-5 Hym
JOG58451 Hymeniacidon sinapium Head Hym
AB3IT3188 Hymeniacidon sinapium Hyms4 Hym
JOE5 8473 Hymeniacidon sinapium Tomales Hym
EF217359 Hymreniacdon sinapium Hymsing Hym
AB3731688 Hymeniacidon sinapium Hyms3 Hym
AB250764 Hymeniacidon heliophila na. Hym
AB3ITHTO Hymeniacidon heliophila HyH Hym

ad

@]

"Terpios fugax” complex

“"Halichondria melanodocia” complex T

oy

"Hymeniacidon flavia™ complex
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(continuacéo)
WNRJ21705 ef. Prosuberites sp. CE
WMRJ20078 Temios fugax CE

5 [WINRJZ2 1946 Terpios fgax RJ

W NR.J2 1798 Terpios Lgax RJ
WINRJ18840 Terpios fugax CE
MWMRIZ 1700 Termpios fugax CE
WMINRJ21698 Terpios fugaxz CE
MMNRJ21940 Terpio s fugax RJ
MNRJ21830 Terpios fugax BA
MNRJ21838 Tempios fugax BA
MWMRJ21638 Terpios fugax BA
MNRJ21831 Terpios fugax BA
MNRJ21878a Terpios fugax Martinica Ter
MNRJ2536 Terpios sp. BA

UFPE1861 Halichondria marianae PB

MMRJZ1363 Halichondria of. melanado cia WA
@ MMRJZ1345 Halichondria of. melanado cia WA
— WMNRJ21338 Halichondria of. melanado ca WA
WMINRJ1536 Halichondra rmelanadocia PE
WMINR.B422 Halichondria of. melanadocia Panama
MHRIZSET Halichondria melanadocia BA
— WNRJ2 1803 Halichondria melano doda Guadalupe
MNRJI088 Halichondria ef. melanadocia Belize
MNRJZ 1788 Halicho ndriaa ff. sulfurea R.J
K.J801656 Halichondria okadai 040313-14 Hym
EF217367 Halichondria sp. Halsp-3 unkown
EF217368 Halichondria sp. Halsp-4 unkown
EF217369 Halichondria sp. Halsp-5 unkown
EF217366 Halichondria sp. Halsp-2 unkown
EF217365 Halichondria sp. Halsp-1 unkown
WMNRJ217 54 Halichondriidae sp. RJ
MMR.L21588 Hyrneniacid on cf. heliophila RJ
AB511881 Halichondria okadai na. Hym
EF217371 Halich ondria okadai Haloka2 Hyn
EF217370 Halichondria okadai Halolal Hym
EF217372 Halichondria olkadai Halolad Hym

|_| MMRJ2 1346 Hymeniacidon sp. WA

WMNR.J2 1390 Hyrreniacidon sp. A
EF217364 Hymreniacidon flavia Hymia3 Hym
EF217362 Hymreniacidon flavia Hymial Hym
EF217363 Hymreniacidon flavia Hymia2 Hym
AB3IT3 186 Hyneniacidon flava Hymf1S Hym
AB3ITI1TE Hyneniacidon flavia HymfS Hym
AB3T3 182 Hymeniacidon flava Hymfl1 Hym
AB3TA 173 Hymeniacidon flavia Hyrf2 Hym
AB3IT3 174 Hyneniacidon flavia Hymfd Hym
AB250771 Hymeniacidon flava O Hym
AB250770 Hymeniacidon flava © Hym
AB250769 Hymeniacidon flavia B Hym

|

AB250768 Hymeniacidon flavia A Hym
AB250772 Hymeniacidon flavia E Hym
AB37 3172 Hymeniacidon flava Hyrmfl Hyn
AB3T3TT Hymeniacidon flava Hyrmfd Hyn
AB250T 76 Hymeniaci don 1awia | Hyn
AB2507 7T Hymeniacidon flavia J Hyn
AB2507 78 Hymeniacidon flavia K Hym
AB2507 74 Hymeniacidon flavia G Hym
AB2507 73 Hymeniacidon flava F Hym
AB373184 Hymeniad don 1avia Hymf13 Hyn
AB3T3183 Hymeniad don 1ava Hymifl2 Hym
AB3ITI T8 Hymeniaci don 1awia Hymfg Hymn
AB3TI1 81 Hymeniad don 1ava Hymifl0 Hyn
AB373185 Hymeniaci don 1avia Hymf14 Hym
AB3ITI T Hymeniad don 1avia Hymfd Hym
AB3ITI T8 Hymeniad don 1avia HymfT Hym
AB3IT3 180 Hymeniacidon flavia Hymfd Hym
AB250775 Hyneniacidon flava H Hym
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ANEXO A — Teste de hioatividade Microtox® com a bacteria Aliivibrio fisheri

Coloque 1 mL de solugdo de

1 2 3 45 AMA
reconstituicdo no frasco da bactéria e Y XY X Do
insira em REAGENTE. Esperar 15 min. Noves ulos | T XX XX o
1. Coloque os tubos nas linhas B-D-F - . . . . . o
2. Adicione 500 pL AMA + 10 ML —————  maavE
reagente. ] E : : : : :

1 0000 ®

Dissolva as amostras com 2 mg/mL em agua do mar
artificial (AMA) com maximo de 2% de acetona.
3. Homogeneizar e colocar no ultrassom por 3 min
4. Adicionar 1 mL AMA + 1 mL amostra
(apenas 3 amostras sdo realizadas por vez)
5. A5- C5 - E5 séo para comegar o teste

A5
Preparagdo da amostra e reagente C5
6. Passe 1 mL da solucdo em A5- C5 - E5 Confrole TmL 1mL TmlL para
os frascos ao lado. Pare na coluna 2, pois a
coluna 1 é o controle. S ¢
7. Coloque 10 uL de reagente em B-D-F e

. B

espere 15 min. 000606 104l
8. Fazer a leitura do teste - lo: linhas B-D- F.

e Siga 0 passo-a-passo do software.

REAGENTE

Teste de toxicidade entre reagente e amostra.

9. Transfira 500 pL das amostras
diluidas para os frascos s6 com reagente.
e Siga 0 passo-a-passo do software. Texnslorix
500pL
10.  Fazer a leitura do teste - It: linhas B-
D-F.

e Siga 0 passo-a-passo do software.

11.  Tire foto dos graficos e resultados
que aparecem e salve no computador.

86688
86666 -2
6666

Reinicie o software e comece a fazer novas amostras, pois
as bacterias s6 podem ser utilizadas durante 3 h.
Dependendo da agilidade, 3 a 5 sets de 3 amostras podem
ser realizados com a mesma cepa bacteriana.
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ANEXO B - Protocolo de extracdo de DNA com tampdo de lise contendo Hidrocloreto de
Guanidina (GuHCI) (L6bo-Hajdu et al., 1999)

1. Cortar um pedaco de esponja de aproximadamente 50 mm3, livre de epibiontes e transferir
para um microtubo limpo de 1,5 mL;

2. Adicionar 500 a 700 mL de tampé&o TE (100 mL de solucéo de Tris-HCI - 1M, pH: 8,0/ 20
mL de EDTA - 0,5 M, pH: 8,0) neste tubo e incubar a amostra por 20-30 min para reidrata-la;

3. Centrifugar a 6000 RPM por 1 min, em temperatura ambiente;

4. Retirar 0 sobrenadante e deixar apenas o tecido da esponja no microtubo;

5. Adicionar 600 a 700 uL de GuHCI [4 M; Tris-HCI 50 mM; pH 8,0; EDTA 0,05 M; N’
lauryl sarcosine 0,5%] e macerar a esponja com pistilo até que o tecido de desfaca
completamente (caso ndo consiga desfazer o tecido, pode-se deixar o tecido em banho-maria a
36° C até que o tecido fique mais facil de ser macerado);

6. ApOs a maceracdo, mantenha a solucdo incubada em banho-maria, 56° C por, no minimo, 1
h (nesta fase havera a lise das células liberando o0 DNA);

7. Adicionar o0 mesmo volume (600 a 700 uL) de cloroférmio (proprogéo 1:1) e misturar por
inversdo (nesta etapa ocorre a retirada de lipideos e proteinas que se particionam nos
solventes organicos, apos a lise das membranas e da desnaturacdo das proteinas por acdo do
detergente, alto sal e da alta temperatura do processo de homogeneizagéo);

8. Misturar por inversao e centrifugar a 6000 RPM por 3 min na temperatura ambiente;

9. Passar o sobrenadante (550 pL) para um microtubo de 1,5 mL limpo;

10. Adicionar igual volume de cloroférmio, misturar por inversdo e centrifugar a 6000 RPM
por 3 min, na temperatura ambiente;

11. Passar o sobrenadante (500 pL) para um microtubo de 1,5 mL limpo (se ainda houver
detergente, repita 0 processo, retirando 50 pL, a cada limpeza);

12. Adicionar igual volume de isopropanol ao sobrenadante (proporcdo 1:1) previamente
adicionado ao novo microtubo e levar ao freezer -20° C, por no minimo 30 min (normalmente
deixa-se overnight, assim o isopropanol age retirando a agua de solvatacdo do DNA e,
adicionada a baixa temperatura, aumenta a precipitacdo do DNA);

13. Centrifugar a 12000 RPM por 20 min em centrifuga refrigerada a 4° C;

14. Retirar todo o sobrenadante por inversdo, secando o precipitado colocando o tubo de

ponta-cabeca sobre uma folha de papel toalha;
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15. Lavar o microtubo com 1 mL de etanol 70% gelado, agitando o tubo suavemente para
ressuspender o precipitado, mas com cuidado para evitar a reidratacdo do DNA);

16. Centrifugar a 10000 RPM por 5 min em microcentrifuga refrigerada;

17. Remover o solvente e lavar novamente com 1 mL de etanol 70% gelado;

18. Centrifugar a 10000 RPM por 5 min em microcentrifuga refrigerada;

19. Remover todo o solvente e deixar o pellet secar, em estufa (cobrir os tubos com papel para
que ndo haja contaminacgdo na amostra);

20. Ressuspender o pellet em 50-100 pL de solu¢cdo de RNAse, dependendo do tamanho do
pellet (amostras antigas 20 ug/mL e amostras novas 200 pg/mL; 2 uL. RNAse para 1 mL de
agua Miliqg);

21. Incubar em banho-maria 36° C por 30 min;

22. Realizar a quantificacdo do DNA em Nanodrop e gel de agarose 0,8%.

Protocolo de extracdo de DNA com tampao de lise contendo Brometo de Cetil-Trimetil
Amonio (CTAB) sensu de Paula (2016)

1. Cortar um pedaco de esponja de aproximadamente 50 mma, livre de epibiontes e transferir
para um microtubo limpo de 1,5 mL;

2. Adicionar 500 a 700 mL de tampéao TE (100 mL de solucéo de Tris-HCI - 1M, pH: 8,0/ 20
mL de EDTA - 0,5 M, pH: 8,0) neste tubo e incubar a amostra por 20-30 min para reidrata-la;
3. Centrifugar a 6000 RPM por 1 min, em temperatura ambiente;

4. Retirar o sobrenadante e deixar apenas o tecido da esponja no microtubo;

5. Adicionar 500 pL de tampao CTAB [2%; NaCl 1,4 M; Tris-HCI 100 mM; pH 8.0; SDS
0,5%] e macerar a esponja com pistilo até que o tecido de desfaca completamente (caso nao
consiga desfazer o tecido, pode-se deixar o tecido em banho-maria a 36° C até que o tecido
fique mais facil de ser macerado);

6. Misturar 200 uL de CTAB, 2 uL de proteinase K (10 pg/uL) e 1 uL de B-mercaptoetanol e
adicionar aos microtubos;

7. Incubar o material em banho-maria, 56° C por, no minimo, 1 h (nesta fase havera a lise das
células liberando o DNA);

8. Centrifugar a 6000 RPM por 1 min, em temperatura ambiente (separar e remover debris);

9. Transferir 600 uL do solvente para um microtubo limpo;

10. Adicionar o0 mesmo volume (600 pL, mantendo a propor¢do 1:1) de cloroférmio ao

microtubo contendo a solugdo de lise e esponja (nesta etapa ocorre a retirada de lipideos e
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proteinas que se particionam nos solventes organicos, apds a lise das membranas e da
desnaturacdo das proteinas por a¢do do detergente, alto sal e da alta temperatura do processo
de homogeneizacao);

11. Misturar por inverséo e centrifugar a 6000 RPM por 3 min na temperatura ambiente;

12. Passar o sobrenadante (550 pL) para um microtubo de 1,5 mL limpo;

13. Adicionar igual volume de cloroférmio, misturar por inverséo e centrifugar a 6000 RPM
por 3 min na temperatura ambiente;

14. Passar o sobrenadante (500 pL) para um microtubo de 1,5 mL limpo (se ainda houver
detergente, repita o processo, retirando 50 uL, a cada limpeza);

15. Adicionar igual volume de isopropanol ao sobrenadante previamente adicionado e levar
freezer -20° C, por no minimo 30 min (normalmente deixa-se overnight, assim o isopropanol
age retirando a agua de solvatacdo do DNA, e adicionada a baixa temperatura aumenta a
precipitacdo do DNA);

16. Centrifugar a 12000 RPM por 20 min em centrifuga refrigerada a 4° C;

17. Retirar todo o sobrenadante por inverséo;

18. Lavar o microtubo com 1 mL de etanol 70% gelado, agitando o tubo suavemente (evitar a
reidratacdo do DNA);

19. Centrifugar a 10000 RPM por 5 min em microcentrifuga refrigerada;

20. Remover o solvente e lavar novamente com 1 mL de etanol 70% gelado;

21. Centrifugar a 10000 RPM por 5 min em microcentrifuga refrigerada;

22. Remover todo o solvente e deixar o pellet secar, em estufa (cobrir os tubos com papel para
gue nao haja contaminagdo na amostra);

23. Ressuspender o pellet em 50-100 pL de solucdo de RNAse, dependendo do tamanho do
pellet (amostras antigas 20 pg/mL e amostras novas 200 ug/mL; 2 uL RNAse para 1 mL de
agua Miliq);

24. Incubar em banho-maria 36° C por 30 min;

25. Realizar a quantificacdo do DNA em Nanodrop e gel de agarose 0,8%.
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ANEXO C — Preparacdo do gel de agarose com tampdo de corrida Tris-acetato-EDTA (TAE)

para visualizacdo do DNA extraido e do produto de PCR

A preparacdo dos geis utilizados em ambas as etapas (Extracdo de DNA 0,8% e
produto de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR, em inglés) 1,5%) seguem 0 mesmo
protocolo, alterando apenas a concentracdo da agarose, a partir de uma mistura de tampéo
TAE, H,0 destilada e agarose (Na purificada GE Healthcare).

Tamp?o estoque: TAE 50X (Volume: 1 L - 242 g de Tris base, 57,1 mL Acido Acético
Glacial, 100 mL de EDTA 0,5 M pH 8,0, H20 destilada 1000 mL). Autoclavar.

Tamp?o de corrida: TAE 1X (Tris 40 mM, Acido Acético 20 mM, EDTA 1mM) diluir
a solucéo estoque 50X em agua Milli-Q.

1. Montar a cuba de eletroforese em superficie horizontal sem desnivel, certificando-se de que
todas as partes estejam limpas;

2. Derreter o gel preparado com 10 uL de brometo de etidio (EtBr, 10 mg/mL) no micro-
ondas (20 em 20 seg para ndo ferver);

3. Verter o gel dissolvido na bandeja e furar o gel com os pentes (0o tamanho da bandeja
depende do nimero de amostras analisadas);

4. Apos a gelificacdo, verter o tampao de eletroforese na cuba e retirar o pente do gel;

5. Para extracdo de DNA, adiciona-se 2 uL de solugcdo de DNA de bacteriofago A10 ¢ A50
ng/uL. como padrdes de comparagdo nos dois primeiros pocos;

6. Para produto de PCR adiciona-se no primeiro po¢o 2 uL de marcadores tipo “ladder” 100
bp para amplificacGes de produto de PCR (0,1 pg/uL);

7. Preparar as amostras de extracdo de DNA com uma mistura de 5 pL. de amostra e 2 pL. de
tampdo de carregamento de amostra ou loading-buffer (30% glicerol, 0,25% azul de
bromofenol e 0,25% xilenocianol) e adiciona-las apds os bacteriéfagos. O glicerol aumenta a
densidade do tampédo e dois solventes de coloracdo azul correm com tamanhos diferentes de
fragmento para poder observar a corrida do DNA, além de facilitar a visualizacdo devido a
cor;

7. Adiciona-se 3 pL de produto de PCR ap0s o ladder e por fim adiciona-se os controles
positivo (amostra que ja funcionou em uma reacdo anterior) e negativo (solucdo de PCR sem
DNA);
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8. Fechar a cuba e conectar os fios na cuba e na fonte de energia, verificando estar
corretamente colocados do (-) para o (+), uma vez que os &cidos nucleicos tem natureza
negativa devido aos ions fosfato);

9. A voltagem de 90 V foi utilizada independentemente do tamanho do gel, sendo o tempo de
corrida variavel;

10. Ao final da corrida do DNA e do produto de PCR, desligar a fonte;

11. O gel deve ser colocado em transiluminador com tampa protetora;

12. Fotografias do gel foram feitas e 0 mesmo foi devolvido para o frasco para reutilizagédo
(caso o gel ainda possa ser reutilizado);

13. Lavar todo o material utilizado e guardar em seus devidos lugares.



