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RESUMO

Por muitos anos a filogenia de muitos grupos animais permaneceu
obscura para os zoodlogos, pois o uso de marcadores morfolégicos muitas
vezes leva a um resultado insatisfatério. A partir do advento de técnicas
moleculares, as relagdes de parentesco de diversos taxons puderam ser
analisadas, quationando visdes filogenéticas anteriores baseadas em dados
fisiologicos, morfolégicos, de registro féssil entre outros.

Desse modo, ocorreu um grande desenvolvimento da produgao cientifica
que envolvia o estudo da filogenia dos mais diversos grupos, entre eles,
Tunicata e Ascidiacea. Apesar da existéncia de diversos trabalhos que
propdem uma analise das relagcdes de parentesco de tais taxons, ainda ha
dados bastante conflitantes que n&do levam a um resultado final esclarecedor.

O presente trabalho teve como objetivo compreender melhor a filogenia
de Tunicata, com énfase nos Ascidiacea, utilizando a analise da regido 18S do
nrDNA de Microcosmus exasperatus, que foi obtido mediante extracio
baseada no reagente CTAB, e de outras espécies cujas sequéncias
encontravam-se disponiveis no GenBank. Para obtencédo da sequéncia alvo, as
reacbes de PCR foram realizadas utilizando iniciadores universais que
flanquearam tal regido, sendo obtida uma sequéncia consenso que foi utilizada
para a construcao dos cladogramas.

A partir das andlises dos cladogramas gerados foi possivel obter
indicagdes de que Chordata e seus subfilos sdo monofiléticos. Quanto aos
representantes de Tunicata, Appendicularia ficou caracterizado como o grupo
mais basal. Nao foi possivel a confirmagao da divisdo do grupo Ascidiacea em
duas ordens: Pleurogona e Enterogona. Contudo, Phlebobranchia,
Aplousobranchia e Stolidobranchia foram confirmados para a maioria das
arvores. Appendicularia foi considerado monofilético, enquanto Ascidiacea e
Thaliacea foram identificados como parafiléticos, sendo que este Uultimo
mostrou-se préoximo das ascidias flebobranquias. Com relacdo a
Stolidobranquia, seu monofiletismo foi demonstrado em grande parte dos
cladogramas obtidos, apresentando Molgulidae como um grupo monofilético
mais basal. Os Phlebobranchia configuraram um clado monofilético, incluindo a

familia Cionidae como um dos seus representantes.



ABSTRACT

Phylogenetic relationships among many animal groups have been
considered unclear by zoologists for many years, as morphological markers
sometimes led to unsatisfactory results. The development of molecular
techniques allowed the understanding of evolutionary relationships of many
taxa, questioning previous phylogenetic recosntructions based on physiological
and morphological aspects, fossil records, and other sources of data.

As a result, there was a great development of scientific production
regarding phylogenetic studies of distinct groups, including Tunicata and
Ascidiacea. Despite the many works proposing hypothesis about relationships
between those taxa, there are many conflicting data.

The aim of the present work is to review the phylogeny of Tunicata,
focusing on the taxon Ascidiacea, by analyzing the 18S nrDNA region of
Microcosmus exasperatus, which was obtained through extraction based on
CTAB reagent, along wiht other species whose sequences were available on
GenBank. In order to achieve the desired target sequence, PCR reactions using
universal primers that matched that region were performed and the consensus
sequence obtained was compared to other sequences to produce phylogenetic
trees.

Tha analysis of the cladograms obtained indicated that Chordata and its
subphyla are indeed monophyletic. Regarding the Tunicata, Appendicularia was
identified as the most basal group. It was not possible to confirm the division of
Ascidiacea into two distinct orders: Pleurogona and Enterogona. However,
Phlebobranchia, Aplousobranchia and Stolidobranchia were present in most of
the trees. Appendiculariaa was considered monophyletic, and Ascidiacea and
Thaliacea were identified as paraphyletic groups, where the latter presented a
close relationship with phlebobranch ascidians. Stolidobranchia appeared as a
monophyletic group in most of the cladograms, showing Molgulidae also as
monophyletic in a basal position. Phlebobranchia is also monophyletic and

included the family Cionidae as one of its representatives.
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1- Introducao

1.1- Filo Chordata Balfour, 1880

O filo Chordata agrupa animais que em algum periodo do seu ciclo de
vida apresentam quatro sinapomorfias caracteristicas: presenga de notocorda,
tubo nervoso dorsal, endostilo e cauda pdés anal. Tal filo € composto dos
subfilos Tunicata, também denominado Urochordata, Cephalochordata e
Vertebrata, sendo os dois primeiros taxons compostos por invertebrados
exclusivamente marinhos que ocorrem em todos o0s oceanos e sao
denominados conjuntamente como protocordados.

Estudos filogenéticos baseados em analises de DNA (acido
desoxiribonucléico) ja apresentaram evidéncias da monofilia de Chordata
(CAMERON et al., 2000). Contudo, as relagdes de parentesco dentro do filo
ainda sao incertas, pois ha pesquisadores, apoiados em dados moleculares e
morfologicos, que indicam maior proximidade entre os taxons Tunicata e
Vertebrata (BLAIR & HEDGES, 2005) e ha aqueles que sugerem a formacao
do clado Cephalochordata + Vertebrata (WADA, 1998), que de acordo com
ZENG & SWALLA (2005) seria a hipotese filogenética mais correta, pois os
dois taxons apresentam estilo de vida solitario, um contraste com a
caracteristica colonial presente em muitos tunicados.

Outro taxon que inicialmente era agrupado dentro de Chordata é
Hemichordata, sendo tradicionalmente incluido entre os protocordados.
Acreditava-se que o0s hemicordados tinham seu desenvolvimento
suficientemente parecido com os cordados, de forma que poderiam ser
enquadrados dentro do mesmo filo (LAMBERT, 2005a). No entanto, este grupo

apresentava ainda uma outra hipétese quanto as suas relagdes de parentesco,
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a qual se baseava na aparéncia das larvas dos mesmos, que indicava que ha
muitas similaridades entre estes e Echinodermata, tendo sido reunidos por
Metschnikoff em 1869 em um grupo comum denominado Ambulacraria
(CAMERON, 2005).

Apesar da controvérsia quanto ao parentesco de Hemichordata
(CASTRESANA et al., 1998), quando a homologia da notocorda e a estrutura
semelhante que estes organismos apresentam foram questionadas, este grupo
foi entao retirado de Chordata passando a ser considerado como um filo a
parte (BRUSCA & BRUSCA, 2002).

Estudos recentes, baseados em dados moleculares, atestam que
Hemichordata ndo é tdo proximamente aparentado dos representantes do filo
Chordata para que possa ser incluido neste ultimo (MOORE, 2003) e
confirmam também o monofiletismo de Ambulacraria, indicando que, de fato,
Echinodermata e Hemichordata possuem um ancestral comum e estdo mais
préximos entre si do que de Chordata (ZRZAVY et al., 1998; CAMERON et al.,
2000).

De acordo com WINCHELL et al. (2002), os representantes de Chordata
juntamente com os de Hemichordata e Echinodermata formam um grupo
monofilético composto por animais multicelulares, denominado Deuterostomata
(FIGURA 1). Inicialmente, o filo Chaetognatha, os Pogonophora e os Lofoforata
também eram incluidos nesse taxon (CAMERON et al.,, 2000; BLAIR &
HEDGES, 2005). Entretanto, a partir de analises moleculares e morfologicas as
relagbes desses grupos com o restante dos deuterostdmios mostraram-se
incertas, indicando que estes estariam mais relacionados aos protostémios

(TUBERVILLE et al., 1994; SWALLA et al., 2000).
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O monofiletismo dos deuterostbmios ¢é corroborado por dados
moleculares (WINCHELL et al.,, 2002) e pela existéncia de caracteres
anatébmicos e embriolégicos comuns (TUBERVILLE et al., 1994). Entretanto, as
origens e relagbes entre os diversos grupos que o compde ainda sé&o
controvertidas (BLAIR & HEDGES, 2005). Além disso, um novo filo de animais
deuterostémios esta sendo proposto (STACH & TUBERVILLE, 2002). Tal taxon
€ denominado Xenoturbella, constituido por vermes anteriormente
considerados platelmintos (CAMERON, 2005), que teriam maior parentesco
com os Echinodermata e Hemichordata, sendo grupo irmdo dos Chordata

(ZENG & SWALLA, 2005).

— Vertebrata

Cephalochordata - Chordata
Tunicata

~

Enteropneusta

Hemichordata

Pterobranchia

Ophiuroidea ) > Ambulacraria
Asteroidea

Echinoidea
no! >Echinodermata

Crinoidea

Holoturoidea

Concentricycloidea ) j

Figura 1 - Arvore filogenética dos Deuterostomata segundo TUBERVILLE et al.
(1994).

Como foi possivel observar, ha grandes discussdes a respeito da

filogenia de Chordata e dos proprios deuterostdmios ndo havendo, portanto,
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um consenso entre os pesquisadores em relagao a historia evolutiva do grupo
(TUBERVILLE et al., 1994).

Um exemplo disso é a presenca de diferentes modelos evolutivos para o
grupo dos deuterostdmios, nos quais o cladograma mais comumente aceito
coloca o taxon Echinodermata como grupo irm&o do clado formado por
Hemichordata + Chordata (FIGURA 2A) (BLAIR & HEDGES, 2005). Ha,
entretanto, hipéteses que contradizem este cenario e indicam o monofiletismo
de Echinodermata + Hemichordata, o que segundo CASTRESANA et al. (1998)
€ corroborado por dados moleculares (FIGURA 2B). Por outro lado, outros
pesquisadores acreditam que as duas propostas acima mencionadas sao
inexatas, pois o filo Echinodermata seria grupo irméo dos Chordata (FIGURA

2C) (TUBERVILLE et al., 1994).

Chordata Chordata
Hemichordata — —— Echinodermata
Echinodermata L Hemichordata
A B
Chordata
_|7— Echinodermata
C Hemichordata

Figura 2- Hipoteses das relagdes de parentesco entre os deuterostdmios, a
partir de SCHAEFFER, 1987 apud TUBERVILLE et al. (1994), JEFFERIES,
1986 apud TUBERVILLE et al. (1994).

O entendimento das relagdes filogenéticas entre e dentro dos taxons

Hemichordata e Tunicata é importante para uma melhor compreensdo da

evolugdo dos cordados, bem como do seu plano corporal (CASTRESANA et
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al., 1998; ZENG & SWALLA, 2005). Além disso, o subfilo Tunicata também
apresenta papel de destaque no entendimento das relagcbes evolutivas de
Vertebrata e dos deuterostomios (STACH & TUBERVILLE, 2002; TURON &

LOPEZ-LEGENTIL, 2004).

1.2- Tunicata

Os representantes do subfilo Tunicata sdo animais marinhos, sendo a
maioria séssil, que possuem o corpo recoberto por uma tunica e apresentam
registro féssil que data de 550 milhées de anos (SHU et al, 2001 apud GISSI et
al., 2004).

Tal grupo compreende cerca de 90% dos cordados invertebrados
(acraniados), e muitas espécies apresentam habito colonial, caracteristica
unica entre os cordados. Além disso, tais organismos compreendem o maior
grupo de protocordados, abrangendo cerca de 3.185 espécies (LAMBERT,
2005b).

Os tunicados, que sao em sua maioria hermafroditas, incluem tanto
organismos de reproducao sexuada, como assexuada, que podem ser sésseis
ou plancténicos, solitarios ou coloniais, que apresentam notocorda durante todo
o seu ciclo de vida ou, mais frequentemente, somente durante o periodo larval.

Do ponto de vista sistematico, o taxon ja foi um dos mais controvertidos
(RODRIGUES et al., 1998). Inicialmente, os animais pertencentes a este taxon
eram classificados como moluscos, devido a presenca de tunicas exteriores
resistentes, corpos carnosos moles e grandes branquias (RUPPERT et al.

2004).
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Lamarck foi o primeiro pesquisador a utilizar o termo Tunicata, o qual
agrupava ascidias e salpas. No entanto, esta classificagdo foi alterada por
Milne Edwards em 1843, que incluiu o grupo Bryozoa dentro de Tunicata, no
taxon Molluscoidea. Em 1850, Hancock fez nova modificacdo e adicionou os
Brachiopoda aos Bryozoa e classificou tal taxon juntamente com Tunicata no
grupo Molluscoidea. Finalmente, Huxley reconheceu em 1851 o taxon Tunicata
(ascidias, salpas, doliolideos e appendicularios) como um grupo distinto e
separado de Mollusca, Bryozoa e Brachiopoda. Mas foi somente em 1866 que
Kowalevsky incluiu os Tunicata como um subfilo de Chordata, depois de ter
determinado a natureza cordada das larvas de ascidias. Em vista disso, Balfour
(1881) propds a alteragcado do termo Tunicata para Urochordata, na tentativa de
enfatizar a afinidade dos organismos que compde tal grupo com os cordados.

Alguns autores consideram o subfilo Tunicata como grupo mais basal
dentro da filogenia dos Chordata (GISSI et al., 2004). Além disso, este € um
taxon monofilético (TURON & LOPEZ-LEGENTIL, 2004) que agrupa as
classes: Ascidiacea (ascidias), Appendicularia ou Larvacea e Thaliacea
(doliolideos, pirosomos e salpas), sendo que as duas ultimas apresentam
animais adaptados a vida planctdnica e a primeira agrupa espécies bentonicas.

Apesar da classificagdo mais aceita atualmente dividir os tunicados nas
trés classes acima mencionadas, ndo ha ainda entre os pesquisadores um
consenso quanto a isso, pois Monniot et al. (1975), prouseram que ha um
grande numero de espécies de tunicados tdo especializados e diferenciados
em sua morfologia que ndo podem ser incluidos dentro de nenhum dos taxons
comumente aceitos, propondo desta forma, uma quarta classe, denominada

Sorberacea (BRUSCA & BRUSCA, 2002; LAMBERT, 2005b).
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Ainda de acordo com LAMBERT (op. cit.), muitos estudiosos nao
aceitam o taxon Sorberacea, pois ndo acreditam que estes animais sejam
suficientemente diferentes para serem colocados em uma classe especifica e
propdem que tais organismos sejam enquadrados como ascidias da familia
Molgulidae. Em vista desse impasse, esta mesma autora indica que estudos
moleculares estdao sendo realizados a fim de solucionar tal problema de
classificagao.

Segundo ZENG & SWALLA (2005), as relagdes entre os trés taxons de
tunicados ainda séo objeto de muito debate, pois ainda ndo se sabe ao certo
qual das classes apresenta o grupo mais basal, pois ha pesquisadores que
acreditam que as ascidias sejam o grupo mais basal e ha aqueles que indicam
a classe Thaliacea. Entretanto, WADA (1998) sugere que Appendicularia seria
o taxon menos derivado de Tunicata, indicando ainda que esta classificagao é
corroborada por dados obtidos da analise do esperma dos organismos que
compoe este subfilo.

Além de todas as opinides conflitantes mencionadas, um outro ponto de
debate que envolve o grupo Tunicata diz respeito as suas relagdes dentro de
Chordata, pois apesar do monofiletismo deste taxon ja ter sido indicado pela
analise de dados moleculares (CAMERON et al.,, 2005), isso ndo & um
consenso entre os pesquisadores, pois de acordo com ZENG & SWALLA
(2005) os tunicados apresentam, quando adultos, plano corporal unico, além de
possuirem sinapomorfias especificas, que incluem a tunica e um sistema
circulatério aberto e, portanto, deveriam constituir um filo separado e ndo um

subfilo de Chordata (CAMERON et al., 2000).
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1.3- Thaliacea

A classe Thaliacea é constituida por representantes planctdnicos de
habito filtrador, que habitam preferencialmente mares tropicais e sub-tropicais.
Tais organismos sao um dos principais componentes do plancton marinho em
todos os oceanos, exceto no Artico (LAMBERT, 2005b); e tendem a ser menos
estudados, pois vivem no oceano aberto e sao dificeis de serem capturados em
redes de plancton (ZENG & SWALLA, 2005).

Estes animais fazem diariamente um deslocamento vertical de cem
metros ou mais, se alimentando na superficie de fitoplancton (LAMBERT,
2005b). Além disso, segundo esta mesma autora, tanto os taliaceos como seus
bioprodutos (pelotas fecais) se configuram como uma importante fonte
alimentar para diversos organismos marinhos, tais como: radiolarios, medusas,
tartarugas, passaros, peixes, dentre outros.

Os taliaceos sdo animais coloniais, apesar das salpas e doliolideos
terem ciclos de vida complexos, que incluem alternéncia de geragbes entre
formas sexuais solitarias e coloniais assexuadas. Além disso, estes organismos
sdo 0s unicos tunicados coloniais em que os individuos apresentam funcdes
especificas dentro da colénia (ZENG & SWALLA, 2005).

Ha trés ordens que compde a classe Thaliacea: Pyrosomida, Doliolida e
Salpida (FIGURA 3). As maiores colbnias de pirosomos podem chegar a medir
vinte metros de comprimento. Em contraste, os doliolideos apresentam os
menores tamanhos, cerca de dois centimetros ou menos (LAMBERT, 2005b).
Tais animais possuem 6rgaos luminescentes, situados na faringe, que portam
bactérias responsaveis pela produgéo de luz quando a coldnia sofre algum tipo

de perturbacgéo externa (RUPPERT et al. 2004).
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Doliolida

Thaliacea Pirosomida

Salpida

Figura 3- Cladograma indicando as ordens presentes em Thaliacea (ZENG &
SWALLA, 2005).

De acordo com LAMBERT (2005b), fatores ecolégicos tém
indubitavelmente promovido mudancgas evolutivas nos taliaceos, o que causa
dificuldades em elucidar com maior clareza as relagdes filogenéticas deste

grupo dentro de Tunicata.

1.4- Appendicularia ou Larvacea

A classe Appendicularia contém cerca de 70 espécies de pequenos
animais de habito solitario que sao frequentemente encontrados no plancton
marinho. Os apendicularios sdo os uUnicos tunicados que quando adultos
continuam a possuir todas as caracteristicas comuns aos cordados. Além
disso, os termos Appendicularia e Larvacea se referem, respectivamente, a
cauda que persiste durante toda a vida do animal e a semelhanga que estes
possuem com as larvas das ascidias.

Os organismos pertencentes a esta classe s&o organismos
holoplancténicos filtradores, que possuem um eficiente sistema de ingestdo de
nanoplancton e apresentam ampla distribuigdo nos oceanos (BONECKER et

al., 2004).
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Uma caracteristica dos apendicularios é a presenga de um abrigo
secretado por estes animais em torno de si, as chamadas “casas”. Tais casas,
quando descartadas, como também suas pelotas fecais, formam um montante
significativo da neve marinha (material organico suspenso que lembra a neve
atmosférica), providenciando desta forma uma importante fonte alimentar para
outros organismos, tais como as bactérias que promovem sua decomposigao,
propiciando assim a ciclagem de nutrientes no mar (RUPPERT et al., 2004;
LAMBERT, 2005b).

Segundo LAMBERT (op. cit.) varios organismos se alimentam de
apendicularios, tais como: copépodas, larvas ou peixes diminutos, medusas,
foraminiferos e quetognatos. Como estratégia de defesa, os apendicularios
apresentam bioluminescéncia em seus abrigos, ou podem até mesmo
abandonar os mesmos em resposta a estimulos externos, ja que o animal é
muito menor do que o abrigo que o protege, podendo desta forma nadar em
maior velocidade e depois produzir um abrigo novo.

Como dito anteriormente, os apendicularios sdo animais que retiveram a
cauda quando adultos, sendo usualmente interpretado como sendo uma forma
neoténica - forma larval que torna-se sexualmente madura (NIELSEN, 1998;
MOORE, 2003). Alguns pesquisadores acreditam que, devido a essa retencao
caudal, estes organismos sejam o0s mais relacionados com os tunicados
ancestrais. Entretanto, uma alternativa para tal explanacao se baseia no estilo
de vida derivado destes animais, que se ajusta a sua existéncia plancténica
(ZENG & SWALLA, 2005).

NISHINO & SATOH (2001) indicam que estudos filogenéticos sugerem

que Appendicularia representa um grupo irméo do clado formado por todos os
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outros tunicados. Além disso, WADA (1998) concluiu a partir de analises
moleculares que esta classe foi o primeiro taxon a divergir dentro dos
tunicados, e que esta classificacdo é corroborada por dados obtidos da analise
morfolégica do esperma de representantes dos Tunicata.

Contudo, isso nao € um consenso entre os pesquisadores, pois ZENG &
SWALLA (2005) ndo concordam com o posicionamento deste taxon como
grupo basal de Tunicata, pois testes de taxas evolutivas tém mostrado que os
apendicularios apresentam taxas de divergéncia maior do que o restante dos
tunicados. Desta forma, os longos ramos produzidos nos cladogramas tendem
a confundir os programas filogenéticos, um efeito ja referido como “long branch

attraction”.

1.5- Ascidiacea

A classe Ascidiacea representa o grupo mais diversificado de cordados
inferiores (RODRIGUES et al.,, 1998), denominados ascidias. Tal classe
constitui 0 mais bem estudado grupo de protocordados e o maior grupo de
organismos benténicos presentes no subfilo Tunicata, o qual compreende
aproximadamente 3000 espécies (HUBER et al, 2000; STACH &
TUBERVILLE, 2002).

As ascidias podem ocorrer de duas diferentes formas: solitaria ou
colonial. A forma colonial parece ter surgido independentemente varias vezes
em Ascidiacea (RUPPERT, et al., 2004). Espécies solitarias geralmente néo
apresentam grandes tamanhos, apesar de Pyura pachydermatia chegar a
medir um metro de comprimento. No entanto, ascidias coloniais podem ser

bem maiores podendo facilmente exceder metros, como ocorre com Distaplia

23



cylindrica que chega a alcancar o comprimento de sete metros (LAMBERT,
2005b).

Animais adultos apresentam habito séssil e sdo, em sua maioria,
hermafroditas (ANEXO 1), podendo se reproduzir de duas formas: sexuada e
assexuadamente. As formas solitarias apresentam apenas reprodugcao
sexuada, enquanto as formas coloniais reproduzem-se das duas formas. A
fusdo dos gametas na reprodugdo sexuada produz uma larva planctdnica,
sendo esta de curta duracédo, ja que seu desenvolvimento ocorre em torno de
minutos ou horas. (LAMBERT & LAMBERT, 1998; LAMBERT, 2002).

A larva das ascidias apresenta uma cauda contendo a notocorda e
células musculares. Quando o modo de desenvolvimento inclui este tipo de
larva caudada, tem-se 0 que se denomina desenvolvimento urodelo.
Entretanto, algumas poucas espécies de ascidias, com caracteristicas mais
derivadas, ndao apresentam este tipo de larva, diz-se entido, que estas possuem
desenvolvimento anuro (JEFFERY et al., 1998).

Quanto a sua taxonomia, as ascidias eram classificadas inicialmente de
acordo com seu habito solitario ou colonial (SWALLA et al.,, 2000).
Posteriormente, Lahille propés que a classe Ascidiacea fosse dividida com
base na estrutura da cesta branquial dos adultos, em trés ordens distintas:
Aplousobranchiata, Phlebobranchiata e Stolidobranchiata (FIGURA 4)
(MONNIOT et al., 1991). Uma alternativa a classificacdo de Lahille foi proposta
por Perrier em 1898, baseada na localizagdo das gbnadas. Desta forma, a
divisdo das ascidias se da em dois grupos: Enterogona e Pleurogona. Apesar
da existéncia destas duas formas de divisdo do grupo Ascidiacea, estas néo

sdo contraditérias, baseiam-se apenas em estruturas de érgaos diferentes, mas
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que chegam ao mesmo resultado, confirmando assim, a classificagdo inicial
proposta por Lahille (MONNIOT op. cit., FIGURA 5). KOTT (1985) considera
Enterogona como ordem, que incluiria Phlebobranchia e Aplousobranchia como
subordens, enquanto a subordem Stolidobranchia estaria contida na ordem
Pleurogona.

Contudo, nem todos os pesquisadores estdo de acordo com as
classificagdes em uso, pois SWALLA et al. (2000) propuseram que além do
taxon Stolidobranchiata, ha ainda um outro grupo, denominado Aspiculata, que
deveria estar incluido dentro de Pleurogona.

Apesar de toda a problematica acerca da sistematica de Ascidiacea,
SWALLA et al. (2000) indicaram que a divisdo da classe em Pleurogona e
Enterogona estda de acordo com dados obtidos a partir de analises de
sequéncias de DNA referentes a regido 18S do DNA ribossémico. Contudo,
segundo os mesmos autores, baseados nos mesmo dados moleculares, nao foi

possivel corroborar a divisdo inicial que agrupava as ascidias em coloniais ou

solitarias.
Aplousobranchiata
Enterogona
Phlebobranchiata
Ascidiacea [
Pleurogona Stolidobranchiata

Figura 4- Hierarquia dos taxons em Ascidiacea. Fonte: MONNIOT et al. (1991).

Além das classificagdes discutidas acima, MICHIBATA et al. (2003)

indicam que Webb propés uma outra hipotese filogenética de Ascidiacea
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baseada na capacidade de acumulagcdo de metais (vanadio e ferro) entre os
diferentes organismos que compdem as subclasses. Ainda de acordo com
MICHIBATA et al. (op. cit.), Webb defendia que em espécies representantes
dos taxons Aplousobranchiata e Phlebobranchiata os niveis de vanadio eram
altos. No entanto, em organismos do taxon Stolidobranchiata, um grupo mais
modificado, estas concentragbes ndo eram tao significativas, sendo grande o
conteudo de ferro. Um outro estudo também relacionado a filogenia de
Ascidiacea baseado na acumulacdo de vanadio levou a conclusdo que a
divisdo das ascidias em Pleurogona e Enterogona estava de acordo com os
dados por eles obtidos (Hawkins et al., 1983 apud MORENO, 2003).

Esse tipo de classificacdo € corroborada pelo trabalho de ANDERSON &
SWINEHART (1990) que indicam ainda que nao apenas a presenga ou
auséncia de vanadio nos tecidos das diversas espécies sao indicadores
filogenéticos, mas também seu estado de oxidagéo.

Apesar de toda a discordancia a cerca das origens evolutivas e relagbes
filogenéticas, Tunicata € composto por organismos diversos e fascinantes que
estdo localizados na base da arvore evolutiva dos cordados, servindo como
ponto de comparagéo para os mecanismos de desenvolvimento regulatério que
operam em diversos grupos, tais como: protostdmios, deuterostomados né&o

cordados, cordados invertebrados e até mesmo dos vertebrados.
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Subordem Aplousobranchia

Os organismos incluidos nesta subordem apresentam a condigcéo
branquial supostamente mais basal, no qual a parede da faringe € dotada de
perfuragdes alongadas longitudinalmente (MONNIOT et al.,1991).

Tal subordem compreende majoritariamente ascidias coloniais, divididas
em nove familias (KOTT, 1990). Com relagao as relagdes de parentesco deste
taxon com os demais, ainda ha duvidas a serem solucionadas, pois apesar de
serem tradicionalmente classificados como um grupo mais aparentado com os
representantes de Phlebobranchia, incluidos em Enterogona (MONNIOT et al.,
1991), alguns autores acreditam que esta classificacdo ndo esteja correta e
propdem que Aplousobranchia seja grupo irmao de Appendicularia (STACH &
TUBERVILLE, 2002). Entretanto, a filogenia dos apendicularios ainda n&o é

bem compreendida (TURON & LOPEZ-LEGENTIL, 2004).

Subordem Phlebobranchia

Nesta subordem os animais podem ser tanto coloniais como solitarios e
apresentam estigmas que podem ser desde pequenos e estreitos até a forma
de complexos espiralados. Além disso, tais organismos n&do possuem poés-
abdémen e podem ter ou ndo epicardio (MONNIOT et al., 1991; RUPPERT et
al., 2004).

Este grupo abrange as familias Cionidae, Perophoridae, Ascidiidae,
Corellidae, Agnesidae, Plurellidae e Octanemidae (KOTT, 1985).

Apesar do subfilo Tunicata ser aceito como monofilético, isso ndo é

verdade quando se relacionam as classes que dele fazem parte. Um exemplo

27



disso € a constatacdo de que a classe Thaliacea é relacionada ao taxon
Phlebobranchiata (ZENG & SWALLA, 2005).

De acordo com ZENG & SWALLA (op. cit.), a evolugdo da colonialidade
dentro dos flebobranquios é uma questao chave, bem como suas relagdes com

as ascidias representantes de Aplousobranchiata e com os tunicados taliaceos.

Subordem Stolidobranchia

Stolido em grego quer dizer pregueado, sendo assim, o termo
Stolidobranchia quer dizer branquias pregueadas.

Segundo STACH & TUBERVILLE (2002), este taxon é monofilético e
compreende trés proeminentes familias: Styelidae, Pyuridae e Molgulidae, que
agrupam tanto individuos solitarios, como coloniais.

A maioria das ascidias apresenta uma cauda contendo a notocorda e
células musculares. Contudo, uma caracteristica interessante desta ordem é
que ela agrupa todas as espécies com desenvolvimento anuro (a larva néo
apresenta cauda), incluidas nos taxons Molgulidae e Styelidae (KUSAKABE,
2001).

Segundo este mesmo autor, estudos filogenéticos baseados em analises
moleculares e morfolégicas indicam que o tipo anuro parece ter surgido
independentemente dentro da familia Molgulidae e que a forma urodela (larva
caudada) foi o tipo de desenvolvimento que primeiro surgiu em Ascidiacea.
Além disso, embrides anuros ndo expressam genes da actina muscular, dessa
forma ndo possuem cauda devido a alteragbes (dele¢des e/ou inser¢cdes) nas

regides codificadoras destes genes, que podem resultar em produtos n&o
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funcionais. NIELSEN (1998) ja indicava que este tipo de embrido apresentava
“‘instru¢cdes genéticas quase completas para organizagdo da cauda” e que a
perda da capacidade de formacdo da mesma se dava através de mutagao de
um unico gene.

NIELSEN (1998) salientou ainda que estudos baseados em sequéncias
do DNA ribossémico indicam que o desenvolvimento anuro surgiu pelo menos
quatro vezes na familia Molgulidae e cinco dentro de Ascidiacea, e que a perda
da cauda representaria uma especializacdo dentro das duas familias onde ela

ocorre.

— Polyclinidae
—— Aplousobranchiata Polycitoridae

____Didemnidae

Octanemidae

Enterogona

Cionidae

——Perophoridae

L Phlebobranchiata Ascidiidae

. ——~Corellidae
Ascidiacea

Agnesidae

Plurellidae

L Pleurogona

Molgulidae

Stolidobranchiata ———— Styelidae

—— Pyuridae

Figura 5- Resumo esquematico da classificagdo de Ascidiacea segundo
MONNIQOT et al., (1991).
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Filogenia molecular de Tunicata com énfase em Ascidiacea Lopes, D.P.

1.6- Utilizagao da sequéncia de Microcosmus exasperatus na

reconstrugcao da histéria filogenética dos Ascidiacea

A ascidia Microcosmus exasperatus € solitaria, de corpo globoso, que
chega a medir até 5 centimetros de comprimento. A variagdo de tamanho
destes animais € bem acentuada, assim como diferengcas em suas gbnadas
(MONNIOT & MONNIQOT, 1987). Tais animais podem se fixar e crescer sobre
corais, rochas, raizes de mangue e até mesmo em pilares existentes em portos
(VAN NAME, 1945; LOTUFO, 2002).

Quanto ao aspecto externo, esta espécie apresenta tunica grossa e
resistente, de coloragdo variando entre o alaranjado e o arroxeado e
geralmente incrustada por sedimento ou epibiontes, tais como algas e
hidrozoarios (FIGURA 6) (MONNIOT & MONNIOT, 1987; RODRIGUES et al.,

1998; LOTUFO, 2002).

Figura 5 — Aspecto externo de Microcosmus exasperatus.
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Segundo MONNIOT (1972) e RODRIGUES et al. (1998) tal espécie é
tipicamente cosmopolita, apresentando ampla distribuicdo em mares tropicais e
subtropicais. Este fato ja havia sido reportado antes por VAN NAME (1945),
que indica a ocorréncia desta espécie no Mar Vermelho, costa oeste Africana e
Australiana, além de ter examinado exemplares provenientes do Brasil,
Estados Unidos, Cuba, dentre outros paises.

De acordo com VAN NAME (op. cit.), uma das possiveis causas da
ampla distribuicdo de M. exasperatus esta relacionada ao transporte de
individuos incrustados nos cascos de navios (ANEXO 1). Desta forma, tal
espécie teve sua distribuicdo natural modificada por meio do transporte
mediado pelo homem e, desta forma, sua origem provavelmente nunca sera
conhecida (LAMBERT, 2001). Além disso, M. exasperatus € uma das espécies
bioinvasoras mais comuns, com novos registros de sua introdugédo aparecendo
frequentemente (LAMBERT, op. cit.).

Com relagdo a sua classificacdo, esta espécie esta incluida na
subordem denominada Stolidobranchia, a qual abrange, entre outras, a familia
Pyuridae (FIGURA 7), da qual a espécie é um dos representantes (VAN NAME,

1945; MONNIOT et al., 1991).

1.7 - Biologia molecular

A construgdo de uma arvore filogenética abrangente para todos os
organismos é a meta dos filogeneticistas moleculares, pois o entendimento das
relagdes entre os filos animais € de fundamental importancia para compreender
os modelos de evolugdo animal do nivel genbmico até o morfoldgico

(HELFENBEIN & BOORE, 2004). Desta forma, os marcadores moleculares,

31



que sao locos génicos variaveis utilizados para inferir padrées de diversidade
espacgo-temporal dos organismos, vem sendo utilizados como uma importante
ferramenta para a resolugédo de problemas envolvendo filogenias (BLEIDORN
et al., 2003). Além disso, em muitos casos as técnicas moleculares vem auxiliar
na identificacdo de espécies, as quais ndo podem ser diferenciadas a partir
unicamente de dados morfoldgicos (KOSLER et al., 2006).

Segundo LI et al. (2005), ha casos em que a construgédo de arvores
filogenéticas baseadas apenas em dados morfoldgicos ndo consegue chegar a
um resultado satisfatério, pois marcadores morfolégicos sao fendtipos
determinados, muitas vezes, pelo ambiente em que o organismo se encontra,
podendo a influéncia ambiental ser prejudicial a anédlise se os caracteres forem
considerados de forma incorreta.

Um outro problema que se relaciona aos marcadores morfologicos é que
estes possuem a desvantagem de serem trabalhados ao nivel do organismo
inteiro e sdo em sua maioria dominantes ou recessivos. Por outro lado,
marcadores moleculares sdo co-dominantes e, por isso, apresentam maior
quantidade de informagéo genética por loco (FERREIRA & GRATTAPAGLIA,
1998).

Dessa forma, os marcadores moleculares além de mais seguros
possuem outras vantagens em relacdo aos caracteres morfologicos, pois
podem ser trabalhados objetivamente eliminando o problema da subjetividade,
além de poderem ser obtidos em grandes quantidades e utilizados para
investigar as relagdes filogenéticas em diversos niveis (MEYER, 1997).

Segundo Nei & Kumar (2000) apud LIMA (2003), afirmam que a

comparacao de qualquer grupo de organismos € possivel a partir de dados de
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acidos nucléicos, pois estes apresentam semelhante composi¢cado, o que seria
impossivel na sistematica filogenética classica. Além disso, estes mesmos
autores indicam que como a mudanca evolutiva dos caracteres moleculares
pode estar associada a um padrdo, € possivel a utilizacdo de modelos
matematicos para avaliar as mudangas e comparar os acidos nucléicos de
organismos menos relacionados.

Devido a todas essas vantagens, os dados moleculares estdo sendo
cada vez mais utilizados para diversas finalidades: estudos de filogeografia,
determinacado da estrutura populacional, identificacdo de espécies cripticas,
genética de populagdes e reconstrucéo das relagdes de parentesco dos grupos
(ROCHA et al., 2002; MCMILLEN-JACKSON & BERT, 2004; SILVA, 2004).
Além disso, a utilizacdo destes marcadores surge como uma maneira de
esclarecer relagdes filogenéticas dificeis de abordar por outros métodos, como
também uma forma de questionar visdes filogenéticas propostas anteriormente
(RUSSO, 2001).

Um outro ponto que também pode ser levantado em favor da utilizacao
de marcadores moleculares € que estes podem inclusive auxiliar a promover
uma nova visdo das relagdes de parentesco entre 0s grupos, pois
complementam as analises obtidas através de dados paleontoldgicos,

morfologicos e do desenvolvimento (WADA et al., 1992).

1.7.1- DNA ribossémico nuclear (nrDNA)

Apesar das ascidias serem utilizadas como modelos em pesquisas
relacionadas a poluicdo marinha (TARJUELO et al., 2001), biologia evolutiva,

fisiologia, biologia celular e imunologia, pouco & conhecido a respeito de suas
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caracteristicas genéticas (KANO et al., 2001). Entretanto, este fato vem se
modificando, pois ja ha genomas mitocondriais de ascidias (Ciona savignyi e
Ciona intestinalis) completamente sequenciados (YOBORI et al., 2003; GISSI
et al., 2004) e ferramentas moleculares ja vém sendo utilizadas para elucidar
ainda varias questdes, tais como dispersdo larval, bioinvasdo, presenca de
espécies cripticas, entre outras (YOUNG et al., 1997; LAMBERT, 2005b).

De acordo com MOORE (2003), muito ja foi revelado sobre as relagbes
evolutivas dos organismos a partir de genes altamente conservados, como
aqueles que codificam para o RNA ribossdmico. Por conta disso, diversos
trabalhos citam a utilizagdo destes genes para elucidar a filogenia dos mais
diferentes organismos nos mais diversos taxons (SWALLA et al., 2000), sejam
eles Platyhelminthes (CAMPOS et al., 1998), Insecta (LI et al., 2005), Porifera
(ADIS & PETERSON, 2005) ou Molusca (WINNEPENNINCKX et al., 1998;
CANAPA et al., 2001).

Além dos grupos ja mencionados, esta sequéncia também tem sido
utilizada por varios pesquisadores na tentativa de solucionar as relacbes de
parentesco entre os principais grupos de Tunicata (TURON & LOPEZ-
LEGENTIL, 2004), a filogenia dos tunicados dentro dos deuterostdmios
(SWALLA et al., 2000), avaliar classificacbes antigas dentro de Ascidiacea
(MORENO, 2003), bem como esclarecer questbes sobre o estilo de vida
ancestral dos cordados, a origem da colonialidade em ascidias e a prépria
relacdo de parentesco dos cordados (TURON & LOPEZ-LEGENTIL, 2004).

Segundo GORAB (2001), RNAs ribossdbmicos sao essenciais na
fisiologia celular, pois estes componentes interagem com as proteinas

ribossébmicas para formar as subunidades dos ribossomos que atuam na
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sintese de proteinas sendo, desta forma, os principais produtos de transcricdo
de uma célula.

O DNA ribossémico nuclear (nrDNA) apresenta-se constituido de
sequéncias conservadas (18S, 5,85 e 28S e seus homdlogos) e néo
conservadas (ITS- internal transcribed spacer e ETS- external transcribed
spacer) (GORAB, 2001; OLIVERIO et al.,, 2002; WINCHELL et al., 2002)

(FIGURA 7).

ETS 185 285 NTS

ITS1 | 58S ITS 2

Figura 7- Representacdo esquematica do nrDNA. ETS, NTS e ITS. Fonte:
MATIOLI, 2001. :

Tais seqUéncias se encontram em numero variavel nos diferentes
organismos (YOKOTA et al., 1989) e, nos eucariontes, estas estdo agrupadas
repetidamente, uma atras da outra, em uma ou mais regides cromossdmicas
(AVISE, 2004; BENDEZU et al., 2005) e sé&o transcritas no nucleo na forma de
um percussor simples (pre-RNA), que se apresenta separado por espagadores
internos e externos, os quais sdo removidos durante o processamento do RNA

(SUMIDA et al., 2004). Cépias adjacentes das unidades de repeticdo do nrDNA
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estdo separadas por espagadores nao transcritos (NTS), também denominadas
espacadores intergénicos (CARRANZA et al., 1999).

Apesar das regides NTS ndo serem transcritas, as sequéncias
denominadas ITS e ETS o s&o, sendo crucial a excisdo correta destes
espacgadores no processamento do pre-rRNA, ja que esse passo € fundamental
na biogénese de uma unidade ribossomal ativa (OLIVERIO et al., 2002)

As regides do nrDNA que codificam para as regides 5,8S, 18S e 28S do
rRNA séo constituidas por sequéncias altamente conservadas (YOKOTA et al.,
1989) e que apresentam diferentes taxas de evolugdo, sendo desta forma
largamente utilizados em analises filogenéticas (BARGUES & MAS-COMA,
1997).

Apesar de genes da regido 28S também serem utilizados para
reconstrucdo de filogenias (MCARTHUR & KOOP, 1999; GILLESPIE et al.,
2005), a regiao da subunidade menor do nrDNA (18S ou SSU rRNA) sofre
menores taxas de mutagdo em seus genes do que a regido 28S, por isso sua
eficiéncia em resolver problemas filogenéticos mais profundos (BARGUES &
MAS-COMA, 1997). Entretanto, segundo ABOUHEIF et al. (1998), um fato que
deve ser levado em consideragao na constru¢ao de arvores filogenéticas é que,
apesar da regido 18S se tratar de uma sequUéncia conservada, ha certa
heterogeneidade em seus sitios, fazendo com que existam por¢cdes mais
conservadas do que outras.

Regides ITS, por outro lado, apresentam areas altamente variaveis
(RAAHAUGE & KRISTENSEN, 2000), portanto de grande heterogeneidade
(YOKOTA et al.,, 1989), pois apresentam alta taxa de evolugdo (ADDIS &

PETERSON, 2005), sendo utilizados em estudos filogenéticos de taxons que
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apresentam divergéncia evolutiva recente (COLEMAN & VACQUIER, 2002).
Além disso, segundo OLIVERIO et al. (2002), tais sequéncias sdo excelentes
marcadores utilizados para a distincdo de espécies.

As sequUéncias da regido 18S tém sido largamente empregadas na
tentativa de inferir relagdes filogenéticas tanto em taxons distantemente
relacionados como em organismos bastante préximos (WIKLUND et al., 2005),
por isso mesmo, quando os taxons analisados apresentam grande distancia
génica, caso das ascidias, a regidao 18S do nrDNA ainda assim pode ser
utilizada para solucionar suas relacdes de parentesco (ZENG & SWALLA,

2005) .

1.8 - Mudangas na sequéncia de DNA

Apesar da molécula de DNA apresentar-se como um material altamente
estavel (ALBERTS et al., 2004), algumas vezes podem ocorrer erros
(mutagdes) tanto na replicagdo como no reparo da mesma (GAUR & LI, 1999),
e até mesmo erros provocados por meio de fatores ambientais como radiacao
quimica ou raios ultravioleta (PAGE & HOLMES, 1998).

De acordo com MEYER (1997), as substituicbes nucleotidicas se
enquadram em dois grupos: transi¢cées e transversdes; sendo que a primeira
indica a substituicdo de uma purina por outra purina, ou uma pirimidina por
outra pirimidina. Ja as substituicdes do tipo transversao indicam a substituicdo
de uma purina por uma pirimidina e vice-versa (PAGE & HOLMES, 1998).
Entretanto, é importante salientar que tais tipos de mutacdes tém diferentes
probabilidades de acontecimento (MEYER, 1997), pois normalmente a taxa de

transicdo é maior que a de transversdo, uma vez que este ultimo gera
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mudancas na molécula de DNA, fazendo com que a probabilidade de
acontecer reparo celular neste tipo de substituicdo € muito maior do que no
evento de transicdo (MIYAKI et al., 2001). Contudo, as probabilidades de
ocorréncia de tais eventos vdo se modificando a medida que a divergéncia
entre as sequéncias analisadas aumenta, decrescendo o numero de transi¢coes
em relagdo ao de transversdes (SCHNEIDER, 2003).

Um outro ponto a ser discutido com relacdo as mutacdes esta
relacionado a insercao e delecdo de um nucleotideo em uma sequéncia de
DNA, os quais sao coletivamente classificados como indels (GAUR & LI, 1999).
Tal termo é empregado pois néo se pode determinar se ocorreu a inser¢gao ou
a delegdo numa sequéncia analisada de DNA (CALCAGNOTTO, 2001).

Ainda relacionado aos indels, PAGE & HOLMES (1998) indicam que a
presenca de insercdes e delecbes sao eventos que ocorrem mais comumente
em regides ndo codificadoras, mas que algumas vezes podem existir em
regides codificadoras causando frequentemente efeitos deletérios.

Além dos casos ja mencionados, as inversdes também sao um outro tipo
de modificagcdo no DNA, que ocorre por meio da remocg¢ao de parte de um
segmento de nucleotideos, com a sua posterior inser¢cdo na mesma localizagéo

s6 que em sentido inverso (PURVES et al., 2002).

1.9 - Sistematica filogenética

Desde a antiguidade o homem tem necessidade de sistematizar a
diversidade biologica (MIYAKI et al., 2001). Desta forma, os sistemas de
classificagdo dos organismos tem registros que datam da Grécia antiga, com

Platao e Aristételes (AMORIM, 2002).
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Segundo este mesmo autor, os primeiros sistemas de classificacéo
baseavam-se no agrupamento dos organismos com base em suas
semelhangas morfologicas, persistindo essa visdo mesmo depois da teoria da
evolucdo ter sido proposta. Dessa maneira, havia uma certa contradicdo no
modo de classificar os seres, ja que a sistematica praticada ndo levava em
conta o processo evolutivo, mas apenas a formagao de grupos com base em
caracteres parecidos.

Foi nesse cenario que Willi Henning (1966) criou um novo método de
reconstrucao das relacbes de parentesco dos seres vivos, denominado
sistematica filogenética (AMORIM, 2002), a qual indicava que “organismos que
compartilhassem condigdes derivadas (apomorficas) de caracteres poderiam
ser hipotetizados como sendo descendentes da espécie ancestral na qual a
condigdo primitiva (plesiomérfica) passou (por mutagéo) a condigdo derivada”
(MIYAKI et al., 2001).

Desse modo, a reconstrugcdo filogenética consiste em estimar as
supostas relagbes de ancestralidade para um conjunto de taxons, o que é
representado graficamente pelas arvores filogenéticas que consistem de nds
(internos e externos) e ramos (FIGURA 8) (WILEY et al., 1991; MIYAKI op. cit.,
2001; AVISE, 2004), onde no final destes, ou seja, nos nds terminais tem-se as
unidades taxonémicas operacionais - OTU (operation taxonomic unity)
(AMORIM, 2002), que podem ser fosseis ou seres ainda ndo extintos
(DESALLE, 2005), como também, no caso de estudos moleculares, alelos ndo

recombinantes (AVISE, 2004) e genes especificos (MOUNT, 2004).
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Segundo MOUNT (2004) e MEIDANIS & SETUBAL (1994), a topologia
da arvore, ou seja, a forma como ela é organizada e as posigdes relativas aos

nos indicam as relagcdes de ancestralidade entre as OTUs.

Nos terminais

RN
N
w
B
o

Ramos No interno

Figura 8 — Representagdo de uma arvore filogenética com as indicagbes de
ramos, nés internos e externos e OTUs (referentes aos numeros 1, 2, 3, 4 € 5).

Um outro conceito importante em reconstrugdo filogenética é
denominado grupo externo ou “outgroup”, que corresponde ao ancestral
comum mais proximo dos organismos do grupo interno (“ingroup”) (MIYAKI et
al., 2001). Conforme YOON & KIM (2000) e MEIDANIS & SETUBAL (1994), o
taxon escolhido como outgroup servira para enraizar o cladograma, dar sentido
temporal a analise de um grupo, ou seja, estabelecer a diregdo das
modificagdes ocorridas entre os taxons, indicando quais caracteristicas séo
apomorficas e quais sédo plesiomoérficas (MIYAKI et al., op. cit.). Desta forma,
estes mesmos autores indicam que o grupo externo ndo deve ser relacionado
de maneira distante com as OTUs do grupo interno, pois isso poderia resultar
em um grande numero de homoplasias.

Quanto a representagcao da arvore, esta pode ocorrer de forma
enraizada ou nao (AVISE, 2004) (FIGURA 9). Aquelas que ndo apresentam

raiz indicam apenas a topologia entre as diversas OTUs (MIYAKI, 2001),
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refletindo meramente as distancias entre as unidades, sem que seja expressa a
nogao de ancestralidade (WEIR, 1996). Contudo, arvores enraizadas nos dao a
nog¢ao de ordenamento temporal entre as unidades taxondmicas e informacao

a cerca do ancestral comum do grupo.

A B

Figura 9- Representacéo de uma arvore enraizada (A) e ndo enraizada (B).

Outros pontos importantes tratados em filogenia sdo os conceitos de
monofilia e polifilia. Grupos monofiléticos sdo aqueles que incluem um
ancestral unico comum e todas as espécies descendentes desse ancestral. Ja
a polifilia é caracterizada quando partes de dois ou mais grupos monofiléticos
diferentes séo reunidas (MIYAKI ET AL, 2001; SCHNEIDER,2003).

Com relagado ainda as arvores filogenéticas, AMORIM (2002) cita que é
importante fazer a distingdo entre cladograma, que “¢ um dendograma que
expressa relagdes filogenéticas apenas entre taxons terminais, ou seja, as
conexdes entre as espécies indicam apenas que ha uma histéria comum e nao
uma espécie ancestral propriamente dita”, e arvore filogenética que “expressa
relagbes filogenéticas tanto em taxons terminais, quanto entre espécies

ancestrais e descendentes”.
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1.10- Filogenia molecular

Filogenias sdo ferramentas de grande importancia, ndo somente para
estabelecer relagbes evolutivas entre um grupo de organismos, mas sao
utilizadas também para predizer futuras tendéncias em doencas infecciosas,
resisténcias a medicamentos e a indicagao do ancestral comum das formas
viventes (CLEMENT et al., 2000).

O termo filogenia molecular se refere a filogenia macromolecular, ou
seja, o estudo dos padrbes de ancestralidade e o grau de parentesco entre os
organismos, pelo uso dos dados moleculares como sequéncias de acidos
nucléicos e proteinas, insercbes ou elementos transponiveis, ou outros
marcadores moleculares (LIMA, 2003).

Entretanto, € necessario conhecer os genes que se esta trabalhando,
pois genes diversos podem indicar diferentes historias evolutivas (MOUNT,
2004). Desta forma, € cada vez mais comum os bidlogos moleculares
construirem arvores filogenéticas no intuito de procurar genes ortélogos e
paralogos de diferentes organismos (NEI & KUMAR, 2000).

Genes paralogos sédo genes derivados por duplicagdo dentro de um
genoma e que desenvolvem novas fungbes (BARNES & GRAY, 2003). Ja os
genes ortélogos retém a mesma fungéo e divergiram por especiagdo no curso
da evolugdo (BARNES & GRAY, op. cit.), ou seja, ortdlogos ocorrem em
diferentes espécies, mesmo tendo a mesma funcéo, ja os genes paralogos
existem no mesmo genoma, mas possuem fungdes diferentes (GIBAS &
JAMBECK, 2001).

De acordo com MEYER (1997), moléculas ortélogas nos transmitem

informacgdes sobre a histdria evolutiva dos organismos, pois divergiram de um
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ancestral unico, tratando-se assim do mesmo gene presente em diversas
espécies. Desta forma, as filogenias moleculares s6 pode ser inferidas de
forma correta se as sequéncias de DNA comparadas corresponderem a genes
ortdlogos (PAGE & HOLMES, 1998), pois apenas a diferenga entre tais genes
dentro das diferentes espécies reflete eventos de especiagcdo (SCHINEIDER,
2003).

De acordo com MEYER (1997), é absolutamente necessario comparar
genes ortélogos para sugerir eventos filogenéticos, do contrario, a inferéncia
que estaria sendo realizada seria a historia evolutiva dos genes e nao dos
organismos. Contudo, BAXEVANIS et al. (2002) indica que a comparagao de
organismos nao pertencentes a mesma espécie pode levar os pesquisadores a
comparar genes paralogos na auséncia de ortdlogos, o0 que comprometeria a

analise filogenética (MEYER op. cit.)

1.11- Bioinformatica

A bioinformatica, também conhecida como biologia computacional, &
uma ciéncia interdisciplinar que envolve varios campos de estudo como:
biologia, ciéncia da computacdo, matematica e estatistica (MOUNT, 2004),
tendo surgido como resultado do avango de tecnologias experimentais, em
particular da grande quantidade de sequéncias de DNA (CREIGHTON, 1999).

Tal ciéncia € um campo de pesquisa novo, que emprega ferramentas
computacionais avangadas (NAHUM, 2001) e depende de melhorias tanto na
area de software como de hardware, além de facilidades como a utilizagdo da

rede mundial de computadores (internet) (LESK, 2002).
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Bancos de dados

Segundo CREIGHTON (1999), desde a iniciagcdo do Projeto Genoma
Humano, por volta da década de 80, o esforco de sequénciar genomas de
organismos simples a complexos, que vao desde bactérias ao homem, vem
consequentemente aumentando a necessidade de formacdo de bancos de
dados e tecnologias associadas a interpretagdo de tais seqiéncias. Em vista
disso, ha quatro bancos de dados publicos que guardam/estocam as
sequéncias nucleotidicas dos diversos organismos que ja tiveram parte ou todo
o seu DNA sequenciado, sendo eles: GenBank, Genome Sequence DataBase
(GSDB), ambos dos Estados Unidos; o European Molecular Biology Laboratory
(EMBL) e Nucleotide Sequence Database, todos dois do Reino Unido e o DNA
Database of Japan (DDBJ) (CASEY, 1992).

Concomitante a criagdo de repositorios para guardar a enorme
quantidade de sequéncias produzidas nos laboratérios, também se fez
necessaria a criagdo de programas que realizassem busca de sequéncias em
bancos de dados, para determinar dentre as milhares de sequéncias
armazenadas aquela que seria potencialmente a mais relacionada com a
sequéncia de interesse (BAXEVANIS et al., 2002). Desta forma, varios
programas foram desenvolvidos a partir de algoritmos, com a finalidade de
permitir comparagdes (alinhamentos) de sequéncias de DNA produzidas
(query) com todas as sequéncias de dominio publico depositadas em bancos
de dados (PROSDOCIMI et al., 2002).

O primeiro programa a realizar tal fungdo foi o FASTP para busca de

proteinas e uma outra versao para procura de acidos nucléicos, o FASTN, os
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quais foram unidos em um programa unico denominado FASTA (MEIDANIS &
SETUBAL, 1994). Tal programa faz pesquisas otimizadas para alinhamentos
locais, utilizando para tanto uma matriz de substituicdo retornando a sequéncia
mais proxima, ou seja, o alinhamento considerado melhor.

Posteriormente, surgiu um outro programa denominado BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool), o qual é atualmente a ferramenta mais utilizada
na procura de regides de similaridade local (PERTSEMLIDIS & FONDOR llI,
2001), tanto pelo poder de identificar sequéncias similares, como pela sua
rapidez (BEDELL et al.,, 2003). Tal programa nao visa conduzir uma
comparacao de extensdo total das moléculas comparadas. Na verdade, o que
se identifica no banco de dados é a presenga de uma sequéncia parecida
(similar) aquela pesquisada (ALTSCHUL et al., 1990; PROSDOCIMI et al.,
2002). No programa BLAST séo utilizadas janelas, cada uma contendo 12
bases, que sdo comparadas com as sequéncias depositadas nos bancos de
dados. A partir destas janelas, chamadas “sementes”, o alinhamento é
estendido nas duas direcbes sem a adicdo de buracos. Desse modo, os
resultados ndo produtivos sédo descartados logo no inicio (MEIDANIS &
SETUBAL, 1994).

Nesse programa ha um parémetro, o valor de “E” ou E value, calculado a
partir de sofisticadas teorias estatisticas, que expressa a dificuldade de
encontrarmos uma sequéncia perfeitamente idéntica nos bancos de dados, ou
seja, este valor demonstra a chance de tal comparacéo ter sido encontrada por
simples coincidéncia (MEIDANIS & SETUBAL, op. cit.). Segundo estes

mesmos autores, o0 resultado desta busca retorna aquelas sequéncias
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depositadas com maior similaridade sem buracos e que teria a menor

probabilidade de ter sido encontrada ao acaso.

Alinhamento multiplo e edigao de sequéncias

De acordo com MOUNT (2004), o ponto de inicio para constru¢céo de
uma arvore filogenética € o alinhamento multiplo das sequéncias, pois somente
a partir disso € possivel a comparacdo de sequéncias para o estudo dos
modelos de evolugao entre os diferentes organismos (CHENNA et. al., 2003).

Um alinhamento consiste em realizar a comparagao de duas ou mais
sequéncias (alinhamento multiplo) “escrevendo-as” uma sob a outra de
maneira a formar colunas com caracteres iguais (MOUNT,2004). O obijetivo do
alinhamento é fazer com que a posi¢ao (sitio) de cada base nitrogenada ou
aminoacido das sequéncias que estejam sendo comparadas fique uma sob a
outra (RUSSO, 2001; SCHNEIDER, 2003) (FIGURA 10).

Entretanto, essas colunas idénticas nem sempre ocorrem, pois a
presenca de inser¢cdes e ou delegcbes de nucleotideos durante o processo
evolutivo pode vir a gerar sequéncias homdlogas de DNA de tamanhos
diferentes (CALCAGNOTTO, 2001), por isso a inser¢géo de buracos (gaps) em
pontos arbitrarios deve ser realizada no intuito de representar tais eventos, de
modo que as sequéncias apresentem bases igualmente alinhadas (MEIDANIS
& SETUBAL, 1994; PROSDOCIMI et al,.2002; SCHNEIDER, 2003).

Além das insercdes e delegdes, um outro problema enfrentado sdo as
mutagdes do tipo substituicdo, ou seja, aquelas do tipo transi¢ao e transverséo,
que originam no alinhamento uma série de bases desemparelhadas (MEYER,

1997). Desse modo, procura-se valorizar bases igualmente alinhadas e
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penalizar alinhamentos de bases desiguais ou que contenham buracos

(MEIDANIS & SETUBAL, 1994).
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Figura 10- Alinhamento multiplo das sequéncias de representantes de Tunicata
por meio do programa ClustalX.

Ha duas formas de se fazer o alinhamento das sequéncias: por meio do
alinhamento inteiro (global) ou somente em certas regides (alinhamento local)
(CHENNA et al., 2003). O primeiro tipo de alinhamento visa alinhar a sequéncia
inteira, utilizando para tanto o maior numero possivel de caracteres sendo,
deste modo, mais interessante se utilizado para sequéncias muito conservadas
ou que apresentem alto grau de similaridade. O alinhamento local é util para
alinhar sequéncias nao muito conservadas, pois neste tipo de alinhamento
porcdes similares das sequéncias sao alinhadas e entdo estendidas até
encontrar pares de bases diferentes. Desse modo, ha a formacao ilhas de

bases pareadas e ndo pareadas entre as sequéncias (MOUNT, 2004).
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Atualmente, para realizar tais tipos de alinhamento, encontram-se
disponiveis diversos programas computacionais especializados (RUSSO,
2001). Contudo, o programa mais comumente utilizado para alinhamento global
de sequéncias multiplas é o Clustal (CHENNA et al., 2003). Neste programa o
alinhamento é feito em duas etapas. Inicialmente, todas as seqléncias sao
comparadas par a par e uma medida de similaridade maxima é calculada entre
cada duas sequéncias. Baseando-se no calculo obtido anteriormente, as
sequéncias dos grupos mais relacionados séo alinhadas primeiro, em seguida
as que se conectam a estas, e assim por diante, até que todas as demais
sequéncias sejam alinhadas gradualmente (THOMPSON et al., 1997; RUSSO,
2001).

Segundo SCHNEIDER (2003) o alinhamento multiplo das sequéncias
indica uma hipotese de homologia entre as bases dos taxons estudados. Desse
modo, uma indicagéo verdadeira da filogenia entre os grupos depende mais do
alinhamento correto das sequéncias analisadas do que dos métodos de
construgéo filogenética (BROWN, 2000; LIMA, 2003).

Devido a essa grande importancia e complexidade do alinhamento, é de
fundamental importancia o uso de um editor de sequUéncias para que seja
realizada uma inspecédo no alinhamento, de modo a corrigir possiveis erros,
como também para a codificagdo de insergbes ou dele¢gdes (BROWN, 2000;

SCHNEIDER, 2003) (FIGURA 11).
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Figura 11- Edicdo do alinhamento multiplo realizado para as sequéncias de
Tunicata por meio do programa BioEdit.

Construcao de cladogramas

De acordo com GRAUR & LI (1999) os dados moleculares podem ser
classificados em duas diferentes categorias: os caracteres e as distancias. Os
primeiros podem ser uma altura, peso, ou até mesmo a posicdo de um
nucleotideo em cada taxon sob estudo (GRAUR & LI, op. cit.). Ja os dados de
distancia se referem a quantificacdo dos nucleotideos que diferem entre
sequéncias alinhadas de DNA (PAGE & HOLMES, 1998).

RUSSO et al. (2001) indicam que os métodos baseados em caracteres
analisam cada sitio separadamente construindo ao final uma arvore a partir dos
proprios caracteres. Os métodos de distancia, por outro lado, comparam
sequéncias homologas de DNA reduzindo a variagdo entre estas a uma unica
medida de distancia, a qual é utilizada para elaboracao da arvore final.

Conhecendo a natureza destes dados moleculares, ha varios métodos
estatisticos que podem ser utilizados para reconstru¢ao da filogenia molecular

dos grupos, sendo os principais e mais comuns classificados em ftrés
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categorias: métodos de distancia, métodos de verossimilhanga e métodos de
parciménia (NEI & KUMAR, 2000). Apesar da diversidade dos métodos
empregados, nem as aplicagbes praticas nem tedricas destes algoritmos séo
aceitas por todos os pesquisadores (NEI & KUMAR, 2000).

Quanto ao método de maxima parcimébnia, assume-se que este se
baseia em um modelo de evolucdo onde uma mudanga € mais provavel que
duas (MIYAKI et al., 2001), ou seja, o principio da maxima parciménia indica
que a topologia que requer o menor numero de mudangas evolucionarias
(substituicdo nucleotidica) € a mais aceita para explicar os dados (GRAUR &
LI, 1999).

Segundo os mesmos autores, este principio foi primeiramente
formulado por William de Ockham, que indica que a melhor hipétese € aquela
que requer o menor numero de passos. Nesse método, o niumero de mudancgas
evolucionarias em uma arvore filogenética € simplesmente a soma do numero
de mudancas em cada sitio.

De acordo com PAGE & HOLMES (1998) entre as vantagens da
maxima parciménia estédo a facilidade do seu entendimento, pois ndo ha muitas
suposi¢coes a cerca do processo evolutivo, além da grande diversidade de
softwares que o utilizam e o fato de ser um método extensivamente estudado
matematicamente. Contudo, estes mesmos autores indicam que em alguns
modelos de evolugdo a maxima parcimdnia mostra-se nao consistente,
possibilitando a construgdo de uma arvore nao verdadeira, onde em
determinadas topologias acontece o que se denomina atragdo de ramos longos

( “long branch atraction”).
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Segundo MIYAKI et al. (2001), apesar do nome, o fenébmeno de long
branch atraction ndo estd relacionado ao tamanho dos ramos, mas a
ocorréncia de taxons que apresentam taxas de evolugao tdo elevadas que as
demais OTUs sdo agrupadas erroneamente por ndo serem tao divergentes.
Desse modo, a presenca de sequéncias com taxas de evolugdo muito
discrepantes ou quando estas sdo muito divergentes é que levam a formagéao
de tal efeito. Uma maneira de contornar tal problema se da pela adicao de
novas sequéncias aquela filogenia (PAGE & HOLMES, 1998).

Os métodos de distancia se baseiam na idéia de que se conhecemos a
distdncia evolutiva atual entre os taxons a partir de seu conjunto de
sequéncias, é possivel reconstruir a histéria evolutiva das mesmas (PAGES &
HOLMES, 1998). Nestes métodos duas etapas sédo requeridas: o calculo da
distancia propriamente dita (a partir destes calculos uma matriz de distancia é
obtida) e a constru¢do da topologia (RUSSO et al., 2001; SCHNEIDER, 2003).

Para a obtengdo das distancias, diversos algoritmos podem ser
utilizados. Desse modo, para termos confianga na topologia apresentada, é
necessario empregarmos o meétodo correto (POSADA & CRANDAL, 1998).
Devido a essa grande dificuldade de escolha do modelo de substituicdo mais
apropriado, foi desenvolvido o programa Model Test, que compara modelos
progressivamente mais complexos a partir de analises estatisticas e escolhe o
modelo de evolucdo de DNA que mais se adequa aos dados observados
(SCHNEIDER, 2003).

Apos a construcdo da matriz de distancias, € necessario escolher um
algoritmo de reconstrugéo da arvore propriamente dita. Um dos algoritmos mais

utilizados é denominado Neighbor-joining (NJ) ou agrupamento de vizinhos, um
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método heuristico que proporciona rapidez computacional e que se assemelha
na pratica ao método de evolugado minima (PAGE & HOLMES, 1998).

Este método inicia a analise com uma arvore em forma de estrela, ou
seja, sem resolugdo. Em seguida, procura-se o par de vizinhos que minimize a
soma total dos ramos da arvore. Este par sera a primeira bifurcacido ou
resolugdo da arvore, e serdo tratados, a partir de entdo, como uma unica
unidade. Depois o segundo par que minimize a soma total dos ramos da arvore
€ procurado, agrupado com o outro par e tratado como uma unica unidade.
Esse processo continua até que se obtenha uma arvore completamente
resolvida. Assim, a cada passo, procura-se o0s vizinhos (neighbors) que
minimizam a soma total dos ramos (RUSSO et al., 2001).

Um outro algoritmo de construgédo de topologias é o UPGMA
(Unweighted Pair Group Method With Arithmetic Means), o qual foi inicialmente
desenvolvido para constru¢cdo de fenogramas taxonOmicos, mas
posteriormente passou ser utilizado também para construgdo de topologias de
cladogramas moleculares (GRAUR & LI, 1999).

Este método baseia-se em uma constru¢cdo de cladogramas
ultramétricos, ou seja, todas as extremidades sdo equidistantes da raiz da
arvore (PAGE & HOLMES, 1998). Além disso, estes mesmos autores indicam
que este algoritmo assume o principio do relégio molecular para a construgao
de topologias, ou seja, ele assume que todas as sequéncias evoluem a uma
taxa constante.

Segundo BROWN (2000) este é o modelo mais simples e de facil
interpretagcéo, pois o algoritmo agrupa o par de OTUs com menor distdncia e

recalcula a matriz de distdncia assumindo que o agrupamento anterior € uma
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OTU unica. A partir dos dados obtidos pelo recalculo da matriz, 0 método une
agora a OTU com menor distancia, ocorrendo tal processo até que todos os
taxons sejam incluidos na arvore filogenética final.

Entretanto, apesar da facilidade do emprego deste algoritmo, o fato
dele assumir o relégio molecular pode levar a construg¢do de cladogramas
irreais quando se analisam sequéncias com taxas evolutivas diferentes (NEI &
KUMAR, 2000). Além disso, os autores acima citados indicam que erros
também podem ocorrer quando as sequéncias analisadas apresentam
pequeno numero de nucleotideos.

Outro algoritmo que também emprega o método de distancias é
denominado evolu¢gdo minima (minimum evolution). Tal modelo tem a mesma
esséncia do método da maxima parcimdnia, pois procura a arvore que
apresenta o menor comprimento dos ramos (MIYAKI et al., 2001).

De acordo com NEI & KUMAR (2000), neste método a soma de todos
os tamanhos dos ramos sdo estimados, ou seja, ocorrem calculos para todas
as possiveis topologias, sendo escolhida aquela topologia que apresenta os

menores valores.

Teste de confianga em topologia

O bootstrap € uma técnica computacional que testa a confiabilidade
das arvores filogenéticas inferidas (NEI & KUMAR, 2000).

A base do método consiste de uma simples re-amostragem com
reposicao pseudoaleatodria dos dados. Inicialmente, uma arvore é construida

baseada na sequéncia de nucleotideos ou aminoacidos, que passa a ser a
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arvore original. Em seguida, o programa faz uma re-amostragem na ordem dos
aminoacidos ou nucleotideos da sequéncia original para a construgdo da
primeira arvore réplica. Em cada reamostragem, o numero total de dados
mantém-se constante. Contudo, uma nova arvore-réplica € construida. Esse
procedimento é obtido varias vezes até que, ao final, o teste compare cada
uma das arvores-réplica com a arvore original. (RUSSO et al.,, 2001; LIMA,
2003).

Desse modo, os valores de bootstrap apresentados sdo simplesmente
a porcentagem de vezes que o mesmo agrupamento original foi recuperado
nas arvores-réplicas (RUSSO et al. op. cit.).

De acordo com GRAUR & LI (1999) e RUSSO et al. (2001), os valores
de bootstrap sao interpretados como sendo os niveis de confianca para cada
clado, ou seja, eles revelam a consisténcia interna de dados, se a topologia
modifica muito conforme a re-amostragem de dados. Por tanto, quanto
menores forem os valores de bootstrap, menor sera a confiabilidade de uma
arvore filogenética (RUSSO et al., op. cit.).

Apesar do método de bootstrap ser amplamente utilizado como teste
de confianga de topologias (GRAUR & LI, 1999), ele apresenta certas
desvantagens em sua utilizagéo, pois NEI & KUMAR (2000) indicam que neste
teste as arvores filogenéticas precisam ser construidas para cada conjunto de
dados, portanto, demandando um elevado tempo computacional,
principalmente para conjuntos de dados analisados sob o método da maxima
parcimdnia e maxima verossimilhanga. Além disso, um outro ponto negativo é
que os valores de bootstrap tendem a sobreestimar elevados niveis de

confianga e subestimar baixos valores (GRAUR & LI op. cit.)
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2- Objetivos

Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi de avaliar as relagdes filogenéticas entre os
Tunicata e mais particularmente entre os Ascidiacea, utilizando sequéncias do

DNA ribossétmico nuclear.

Objetivos especificos

* Viabilizar um protocolo de extracdto de DNA genbmico para
Microcosmus exasperatus baseado no reagente CTAB.

* Amplificar por PCR e sequénciar a regido 18S do DNA ribossédmico
nuclear de M. exasperatus.

* Avaliar o grau de parentesco entre os Ascidiacea e deste grupo dentro
dos Tunicata e Chordata.

* Confrontar os dados obtidos com a classificacao atual de Ascidiacea.
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3- Materiais e Métodos

3.1. Coleta dos animais

A coleta dos exemplares de Microcosmus exasperatus ocorreu por meio
de mergulho livre, utilizando o método de coleta manual. Tais organismos se
encontravam em areas portuarias de Fortaleza e Pécem, ambos localizados no
Ceara, sobre pilastras sombreadas, em torno de dois metros de profundidade.
Os animais coletados foram acondicionados em recipientes plasticos contendo
agua do mar e posteriormente levados ao Laboratério de Biologia Aquatica do
Departamento de Engenharia de Pesca da Universidade Federal do Ceara
(LBA - UFC), onde foram identificados a partir de consulta bibliografica,
utilizando-se para tanto RODRIGUES et al. (1998) e LOTUFO (2002).

Os lotes com os exemplares receberam um numero de tombo e os
organismos foram entdo acondicionados em recipientes contendo alcool 96%,

visando preservar seus tecidos para posterior analise do material genético.

3.2. Isolamento do DNA gendémico

O DNA gendmico dos animais foi isolado de acordo com um método
baseado no uso do reagente CTAB (brometo de cetiltritlamonio), modificado a
partir daquele descrito por GROSBERG (1996).

Inicialmente, foram realizadas analises a fim de estabelecer qual a
regiao do animal seria mais eficiente para a extragdo do DNA genémico. Desta

forma, os animais tiveram sua tunica removida a fim de evitar contaminacdes
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do seu DNA pela presenga de outros organismos, ja que Microcosmus
exasperatus apresenta tunica recoberta por animais epibiontes. Foram
empregados dois métodos diferentes para a extragdo de DNA de M.
exasperatus. No primeiro foram utilizados apenas o lado direito do animal. No
segundo método, todo o animal foi utilizado para a extragdo de DNA.
Entretanto, estes tiveram suas cestas branquiais removidas visto que nestas
normalmente se encontram organismos em seu interior. Além disso, seus
conteudos intestinais foram esvaziados a fim de tornar a solugdo de CTAB
menos viscosa.

Além da procura da melhor regido do corpo de M. exasperatus para a
extracdo de DNA, também foram realizados testes no intuito de se verificar qual
a quantidade de peso seco mais eficiente para esta extracdo. Desta forma,
foram aferidos os pesos 0,3; 0,2 e 0,1 g para tais testes.

Realizadas as analises acima detalhadas, chegou-se a conclusdo que
para a extracdo de DNA deveriam ser retirados 0,3 g do animal, os quais foram
congelados em nitrogénio liquido e macerados com auxilio de grau e pistilo até
que fosse obtido um pdé fino, o qual foi transferido para um tubo eppendorf
estéril (1,5 ml) contendo 5 ul de proteinase K (solugdo estoque de 25 mg/ml) e
500 ul do tampéo de extragao 2XCTAB (Tris-HCI 1 M, pH 8,0, NaCl 4 M, EDTA
0,5M, CTAB 2% (v/v) e 1ul de 2-Mercaptoetanol 0,2 % previamente aquecido a
uma temperatura de 65°C. O extrato foi entdo incubado em banho-maria por
duas horas e os tubos invertidos a cada 30 minutos.

Logo apds essa etapa, foram adicionados 500 ul de PCI (25 partes de
fenol: 24 partes de cloroférmio: 1 parte de alcool isoamilico) aos tubos

contendo o material incubado e estes misturados por inversao. Os tubos foram
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entdo centrifugados a 8.000 rpm durante 18 minutos numa centrifuga mini-spin
Eppendorf, para que a fase aquosa (superior) e organica (inferior) fossem
separadas.

O sobrenadante foi transferido para um novo tubo eppendorf de mesmo
volume contendo 500 ul de CIl (24 partes de cloroférmio: 1 parte de alcool
isoamilico) e centrifugado a 8000 rpm por 18 minutos.

O sobrenadante foi novamente transferido para um tubo estéril, e a este
foi adicionado 1 ml de etanol 95% gelado. Apos a mistura da solugéo por
inversdo do tubo, o material foi estocado a —20°C de um dia para o outro e em
seguida centrifugado a 8000 rpm por 20 minutos.

Na etapa seguinte, o etanol foi retirado e o pellet de DNA lavado com
400ul de etanol 70%. Uma centrifugagao foi realizada a 3000 rpm por 3 minutos
seguida de outra lavagem com etanol 70%.

O pellet foi seco ao ar até que todo o alcool evaporasse e foi entdo
ressuspendido em 100 ul de TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM).

A quantificagdo do DNA genbémico obtido foi calculada a partir das
medidas de absorbancia a 260nm obtidas por meio de um espectofotometro

Ultrospec 2000 (Pharmacia Bioetch).

3.3. Eletroforese de DNA em gel de agarose a pH neutro

O DNA gendmico e os produtos de PCR foram analisados por

eletroforese em gel de agarose 0,8% e 1%, respectivamente, a fim de se

avaliar a qualidade do DNA gendmico e dos produtos de PCR obtidos.

58



O gel para visualizagdo das amostras foi preparado a partir de uma
solugédo aquecida de agarose e TBE 0,5X (Tris-Borato 45 mM, EDTA 1 mM), a
qual se adicionou posteriormente brometo de etidio (EtBr), de acordo com o
protocolo descrito por SAMBROOK et al. (1989). O tampé&o de corrida utilizado
foi TBE 0,5X e a corrida eletroforética foi realizada a uma voltagem constante
de 100mA (para DNA genémico) e 150mA (para produto de PCR).

Em cada poco do gel foram aplicados aproximadamente 5ul do produto
de amplificagdo da PCR e 3pl do tampao de amostra (glicerol 30%, TE pH 8,0,
azul de bromofenol 0,25%).

A eletroforese foi finalizada quando o azul de bromofenol alcancou 2/3
do comprimento total do gel. Apds a eletroforese, as bandas de DNA foram
visualizadas com luz UV (302nm) em um transluminador MacroVue (Pharmacia
Biotech) e o gel fotografado com maquina Polaroid GelCam.

Os marcadores de peso molecular utilizados foram DNA A digerido com
Hind Ill e DNA ¢$X-174 digerido com Hae lll (Phamacia Biotech do Brasil),
sendo o primeiro utilizado como marcador para DNA gendémico e o segundo

como indicador da quantidade de pares de base para os produtos de PCR.

3.4. Amplificagcao da regiao 18S do nrDNA, por reagcao em cadeia da DNA

polimerase (PCR)

O fragmento de DNA correspondente a regidao 18S do nrDNA foi
amplificada por PCR utilizando-se como substrato DNA gendmico previamente
isolado e oligonucleotideos (Invitrogen) especificos para as extremidades que

flanqueiam a regido 18S (Tab. 1).
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Tabela 1- Nome e sequéncia dos oligonucleotideos utilizados para amplificagcao
da regido-alvo.

Oligonucleotideos  Sequéncia dos oligonucleotideos Sentido do

utilizados anelamento
18SF1 GTCATATGCTTGTCTCAAAGA 53
18SR1.1 TCTAATTTTTTCAAAGTAAACGC 3—=5
18SF2 TAATTCCAGCTCCAATAG 53
18SR2 CCACCCATAGAATCAAGA 3—=5
18SF3 GGCACCACCAGGAGTGGA 53
18SR3 CAATGATCCTTCCGCAGG 3—=5

Em um tubo eppendorf estéril de 150ul foi preparada uma mistura com
os componentes indicados na tabela 2. Todos os componentes foram incluidos,
com excegao do DNA genbmico e da agua estéril, que foram diretamente
adicionados em tubos Axygen Scientific (USA) 0,2ul, os quais posteriormente
receberam uma aliquota de 150ul da mistura, totalizando um volume de 25ul
por reacao.

O controle negativo foi realizado adicionando todos os componentes
acima especificados, com excegdo do DNA gendmico e, no lugar deste, foi
acrescida agua Milli Q estéril para completar o volume necessario para a
reacao de PCR .

O processo de amplificacdo se deu a partir do uso de um termociclador
PTC-200 (MJ Research Inc., USA), conforme indicado na Tabela 3. Apds o
ultimo ciclo, as amostras permaneceram estocadas a 4 °C no termociclador até

que fossem estocadas em freezer. Para analise do produto da reagao, uma
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aliquota de 5ul foi removida e submetida a eletroforese em gel de agarose a

1%, como descrito anteriormente.

Tabela 2- Constituintes e volumes utilizados na preparagao da mistura.

Componentes da reacao de PCR Volume utilizado
Tampao de reacédo 10 X* 2,5l

BSA 2,5ul

Mistura de dNTP’s (1,25mM cada) 5,0 ul
Oligonucleotideo 5’ (5uM) 2,5ul
Oligonucleotideo 3’ (5uM) 2,5l

DNA gendmico (100ng/ml) Tul

H20 miliq esteéril 8,8ul

Taq DNA polimerase (5U/ul) 0,2 ul

* Tris-HCI 100mM pH 9,0, MgCl> 15mM e KCI 500mM

Tabela 3— Condi¢des de amplificacdo da regido 18S.

Ciclo Etapa Temperatura (°C) Tempo (min)
1° ciclo Desnaturacéao 95 3
Anelamento 50 1
Extensao 72 1
2° ao 29° ciclo Desnaturacéao 95 1
Anelamento 50 1
Extensao 72 1
ultimo ciclo Desnaturacéao 95 1
Anelamento 50 1
Extensao 72 9
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3.5. Reagao de sequenciamento

Os produtos de PCR (fragmentos de DNA) amplificados foram previamente
diluidos em agua destilada estéril, nas proporgdes 1:5, 1:3 ou 1:2, de acordo
com a intensidade da banda de DNA visualizada no gel de agarose. Dessa
diluicdo foram requeridos 5 uL para reagdo de sequenciamento, a qual foi
realizada utilizando o kit DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing
(Amersham Biosciences), seguindo as instru¢des do fabricante.

Apos o ultimo ciclo da reagado de sequenciamento (Tabela 4), os fragmentos
obtidos foram submetidos a etapa de precipitagao, que consiste na remocao de
sais e produtos provenientes do kit de sequenciamento que n&o foram
incorporadas aos produtos de PCR. O processo de precipitacdo consistiu em

diversas centrifugacdes e a adi¢cado de isopropanol, etanol e loading solution.

Tabela 4- Condi¢bes da reagdo de sequenciamento

Ciclo Temperatura Tempo
1° 95°C 20 seq.
2° 50°C 15 seg.
3° 60°C 1 min.

4° ao 25° 95°C 20 seg.

As reacdes de sequenciamento de DNA foram analisadas em um
sequenciador automatico de DNA MegaBACE 1000 (Amersham Biosciences),
segundo as seguintes condi¢des de injecdo da amostra: 1Kv por 160s, 1 Kv por

120s, 2 Kv por 60s.
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3.6. Montagem das sequéncias consenso

As sequéncias brutas obtidas do sequenciador foram analisadas por
meio do programa Sequence Analizer do sequenciador MegaBACE 1000, o
qual é utilizado com o intuito de elaborar as seqliéncias consenso, apenas
sequéncias de boa qualidade, diminuindo assim erros de montagem.

A partir da escolha das melhores sequéncias foi utilizado o pacote de
programas PhredPhrapConsed para a montagem da sequéncia final/consenso:
o programa Phred (EWING, 1998), identifica as sequéncias de DNA geradas
pelo sequenciador, o Phrap permite sua visualizagdo e o programa Consed
(GORDON, 1998) permite a visualizagdo e edicdo das mesmas, obtendo-se

assim uma sequéncia consenso.

3.7. Busca em bancos de dados publicos

Em poder da sequéncia consenso da regido 18S do nrDNA de M.
exasperatus foi realizada uma busca no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov)
através da ferramenta BLAST (ALTSCHUL et al.,1990), das sequéncias que
mais se relacionavam com a sequéncia de M. exasperatus, no intuito de
confirmar os dados obtidos do sequenciamento e determinar se havia
similaridade dessaa sequéncia consenso com as demais sequéncias ja

depositadas no referido banco de dados.
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3.8. Alinhamento multiplo das seqliéncias.

Em posse das sequéncias necessarias a construgcdo das arvores
filogenéticas, foi realizado o alinhamento multiplo das sequéncias, utilizando
para tanto o programa ClustalX (THOMPSON, 1997), seguindo os parametros
de alinhamento descritos em SCHNEIDER, 2003.

Foram realizados um total de quatro alinhamentos, sendo no primeiro
utilizadas  sequéncias dos grupos Echinodermata, Hemichordata,
Cephalochordata, Vertebrata e Tunicata, no segundo utilizadas apenas as
sequéncias de representantes do filo Chordata (Vertebrata, Cephalochordata,
Myxini e Tunicata) e de Sacoglossus pusillus, o qual foi escolhido como grupo
externo. No terceiro alinhamento somente as sequéncias de Tunicata foram
alinhadas, com S. pussilus novamente escolhido como grupo externo; e por fim
teve-se o0 alinhamento dos representantes de Ascidiacea (com a inclusdo das
sequéncias de Microcosmus caudicans e M. sulcatus) (Tabela 5).

Tabela 5- Espécies que tiveram suas sequéncias 18S copiadas do GenBank

com seu respectivo numero de acesso no referido banco de dados e
classificagao.

Acesso no GenBank Espécie Classificagao
AY133474 Holothuria impatiens Echinodermata;
Holothuroidea
AF088805 Luidia foliolata Echinodermata;
Asteroidea
AF236799 Harrimania planktophilus Hemichordata;
Enteropneusta
M97571 Branchiostoma floridae Chordata;

Cephalochordata
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Acesso no GenBank Espécie Classificagao
AY428817 Branchiostoma Chordata;
lanceolatum Cephalochordata
MO7574 Myxine glutinosa Chordata;
Vertebrata
AB193735 Auxis rochei Chordata; Craniata;
Vertebrata
DQ222453 Bos taurus Chordata; Craniata;
Vertebrata
AB013015 Oikopleura sp. Chordata; Tunicata;
Appendicularia
D14366 Thalia democratica Chordata; Tunicata;
Thaliacea
AB013013 Doliolum nationalis Chordata; Tunicata;
Thaliacea
AB013011 Pyrosoma atlanticum Chordata; Tunicata;
Thaliacea
AY 116615 Didemnum candidum Chordata; Tunicata;
Ascidiacea;
Aplousobranchia
Didemnidae
AY116614 Clavelina picta Chordata; Tunicata;
Ascidiacea;
Aplousobranchia
Clavelinidae
AY 116612 Amaroucium stellatum Chordata; Tunicata;
Ascidiacea;
Aplousobranchia
Synoicidae
L12443 Styela montereyensis Chordata; Tunicata;

Ascidiacea;
Stolidobranchia;

Styelidae
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Acesso no GenBank

Espécie

Classificagao

L12440

AY903925

AY903926

AF165827

AY903924

AY903922

AY903923

AY903930

AF165821

Pelonaia corrugata

Halocynthia igaboja

Pyura haustor

Herdmania curvata

Boltenia villosa

Metandrocarpa taylori

Styela gibbsii

Corella inflata

Chelyosoma siboja

Chordata; Tunicata;
Ascidiacea;
Stolidobranchia;
Styelidae
Chordata; Tunicata;
Ascidiacea;
Stolidobranchia; Pyuridae
Chordata; Tunicata;
Ascidiacea;
Stolidobranchia;
Pyuridae
Chordata; Tunicata;
Ascidiacea;
Stolidobranchia;
Pyuridae
Chordata; Tunicata;
Ascidiacea;
Stolidobranchia; Pyuridae
Chordata; Tunicata;
Ascidiacea;
Stolidobranchia; Styelidae
Chordata; Tunicata;
Ascidiacea;
Stolidobranchia; Styelidae
Chordata; Tunicata;
Ascidiacea;
Phlebobranchia;
Corellidae
Chordata; Tunicata;
Ascidiacea;

Phlebobranchia; Corellidae
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Acesso no GenBank

Espécie Classificagao

AF236803

AIDRG18S

AF165823

AY903919

AY903921

AY903920

L12426

AY903927

DQ149331

Phallusia mammilata Chordata; Tunicata;
Ascidiacea;Phlebobranchia;
Ascidiidae
Ascidia ceratodes Chordata; Tunicata;
Ascidiacea;
Phlebobranchia;
Ascidiidae
Ciona savignyi Chordata; Tunicata;
Ascidiacea;
Phlebobranchia; Cionidae
Molgula arenata Chordata; Tunicata;
Ascidiacea;
Stolidobranchia;
Molgulidae
Molgula retortiformis Chordata; Tunicata;
Ascidiacea;
Stolidobranchia;
Molgulidae
Molgula pugetiensis Chordata; Tunicata;
Ascidiacea;
Stolidobranchia; Molgulidae
Molgula manhattensis Chordata; Tunicata;
Ascidiacea;
Stolidobranchia; Molgulidae
Botrylloides violacea Chordata; Tunicata;
Ascidiacea;
Stolidobranchia; Styelidae
Microcosmus claudicans Chordata; Tunicata;
Ascidiacea;

Stolidobranchia; Pyuridae
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Acesso no GenBank Espécie Classificagao

DQ149330 Microcosmus sulcatus Chordata; Tunicata;
Ascidiacea;
Stolidobranchia;

Pyuridae

3.9. Edigao dos alinhamentos por meio do programa BioEdit.

Tendo em maos as sequéncias ja alinhadas, foi realizada uma inspecao
dos alinhamentos a procura de possiveis falhas nos mesmos. Além disso,
muitas sequéncias que apresentasem tamanhos diferentes foram cortadas para
que todas apresentem um tamanho final Unico. Tais edicdes foram realizadas

manualmente, com o auxilio do programa Bioedit, versédo 5.0.9. (Hall, 1999).

3.10. Verificagao da qualidade do sinal filogenético e o teste do modelo de

substituicao nucleotidica

A partir dos alinhamentos e da posterior edicdo dos mesmos, foi
realizado o teste de saturagdo de substituicbes com o auxilio do programa
DAMBE (Data Analysis Molecular Biology and Evolution) versdo 4.065 (Xia &
Xie, 2001).

Além disso, utilizando o programa Model Test (Posada & Crandall,
1998), que ¢é executado como uma sub-rotina do programa PAUP*
(Phylogenetic Analysis Using Parsimony, Swofford, 1998), foi indicado que o
modelo que melhor se adapta as sequéncias analisadas € o de Tamura-Nei
(1993) atribuindo o parametro da distribuicdo gama (y) para todos os conjuntos

de dados.
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3.11. Construcgao das arvores filogenéticas.

As analises filogenéticas foram realizadas com o auxilio do programa
MEGA (Molecular Evolutionary Genetic Analysis) versdao 2.1 (Kumar et al.,
2001), utilizando distribuicbes g (gama) e o modelo de evolugéo indicado pelo
programa Model Test.

Tais analises foram realizadas utilizando diferentes algoritmos para
construgdo de topologias de arvores filogenéticas, tais como: UPGMA e
neighbor-joining. Além disso também foi utilizado o método de maxima
parcimdnia para reconstrugdo das relagdes de parentesco entre os grupos.
Todas as analises citadas foram realizadas utilizando o teste de confianga
bootstrap com 1000 replicagdes.

Devido a grande heterogeneidade das sequéncias utilizadas para
reconstrugdo filogenética, quanto mais especificos se tornavam os
agrupamentos, mais dificil se tornava o alinhamento do conjunto de dados.
Dessa forma, alguns taxons foram retirados dos cladogramas quando estes se
tornavam mais especificos, primando pela manutengcdo do maior numero de

informagdo genética possivel.
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4- Resultados

4.1- Extracao de DNA genémico

O método de extragdo e isolamento de DNA baseado no reagente

CTAB (Brometo de cetiltrimetilamonio) mostrou-se eficiente no isolamento dos

acidos nucléicos de Microcosmus exasperatus. Inicialmente foram realizados

experimentos para verificar a quantidade em gramas mais oportuna para uma

eficiente extragcdo de DNA, bem como a identificacdo da regido do animal que

melhor produziria DNA gendémico de qualidade. Desta forma, foi observado que

a quantidade ideal de tecido seria de 0,3 g e a utilizagado de todo o animal foi
mais eficiente para o propdsito ao qual se destinava.

Na eletroforese em gel de agarose a 0,8% em presenca de brometo de

etidio pode-se perceber a presengca de uma unica banda com tamanho de

aproximadamente 23 Kb (FIGURA 12).

M1 2345 6
-ull LA

Figura 12- Eletroforese em gel de agarose a 0,8% contendo EtBr a 0,5ug/ml,
visualizado em luz UV. M- marcador de alto peso molecular; 1- 0,3 gramas do
lado direito do animal; 2- 0,2 gramas do lado direito do animal; 3- 0,1 grama do
lado direito do animal; 4- 0,3 gramas do animal inteiro; 5- 0,2 gramas do animal
inteiro; 6- 0,1 grama do animal inteiro.
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4.2- Amplificagao da regidao 18S do nrDNA de Microcosmus exasperatus
Os produtos de PCR correspondentes as amplificagées da regido 18S
do nrDNA foram visualizados a partir de eletroforese em gel de agarose 1%.
Foi constatada, a partir da analise da eletroforese, a amplificacdo de um unico
fragmento de DNA correspondente a cerca de 600 pb em todas as amostras

estudadas (FIGURA 13).

Figura 13- Eletroforese em gel de agarose 1% contendo EtBr a 0,5ug/ml,
visualizado em luz UV. Poco 1: marcador de baixo peso molecular; Pocos 2, 5
e 8: primeiro segmento do 18S (nrDNA); Pogos 3, 6 e 9: segundo segmento do
18S (nrDNA); Pogos 4, 7 e10: terceiro segmento do 18S (nrDNA).

4.3- Alinhamento multiplo de sequiéncias

A partir da busca realizada no banco de dados do GenBank (NCBI —
National Center for Biotechnology Information) por meio da ferramenta BLAST
foi possivel constatar que a regido sequenciada de Microcosmus exasperatus
de fato correspondia a regido 18S do nrDNA dos demais ascidiaceos. Esse fato
foi constatado tanto pela similaridade apresentada entre esta seqléncia e as

demais sequéncias depositadas no GenBank, como pelos valores de E ou E
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value que apresentaram-se muito préximos de 0, indicando assim que é muito
pequena a probabilidade desta sequéncia ter sido obtida ao acaso.

A partir dos alinhamentos realizados foi possivel perceber a presenca
de indels e diversas substituicdes de base do tipo transicdo e transverséo.
Além disso, foi possivel perceber em algumas seqiéncias um grande numero
de inser¢des, bem como diversidade do tamanho das sequéncias, o que
representou uma dificuldade no alinhamento e edigdo das mesmas.

Um outro fato que também pdde ser percebido durante o alinhamento
foi a presenga de regibes que apresentam estrutura secundaria altamente

conservada, correspondentes a regides denominadas /loop.

4.4- Saturagao das substituicoes de bases

A partir da analise dos dados obtidos pelo teste de saturacdo de
substituicdes foi possivel perceber que a taxa de transi¢cao/transversao esta
aumentando de forma linear com o tempo, portanto, os dados nao se
mostraram saturados e por isso podem ser utilizados para inferir filogenias

(FIGURA 14).
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Figura 14- Grafico da taxa de transi¢cdes (XS) e transversbes (DV) versus a
divergéncia das sequéncias utilizando o modelo de Tamura-Nei (1993), para os
dados provenientes da regido do nrDNA 18S.

4.5- Analises de agrupamento e as matrizes de distancia
A composicado nucleotidica das sequéncias abordadas neste trabalho,
bem como o conteudo GC das diferentes sequéncias podem ser visualizados

na tabela 6.

Tabela 6- Taxons analisados no trabalho indicando sua composicao
nucleotidica e o comprimento final das sequéncias, apds alinhamento e edicéo
das mesmas (T = timina, C = citosina, A = adenina G = guanina).

Taxons analisados T(%) C(%) A(%) G(%) Total
Boltenia villosa 24.8 22.5 23.3 29.4 1172
Herdmania curvata 249 22.0 23.5 29.5 1195
Pyura haustor 244 22.3 23.5 29.8 1164
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Taxons analisados T(%) C(%) A(%) G(%) Total
Metandrocarpa taylori 25.2 22.2 23.1 29.5 1171
Botrylloides violacea 25.0 21.7 23.9 29.4 1194
Styela gibbsii 25.0 22.3 23.4 29.3 1198
Molgula manhattensis 26.3 20.8 24.2 28.8 1196
Styela montereyensis 25.3 22.0 23.5 29.2 1198
Pelonaia corrugata 25.0 22.4 23.4 29.3 1198
Microcosmus 25.4 22.3 231 29.2 1168
exasperatus

Halocynthia igaboja 24.7 22.7 23.5 29.1 1162
Molgula retortiformis 26.4 20.7 241 28.8 1197
Molgula arenata 25.9 20.9 24 .4 28.8 1195
Molgula pugetiensis 25.1 22.0 23.9 29.0 1197
Corella inflata 255 22.0 23.2 29.3 1162
Chelyosoma siboja 251 22.5 22.7 29.8 1169
Phallusia mammilata 23.5 23.6 22.4 30.6 1197
Ascidia ceratodes 241 23.2 22.5 30.2 1197
Ciona savignyi 25.0 22.4 22.8 29.8 1020
Pyrosoma atlanticum 24.6 22.6 231 29.7 1189
Thalia democratica 25.8 21.7 23.3 29.2 1127
Branchiostoma 22.3 24.7 22.6 30.4 1148
lanceolatum

Branchiostoma floridae 22.4 24.5 22.6 30.5 1160
Myxine glutinosa 20.3 25.8 20.9 33.0 1189
Auxis rochei 22.6 24.6 23.1 29.7 1206
Bos taurus 21.5 25.9 221 30.5 1213
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Taxons analisados T(%) C(%) A(%) G(%) Total
Holothuria impatiens 22.7 24.7 22.5 30.1 1266
Luidia foliolata 21.7 24.8 22.9 30.6 1177
Harrimania planktophilus  22.5 24.7 21.8 31.0 1215
Saccoglossus pusillus 22.8 24.7 22.0 30.4 1217
Doliolum nationalis 23.7 23.0 22.7 30.6 1181
Oikopleura sp. 27.5 20.0 25.2 27.3 1153
Mlcrocosmus sulcatus 24.5 21.9 24.2 29.5 654
Microcosmus claudicans  24.2 22.0 24.3 29.5 658
Didemnum candidum 28.8 17.9 26.3 27.0 911
Total 24.4 22.8 23.2 29.7 1172.8

4.6- Cladogramas

Os cladogramas (FIGURAS 15 a 30) foram obtidos através do programa

Mega utilizando o modelo de substituicdo nucleotidica de Tamura-Nei com

diferentes valores de distribuicdo gama para cada grupo de dados analisados

(tabela 7). Foram empregados diferentes algoritmos de topologias com o intuito

de verificar se existem diferengas nos cladogramas obtidos.
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Tabela 7- Valores de distribuicdo gama empregados para os conjuntos de

dados.

Conjunto de dados

Parametros

para

Proporcgao de sitios

analisados distribuicdo gama invariaveis
Ambulacraria + 0,5290 0,2809
Chordata
Chordata 0,5643 0,3027
Urochordata 0,5780 0,3557
Ascidiacea 0,5615 0,3677
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Cladogramas de Ambulacraria + Chordata

91| Bostaurus

Vertebrata

82 Auxis rochei

Myxine glutinosa

100 B.floridae

Cephalochordata

39 B.lanceolatum

95 Didemnum candidum
33 — Doliolumnationalis

Oikopleura sp.

24
94  Chelyosomasiboja

59 —Corellainflata

69 ——___Cionasavignyi

Ascidia ceratodes

99 28

100

Phallusia mammilata

Thalia democratica

53 Pyrosoma atlanticum

88 [ M.manhattensis

100 — M.retortiformis .
100 41 Tunicata
—— M.arenata

M.pugetiensis

67 S.montereyensis

99

S.gibbsii

81
66 ——__Pelonaia corrugata

[ Bofrylloides violacea

54

Metandrocarpa taylori

99

28 Halocynthiaigaboja

Microcosmus exasperatus

50  Pyurahaustor
68 [ Herdmaniacurvata
74 ——Boltenia villosa

[ Holothuria impatiens

Echinodermata

72— yidia foliolata

Harrimania plankiophilus

Hemichordata

Saccoglossus pusillus

Figura 15- Cladograma obtido pelo método Neighbor-joining para os
deuterostébmios estudados. Os numeros abaixo dos ramos indicam os valores
de boosrtrap (1000 replicagdes).
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100 Bostaurus

} Vertebrata

54 Auxis rochei

— B.floridae } Cephalochordata

100 —— B lanceolatum

32 9g[  Didemnumcandidum
67|  —|myxine quinosa|

Doliolum nationalis

Oikopleura sp.

22 79[ M.manhatensis

100 — M.retortiformis

100

M.arenata

34

M.pugetiensis

Thalia democratica

100 64  Clonasavignyi

61 — Chelyosoma siboja

95 ——_ Corellainflata

56 — Ascidia ceratodes Tunicata
57 95

100 —— phallusia mammilata

Pyrosoma atlanticum

Herdmania curvata
99

78 Pyurahaustor

30 — Boltenia villosa

100 29 Halocynthia igaboja

100 —_____ Microcosmus exasperatus

51 39  Botrylloides violacea

—— Metandrocarpa taylori

47 [ Pelonaiacorrugata

99 [ S.montereyensis

61 —— g gibbsii

Holothuria impatiens

} Echinodermata
Luidia foliolata

Harrimania plankiophilus

Saccoglossus pusillus

} Hemichordata

Figura 16- Cladograma obtido pelo método UPGMA para os deuterostomios
estudados. Os numeros abaixo dos ramos indicam os valores de boosrtrap
(1000 replicagoes).
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Bos taurus

Vertebrata

Auxis rochei
Myxine glutinosa

[ B.floridae

} Cephalochordata

—_ B.lanceolatum

Oikopleura sp.

Didemnum candidum

\

—— Doliolum nationalis

[ Ascidia ceratodes

Phallusia mammilata

[ Chelyosomasiboja

— Corellainflata
Ciona savignyi

[ Thaliademocratica

—— Pyrosoma atlanticum

[ M.manhattensis

M. retortiformis
Tunicata

M.arenata

M.pugetiensis

[ S.montereyensis

— S.gibbsii

Pelonaia corrugata

Botrylloides violacea

Metandrocarpa taylori

Microcosmus exasperatus
Halocynthia igaboja
Pyura haustor

Herdmania curvata

Boltenia villosa /

[ Holothuria impatiens

95
80
35
100
34
91
99
91
34
38
83
41 40
56
78
100
35 100
72
98
67
62
49
93
34
28
72
65
40

— Luidiafoliolata

} Echinodermata

Harrimania plankiophilus } Hemichordata

Saccoglossus pusillus

Figura 17- Cladograma obtido pelo método da maxima parciménia para os
deuterostdémios estudados. Os numeros abaixo dos ramos indicam os valores

de boosrtrap (1000 replicagdes).
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91

Bos taurus

82

100

Auxis rochei Vertebrata

Myxine glutinosa

B.floridae

39

95

} Cephalochordata

B.lanceolatum

33

24

99

94

Didemnum candidum
Doliolum nationalis
Oikopleura sp.

Chelyosoma siboja

59

69

— Corellainflata
Ciona savignyi

Ascidia ceratodes

28

72 41

100

Phallusia mammilata

Thalia democratica

53

89

——Pyrosoma atlanticum

M.manhattensis

100

81

M. retortiformis

Tunicata

M.arenata

68

M.pugetiensis

S.montereyensis

99

66

S.gibbsii

Pelonaia corrugata

Bofrylloides violacea

54

99
28

— Metandrocarpa taylori

[ Halocynthiaigaboja

50

68

Microcosmus exasperatus

Pyura haustor

74

[ Herdmaniacurvata /
Boltenia villosa

[ Harrimania planktophilus

100

} Hemichordata

Saccoglossus pusillus

Luidia foliolata

Figura 18-

}Echinodermata

Holothuria impatiens

Cladograma obtido pelo método Neighbor-joining para o0s

deuterostdmios estudados, com Holothuria impatiens como grupo externo. Os
numeros abaixo dos ramos indicam os valores de boosrtrap (1000 replicagdes).
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53

100

Bos taurus

32

67

} Vertebrata

Auxis rochei

B.floridae

100 —

98

}Cephalochordata

B.lanceolatum

Didemnum candidum

Myxine glutinosa

Doliolum nationalis

23

100

79

Oikopleura sp.

[ M.manhatensis

34

—— M.retortiformis
M.arenata

M.pugetiensis

100

56

94

61

65

Thalia democratica

[ Cionasavignyi

95

99

—— Chelyosomasiboja

Corellainflata

Ascidia ceratodes Tunicata

100

Phallusia mammilata

Pyrosoma atlanticum

100

29

30

78

Herdmania curvata

[ Pyurahaustor

51

39

Boltenia villosa
Halocynthia igaboja
Microcosmus exasperatus

[ Botrylloides violacea

47

99

—— Metandrocarpa taylori

Pelonaia corrugata

58

61

[ S.montereyensis /
— S.gibbsii

Luidia foliolata _-Echinodermata

[ Harrimania plankiophilus

100

}Hemichordata

— Saccoglossus pusillus

Holothuria impatiens + Echinodermata

Figura 19- Cladograma obtido pelo método UPGMA para os deuterostdmios
estudados, com Holothuria impatiens como grupo externo. Os numeros abaixo dos
ramos indicam os valores de boosrtrap (1000 replicagdes).

81



35

80

95

Bos taurus

Auxis rochei
Myxine glutinosa

[ B.floridae

100

—_ B.lanceolatum

34

91

Oikopleura sp.

Didemnum candidum

91

41

38

34

99

—— Doliolum nationalis

[ Ascidia ceratodes

40

35
40

— Phallusia mammilata

[ Chelyosomasiboja

83

— Corellainflata
Ciona savignyi

[ Thaliademocratica

100

100

56—

78

Pyrosoma atlanticum

M.manhattensis

67

62

98

72

M. retortiformis
M.arenata
M.pugetiensis

[ S.montereyensis

93

49

—— S.gibbsii

Pelonaia corrugata

Botrylloides violacea

Metandrocarpa taylori

34

28

72

Halocynthia igaboja
Pyura haustor

[ Herdmaniacurvata

65

Boltenia villosa

[ Harrimania planktophilus

100

—— Saccoglossus pusillus

Luidia foliolata

Holothuria impatiens

Microcosmus exasperatus

Vertebrata

}Cephalochordata

\

Tunicata

J

} Hemichordata

}Echinodermata

Figura 20- Cladograma obtido pelo método da maxima parcimdnia para os
deuterostdmios estudados, com Holothuria impatiens como grupo externo. Os
numeros abaixo dos ramos indicam os valores de boosrtrap (1000 replicagdes).
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Vertebrata

Cephalochordata

Tunicata

Echinodermata

Hemichordata

C

Vertebrata

Cephalochordata

Tunicata

Echinodermata

Hemichordata

B
Vertebrata
Cephalochordata
Tunicata

Echinodermata

Hemichordata

Figura 21- Arvores filogenéticas propostas para Ambulacraria + Chordata. A- método
Neighbor-joining; B- método UPGMA,; C- método da Maxima Parciménia.
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Cladogramas de Chordata

76 T Bos taurus

86 — Auxis rochei Vertebrata
— Myxine glutinosa

100 [ Branchiostoma floridae }Cephalo

— Branchiostoma lanceolatum chordata

Doliolum nationalis \
76 T Chelyosoma siboja

>4 4 — Corella inflata

60 — Ciona savignyi

— Ascidia ceratodes

24
93 98 — Phallusia mammilata

— Thalia democratica

71— Pyrosoma atlanticum

99 I Clawlina picta

57 — Didemnum candidum

70

— Oikopleura sp.

98 [ Molgula manhattensis

9 —— Molgula retortiformis Tunicata

43 — Molgula arenata

Molgula pugetiensis

67— Herdmania cunvata

39 — Boltenia \illosa

33 — Pyura haustor

— Halocynthia igaboja

34— Microcosmus exasperatus
96

Metandrocarpa taylori

Botrylloides \violacea

65

— Pelonaia corrugata

99 — Styela montereyensis
69— Styela gibbsii

35

Saccoglossus pusillus

Figura 22- Cladograma dos Chordata obtido pelo método Neighbor-joining. Os
numeros abaixo dos ramos indicam os valores de boosrtrap (1000 replicagdes).
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29

100 Bos aurus } Vertebrata

Auxis rochei

41

100 ,78ranchiostoma lanceolatum }Cephalochordata

Branchiostoma floridae

Oikopleura sp.

Doliolum nationalis

64 My xine glutinosa

34

Didemnum candidum

99

Clavelina picta

Molgula retortif ormis
100 Molgula arenata

Molgula pugetiensis

66

Thalia democratica

Ciona savignyi

L
89 (:Molgula manhattensis
100
82

78 Chelyosoma siboja

95 —— Corellainflata

Ascidia ceratodes
w
100

Tunicata

Phallusia mammilata

Pyrosoma atlantcum

94

100

Herdmania curvata

41 K:Pyura haustor
14

Boltenia villosa

29

55

Halocynthia igaboja

Microcosmus exasperatus

Botrylloides violacea
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Figura 23— Cladograma dos Chordata obtido pelo método UPGMA. Os
numeros abaixo dos ramos indicam os valores de boosrtrap (1000 replicagdes).
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Figura 24- Cladograma dos Chordata obtido pelo método da maxima
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(1000 replicagoes).

86



Cladogramas de Tunicata
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Figura 25- Cladograma para os Tunicata obtido pelo método do Neighbor-
Joining. Os numeros abaixo dos ramos indicam os valores de boosrtrap (1000

replicagdes).
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Figura 26- Cladograma para os Tunicata obtido pelo método UPGMA. Os
numeros abaixo dos ramos indicam os valores de boosrtrap (1000 replicagdes).
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Figura 27- Cladograma para os Tunicata obtido pelo método da maxima
parcimébnia. Os numeros abaixo dos ramos indicam os valores de boosrtrap

(1000 replicagoes).
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Cladogramas de Ascidiacea
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Figura 28- Cladograma obtido para os Ascidiacea pelo método Neighbor-

Joining. Os numeros abaixo dos ramos indicam os valores de boosrtrap (1000
replicagdes).
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Figura 29- Cladograma obtido para os Ascidiacea pelo método UPGMA. Os
numeros abaixo dos ramos indicam os valores de boosrtrap (1000 replicagdes).
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5- Discussao

5.1- DNA gendbmico

A realizacdo de estudos moleculares com ascidias tem se mostrado
dificil, uma vez que ha a presenca de componentes secundarios associados
ao seu DNA (COHEN et al.,, 1998), fornecendo na extracdo um DNA de
qualidade inferior.

O uso de sequéncias de DNA como caracteres geram uma grande
quantidade de dados, mas a qualidade e quantidade do DNA extraido da
espécie em estudo é que indica a viabilidade de estudos moleculares
envolvendo acidos nucléicos (LIMA, 2003).

Protocolo de extracdo de DNA gendmico, similar ao utilizado nste
estudo, baseado em reagente CTAB tem sido utilizado em diversos grupos,
tais como plantas (WANG et al.,, 2005) e animais (VOLLMER & PALUMBI,
2004), dentre eles ascidias (COHEN et al., 1998). Entretanto, apesar de tais
protocolos utilizarem o mesmo detergente, os métodos de extracdo e
purificacdo de DNA freqlUentemente sofrem modificacbes em suas técnicas,
devido as particularidades bioquimicas de cada espécie (LIMA, 2003).

GROSBERG (1996), indica um protocolo de extracdo de DNA, que
utiliza detergente CTAB, especifico para ascidias. Este protocolo, contudo,
carecia de certas informacdes quanto ao processo de obtencdo de tal
molécula, pois ndo designava qual a regido e a quantidade de tecido que
deveriam ser utilizadas para tal extragdo. Desta forma, no intuito de solucionar
os problemas ja descritos, foram testadas diferentes quantidades em gramas
de animal fresco, a fim de se obter a quantidade de peso 6tima para as

analises subsequentes de DNA e foram testadas também, diferentes regides
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do animal na tentativa de verificar qual delas produziria DNA de melhor
qualidade. A partir dos dados obtidos (FIGURA 12) 0,3 gramas e a utilizagcao de
todo o animal foram os parametros que se mostraram mais eficientes para

obtencdo da molécula de DNA.

5.2- Reqgido 18S

Como ja citado anteriormente, as analises filogenéticas inferidas a partir
de sequéncias de DNA s&o obtidas analisando regides conservadas nos taxons
sob estudo (MEYER, 1997). Genes nucleares do DNA ribossémico dispdem de
relativamente poucas variagdes nucleotidicas, principalmente nos seus
menores niveis taxonémicos (COLEMAN & VACQUIER, 2002). Desta forma,
pesquisas recentes tém dado seu enfoque a reconstrucdo de filogenias das
principais linhagens de metazoarios utilizando, para tanto, genes do nrDNA,
principalmente 18S (PASSAMANECK et al., 2004), que de acordo com COHEN
et al.(1998), também tem se mostrado apropriado para reconstru¢cdo da
filogenia molecular das familias de ascidias.

Muitas das moléculas de DNA dos organismos vivos apresentam
comprimentos bastante extensos. Uma estratégia utilizada é fragmentar a
molécula de DNA em pedagos menores, sequénciar tais fragmentos e entéo
unir os mesmos no intuito de restabelecer a molécula original (MOUNT, 2004).

Esse método foi o mesmo empregado no sequenciamento da regido 18S
do nrDNA de M. exasperatus (FIGURA 13), que resultou em um fragmento final
de cerca de 1168 nucleotideos (ANEXO 2).

Quanto ao conteudo GC da espécie M. exasperatus o resultado obtido

foi de 44%. Tal medida é definida como a porcentagem média de guaninas e
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citosinas na sequéncia de DNA (NAHUM, 2001). Este mesmo autor indica que
ha duas hipbteses para explicar a presenga de regides ricas em G+C, uma
delas indica que um alto valor de GC esta relacionado a uma adaptacédo dos
vertebrados a altas temperaturas. Outra hipotese indica que as diferengas na
composicao de bases seriam causadas por variacdes nos padrdes de mutacéao.

De acordo com WINCHELL et al. (2002), os genes do nrDNA
apresentam grande diversidade do conteudo GC entre os organismos. Essa
diferenga pode ser melhor visualizada quando se relacionam diferentes grupos,
pois espécies de tunicados apresentam baixos valores de G+C, assim como
representantes protostémios. Contudo, o oposto ocorre quando sdo analisados
peixes-bruxa e hemicordados. Isso indica que a partir da analise do conteudo
GC, os tunicados apresentam valores baixos de tal parametro, caracteristica

semelhante aos protostémios.

5.3- Saturacdo de bases e modelo de substituicdo nucleotidica

De acordo com PAGES & HOLMES (1998), quanto maior o numero de
substituicdbes acumuladas entre duas seqUéncias, maior o numero de
modificagdes em sitios ja anteriormente modificados, ou seja, maior o numero
de saturacdes. Desta forma, as substituicbes recentes tem pouco ou nenhum
impacto no numero total de diferencas entre duas sequéncias, subestimando
eventos evolutivos importantes que possam ter ocorrido desde a divergéncia
inicial entre as sequéncias (LIMA, 2003). No caso dos dados aqui abordados o
fenbmeno da saturacdo ocorre de forma linear, e por isso puderam ser

utilizados.
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Ha uma grande diversidade de métodos utilizados para reconstruir
filogenias, entretanto é necessario escolher o modelo de evolugdo do DNA que
melhor se ajusta a cada conjunto de dados (SCHNEIDER, 2003). Uma maneira
assegurar essa escolha se da por meio da utilizagdo do programa
MODELTEST que utiliza o teste LTR para comparar diferentes modelos e
escolher o mais apropriado. As arvores filogenéticas finais obtidas dependem
dos modelos de substituicdo nucleotidica escolhidos, por isso para termos
confianga no cladograma obtido € necessario também confiar no modelo
escolhido (POSADA & CRANDALL, 1998).

No presente trabalho, o método de distancia indicado pelo programa
MODELTEST foi o modelo Tamura-Nei (1993), que leva em consideragédo o
maior numero de parametros (RUSSO et al.,, 2001), como a diferengca na
freqUéncia de bases e atribuicdo de pesos maiores as transi¢des (LIMA, 2003).
Além disso, também foi incorporado o parametro da distribuicdo gama, o qual é
capaz de incorporar heterogeneidade nas taxas de substituicdo nucleotidica ao
longo dos sitios, pois estes ndo evoluem a uma taxa constante (SCHNEIDER,

2003).

5.4- Filogenias moleculares

Por muitos anos a filogenia de muitos grupos animais permaneceu
obscura para os zoologos (ALESHIN et al., 1998). Estudos procurando inferir
as relacgdes filogenéticas dos tunicados a partir de dados moleculares
comegaram a ganhar félego a partir da metade da década de 90 (SWALLA et

al., 2000).
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No caso dos cladogramas aqui obtidos, ndo ha a presengca de
politomias, o que esta de acordo com GRAUR & LI (1999), que indicam que em
estudos evolutivos o processo de especiagdo € considerado binario, ou seja,
em qualquer escala de tempo, a especiacao leva a formagao de apenas duas
espécies a partir da espécie ancestral. Desse modo, para politomias em um
cladograma ha duas possiveis interpretagdes: na primeira hipotese se infere
que a arvore realmente representa a filogenia verdadeira entre os taxons, ou
seja, que uma espécie ancestral deu origem a mais de duas espécies
simultaneamente ou entdo ha a segunda interpretacdo, que indicam que
filogenias com politomias representam o momento no qual a ordem exata das
bifurcagcdes ndo pode ser representada com fidelidade a partir dos dados
disponiveis.

Um outro fato que é necessario salientar foi a escolha do outgroup,
Saccoglossus pusillus, pois trabalhos anteriores utilizando sequéncias de
hemicordados e equinodermos conseguiram encontrar boas filogenias, as
quais se refletiram em ramos curtos nas arvores filogenéticas finais (WADA &
SATOH, 1994; WADA, 1998). Além disso, a utilizagdo de um grupo externo
muito distante do ingroup poderia causar um aumento nas homoplasias entre
as espécies que compbe tanto o grupo interno, como o grupo externo
(WINNEPENCKX et al, 1998).

Quanto aos valores de bootstrap, € importante ressaltar que ndo ha
entre os especialistas na area um consenso quanto ao valor minimo
significativo para expressar a confiabilidade de um né. HILLIS E BULL (1993)
propuseram valores de 70% de bootstrap como limiar de confianga. Entretanto,

LI (1997) indicou que apenas valores de bootstrap superiores ou iguais a 95%
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poderiam ser considerados significativos para propor um parentesco

(SCHNEIDER, 2003).

5.5- Relacoes filogenéticas de Chordata + Ambulacraria

De acordo com WINCHELL et al. (2002), sdo comuns estudos
relacionados a filogenia dos deuterostomios utilizando genes do rnDNA,
principalmente da regido 18S. Isso é corroborado também por WADA et al.
(1992), que indicam que sequéncias 16-18S e 23-28S do DNA e RNA
ribossébmico propiciam marcadores moleculares uteis para avaliar as relacdes
filogenéticas do reino animal.

A partir dos cladogramas construidos neste trabalho com o intutito de
identificar as relagbées de parentesco entre Chordata e Ambulacraria (FIGURAS
15 a 20), Chordata mostrou ser um taxon monofilético, como indicado por
TUBERVILLE et al. (1994) e WINCHELL et al. (2002). No entanto, isto ndo esta
de acordo com os dados obtidos por DELSUC et al. (2006), que indicam que tal
filo ndo poderia ser monofilético, pois ocorreu agrupamento de representantes
de Cephalochordata no grupo dos equinodermos.

Além de Chordata ter se mostrado monofilético, os subfilos que o
compdem também o sdo, assim como Echinodermata (FIGURA 15 e 17) e
Hemichordata (FIGURA 18 e 20).

Um cenario indicado pelos cladogramas neighbor-joining (FIGURA 15 e
18) é a formagéao do clado unindo Tunicata e Cephalochordata, mostrando que
os representantes de tais taxons sao mais proximamente aparentados entre si
do que com os vertebrados (FIGURA 21A), o que esta de acordo com GISSI et

al. (2004) que indicam uma maior similaridade da composigcdo do DNA
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mitocondrial de cefalocordados e tunicados. Contudo, os cladogramas
produzidos a partir dos métodos UPGMA (FIGURA 16 e 19) e maxima
parciménia (FIGURA 17 e 20) contradizem esses dados, indicando que
Vertebrata e Cephalochordata formam um clado irm&o de Tunicata (FIGURA
21B e 21C).

A partir da analise de 146 genes nucleares, DELSUC et al. (2006)
contrapdem todos os cenarios aqui obtidos indicando uma forte afinidade
filogenética entre tunicados e vertebrados. Tais autores afirmam ainda que ha
trabalhos utilizando dados morfolégicos e do RNA ribossémico que chegaram
aos mesmos resultados por eles obtidos, propondo assim um novo clado
denominado Olfatores para unir tais taxons.

Um dos motivos que pode ter levado a obtengao de cenarios evolutivos
tdo discrepantes pode estar relacionado a elaboragao de arvores filogenéticas
a partir de diferentes regides do DNA (RUSSO et al., 1995) ou ao numero de
genes utilizados no estudo, pois de acordo com DELSUC et al. (op. cit.)
filogenias baseadas em poucos ou em um unico gene levam a erros

estatisticos que podem mascarar resultados, levando a hipéteses incorretas.

5.6- Relacoes filogenéticas dos Chordata

Com relacdo aos cladogramas em que se utilizou apenas as espécies
de cordados (FIGURAS 22 e 24), pode-se notar a monofilia de todos os grupos
que fazem parte do filo Chordata: Vertebrata, Cephalochordata e Tunicata.
Entretanto, isso ndo foi observado no cladograma construido a partir do método
UPGMA (FIGURA 23), que indicou a parafilia de muitos taxons, apesar da

presenca do taxon monofilético Cephalochordata.
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Quanto ao grupo Vertebrata, o clado formado por Bos taurus e Auxis
rochei mostrou-se presente nos trés cladogramas produzidos, variando apenas
seus indices de confiabilidade (76%, 90% e 100%). No cladograma obtido pela
topologia UPGMA, Myxine glutinosa, um outro representante do mesmo subfilo,
formou um clado conjunto com as ascidias aplousobranquias. Isso pode ter
ocorrido pelo fato do algoritmo UPGMA se basear em similaridade total,
apresentando com isso um melhor desempenho para conjuntos de dados em
que as taxas de substituicdo ndo variam muito de uma linhagem para outra
(RUSSO et al., 2001).

O subfilo  Cephalochordata, representado pelas espécies
Branchiostoma floridae e B. lanceolatum, se mostrou monofilético em todos os
cladogramas apresentados. Além disso, tal clado obteve uma porcentagem de
confiabilidade de 100%, indicando que de fato o agrupamento pode ser
considerado confiavel, pois segundo NEI & KUMAR (2000) valores de
bootstrap entre 95 e 99% sao considerados elevados e desse modo a topologia
é considerada significante.

Um outro ponto de divergéncia entre os estudiosos esta relacionado ao
taxon Tunicata, pois alguns acreditam que tal grupo teria uma posi¢cao basal
em Chordata (WADA et al.,, 1992). Outros consideram os tunicados como
cordados derivados, com modos de desenvolvimento e estilos de vida
altamente especializados (DELSUC et al.,, 2006). GISSI et al. (2004)
argumentam que o genoma das ascidias € muito peculiar, sendo extremamente
divergente de Chordata, sendo por isso proposto por ZENG & SWALLA (2005)
como um grupo a parte. Contudo, essa visdo nédo € comum a todos os

pesquisadores, pois DELSUC et al. (2006) acreditam que mesmo com a
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deficiéncia de elementos morfoldgicos/sistematicos que agrupem vetebrados e

tunicados, estes sao filogeneticamente muito proximos.

5.7- Relacoes filogenéticas dos Tunicata

De acordo com WOLLSCHEID & WAGELE (1999), ja existem varios
trabalhos que tratam da filogenia de invertebrados utilizando sequenciamento
de DNA. Dessa forma, a filogenia molecular € uma forma de proporcionar
dados complementares as relacbes de parentesco propostas com base em
morfologia, paleontologia e anatomia, entre outros (GRAUR & LI, 1999). Além
disso, segundo BROWN (2000) a comparagao entre sequéncias é o método
mais confiavel e poderoso para responder questdes sobre as relagbes
evolucionarias entre os taxons. Contudo, com relacdo ao subfilo Tunicata, as
relagdes entre os grupos que o compde se mostram ainda bastante incertas
(ZENG & SWALLA, 2005).

O grupo Tunicata, segundo STACH & TUBERVILLE (2002), é um taxon
monofilético, o que pode ser também evidenciado pelos cladogramas aqui
obtidos (FIGURA 15,17,18, 20, 22 e 24). Além disso, de acordo com WADA
(1998) e SWALLA et al., (2000), Appendicularia foi o primeiro taxon a divergir
na histéria evolutiva do mesmo. Isto €& corroborado pelos cladogramas
construidos a partir dos modelos neighbor-joining (FIGURA 25) e maxima
parciménia (FIGURA 27), que indicam Oikopleura sp. como grupo irmao do
restante dos tunicados. Por outro lado, STACH & TUBERVILLE (2002) indicam
que Appendicularia sé é caracterizado como grupo basal de Tunicata na

auséncia de sequéncias de representantes de Aplousobranchia e que estudos
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por eles realizados com base em analises moleculares e dados morfolégicos os
unem como grupos irmaos.

Nos cladogramas aqui obtidos foram utilizados representantes dos dois
grupos (Appendicularia e Aplousobranchiata) e mesmo assim o primeiro foi
identificado como grupo basal e ndo houve reunido dos mesmos em um clado
comum.

Ainda com relagao aos Appendicularia, os representantes de tal taxon
apresentam elevadas taxas evolutivas quando os comparamos com o restante
dos tunicados, o que pode levar a formacdo do fenbmeno de long branch
attraction. Entretanto, quando se adicionam novos taxons as filogenias, no
intuito de minimizar tal problema, o que se observa é a formacédo de um clado
que une este grupo aos Stolidobranchia (ZENG & SWALLA, 2005), algo que
nao foi visualizado em nenhum dos cladogramas aqui obtidos.

Apesar de Appendicularia, se caracterizar como monofilético (STACH
& TUBERVILLE, 2002), nao foi possivel fazer inferéncias sobre as relagbes de
parentesco dos representantes do mesmo, ja que apenas uma unica sequéncia
(Oikopleura sp.) foi utilizada na analise, devido a caréncia de sequéncias 18S
do nrDNA das espécies pertencentes a este taxon.

De acordo com SWALLA (2001), Thaliacea parece ter desenvolvido
seu estilo de vida planctdnico a partir de ascidias adultas, tendo evoluido a
partir de representantes flebobranquios, e considerados os tunicados mais
derivados (ZENG & SWALLA, 2005). Tal fato estd de acordo com os dados
obtidos nas figuras 25 e 27 que mostram um clado formado pelo taxon

Phlebobranchia juntamente com alguns representantes de Thaliacea.
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Um outro ponto a ser abordado com relagdo ao taxon Thaliacea, € que
este se mostrou parafilético para todos os cladogramas formados, dado
corroborado por WADA (1998), mas oposto ao indicado por STACH &
TUBERVILLE (2002).

Estes mesmos autores notaram ainda que o clado formado por
Thaliacea e Phlebobranchiata era grupo irmé&o de Stolidobranchiata, o que
corresponde aos cladogramas 25 e 27. Além disso, eles indicaram conflitos no
agrupamento de representantes de Thaliacea, o que foi visualizado nos
cladogramas aqui encontrados, pois apesar de Thalia democratica e Pyrosoma
atalnticum formarem um clado unico nos cladogramas obtidos pelos métodos
MP e NJ, Doliolum nationalis nunca foi incluido nesse grupo, estando sempre
proximo de Didemnum candidum, um ascidiaceo representante de
Aplousobranchiata (FIGURA 26 e 28).

Ainda a cerca dos taliaceos, nos cladogramas 25 e 27, Salpidae e
Pyrosomidae formaram um clado unico, o que é corroborado por STACH &
TUBERVILLE (2002) para dados moleculares, mas estd em desacordo com
estes mesmos autores quando analises morfolégicas séo utilizadas, indicando
que as familias Doliolidae e Salpidae sdo grupos mais proximos.

Quanto a Ascidiacea, assim como Thaliacea, os dados obtidos
mostraram parafiletismo, fato ja indicado em trabalhos anteriores (WADA,

1998).

5.8- Relacoes filogenéticas dos Ascidiacea

De acordo com SWALLA (2001), ha diferentes sistemas taxonémicos
para classificar as ascidias, sendo os caracteres morfolégicos como a posi¢céao

e estrutura das gbnadas e caracteristicas envolvendo a cesta branquial os mais
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comuns. Esta mesma autora relata ainda que a reconstru¢cdo de filogenias
utilizando genes do rDNA e do rRNA sugerem a formagdo de trés taxons:
Aplousobranchia, Phlebobranchia e Stolidobranchia, o que esta de acordo com
os cladogramas obtidos pelos métodos neighbor-joining (FIGURA 28) e de
maxima parcimonia (MP) (FIGURA 30). Entretanto, o cladograma obtido pelo
método UPGMA (FIGURA 29) ndo confirma este cenario. Esta discrepancia
entre os cladogramas pode estar relacionada a uma caracteristica do método
UPGMA, que depende que a taxa de evolugao das sequéncias analisadas seja
constante, ou seja, que a taxa de substituicdo se mantenha a mesma por toda
a filogenia (RUSSO et al., 2001).

O fenbmeno da heterogeneidade nas taxas de evolugdo é bastante
comum e encontrado em diversos estudos evolutivos que se baseiam na
analise de moléculas (MYIAKI et al., 2001). Segundo DELSUC et al. (2006),
essa variagcao ocorre nas taxas evolutivas dos tunicados, o que foi identificado
também por SWALLA et al. (2000) para Ascidiacea, que parece apresentar tais
variagdes tanto dentro das familias como entre estas. Deste modo, o método
UPGMA n&o pode ser considerado o melhor modelo de construgcdo de
topologias para os tunicados.

Quanto aos cladogramas de Ascidiacea (FIGURAS 28, 29 e 30) é
possivel identificar trés possiveis cenarios que explicariam as relagdes de
parentesco de tal taxon. O primeiro indica um clado formado por
Aplousobranchia e Stolidobranchia, com valores de bootstrap de 36%. Ja o
método UPGMA (FIGURA 31B) indica o taxon Molgulidae como um grupo
irmao do clado que une Stolidobranchia e Phlebobranchia e o método MP

(FIGURA 31C) apresenta Aplousobranchia como grupo irmao de
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Stolidobranchia + Phlebobranchia, com valores de confiangca de 86%, o que
esta de acordo com TURON & LOPEZ- LEGENTIL, (2004), mas contrapde a
classificagdo das ascidias em Pleurogona e Enterogona, como suportado por
WADA et al. (1992) e indicado para explicar a variagdo na composi¢cao
nucleotidica da regido 18S do nrDNA.

De acordo com STACH & TUBERVILLE (2002) Aplousobranchia € o
grupo de ascidias mais basal, dado também observado a partir dos
cladogramas aqui obtidos (FIGURA 29 e 30). Além disso, estes mesmos
autores indicam que este é grupo irmao dos Appendicularia. Entretanto, ZENG
& SWALLA (2005) contestam tal dado, indicando que a regido 18S do nrDNA
das ascidias aplousobranquias se mostra bastante distinto do restante dos
Ascidiacea, propiciando deste modo um agrupamento erréneo de tal taxon. Nos
cladogramas aqui obtidos (FIGURAS 25 e 27), Didemnum candidum formou
um clado com Doliolum nationalis, um representante de Thaliacea, contestando
portanto os resultados de STACH & TUBERVILLE (2002).

Ainda com relagdo a Aplousobranchia, este grupo formou um clado
monofilético com elevados valores de bootstrap (FIGURA 19, 20 e 21), fato
corroborado por STACH & TUBERVILLE (2002). Entretanto, n&do foi possivel
nos cladogramas subsequentes deixar mais que uma sequéncia dos
representantes de tal taxon, pois as sequéncias referentes a regido 18S do
nrDNA depositadas no GenBank apresentam-se muito diferentes das
sequéncias dos organismos que compdem o grupo Ascidiacea, fato este
observado por SWALLA (2001) que, tendo sequenciado a regidao 18S do
nrDNA de diversos aplousobranquios, encontrou dificuldades no seu

alinhamento, pelo fato destas sequéncias apresentarem diversos eventos de
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insercdo que impediam um alinhamento 6timo. Quando utilizamos sequéncias
muito discrepantes para obtengdo de uma arvore filogenética, o alinhamento
entre estas se torna muito dificil, acarretando em diversos erros que, mesmo
utilizando editores para a corregdo dos mesmos, € praticamente impossivel
alcancar um bom alinhamento.

Um outro problema envolvendo sequéncias de organismos do taxon
Aplousobranchia é que o grande numero de inser¢gées pode indicar uma alta
taxa de evolucdo das mesmas, o que pode levar ao artefato de atracao dos
ramos (long branch attraction) (DELSUC et al., 2006), acarretando na formacéao
de uma arvore filogenética irreal.

Quanto ao taxon Phlebobranchia, foi observado em todos os
cladogramas um unico clado unindo todos os seus representantes, indicando
assim, tratar-se de um grupo monofilético, o que é corroborado por STACH &
TUBERVILLE (2002).

De acordo com KOTT (1990), baseando-se em analises de dados
morfologicos, Cionidae deveria ser retirado de Phlebobranchia e incluido em
Aplousobranchia. Essa autora coloca como evidéncias dos parentesco dos
Cionidae com os demais Aplousobranchia caracteristicas como o estado
majoritario de oxidagdo do Vanadio e um epicardio com papel regenerativo.
Contudo, este cenario € completamente discrepante dos cladogramas aqui
apresentados, que colocam Ciona savignyi no clado comum a todos os
representantes de Phlebobranchia, indicando tratar-se de mais um
representante deste grupo. Certamente esta discrepancia na classificagdo de
Cionidae esta relacionada ao fato destes estudos anteriores ndo se basearem

nos principios da sistematica filogenética.
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Ainda com relagédo ao taxon Phlebobranchia, é possivel identificar um
clado que se repetiu nos trés cladogramas unindo as espécies Phallusia
mammilata e Ascidia ceratodes. Tal clado apresenta elevados valores de
bootstrap, que variaram de 98% a 100%, indicando um elevado grau de
parentesco entre os taxons, o que é corroborado pela classificagao atual que
agrupa tais organismos na familia Ascidiidae.

Corella inflata e Chelyosoma siboja pertencem a familia Corellidae
formando um grupo irmdo com Ciona savignyi nos cladogramas obtidos por
neighbor-joining e MP (FIGURA 28 e 30), que apresentaram significativos
valores de bootstrap. As relagdes de parentesco se mostraram diferentes
quando analisamos o cladograma construido pelo método UPGMA, pois é
possivel visualizar um clado formado por C. savignyi e C. siboja, pertencentes
a duas familias distintas na classificacdo de Ascidiacea, quando baseada em
caracteristicas morfolégicas. Como ja foi mencionado, o método UPGMA néao
mostrou-se adequado para as inferéncias fiolgenéticas aqui trabalhadas,
mesmo quando altos valores de bootstrap sdo observados. De acordo com
WADA (1998), ha varios casos em que uma topologia errada é suportada por
elevados indices de confiabilidade.

Com relagdo ao grupo Stolidobranchia, foi observado seu
monofiletismo em diversos cladogramas (FIGURA 15, 17, 19, 21 , 22, 24, 25 e
27). Apesar disso, ainda sdo incertas as relagbes de algumas familias
pertencentes a este taxon, pois ndo ha monofiletismo evidente nem para a
familia Styelidae, nem para Pyuridae, o que também foi indicado por SWALLA
et al. (2000). Contudo o taxon Molgulidae apresenta-se como uma excegao,

pois foi observado um grupo monofilético unindo os representantes desta
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familia em todos os cladogramas obtidos, sendo este o grupo mais basal dos
stolidobranquios. Tal fato também foi evidenciado por STACH & TUBERVILLE
(2002) e ZENG & SWALLA (2005).

O moncofiletismo de Molgulidae nos cladogramas aqui obtidos nao foi
uma surpresa, ja que mesmo durante o alinhamento e edigdo das sequéncias
era possivel notar que as espécies desse género apresentam regides nas suas
sequéncias de DNA muito similares entre si, mas que muitas vezes diferem da
composicdo nucleotidica dos demais ascidiaceos. Baseado nessa
caracteristica nucleotidica incomum, além de dados morfolégicos unicos,
ZENG & SWALLA (2005) indicam que tal taxon deveria ser classificado como
uma ordem diferenciada de ascidias, ndo constituindo, portanto, apenas uma
familia. Ainda com relagédo a este grupo, SWALLA et al. (2000) acreditam que
se trata de um taxon que apresenta altas taxas de evolugao, representando um
grupo de expansao mais recente.

Quanto as espécies do género Microcosmus, estas formaram um clado
unico nos cladogramas obtidos pelos métodos neighbor-joining e MP (FIGURA
28 e 30). Contudo, os valores de bootstrap séo baixos e por isso néo se pode
confirmar o monofiletismo do género. Além disso, no cladograma obtido por
UPGMA néo foi observado a formagado desse unico clado, ficando agrupada
apenas as espécies M. claudicans e M. sulcatus, as quais foram unidas
também nos outros cladogramas com elevados valores de confianga (93% a
99%).

Um dos motivos para esta discrepancia entre os dados aqui
apresentados e a classificacdo tradicional baseada em caracteres

morfoldgicos, pode ter se devido a utilizagdo de sequéncias parciais, ou seja,
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sequéncias incompletas na construgdo da filogenia do género Microcosmus,
pois de acordo com NEI & KUMAR (2000) a utilizagdo de genes curtos e
segmentos de DNA ndo muito longos € sujeita a substituigdes no numero de
nucleotideos que levam a grandes erros. Segundo ADAMKEWICZ et al. (1997)
grupos proximamente relacionados tém sua filogenia melhor resolvida quando
sdo utilizadas sequéncias completas em detrimento das parciais. Contudo,
devido a falta de sequéncias completas pertencentes a este tdxon depositadas
no GenBank, nao foi possivel a construcdo de uma filogenia baseada

exclusivamente em sequéncias totais.
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6- Conclusoes

* A extragdo de DNA realizada com reagente CTAB mostrou-se eficiente
para a espécie Microcosmus exasperatus.

* Chordata se apresentou como um taxon monofilético, assim como
Vertebrata, Tunicata e Cephalochordata.

* Apesar de estudos recentes que indicam maior proximidade entre
Tunicata e Vertebrata, n&o foi possivel a visualizacdo deste cenario a partir dos
cladogramas obtidos.

* O método UPGMA de construgdo de topologia parece nao apresentar
boa resolugdo no esclarecimento das relagcbes filogenéticas de Chordata,
Tunicata e Ascidiacea.

* Os grupos Ascidiacea e Thaliacea se mostraram parafiléticos.

* Nao foi possivel a confirmagao da divisdo do grupo Ascidiacea em duas
ordens: Pleurogona e Enterogona. Contudo, os taxons Phlebobranchia,
Stolidobranchia e Aplousobranchia foram confirmados para a maioria das
arvores.

* Nos cladogramas obtidos, Appendicularia ficou caracterizado como o
grupo mais basal na filogenia dos Tunicata.

* Aplousobranchia é um taxon moncofilético na filogenia dos Tunicata.

* Foi possivel constatar que Thaliacea tem forte relacdo de parentesco
com Phlebobranchia, tendo possivelmente evoluido a partir de representantes
deste taxon.

* Phlebobranchia e Stolidobranchia se mostraram monofiléticos. Assim
como Molgulidae, uma das familias pertencentes a este ultimo taxon.

* Cionidae é um grupo representante de Phlebobranchia.
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ANEXO 1

Aspectos gerais de Ascidiacea

Apesar de sua abundancia em regides costeiras, as ascidias sdo pouco
conhecidas (RODRIGUES et al., 1998). Tais animais sao invertebrados
marinhos que apresentam uma grande variedade de mecanismos reprodutivos
e estilos de vida (BATES, 2005), apresentando tanto o habito solitario como
colonial (RODRIGUES et al., 1998). As espécies solitarias sdo maiores,
também denominadas ascidias simples; ja as ascidias coloniais sdo compostas
por zoodides, muitas vezes de tamanho diminuto (RUPPERT & BARNES, 1996).
No entanto, as colbnias podem atingir tamanhos consideraveis, excedendo
muitas vezes um metro (RUPPERT et al., 2004).

Estes organismos apresentam diferentes formas e tamanhos, de acordo
com seu habitat e modo de vida, estando amplamente distribuidos desde
regides rasas até grandes profundidades, onde ha poucos individuos de muitas
espécies (MILLAR, 1971). Grande numero de animais é encontrado aderido a
rochas, algas, conchas e cascos de navios ou podem viver ainda em substratos
nao consolidados como lama ou areia (DIAS, 2004).

Como dito anteriormente, as ascidias sdo em sua maioria hermafroditas
de fertilizagdo cruzada (RUPPERT et al., 2004), podendo a reprodugéo ocorrer
de duas formas: sexuada e assexuadamente (RUPPERT & BARNES, 1996).

A reproducdo assexuada € caracteristica somente das ascidias
coloniais, que ocorre por meio de brotamento (RUPPERT & BARNES, 1996).
Contudo, a forma sexuada ocorre tanto em animais de habito solitario, como
colonial (RUPPERT et al., 2004).

Ascidias solitarias sdo oviparas (RUPPERT et al.,, 2004), sendo seu

modo de reprodugado variavel de acordo com a familia e a espécie a qual
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pertencem (MONNIOT et al., 1991). Tais organismos liberam seus gametas
diretamente na agua, local onde também ocorre a fertilizagdo (RUPPERT et al.,
op. cit.). J& os animais coloniais, em contraste com as formas solitarias, sao
todos viviparos; apenas os gametas masculinos séo langados na agua e a
fecundagdo ocorre no oviduto materno (MONNIOT et al., 1991). Apesar de
existirem variacbes quanto ao modo de reproducdo sexuada quando
comparamos ascidias solitarias com coloniais, o resultado final da fusdo dos
gametas em ambos os casos é a formagao de uma larva plancténica de curta
duracdo, com desenvolvimento ocorrendo em torno de minutos ou horas
(LAMBERT, 2002). Segundo MOORE (2003), as larvas planctonicas sdo uma
vantagem para animais com pouca motilidade ou sésseis, assim como as
ascidias, pois como larvas estes organismos podem explorar novas areas
dispersando assim a espécie.

De acordo com DEGNAN (2001), muitas larvas de invertebrados
marinhos se assentam e metamorfoseiam em resposta a sinais quimicos
especificos do meio ambiente. As ascidias ndo fogem a esta regra, pois suas
larvas tanto podem ser atraidas, como repelidas por componentes quimicos
produzidos por ascidias préximas, bem como, por substancias inorganicas
presentes na agua. (MONNIOT et al., 1991). Esses mesmos autores indicam
ainda, que devido a escassez de trabalhos relativos a esse tema, pouco é
conhecido a respeito dos fatores que promovem a atragdo ou repulsdo das
larvas.

Quanto ao aspecto externo, as ascidias apresentam uma extremidade
aderida ao substrato, enquanto a outra se apresenta livre e portando duas
aberturas, denominadas sifées. Seus corpos apresentam-se recobertos por
uma tunica, que envolve completamente o individuo, a qual contém polimeros
muito semelhantes a celulose, denominado tugicina. Tais tunicas s&o
geralmente espessas, mas variam de uma consisténcia gelatinosa até fibrosa
(RUPPERT & BARNES, 1996; RODRIGUES et al., 1998).

Quanto a alimentacgao, as ascidias séo eficientes organismos filtradores,
que podem processar grandes quantidades de agua (AGEEL et al., 2003). A
agua contendo o pléancton em suspenséo entra pelo sifao inalante indo em
direcdo a faringe onde as particulas organicas séo retidas (RUPPERT &

BARNES, 1996) e coletadas por um muco secretado pelo endéstilo. A agua
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filtrada se move através das fendas presentes na faringe para dentro do atrio e
entdo seguem para fora do corpo do animal por meio do sifiao exalante
(MARGULIS & SCHWARTZ, 2001).

Um outro fato relacionado ao habito filtrador destes animais é a sua
capacidade de concentrar em seus tecidos elementos tdéxicos encontrados no
mar, tanto hidrocarbonetos, como metais pesados (arsénico, cadmio, cromo,
cobalto, ferro, cobre, mercurio, selénio, zinco entre outros) (TARJUELO et al.,
2001), por essa razao estes organismos sao considerados bons indicadores da
qualidade da agua, sendo utilizados em bioensaios de poluigdo marinha
(AGELL et al., 2003; BELLAS et al. 2003; LAMBERT, 2005b).

Apesar da maioria das ascidias possuirem capacidade filtradora, ha
alguns organismos residentes em regides abissais, que perderam tal
habilidade, tendo se modificado para um estilo de vida carnivoro, alimentando-
se de pequenos crustaceos e poliquetas (LAMBERT, 2005b). Esta mesma
autora indica ainda, que estes organismos de aguas profundas apresentam
grande reducdo de tamanho quando comparadas aos seus parentes de aguas
rasas. Além disso, espécies abissais sdo surpreendentemente abundantes e
apresentam grande distribui¢do, ocorrendo em todos os oceanos.

Além de todas estas caracteristicas mencionadas acima, um dos fatos
mais incomuns a cerca da biologia das ascidias é a capacidade de seu
coragao inverter o sentido do batimento cardiaco e de concentrar grande
quantidade de metais pesados em seu sangue (MARGULIS & SCHWARTZ,
2001). Segundo MICHIBATA et al. (2001), Martin Henze, quimico alemao,
observou que as células sanguineas destes organismos apresentavam altos
niveis de um metal pesado, o vanadio. Tal descoberta despertou o interesse
pela pesquisa do possivel papel deste metal como pigmento respiratorio, ou
seja, no transporte de oxigénio. De acordo com MICHIBATA et al. (2003), muito
do interesse a cerca da descoberta feita pelo pesquisador alem&o se deveu a
posicéo filogenética das ascidias, visto que, estes animais estdo agrupados
dentro do filo Cordata, sendo um grupo préximo de Vertebrata. Apesar do
interesse a cerca da fungdo do vanadio nas células sanguineas destes animais,
ainda nao esta completamente elucidada os modelos nos quais as ascidias

retiram este elemento da agua do mar (ANDERSON et al.,1991), nem a razéo
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pela qual ocorre este acumulo, mas acredita-se que isso as tornem né&o

palataveis para potenciais predadores, como os peixes (LAMBERT, 2005b).

Aspectos ecologicos

As ascidias apresentam grande importancia na cadeia trofica marinha,
pois uma grande variedade de predadores se alimenta de tais animais, como
exemplo tem-se os poliquetas, moluscos e crustaceos (LAMBERT, 2005b).
Além disso, MONNIOT et al. (1991) indicam ainda, que ndo sdo apenas 0s
organismos invertebrados que se alimentam destes animais, visto que a partir
de analises do conteudo estomacal, ja foram encontradas ascidias em diversos
vertebrados, tais como peixes e mamiferos aquaticos (cetaceos e focas).

Em contraste com muitos grupos de animais marinhos, as ascidias nao
possuem grande interesse econdmico. Entretanto, como organismos
incrustantes (fouling) este grupo é importante e contribui largamente para o
problema de incrustacdo em cascos de embarcagdes e estruturas a deriva
(MILLAR, 1971). Segundo MONNIOT et al (1991), organismos marinhos
incrustantes, podem incluir tanto algas, animais fixos, como também, todas as
criaturas sem ou com pouca motilidade que vivem associadas a outras
criaturas, seja no meio destas ou como epibiontes, que rapidamente cobrem
substratos feitos pelo homem.

Nos primeiros estagios de desenvolvimento das comunidades
incrustantes, as ascidias ndo estdo presentes. Contudo, posteriormente, este
grupo torna-se abundante, contribuindo como grupo dominante nos ultimos
estagios (MILLAR, 1971). Segundo este mesmo autor, o que faz do fouling um
problema, ndo € o peso dos animais, mas a friccdo adicional que os
organismos causam durante o deslocamento das embarcagdes, acarretando
perda de velocidade do barco e dificuldade nas manobras (FLOERL et al.,
2005).
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Ascidias como fonte alimentar e de novos farmacos

O homem em muitas partes do mundo utiliza as ascidias como fonte
alimentar, sendo suficientemente importantes para entrar nas estatisticas de
pesca da F.A.O. (Food and Agriculture Organization) (MILLAR, 1971;
MONNIQOT et al., 1991). De acordo com estes mesmos autores, as principais
espécies utilizadas como alimento sdo grandes e coletadas em grandes
quantidades, podendo ser vendidas frescas ou enlatadas. Como exemplo
destas espécies tem-se: Microcosmus sp., Styela plicata e Polycarpa pomaria
consumidos em paises do Mediterraneo; Pyura chilensis na América do Sul e
Halocynthia roretzi no Japao. Segundo MILLAR op. cit., ha alguns trabalhos
que além de mencionar as ascidias como fonte nutricional na dieta de diversas
comunidades, relatam também seu uso como iscas utilizadas na pesca.

Além de possuir fungédo nutricional para populagdes ao redor do globo,
as ascidias vém ganhando importancia como fonte de compostos com
atividade bioldgica e potencialmente medicinal (ODINTSOVA et al.,, 1999,
MENDOLA, 2003). Segundo POMPONI (2003), organismos marinhos
apresentam-se como uma fonte de componentes quimicos Unicos para o
desenvolvimento de produtos em diversas industrias, tais como: farmacéutica,
cosmeética, agroquimica, suplementos nutricionais, quimica fina, entre outras;
gerando assim grandes somas de dinheiro.

Particularmente os invertebrados marinhos tem sido o principal foco de
interesse da industria quimica de produtos naturais, isso ocorrendo, devido a
presengca de grande numero de estruturas complexas e inéditas isoladas
destes organismos (TEIXEIRA, 2004). Desse modo, tanto ascidias quanto
esponjas, que nao sao tradicionalmente explorados como recursos pesqueiros,
vem ganhando espaco pelo seu potencial na produgdo de componentes
farmacéuticos (NARANJO et al., 2001).

Estudos realizados pelo Instituto Nacional do Cancer dos Estados
Unidos (The United States National Cancer Institute) tém mostrado que
invertebrados marinhos apresentam maior incidéncia de componentes com
atividade antitumoral e citotoxica do que outros grupos zooldgicos e que 0s

tunicados figuram como um dos mais promissores grupos como fonte de novos
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principios ativos para o desenvolvimento de farmacos (JIMENEZ et al., 2003).
De acordo com TEIXEIRA (2004), os principios ativos isolados de tunicados
possuem importancia na atividade antitumoral, antiviral e imunossupressora,
havendo casos de moléculas que sdo ativas contra Herpes simplex (virus | e
).

Contudo, esses componentes sdo em sua maior parte metabdlitos
secundarios, que sdo produzidos em pequenas quantidades (10 - 10°%) em
relagdo ao peso umido do animal (MENDOLA, 2003). Em vista disto, surgiu a
necessidade da produgédo destes animais em larga escala, culminando assim
no aparecimento de fazendas de cultivo de ascidias, que estdo distribuidas,
principalmente no Japao e na Coréia (NOAA, 2003).

Em 1982, a produtividade destas fazendas chegava apenas a soma de
39 toneladas/m?. No entanto, com o passar dos anos este valor aumentou para
9.000 toneladas/m? em 1985 e 42.800 toneladas/m? em 1994. Apesar da
elevada taxa de produgdo e do emprego de uma avangada tecnologia na
aquicultura de tunicados, ainda se tem alto indice de mortalidade destes

animais durante seu periodo de crescimento. (NOAA, 2003).

Bioinvasao

Outro aspecto que relaciona as ascidias a aquicultura consiste no fato
destes organismos causarem danos a produgéo de espécies de interesse para
cultivo em larga escala, tais como peixes e moluscos (COUTTS, 2002). Além
disso, ascidias nao nativas podem ser transportadas em conchas e peixes
marinhos utilizados na maricultura (LAMBERT, 2001) sendo portanto uma fonte
para a introdugado de espécies exoticas (FERREIRA et al., 2004), que segundo
VERMEIJ (1996), sdo organismos ou qualquer material biolégico capaz de se
propagar, incluindo sementes, ovos, esporos..., 0s quais entram em um
ecossistema sem que antes houvesse seu registro anterior, ou seja, € a
expansao geografica de uma espécie em uma dada area, antes ndo ocupada.

Ha varios tipos de vetores para a introdugdo de tais organismos

invasores: via agua de lastro, aquariofilia, bioincrustagdo, aquicultura entre
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outros; os quais quase sempre estao relacionados a atividades de interesse
socio-econdmicos (LAMBERT, 2002; FERREIRA et al., 2004).

Assim sendo, diversas espécies marinhas estdo sendo transportadas
dentro e entre os diferentes oceanos sem “respeitar’ barreiras temporais e
espaciais (CARLTON, 1996), propiciando sua expansao para regides em que
provavelmente jamais habitariam por seu préprio processo natural de expanséo
(CARLTON, 2003). Tal fato se reflete na homogeneizagdo da fauna e flora
mundial devido a eliminag¢ao ou redugao das barreiras naturais que separam e
mantém a integridade dos diferentes ecossistemas (LEWIS et al., 2003; SILVA
et al., 2004).

Como um possivel indicador desses fendbmenos de bioinvasao tem-se as
ascidias, pois estes animais possuem larva livre-natante de curta duracéo,
sendo desta forma, incapazes por si s6, de realizarem grandes deslocamentos,
sendo necessario seu transporte por meio da agao antropogénica (LAMBERT &
LAMBERT, 1998; RODRIGUES et al., 1998; LAMBERT, 2002).

De acordo com LAMBERT (2001) todos as ordens de Ascidiacea
apresentam representantes aliens e isto pode ser verificado através dos
diversos trabalhos que reportam a presenca de ascidias nas mais diversas
regides do globo. Como exemplo de tais invasbes, € possivel citar as
presencas de Styela clava, uma espécie asiatica que chegou a América do
Norte via Europa (CARLTON, 1996), Perophora japonica, uma ascidia alien
oriunda da Asia, que chegou & Plymouth (Inglaterra) no ano de 1999 associada
a alga exética Sargassum muticum (NISHIKAWA et al., 2000).

DIAS (2004) e MILLAR (1971), indicam também a presenca de invasdes
na Inglaterra e até mesmo no Brasil, fato observado no Canal de S&o
Sebastido em S&o Paulo. Além destes trabalhos, TURON et al. (2003), indicam
que diversas espécies de ascidias ndo nativas tem sido reportadas em portos e
marinas da regido do Mar Mediterraneo e na costa da Califéornia (LAMBERT &
LAMBERT, 1998).

As introducdes de ascidias exoticas em regides portuarias vém se
tornando um evento comum com o passar dos anos (LAMBERT, 2002),
havendo até mesmo uma homogeneizagéo da fauna portuaria (WASSON et al.,
2001). Como as ascidias podem viajar de porto a porto, o resultado € uma

historia de continuas re-infestagées destas espécies dentro de populagdes ja
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existentes nos portos ou até mesmo, repetidas invasdes dentro de novos locais
de soltura (MONNIOT et al., 1991). Logo, espécies que se apresentam
largamente distribuidas ao redor do mundo, sendo muitas vezes consideradas
cosmopolitas, puderam ter na verdade seus padrboes de distribuicdo
modificados por meio do transporte de espécies pelo globo (FERREIRA et al.,
2004). Devido a isso, espécies de ascidias transportadas principalmente como
incrustantes sdo candidatas a re-examinagdo de sua biogeografia historica
(CARLTON, 2003).

Esta introducdo de tunicados exdticos em ecossistemas naturais tem
sido objeto de preocupacgao de diferentes pesquisadores em diversas partes do
mundo, pois a ocorréncia destes animais pode causar sérios impactos
econdmicos, sociais e ambientais, como a competicdo com espécies nativas
por areas de fixagdo e alimentacdo (LAMBERT, 2002; BAX et al., 2003;
COHEN, 2003, COPPING et al., 2003).

Por tudo isso, percebe-se que o problema das invasdes biolégicas é
extremamente sério, tendo sido identificado como uma das cinco principais
ameacas a biodiversidade marinha global e citada como a causa primaria da
quebra do dominio natural da fauna global (HOLLAND, 2000).

No caso do transporte de espécies por meio do trafego maritimo, os
portos e as marinas sdo 0s principais locais de soltura dos organismos
invasores (TURON et al., 2003). Para as ascidias, tais tipos de ambiente sdo
habitats ideais, pois existe uma grande variedade de estruturas submersas
para assentamento das larvas e ha grande turbidez da agua, que promove
locais abrigados da luz solar (MONNIOT et al., 1991).

Além disso, as aguas sao nutricionalmente ricas, havendo grande
proliferacdo de bactérias, que constituem uma fonte de alimentacdo para
organismos filtradores, tais como as ascidias. Outro fato positivo para a
presenca de animais com esse tipo de habito, se da, pelo constante movimento
de navios, 0 que promove a circulagdo da agua e sua consequente mistura
tanto horizontalmente, quanto verticalmente, o que favorece a suspensido de
particulas e oxigenagao de habitats eutréficos (MONNIOT op. cit.; TARJUELO
et al., 2001).

Uma outra caracteristica que propicia a presenga de ascidias em regides

portuarias € a capacidade de tolerar flutuacbes de salinidade, poluicido e
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temperatura, aclimatando-se rapidamente a essas mudangas (LAMBERT,
2002). Além disso, muitas espécies alcangam a maturidade sexual em poucas
semanas e possuem longo periodo reprodutivo, podendo aumentar o tamanho
da populagédo em pouco tempo (DAVIES & RODERICK, 2003).
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ANEXO 2

Sequéncia parcial da regidao 18S do DNA ribossémico nuclear de Microcosmus

exasperatus.

TGCGGTTGAAACTCGTAGTTGGATCTTGGGTGGGCGCCGCCGGTCCGTC
GCAAGGCGTGTTACTGGCGGCGCTCGCCTCGCCTTCGGTTCTCTGTCGGT
GCTCTTGACTGAGTGTCGGCGGTGGCCGATAAGTTTACTTTGAAAAAATTA
GAGTGTTCAAAGCAGGCACTTCGCCTGAATAGTGTTGCATGGAATAATGGA
ATAGGACCTCGGTTCTATTTTGTTGGTTTTCGGAGCGCGAGGTAATGATTA
AGAGGGACAGACGGGGGCGTCCGTACTCTGCCGTTAGAGGTGAAATTCTT
GGATCGGCGGAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTCGCCAAGAATGTTTTC
TTTAATCAAGAGCGAAAGTCAGAGGTTCGAAGACGATCAGATACCGTCCTA
GTTCTGACTATAAACGATGCCAACTAGCGATCGGGAGGCGTTACCATGAC
GACCTTCCCGGCAGCTTCCGGGAAACCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGGAA
GTATGGTTGCAAAGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCA
GGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCCGG
CCCGGACACAGGTAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTGTGG
GTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGATCGATTTGTCTGGTTAATT
CCGATAACGAACGAGACTCTGGCATGCTAAATAGTTACGCGACCTTCTCG
GTCGGCGTTTAACTTCTTAGAGGGACTAGTGGCGTTTAGCCACACGAGATT
GAGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCGGGGCCGCACGCGCG
CTACACTGAATGGATCAGCGAGTGTTCGTCCTAGTCCGAAAGGACCGGGT
AACCCGTTGAACCTCATTCGTGATTGGGATAGGGACTTGCAATTGTTTCCC
TTGAACGAGGAATTCCCAGTAAGCGCAAGTCATCAACTTGCGTTGATTACG
TCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGGTTTA
GTGAGATCCTTGGATCGGCCCCGTCGCTGCTGGCAACGGCAGCGTCGGC
GTGCTGAGAAGACGATCAAACTTGATCATTTAAAGGAAGGTAAAGTCGTAA
TACGCTGGC
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