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Filogenia de Didemnidae Giard, 1872 (Tunicata: Ascidiacea)

RESUMO

A familia Didemnidae ¢ a mais diversa dentre os tunicados, com 578 espécies
descritas. Esta familia compreende oito géneros: Atriolum, Clitella, Didemnum,
Diplosoma,  Leptoclinides,  Lissoclinum,  Polysyncraton e  Trididemnum.
Morfologicamente, os géneros sdo distinguidos pela presenca ou auséncia de sifdo
atrial, nimero de fileiras de fendas, forma do espermiduto, nimero de foliculos
testiculares e presengca ou auséncia de espiculas. Estudos anteriores sugerem a
monofilia de Didemnidae, mas a monofilia de cada género e as relagdes filogenéticas
entre eles ¢ controversa e pouco resolvida. Dessa forma, o objetivo principal do
estudo ¢ formular uma hipotese sobre a evolucdo de Didemnidae. A monofilia de
Didemnidae e as relagdes filogenéticas entre os seus géneros foram estudadas com o
uso de dados moleculares, por meio de sequéncias dos genes mitocondrial COI e
nuclear 18S rDNA. A evolucdo dos caracteres morfologicos foi examinada a luz
desses dados. Os resultados das andlises de mdaxima verossimilhanca (ML) e
inferéncia Bayesiana (BI) evidenciaram a monofilia de cinco dos seis géneros
analisados. Com base principalmente nos resultados do gene 18S, dados concatenados
(COI+18S) e evidéncias morfologicas, discutimos as relagdes filogenéticas entre
Didemnum e Polysyncraton e entre Diplosoma e Lissoclinum. A hipotese baseada em
dados moleculares mostrou dois clados dentro de Didemnum. A relagdo filogenética
entre as espécies de Didemnum foram investigadas por meio de dados morfologicos e
moleculares. As relagdes entre as espécies de Didemnum nao puderam ser
estabelecidas por meio dos dados morfologicos devido a auséncia de suporte para o
cladograma obtido. Entretanto, a analise morfologica indicou os caracteres
informativos que suportam os clados formados. Os dois clados dentro de Didemnum
foram distinguidos pela presenga de lingueta atrial e larva com multiplos pares de
ampolas. Essa divergéncia morfoldgica e o resultado da andlise filogenética com o
gene COI suportou a divisdo de Didemnum em dois grupos de espécies. Baseando-se
nessas evidéncias, este presente estudo propde a criagdo de um novo género de

Didemnidae.

Palavras-chave: Didemnidae, filogenia, monofilia, Didemnum.



Phylogeny of Didemnidae Giard, 1872 (Tunicata: Ascidiacea)

ABSTRACT

Didemnidae is the largest family of tunicates with 578 species described. This family
comprises eight genera: Atriolum, Clitella, Didemnum, Diplosoma, Leptoclinides,
Lissoclinum, Polysyncraton and Trididemnum. Morphologically, the genera can be
distinguished mainly by the presence or absence of atrial siphon, the number of
stigmata rows, the form of the vas deferens, the number of testicular lobes, and the
presence or absence of spicules. Previous studies have suggested the monophyly of
Didemnidae, but the monophyly of each genus and phylogenetic relationships among
them is controversial and poorly resolved. Thus, the main goal of this study was to
formulate a hypothesis about the evolution of Didemnidae. This study used molecular
data (mitochondrial gene COI and 18S rDNA nuclear gene) to assess the monophyly
of Didemnidae and determine the phylogenetic relationships among its genera. The
evolution of morphological characters was evaluated in light of these data. The
results of maximum likelihood analysis (ML) and Bayesian inference (BI) indicated
the monophyly of five of the six analyzed genera. Based primarily on the 18S gene,
concatenated data (COI and 18S), and the morphological evidence, we discussed the
close relationships between Didemnum and Polysyncraton, and between Diplosoma
and Lissoclinum. The molecular tree showed two clades within Didemnum. The
phylogenetic relationships among species of Didemnum were investigated by
morphological and molecular data. The relationships among Didemnum species could
not be established through morphological data due to lack of support for the
cladogram obtained. However, morphological analysis indicated the informative
characters that support the two clades within Didemnum. These clades were
distinguished by the presence of an atrial lip and number of ampullae in the larvae.
This morphological divergence and the phylogenetic analysis with COI gene support
the division of the genus Didemnum into two groups. Based on these evidences, this

study proposes a new genus of Didemnidae.

Keywords: Didemnidae, phylogeny, monophyly, Didemnum.
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Filogenia de Didemnidae Giard, 1872 (Tunicata: Ascidiacea)

PREFACIO

Esta tese ¢ composta por dois capitulos que abordam os aspectos
filogenéticos das ascidias coloniais da familia Didemnidae (Tunicata: Ascidiacea).
Espécies representantes de seis géneros de Didemnidae foram utilizados para inferir a
filogenia molecular com base em evidéncias dos genes mitocondrial COI e nuclear
18SrDNA (Capitulo 1). Os dados moleculares permitiram inferir a monofilia dos
géneros de Didemnidae e a relagdo de parentesco entre eles. No decorrer das analises
foram verificados dois clados dentro do género Didemnum, separados por
caracteristicas como: presenca de lingueta atrial, um ou dois foliculos testiculares e
larva com multiplas ampolas ectodérmicas. Dessa forma, uma andlise filogenética foi
realizada com base em evidéncias morfoldgicas e moleculares (gene-COIl) para
avaliar os caracteres taxondmicos tradicionais e inferir a relacdo entre as espécies de
Didemnum (Capitulo 2). Baseado em evidéncias morfologicas e moleculares,

propomos um novo género de Didemnidae (Capitulo 2).
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1-INTRODUCAO GERAL

O subfilo Tunicata compreende trés classes: Thaliacea, Larvacea e
Ascidiacea, com essa ultima representando o grupo mais diverso, reunindo
aproximadamente 3.000 espécies descritas (LAMBERT, 2005). Essas espécies estao
presentes desde regides polares até os tropicos, na zona entremarés até mais
de 8.000 m de profundidade, contudo a maior abundancia ocorre em regides costeiras
rasas (BERRILL, 1950; RODRIGUES; ROCHA; LOTUFO, 1998).

As ascidias sdo invertebrados exclusivamente marinhos, sésseis e
geralmente de habito filtrador (BERRILL, 1950; MILLAR, 1971). Estes animais sdo
encontrados nas formas solitdrias e coloniais (Figuras 1A e 1B) (MONNIOT;
MONNIOT; LABOUTE, 1991). As formas solitidrias consistem de apenas um
individuo, recoberto pela tnica, caracteristica do subfilo. J& as formas coloniais
apresentam varios individuos, recobertos por uma tiinica comum.

Os representantes de Ascidiacea podem se reproduzir de duas formas,
reproducdo assexuada (brotamento e fissdo da coldnia) e sexuada, sendo essa ultima
comum através do grupo (MILLAR, 1971). As ascidias sdo hermafroditas, com
fecundacdo externa ou interna (RODRIGUES; ROCHA; LOTUFO, 1998). Suas
larvas s@o lecitotroficas, com um curto periodo de vida que pode ser de minutos a
poucas horas, o que reduz a sua capacidade de dispersao (MONNIOT; MONNIOT;
LABOUTE, 1991). Apesar disso, esses organismos t€m a possibilidade de se fixarem
em uma ampla variedade de substratos, o que tém permitido sua ampla dispersdao
(RODRIGUES; ROCHA; LOTUFO, 1998; ROCHA; DIAS; LOTUFO, 2011).

As ascidias sdo consideradas como um grupo ecologicamente importante
devido a sua capacidade de sobreviver em locais eutrofizados e por serem
potencialmente invasoras (SHENKAR; SWALLA, 2011). Outro aspecto ecologico
relevante € a bioincrustacdo, que t€ém prejudicado substancialmente os cultivos de
mariscos (ROCHA et al., 2009).

Apesar da alta diversidade e relevancia ecologica, os Ascidiacea
permanecem pouco estudados, ou mesmo ignorados, em muitas regides do mundo.
Assim como acontece para outros taxons animais, o numero de especialistas
dedicados ao estudo desse grupo ¢ que dita o passo dos inventarios e descobertas

sobre a biodiversidade.
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Sifao oral
Céamara sifonal

Lamina dorsal

Duto genital
Esofago

Glandula digestiva
acessoria
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Figura 1 — Aspecto externo das ascidias; A) Ascidia solitaria Herdmania pallida; B) ascidia colonial
Didemnum sordidum. Fotos: A) Nadia Bonnet, B) Gustav Paulay, respectivamente. Desenho
esquematico da organizagdo interna de uma ascidia; A) Anatomia de uma ascidia solitaria, B)
Anatomia de uma ascidia colonial. Fonte: A) Brusca & Brusca, 2003; B) Monniot, Monniot &
Laboutre, 1991, respectivamente.

Seguindo a classificacdo tradicional, Ascidiacea ¢ dividida em trés ou
duas ordens, baseada nos caracteres morfoloégicos como a estrutura da faringe e a
posicdo das gonadas (MONNIOT; MONNIOT; LABOUTE, 1991; SHENKAR;
SWALLA, 2011). Segundo a estrutura da faringe, Ascidiacea ¢ dividida em trés
ordens: Aplousobranchia (estrutura lisa e sem vasos longitudinais) (Figura 2A),
Phlebobranchia (estrutura lisa e com vasos longitudinais) (Figura 2B) e
Stolidobranchia (estrutura com pregas e vasos longitudinais) (Figura 2C)

(LAHILLE, 1887 apud KOTT, 1969).
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A Aplousobranchia Phlebobranchla

:;;,,UUOW//“”W | % W// J/ If

Figura 2 — Estrutura da faringe; A) Lisa e sem vasos longitudinais, B) Lisa e com vasos longitudinais e
C) Com pregas e vasos longitudinais. Fonte: Monniot, Monniot & Laboute, 1991.

Ja a classificagio de acordo com a posicdo das gonadas divide
Ascidiacea em duas ordens: Enterogona (Aplousobranchia e Phlebobranchia)
(gbnadas associadas ao tubo digestdrio) (Figura 3A) e Pleurogona (Stolidobranchia)
(gbnadas nos dois lados, associadas a parede do corpo) (Figura 3B) (PERRIER, 1898
apud KOTT, 1969). A divisdo em trés ou duas ordens ndo ¢ incongruente, levando a

proposicao de Enterogona e Pleurogona como superordens.

Tubérculo dorsal

Fannge
Intestino

Bolsa

. Coragéo
Testiculo — ¢
Ovario Vesicula renal ges, ¢joatal Esofago Estémago

Figura 3 — Posi¢@o das gonadas; A) Gonadas associadas ao tubo digestorio e B) Gonadas na parede do
corpo. Fonte: Monniot, Monniot & Laboute, 1991.
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A ordem Aplousobranchia ¢ a mais diversa em numero de espécies e
familias (Figura 4) (SHENKAR; SWALLA, 2011). Esta ordem tradicionalmente
compreende apenas ascidias coloniais, cujos individuos (zooides) encontram-se
inseridos em uma tinica comum e possuem o corpo dividido em térax e abdome,

sendo que em alguns casos ha também um pds abdome.
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Figura 4 — Cenario da diversidade de ascidias em numero de espécies e familias. Fonte: Shenkar &
Swalla, 2011.

Dentro de Aplousobranchia, a familia Didemnidae Giard, 1872 ¢ a mais

diversa, representando cerca de 20% das espécies de ascidias descritas (SHENKAR;

SWALLA, 2011).

A atual classificagdo reconhece oito géneros dentro de Didemnidae:
Atriolum Kott, 1983, Clitella Kott, 2001, Didemnum Savigny, 1816, Diplosoma
Macdonald, 1859, Leptoclinides Bjerkan, 1905, Lissoclinum Verrill, 1871,
Polysyncraton Nott, 1892 e Trididemnum Della Valle, 1881 (KOTT, 2001). Os dois
primeiros géneros contam com apenas 10 espécies validas, enquanto a maior

diversidade ¢ representada nos demais tdxons (Figura 5).
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Figura 5 — Desenho esquematico dos géneros mais diversos de Didemnidae; A) Didemnum, B)
Diplosoma, C) Leptoclinides, D) Lissoclinum, E) Polysyncraton e F) Trididemnum. Fonte: Adaptado de
Monniot, Monniot & Laboute, 1991; Moreno & Rocha, 2008. Caracteres morfologicos: 1 — Sifdo atrial
(aberto ou tubular), 2 — Numero de fileiras de fendas (trés ou quatro), 3 — Forma do espermiduto
(espiral ou reto) e 4 — Nuimero de lobos testiculares (finico ou dividido ou mais que 2 foliculos).

Todas as classificagdes propostas até o presente momento para

Didemnidae (Tabela 1) foram baseadas em um reduzido nimero de caracteres
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morfolégicos, gerando assim conflitos quanto a validade taxondmica dos géneros

(VAN NAME, 1945; KOTT, 1962, 2001; MONNIOT; MONNIOT, 1972).

Tabela 1 — Breve historico da classifica¢do dos géneros de Didemnidae.

Van Name (1945)

Kott (1962)

Monniot & Monniot
(1972)

Kott (2001)

Coelocormus Herdman,

1886

Askonides gen. nov.

Coelocormus

Herdman, 1886

? Atriolum Kott,1983
? Leptoclinides
Bjerkan, 1905

Askonides Kott, 1962

Leptoclinides Bjerkan, Leptoclinides Bjerkan, | Leptoclinides Bjerkan,
1905 1905 1905
Sinecloaca Carlisle & Sinecloaca

Carlisle, 1954

( Michaelsen, 1930)

Leptoclinides
Bjerkan, 1905

Didemnum Savigny,

Didemnum Savigny,

1816

Didemnum Savigny,

1816

Didemnum Savigny,

1816

a

1816 Polysyncraton Nott, Polysyncraton Nott, Polysyncraton Nott,
1892 1892 1892

Diplosoma Macdonald, Diplosoma

1859

Lissoclinum Verrill,

1871

Leptoclinum Milne

Edwards, 1841

Echinoclinum Van

Name, 1902

Echinoclinum Van

Name, 1902

Diplosoma Macdonald,

1859b

Macdonald, 1859

Lissoclinum Verrill,

1871

Trididemnum Della
Valle, 1881

Trididemnum Della
Valle, 1881

Trididemnum Della
Valle, 1881

Trididemnum

DellaValle, 1881

Botydemnum Oka,

1933¢

Atriolum Kott,1983

Clitella Kott, 2001

b
aPolysyncmton (subgénero de Didemnum), Lissoclinum e Echinoclinum (subgénero de

Diplosoma) e cBotryﬂlemnum (extinto).
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Van Name (1945), em sua proposta de classificagdo para os géneros de
Didemnidae, classificou Polysyncraton como subgénero de Didemnum devido aos
limites morfologicos utilizados na diferenciagdo dos grupos. Isso também foi
apresentando por Monniot (1993), em sua proposicao acerca da validade sistematica
do género Polysyncraton, apesar da autora considera-lo em suas classificagdes
(MONNIOT; MONNIOT, 1972, MONNIOT; MONNIOT; LABOUTE, 1991). Ja
para Kott (2001) a validade de Polysyncraton ndo deveria ser questionada e tanto
Didemnum quanto Polysyncraton seriam géneros naturais legitimados por
diferengas morfoldgicas suficientes para reconhecer os dois grupos.

O género Echinoclinum, descrito por Van Name (1902), foi mantido nas
classificagdes propostas por Van Name (1945) e Monniot & Monniot (1972). Esse
género foi criado para abrigar espécies que apresentavam espiculas de forma
tetraédrica. Echinoclinum foi sinonimizado com Lissoclinum (ELDREDGE, 1966)
devido a similaridade morfologica entre ambos, tais como faringe com quatro
fileiras de fendas, testiculo com um ou dois foliculos e espermiduto reto, ndo

constituindo a forma tetraédrica das espiculas um caractere relevante para separar os

géneros (KOTT, 2001).

Coelocormus ¢ um género monotipico, representado pela espécie de
profundidade Coelocormus huxleyi Herdman, 1886. Este género continua aceito
como integrante da familia Didemnidae (WoRMS 2015, acesso em 3 de julho de
2015). Para Kott (2001), Coelocormus pode ser incluido em Leptoclinides ou
Atriolum, por apresentar os mesmos caracteres morfologicos, ndo considerando
Coelocormus como um género valido em sua proposta mais recente de

classificagao.

A espécie Leptoclinides glauerti Michaelsen (1930), foi colocada no
género Sinecloaca proposto por Carlisle & Carlisle, 1954, sendo denominada entdo
de Sinecloaca glauerti (Michaelsen, 1930). Este género monotipico foi considerado
na classificagdo proposta por Monniot & Monniot (1972). O mesmo foi distinguido
de Leptoclinides apenas pela auséncia de um canal cloacal comum (KOTT, 1962;
ELDREDGE, 1966). Kott (2001) apontou varias semelhancas da espécie
Leptoclinides glauerti com o género Atriolum, embora a tenha considerado como

uma provavel espécie de Leptoclinides.
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Askonides Kott, 1962 foi caracterizado pelos amplos canais cloacais e
sifdo oral com cinco lobos; contudo esses caracteres também sdo encontrados em
Leptoclinides, sendo sugerido entdo sua sinonimia com Leptoclinides (KOTT,
2001).

Diante disso, observa-se que muitos géneros foram descritos e mantidos
até os dias atuais, enquanto que em outros casos 0os mesmos foram descritos e
posteriormente sinonimizados com géneros ja existentes.

As primeiras inferéncias evolutivas para Didemnidae foram baseadas na
similaridade de caracteres morfologicos em andlises puramente gradistas (KOTT,
1962; LAFARGUE, 1983; MONNIOT, 1984; LAFARGUE & WAHL, 1987).
Poucos estudos baseados em analises cladisticas para a familia foram propostos. A
monofilia de Didemnidae foi confirmada a partir de dados morfologicos e
moleculares (TURON; LOPEZ-LEGENTIL, 2004; YOKOBORI et al., 2006;
MORENO; ROCHA, 2008). No entanto a validade dos géneros permance pouco
esclarecida e a relacdo de parentesco entre eles ndo resolvida (YOKOBORI et al.,
2006). Dessa forma, sdo necessarios mais estudos com o objetivo de esclarecer as

relacdes entre os géneros, propondo hipdteses sobre a evolucao de Didemnidae.

Para propor essas hipoteses foi utilizado o método da analise cladistica ou
sistematica filogenética. Esse ¢ um método que descreve e determina a diversidade
biologica por meio das relagdes de parentesco entre os taxons (RIDLEY, 2006). Este
método foi proposto pelo entomologo alemdo Willi Henning e tem como aspecto
mais relevante o reconhecimento de grupos monofiléticos, ou seja, tdxons que
apresentam um ancestral comum e todos os seus descendentes (WILEY;

LIEBERMAN, 2011).

As reconstrucdes filogenéticas tem sido feitas por meio de andlise de
caracteres comportamentais, reprodutivos, morfoldgicos, moleculares, entre outros
(MATIOLI; FERNANDES, 2012). Por muito tempo as reconstru¢des filogenéticas
foram inferidas, principalmente, por evidéncias morfologicas; contudo, o uso de
evidéncias moleculares tem se tornado cada vez mais frequente (RIDLEY, 2006) e sao
hoje mais comum que a morfologia. As reconstrugdes filogenéticas por meio de
sequéncias de DNA tém contribuido para a compreensdo dos processos evolutivos de
organismos que possuem caracteres morfologicos simplificados (FUTUYMA, 2002),

como ocorre em Ascidiacea.
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Até o presente momento, as reconstrucdes filogenéticas para Ascidiacea
tem sido inferidas principalmente por meio do gene mitocondrial citocromo ¢ oxidase
subunidade 1 (COI) e o gene nuclear que codifica o rRNA da subunidade pequena do
ribossomo (18S rDNA) (TURON; LOPEZ-LEGENTIL, 2004; YOKOBORI et al.,
2006; PEREZ-PORTELA; TURON, 2008; PEREZ-PORTELA et al., 2009).

O COI compde o genoma mitocondrial e ¢ o gene mais sequenciado entre
os 13 que codificam proteinas (BELINKY et al., 2012). Essa propagagdo no uso do
gene COI se deu por meio de seu emprego na identificacdo molecular de espécies
(HEBERT et al., 2003), promovido pela existéncia de iniciadores universais e
degenerados que abrangem uma ampla diversidade de filos animais (FOLMER et al.,
1994; GELLER et al., 2013). Este gene ainda apresenta um amplo sinal filogenético
quando comparados com os demais genes mitocondriais, além de um elevado grau de
polimorfismo que permite diferenciacdo entre as espécies (HEBERT et al., 2003;

HEBERT; RATNASINGHAM; deWAARD, 2003).

J&4 o gene 18S apresenta um alto nimero de copias no genoma, além de
ser o mais utilizado em inferéncias filogenéticas devido ao seu grau de conservacdo
(VOIGT; ERPENBECK; WORHEIDE, 2008). Essas particularidades fazem do gene
18S eficiente para andlises evolutivas de grupos em diferentes niveis taxondmicos
dentro de Tunicata (WADA et al., 1992; WADA, 1998; STACH; TURBEVILLE,
2002; YOKOBORI et al., 2006; TSAGKOGEORGA et al., 2009).

Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo principal propor uma
hipotese sobre a evolugdo de Didemnidae, baseado em evidéncias moleculares. Além
disso, testar a monofilia dos géneros e a relacdo de parentesco entre eles. E por
ultimo inferir a filogenia das espécies do género Didemnum, verificando a relagdo

entre elas.
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2 - OBJETIVOS

2.1 — Geral:

Formular uma hipdtese sobre a evolugdo de Didemnidae (Tunicata: Ascidiacea).

2.2 — Especificos
Mapear os caracteres e estados de caracteres taxondmicos que sdo informativos para a

classificagdo dentro de Didemnidae.
Estabelecer as relagdes filogenéticas entre as espécies de Didemnum.

Revisar a classificagdo tradicional dos géneros de Didemnidae.
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CAPITULO 1 - Filogenia molecular de Didemnidae Giard, 1872 (Tunicata:
Ascidiacea).

RESUMO

Didemnidae ¢ a maior familia de tunicados, com cerca de 578 espécies descritas. A
familia compreende oito géneros: Atriolum, Clitella, Didemnum, Diplosoma,
Leptoclinides, Lissoclinum, Polysyncraton e Trididemnum. Dados morfologicos e
moleculares sugerem a monofilia de Didemnidae, mas a monofilia de cada género e
as relagdes filogenéticas entre eles ainda permanece pouco compreendida. Através de
analises filogenéticas, utilizando sequéncias dos genes mitocondrial COI e nuclear
18S rDNA, foi observada a monofilia de cinco dos seis géneros estudados. Didemnum
¢ composto por dois clados, distinguidos pela lingueta atrial, nimero de foliculos
testiculares e nimero de ampolas na larva. Essa divergéncia morfoldgica sugere uma
divisdo de Didemnum em dois tdxons. Com base nos dados obtidos com dados
concatenados, o gene 18S e caracteres morfologicos foram discutidas as relagdes

filogenéticas entre Didemnum e Polysyncraton e entre Diplosoma e Lissoclinum.

Palavras-chave: Didemnidae, filogenia, géneros, monofilia.
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CHAPTER 1 — Molecular phylogeny of Didemnidae Giard, 1872 (Tunicata:
Ascidiacea).

ABSTRACT

Didemnidae is the largest family of tunicates with about 578 species described. This
family comprises eight genera: Atriolum, Clitella, Didemnum, Diplosoma,
Leptoclinides, Lissoclinum, Polysyncraton and Trididemnum. Morphological and
molecular data suggest that the Didemnidae are monophyletic, but the monophyly of
each didemnid genera and their phylogenetic relationships are still poorly understood.
Through phylogenetic analysis using sequences of mitochondrial COI and nuclear
genes 18S, we recovered the monophyly of five of the six studied genera. Didemnum
is comprised of two clades, distinguished by the presence of an atrial lip, number of
testicular lobes and number of larval ampullae. This morphological divergence
supports the division of Didemnum in two taxa. Based primarily on concatenated data,
the 18S gene and morphological features we discuss the relationships between

Didemnum and Polysyncraton, and also between Diplosoma and Lissoclinum.

Keywords: Didemnidae, phylogeny, genera, monophyly.
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CAPITULO 1 - Filogenia molecular de Didemnidae Giard, 1872 (Tunicata:
Ascidiacea)

1- INTRODUCAO

A familia Didemnidae Giard, 1872 compreende cerca de 578 espécies
descritas (SHENKAR; SWALLA, 2011), distribuidas em todos os oceanos, embora
a maior diversidade ocorra em aguas tropicais (MONNIOT; MONNIOT;
LABOUTE, 1991). Esta familia abriga oito géneros: Atriolum Kott, 1983, Clitella
Kott, 2001, Didemnum Savigny, 1816, Diplosoma Macdonald, 1859, Leptoclinides
Bjerkan, 1905, Lissoclinum Verrill, 1871 Polysyncraton Nott, 1892 e Trididemnum
Della Valle, 1881 (KOTT, 2001). Os dois primeiros géneros contam com apenas 10
espécies validas, enquanto Polysyncraton e Didemnum representam os géneros mais

diversos (SHENKAR; SWALLA, 2011).

Todos os didemnideos apresentam zooides divididos em térax e abdome,
tamanho reduzido em torno de 1,0 mm, com poucos caracteres morfoldgicos

utilizados na diagnose, o que torna dificil a sua identificagao.

Os géneros de Didemnidae sdo diferenciados principalmente pelas

seguintes caracteristicas (BERRILL, 1950; KOTT, 2001):
1. Forma da abertura atrial (tubular ou aberta);

2. Numero de fileiras de fendas (trés ou quatro);

3. Forma do espermiduto (reto ou espiralado);

4. Numero de foliculos testiculares;

5. Presenca ou auséncia de espiculas.

Estas poucas caracteristicas, juntamente com o diminuto tamanho do
zooide, faz de Didemnidae um grupo dificil de se trabalhar (KOTT, 2001). Essas
peculiaridades dentro de Didemnidae se refletem no conhecimento acerca da

evolucao do grupo.

A familia Didemnidae tem sido validada como monofilética por meio de
evidéncias tanto morfologicas, quanto moleculares (MORENO; ROCHA, 2008;
TURON; LOPEZ-LEGENTIL, 2004; YOKOBORI et al., 2006). Apesar destes
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estudos, as relagdes filogenéticas dentro de Didemnidae sdo controversas e as relagdes

de parentesco entre os géneros ndo estio esclarecidas (YOKOBORI et al., 2006).

Diante disso, o presente estudo tem como objetivo avaliar a monofilia dos
géneros de Didemnidae e suas relagdes de parentesco, utilizando marcadores
mitocondrial (COI) e nuclear (18S), assim como examinar a evolug¢do dos caracteres

morfolégicos a luz desses dados.
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2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 — Obtencao do material bioldgico

Para este estudo foram examinados espécimes pertencentes as seguintes
instituicdes: Colecdo Bioldgica Prof. Edmundo Nonato (ColBIO), Instituto
Oceanografico, Universidade de Sdo Paulo (Sdo Paulo, SP, Brasil) e colecao
Zoologica de Invertebrados do Florida Museum of Natural History (FLMNH),
University of Florida (UF) (Gainesville, FL, EUA).

Os materiais bioldgicos pertencentes & ColBIO foram coletados ao longo
da costa e ilhas brasileiras (Ceara, Fernando de Noronha, Atol das Rocas,
Arquipélago Sao Pedro e Sao Paulo, Rio de Janeiro e Espirito Santo) entre 2011 e
2012. J4 no FLMNH os espécimes foram coletados no Golfo do México (EUA) em
2012 e Moorea (Polinésia Francesa) em 2009 e 2012 por meio do projeto Moorea
Biocode (mooreabiocode.org). Todos os espécimes coletados foram anestesiados com
metanosulfonato de tricaina ou cristais de mentol. De cada um dos espécimes foi
extraida uma por¢ao da coldnia para o estudo molecular, sendo a outra parte mantida
para os estudos morfoldgicos. A parte sub-amostrada para o estudo molecular foi
preservada em etanol 96% e estocada em freezer a -20°C, enquanto a porcdo da
coldnia para os estudos taxondmicos foi preservada em formaldeido (4% ou 10%) e

posteriormente mantida em alcool etilico (70% ou 75%).

Foram analisadas espécies representando seis dos oito géneros atualmente
aceitos: Didemnum, Diplosoma, Leptoclinides, Lissoclinum, Polysyncraton e
Trididemnum. Os géneros Atriolum e Clitella foram os unicos que nao puderam ser
incluidos nessa andlise pois ndo havia material disponivel. Na tabela 1 sdo listadas as
espécies utilizadas, localidade de coleta e seus numeros de identificagdo. Algumas das
sequéncias utilizadas nesse estudo foram obtidas do Smithsonian Institution

(Washington, DC), como parte do projeto Moorea Biocode.
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Numero de acesso

Espécies Localidade Nuimero de COI1 18S
identificacio do DNA
Didemnum apuroto Moorea, Polinésia UF813; UF814 KU221211.1; _
Francesa KU221212.1
Didemnum cineraceum  Ceara, Brasil ;Sdo Paulo, TL230; TL839 KU221193.1; _
Brasil KU221192.1
Didemnum Moorea, Polinésia UF676; UF724 KU221199.1; _
cuculliferum Francesa KU221219.1
Didemnum fragile Moorea, Polinésia UF746; UF839 KU221209.1; _
Francesa KU221201.1
Didemnum granulatum Moorea, Polinésia UF573; UF601; UF KU221196.1; _
Francesa 1408 KU221204.1;
KU221215.1
Didemnum granulatum Fernando de Noronha, TL671; TL686 KU221190.1; _
Brasil KU221191.1
Didemnum ligulum Espirito Santo, Brasil; TL796; UF613; KU221210.1; _
Moorea, Polinésia UF694; UF1387 KU221198.1;
Francesa KU221200.1;
KU221202.1
Didemnum cf. ligulum Fernando de Noronha, TL649 _ KU170205.1
Brasil
Didemnum cf. Moorea, Polinésia UF526; UF720; KU221216.1; _
membranaceum Francesa UF1389 KU221225.1;
KU221213.1
Didemnum mutabile Moorea, Polinésia UF689; UF691 KU221207.1; _
Francesa KU221223.1
Didemnum Ceara, Brasil TL27 KU221189.1 _
psammatodes
Didemnum sp.1 Moorea, Polinésia UF597; UF612; UF734  KU221195.1; _
Francesa KU221197.1;
KU221208.1
Diplosoma listerianum Moorea, Polinésia UF649 KU221221.1 _
Francesa
Diplosoma simile Moorea, Polinésia UF697 KU221218.1 _
Francesa
Diplosoma sp. Espirito Santo, Brasil TL817 KU221188.1  KU170204.1
Diplosoma sp.1 Moorea, Polinésia TL729 KU221184.1 _
Francesa
Diplosoma sp.2 Moorea, Polinésia UF644 KU221220.1 _
Francesa
Diplosoma sp.3 Moorea, Polinésia UF680; UF759 KU221228.1;

Francesa

KU221226.1
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Numero de acesso

Espécies Localidade Numero de COI 18S
identificacio do DNA
Lissoclinum ravarava Moorea, Polinésia UF1398 KU221214.1 _
Francesa
Lissoclinum patella Moorea, Polinésia UF781 _ KU174393.1
Francesa
Lissoclinum vareau Moorea, Polinésia UF606 KU221205.1 _
Francesa
Lissoclinum verrilli Golfo do México, USA UF1244 KU221194.1 _
Polysyncraton poro Moorea, Polinésia UF664; UF682 KU221217.1; _
Francesa KU221222.1
Polysyncraton sp. Cear4, Brasil; Espirito TL432; TL810 KU221187.1;  KU170203.1;
Santo, Brasil KU221186.1 KU170202.1
Trididemnum Sao Pedro e Sdo Paulo, TL234 KU221183.1 _
maragogi Brasil
Trididemnum Atol das Rocas, Brasil TL449 _ KU170201.1
maragogi
Trididemnum fetia Moorea, Polinésia UF629 KU221206.1 KU174392.1
Francesa
Trididemnum cf. Moorea, Polinésia UF696 KU221224.1 _
pigmentatum Francesa
Trididemnum tomarahi Moorea, Polinésia UF1424 KU221203.1 KU174391.1
Francesa
Trididemnum sp. Fernando de Noronha, TL538 KU221185.1

Brasil

Sequéncias adicionais para os genes COI e 18S rDNA da familia

Didemnidae foram obtidas do GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) e incluidas nas

analises (Tabela 2). As espécies Cystodytes dellechiajei (Della Valle, 1877) (nimeros
de acesso: AY523068.1; AY523072.1) e Cystodytes sp. (nimero de acesso:

FM244842.1), familia Polycitoridae, foram escolhidas como grupo externo para as

analises separadas (genes COI e 18S), respectivamente. Distaplia sp. (presente

estudo-TL02, KU221227.1; KU174394.1), familia Holozoidae, foi utilizada como

grupo externo na analise combinada (COI +18S).



Tabela 2 — Lista de espécies e nimero de acesso do COI e 18S rDNA das sequéncias do GenBank.
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Espécies COI1 18S
Didemnum albidum EU419432.1 EU337058.1
Didemnum granulatum JQ780685.1; JQ780688.1 _
Didemnum molle _ AB211071.1
Didemnum multispirale KCO17430.1 _
Didemnum psammatodes EU742661.1 _
Didemnum vexillum JQ663512.1 JF738070.1
Didemnum sp _ AJ579862.1
Didemnum sp.B _ EU337061.1
Diplosoma listerianum KF309664.1; KF309605.1 _
Diplosoma ooru _ AB211100.1
Diplosoma spongiforme AY600972.1 _
Diplosoma simile AB723718.1 AB211106.1
Diplosoma simileguwa _ AB211107.1
Diplosoma virens _ AB211114.1
Leptoclinides madara KC017427.1 AB211070.1
Lissoclinum bistratum _ AB211081.1
Lissoclinum fragile JF506180.1 _
Lissoclinum patella KJ009374.1;KJ009371.1 _
Lissoclinum punctatum _ AB211091.1
Lissoclinum timorense _ AB211094.1
Lissoclinum verrilli JX099361.1 _
Polysyncraton lacazei AY600986.1 _
Trididemnum cyanophorum JF506187.1;KJ632947.1 _
Trididemnum maragogi KR604728.1
Trididemnum paracyclops _ AB211077.1
Trididemnum solidum JF506186.1

2.2 — Extracao de DNA, amplificacdo e sequenciamento

Os procedimentos de extracao e amplificacdo do DNA foram realizados
no Laboratorio de Ecologia Animal (LECA) do Instituto de Ciéncias do Mar da
Universidade Federal do Ceara (UFC) e no Laboratério de Biologia Molecular do
Florida Museum of Natural History (FLMNH), University of Florida (UF),
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(Gainesville, Florida, EUA). Para a extragdo do DNA gendmico foram utilizados dois
protocolos distintos. Um protocolo foi baseado na utilizagdo de kits (Dneasy Blood &
Tissue kit e QIAamp DNA mini kit — Qiagen), onde cerca de 20-40 torax foram
dissecados da colonia e o DNA extraido, seguindo as instru¢des do fabricante. Os
torax foram incubados com Proteinase K overnight em banho seco a 56°C. Apds a
extracdo, o DNA isolado foi quantificado em espectrofotometro de micro volume da
marca Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) e até 100 ng de DNA utilizado na reagado
em cadeia da polimerase (PCR). No outro protocolo, o reagente Chelex 100 (Bio-
Rad) (WALSH; METZGER; HIGUCHI, 1991) foi utilizado para extrair DNA das
colonias de ascidias. Um pedago da colonia foi removido, cortado em pequenos
pedacos e incubado a 55°C overnight em 150 pL de uma soluc¢do aquosa de Chelex a
10% mais 10 pL de proteinase K. Para o PCR foi utilizado 1 pL do sobrenadante.

Os genes COI e 18S rDNA foram amplificados utilizando os iniciadores

(primers) listados na Tabela 3 e protocolos de amplifica¢do indicados na Tabela 4.

Tabela 3 — Iniciadores para os genes mitocondrial e nuclear.

Marcador Iniciadores Referéncia

ColI LCO1490 - 5’>GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG3’ Folmer et al., 1994
HCO2198 - TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCAY’
ColI TunF - STCGACTAATCATAAAGATATTAG3’ Stefaniak et al., 2009
TunR - S’ AACTTGTATTTAAATTACGATC3’
COI DidF - S’TATCIACIAATCATAAAGATATTG G3’ Presente estudo
DidR - S’CTTCTYCYGRWGGRTCAAAAARCT3’
18S rDNA 18S1 - 5’CCTGGTTGATCCTGCCAG3’ Tsagkogeorga et al.,

2009
1854 - > GATTAAAGAAAACATTCTTGGC3

Tabela 4 — Protocolo do programa de amplificagdo para os genes mitocondrial e nuclear.

Iniciadores Desnaturacio Ciclos Desnaturacio Anelamento Extensao Extensao
inicial final
LCO1490 e 94°C/2 min 35 94°C/1 min 39°C/1 min ~ 72°C/1.5min  72°C/7 min
HCO2198
TunF e TunR 95°C/4 min 40 94°C/1 min 39°C/1 min ~ 72°C/1.5min  72°C/10min
DidFeDidR  95°C/2.5 min 40 94°C/40seg 44°C/40seg  72°C/1 min  72°C/10min

18S1 e 1854 94°C/1 min 35 94°C/30seg 52°C/30seg  72°C/2min  72°C/S min
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Além dos iniciadores de Folmer e Tun utilizados no presente estudo, foi
elaborado um conjunto de iniciadores que melhoraram o sucesso de amplificacdo,
especialmente para os géneros Didemnum, Lissoclinum e Trididemnum. Estes foram
baseados nos iniciadores de Folmer modificados por Geller et al., (2013), e em
genomas mitocondriais completos disponiveis no GenBank para Didemnum vexillum

(KM259616.1) e Diplosoma listerianum (FN313539.1).

As reagdes em cadeia da polimerase (PCR) tiveram um volume final de
25 pL, contendo: 12,5 pL de solugdo comercial para reacdes de PCR (Amplitag-
Applied Biosystems ou Gotaq-Promega), 1 pL (0,4 uM) de cada iniciador (foward e
reverse), DNA e dgua para completar 25 pL de reagdo. O controle da reacdo foi
formado por todos os constituintes citados acima, exceto DNA. A amplificagcdo foi
realizada em termocicladores C1000 Thermal cycler (Bio-Rad) ou PTC-100 (MJ

Research).

Ap6s a amplificagdo, os produtos de PCR foram visualizados em gel de
agarose a 2%. Apos a formagdo do gel, foi aplicado 5 pL do produto de PCR mais 2
pL de SYBR Safe DNA gel stain (Life Technologies) 100 X para observacdo das
bandas. O marcador de massa molecular de DNA de 1 Kb (Invitrogen) ou 100 pb
(Biolabs-New England) foi aplicado para se saber o tamanho dos fragmentos
amplificados. A corrida da eletroforese aconteceu a uma voltagem de 80 V e uma
corrente de 40 mA, utilizando como tampao de corrida o Tris Borato EDTA (TBE)
0,5 X. As bandas da eletroforese foram visualizadas em fotodocumentador
ultravioleta Gel Doc™ (Bio-Rad). As bandas foram quantificadas utilizando o
software Image Lab'™ 2.0 (Bio-Rad). Os produtos de PCR com boa qualidade foram
mantidos a -20°C até o momento da purificagdo e sequenciamento. Esses produtos de
PCR foram purificados com endonuclease ExoSAP-IT (USB), seguindo as indicacdes
do fabricante. Todas as amostras foram sequenciadas pelo método de Sanger. Para as
amostras com procedimento realizado no LECA, o sequenciamento foi realizado pela
empresa Macrogen (Coréia), utilizando o sequenciador automatico ABI 3730
(Applied Biosystems). As amostras amplificadas no FLMNH foram sequenciadas no

Interdisciplinary Center for Biotechnology Research (University of Florida).
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2.3 — Analises filogenéticas

Os eletroferogramas foram visualizados e as sequéncias de nucleotideos
editadas manualmente e verificadas por meio do programa Geneious v.7-Biomatter.
As sequéncias de nucleotideos obtidas no presente estudo e selecionadas do GenBank
foram alinhadas usando o programa MAFFT 7 (KATOH; STANDLEY, 2013) com o
algoritmo L-INS-i. As andlises foram realizadas usando dados separados e dados
concatenados. Para cada dado foi selecionado o melhor modelo de evolugdo de
nucleotideos, usando o Akaike Information Criterion (AIC), implementado no
JModelTest 2.1.4 (DARRIBA et al., 2012). O melhor modelo de evolugdo para os
dados separados (COI e 18S) e os dados concatenados (COI+18S) foi GTR com
parametros gamma de 0.3150, 0.6320 e 0.5340, respectivamente. As arvores
filogenéticas foram construidas por méxima verossimilhanca (ML) no programa
PhyML (GUIDON et al., 2010) e inferéncia Bayesiana (BI) no programa MrBayes
3.2.2 (RONQUIST et al., 2012). O suporte estatistico das arvores de ML e BI foram
realizados usando 1000 réplicas de bootstrap e probabilidade posterior,
respectivamente. A BI foi baseada em quatro cadeias Markov-Monte Carlo (MCMC)
com cinco milhdes de geragdes. As arvores foram amostradas a cada 1000 geragdes e
um total de 25% das arvores foram descartadas em burn-in. Todos os programas
utilizados nas analises estdo implementados no programa Geneious R7, com exce¢do
do JModelTest 2.1.4. As arvores obtidas foram visualizadas e editadas no programa
Figtree 1.4.0 disponivel em htttp://tree.bio.ed.ac.uk/software/ figtree/ (RAMBAUT,
2012).
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3 -RESULTADOS

Foram obtidas topologias similares das arvores baseadas nos algoritmos
de maxima verossimilhanga (ML) e inferéncia Bayesiana (BI) para todos os conjuntos
de dados (COI, 18S e COI+18S). Dessa forma, apenas a topologia da arvore de ML
foi mostrada para cada gene (dados separados e concatenados) (Figuras 1, 2 e 3).
Tanto as analises com COI, como com o 18S, validaram como monofiléticos cinco
dos géneros analisados. A excecdo foi o género Trididemnum, cuja monofilia ndo foi

validada pelo COI (Figura 1).

O género Didemnum foi recuperado como monofilético em todas as
reconstru¢des, com alto suporte de bootstrap e probabilidade posterior (76%/0.99
com gene COI, 97%/1 com gene 18S; e 99%/1 com dados concatenados,
respectivamente) (Figuras 1, 2 e 3). Dois clados foram observados para Didemnumi;
um clado compreendendo as espécies Didemnum albidum (Verrill, 1871), D.
multispirale Kott, 2001 e D. ligulum Monniot, 1983; e outro abrigando todas as outras
espécies de Didemnum incluidas no estudo (Figura 1). Dentro de Didemnidae, esse foi
o género mais bem resolvido, ou seja, com o maior valor de suporte em todas as

analises.

Diplosoma foi mostrado como monofilético nas andlises de méxima
verossimilhanga e inferéncia Bayesiana. Para os dados com o COI, o suporte de
bootstrap foi moderado (92%), enquanto para o 18S esse foi muito forte (98%). Ja
para os dados concatenados o valor de bootstrap foi alto (100%). Na inferéncia
Bayesiana, o valor de probabilidade posterior foi alto (1) para ambos os genes

(Figuras 1, 2 e 3).

O género Lissoclinum também foi validado como monofilético, apesar de
ndo totalmente confirmado devido ao suporte das andlises. A monofilia foi validada
na analise de inferéncia Bayesiana para ambos os marcadores (0.96 para os genes
COl, 1 para o 18S e dados concatenados, respectivamente) (Figuras 1, 2 e 3). Essa
monofilia também foi recuperada pela analise de maxima verossimilhanca para ambos
os genes (99% para o 18S e 81% dados concatenados), contudo o valor do suporte de
bootstrap foi fraco para o gene COI (33%, valor ndo mostrado, Figura 1). Dois
clados em Lissoclinum foram identificados com alto suporte pelo COIL. O primeiro

clado inclui trés espécies: Lissoclinum ravarava Monniot & Monniot, 1987, L. vareau
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Monniot & Monniot, 1987 e L. fragile (Van Name, 1902), com um forte valor de
suporte (97%, 1). O segundo clado compreende duas espécies: L. patella (Gottschaldt,
1989) e L. verrilli (Van Name, 1902), com alto valor de suporte para probabilidade
posterior (0.97) (Figura 1).

A monofilia de Polysyncraton foi recuperada pelo COI, com valor de
suporte moderado para a ML (69%), e alto na BI (1) (Figura 1). Os resultados
relativos a monofilia de Trididemnum foram conflitantes. Esse género foi recuperado
como monofilético usando o 18S e os dados concatenados, com um forte suporte em
ambas as analises (ML=100%, BI=1, Figuras 2 e 3). Contudo, a monofilia de
Trididemnum nao foi recuperada com o COI, onde um arranjo politdbmico foi obtido

(Figura 1).

Os resultados mostraram a espécie Leptoclinides madara Tokioka, 1953,
como taxon irmao dos demais géneros de Didemnidae nas filogenias com o COI, 18S

e dados concatenados (Figuras 1, 2 e 3).

Nossos resultados mostraram um unico clado incluindo os géneros
Didemnum, Lissoclinum, Diplosoma e Polysyncraton para o COI. Para esse clado, o
valor de suporte de bootstrap foi moderado (76%) e a probabilidade posterior forte (1)
(Figura 1). A mesma topologia foi mostrada com os dados de 18S e dados
concatenados, mas incluiu também o género Trididemnum (Figuras 2 e 3). Os valores
de suporte de bootstrap para o gene 18S foi moderado para ML (74%) e
probabilidade posterior forte na BI (1) (Figura 2). Ja para os dados concatenados o

suporte de bootstrap e probabilidade posterior foi alto para ambos (91%/1) (Figura 3).

Os resultados sobre as relagdes filogenéticas dentro de Didemnidae tiveram
um baixo valor de bootstrap e probabilidade posterior com o gene 18S (valores ndo
mostrados), embora uma relagdo entre Didemnum e Polysyncraton tenha sido
recuperada com moderado valor de bootstrap (62%) e alta probabilidade posterior
(0.97) para os dados concatenados. Apesar desse baixo valor, observado nas analises
do gene 18S, a topologia das arvores foi a mesma e esses resultados sugerem uma
relacdo proxima entre Didemnum e Polysyncraton, assim como entre Diplosoma e

Lissoclinum.

Ja a relagdo dentro de Didemnidae pelo gene COI mostrou a mesma

topologia das arvores em ambas as andlises (ML e BI). Contudo, os valores de suporte
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foram incongruentes. Na analise da inferéncia Bayesiana, a relacdo foi muito forte,
com (Diplosoma (Polysyncraton (Didemnum + Lissoclinum))). Ja os resultados para a
analise de maxima verossimilhanga tiveram um baixo valor de suporte e a relacao

evolutiva entre os géneros de Didemnidae ndo foi recuperada.
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Figura 1 — Hipotese da filogenia da familia Didemnidae baseada em sequéncias do gene mitocondrial
COI. Os numeros nos ramos e abaixo representam os valores de bootstrap para a maxima
verossimilhanga (>60%) e probabilidade posterior para a inferéncia Bayesiana (>0.9), respectivamente.
Géneros de Didemnidae representados nesse estudo: A) Didemnum, B) Diplosoma, C) Leptoclinides,
D) Lissoclinum, E) Polysyncraton e F) Trididemnum. Caracteres morfologicos: 1 — Sifdo atrial (aberto
ou tubular), 2 — Numero de fileiras de fendas (trés ou quatro), 3 — Forma do espermiduto (espiral ou
reto) e 4 — Numero de lobos testiculares (unico ou dividido ou mais que 2 foliculos).
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Figura 2 — Hipotese da filogenia da familia Didemnidae baseada em sequéncias do gene nuclear 18S.
Numero no ramo representa o valor de bootstrap para a maxima verossimilhanga (>60%) e
probabilidade posterior para a Inferéncia Bayesiana (>0.9), respectivamente.
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Figura 3 — Hipoétese da filogenia da familia Didemnidae baseada em sequéncias dos genes (COI e 18S)
concatenados. Numero no ramo representa o valor de bootstrap para a maxima verossimilhanga
(>60%) e probabilidade posterior para a Inferéncia Bayesiana (>0.9), respectivamente.
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4 — DISCUSSAO

O presente estudo ¢ a primeira analise filogenética molecular de ascidias,
incluindo seis géneros de Didemnidae, os mais ricos em numero de espécies (KOTT,
2001). De acordo com ambas as topologias observadas nas arvores, o espermiduto em
espiral e as espiculas globulares ou estreladas permanecem como sinapomorfias para
Didemnidae, juntamente com o brotamento na regido do pedunculo esofagico retal e o
dobramento da alga intestinal. Romanov (1989 apud Kott, 2001) propds um ancestral
para Didemnidae desprovido de espiculas e com espermiduto reto, colocando o
género Diplosoma como o taxon de derivagdo mais basal. Contudo a maioria das
evidéncias ndo confirma essa hipotese. Lafargue (1983), por exemplo, colocou
Cystodytes como taxon irmdo de Didemnidae, apontando uma origem comum das
espiculas em ambos os tdxons. De fato, a maioria das espécies de Cystodytes
apresenta espiculas globulares arredondadas. Considerando uma evolugdo a partir das
espiculas, caractere tipico em Didemnidae, essa parece ser a situacdo mais plausivel.
Cystodytes também apresenta uma camada de células bladder na tinica, assim como a
maioria dos didemnideos. Entretanto, essa caracteristica encontra-se ausente nos
outros taxons de Aplousobranchia (VAN NAME, 1945). Algumas espécies desse
género também tém associagdes com a cianobactéria Prochloron, uma caracteristica

tipica dos didemnideos (OLIVEIRA et al., 2013)

Os resultados do presente estudo confirmaram a monofilia dos géneros
analisados em quase todas as abordagens. Os resultados moleculares sdo consistentes
com a taxonomia tradicional para os géneros de Didemnidae. De acordo com os
caracteres morfologicos, os géneros sdo distinguidos principalmente pela presencga ou
auséncia do sifdo atrial, pelo numero de fileiras de fendas, pela forma do espermiduto,
pelo numero de foliculos testiculares e pela presenca ou auséncia de espiculas

(MONNIOT; MONNIOT; LABOUTE, 1991; KOTT, 2001).

Mapeando esses caracteres nas arvores filogenéticas para os genes COI,
18S e dados concatenados (COI + 18S), foram observados diferentes cenarios em
algumas topologias (Figuras 1, 2 e 3). Em todas as analises, Leptoclinides foi validado
como grupo irmao dos outros géneros de Didemnidae. Esse resultado ¢ consistente
com a taxonomia tradicional, considerando a morfologia do sifao tubular e o nimero

de foliculos testiculares. A presenga desses caracteres em Leptoclinides ¢
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possivelmente uma condi¢do basal mantida de um ancestral de Aplousobranchia. A
derivacdo basal de Leptoclinides também foi proposta por Hawkins et al. (1983),
seguindo um estudo sobre os teores do metal vanadio e o estagio de oxidagdo do
mesmo em ascidias. Segundo esse estudo, as espécies pertencentes a Leptoclinides
mostraram altos teores de vanadio, contrastando com todos os outros géneros de
Didemnidae. Dessa forma, se Leptoclinides ¢ o taxon irmao de todos os demais
géneros de Didemnidae, a evolugdo dos mesmos a partir deste estaria relacionada a

perda do sifao atrial e redugdo do tamanho do zooide (KOTT, 2001).

Trididemnum foi validado como monofilético a partir dos dados do 18S e
concatenados, mas ndo com o gene mitocondrial COI. O conjunto de dados para o
gene 18S e concatenados tem menos espécies, mas possui as espécies que surgiram
em diferentes clados na andlise do COI, como T. fetia, T. maragogi e T. tomarahi.
Apesar desse fato, a posi¢ao de Trididemnum na filogenia permaneceu incerta, sem
um bom suporte em ambos os conjuntos de dados. Morfologicamente, Trididemnum
difere dos outros géneros de Didemnidae pela reducdo da faringe, que apresenta
apenas trés fileiras de fendas. Esse género retém caracteres como sifdo atrial tubular
dirigido posteriormente, semelhante a Leptoclinides, embora esse ndao seja um
caractere universal para o grupo, uma vez que o sifao atrial aberto ¢ encontrado em
algumas espécies. Como a miniaturizagdo do zooide pode ser vista como uma
"tendéncia" em Didemnidae, seria esperado uma posicdo mais derivada para

Trididemnum.

Por outro lado, resultados incongruentes entre dados de 18S e COI foram
mostrados em outros estudos, em niveis taxondmicos mais abrangentes, como subfilo
e familias (STACH; TURBEVILLE, 2002; PEREZ-PORTELA et al., 2009). Os
genes mitocondriais em diferentes espécies de Ascidiacea evoluem em diferentes
taxas passando por intensos rearranjos génicos (GISSI ef al., 2010; RUBINSTEIN et
al., 2013). O gene COI ¢ conhecido por ndo ser eficiente para inferir relagdes
filogenéticas em niveis mais amplos, mas pode ser usado para resolver divergéncias
mais recentes em nivel de género e espécie (STACH; TURBEVILLE, 2002;
IANNELLI ef al., 2007; PEREZ-PORTELA et al., 2009). Diante disso, seria
prematuro fazer afirmagdes sobre a posicdo de Trididemnum na filogenia, sendo
necessaria uma revisdo taxonomica acompanhada de estudos com outros marcadores

moleculares para esclarecer essas relagdes.
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O género Didemnum, o maior e mais comum dentro de Didemnidae, foi
evidenciado como monofilético com um bom suporte em todas as analises (Figuras 1,
2 e 3). A topologia da arvore com os dados de COI retratou dois clados bem
suportados para o género Didemnum (Figura 1). O clado 1, composto pelas espécies
Didemnum albidum, D. multispirale e D. ligulum ¢é caracterizado pela presenca de
lingueta atrial, um ou dois foliculos testiculares e larva com muitas ampolas,
caracteres ndo observados nas espécies do clado 2. Seguindo essas observagdes,
Monniot (1993) ja havia proposto um grupo dentro do género Didemnum, incluindo
espécies com lingueta atrial e dois foliculos testiculares. Em 1984, a mesma autora
também havia reconhecido o valor taxondmico do numero de ampolas presentes na

larva.

Didemnum candidum Savigny, 1816, a espécie tipo do género, tem um
unico testiculo, larva com trés papilas adesivas e quatro ampolas, assim como
auséncia de lingueta atrial (Lafargue, 1974). Essas caracteristicas juntamente com os
presentes resultados da filogenia molecular sugerem a proposi¢do de um novo género
para acomodar espécies de Didemnum com lingueta atrial, com um ou dois foliculos
testiculares, larva com multiplas ampolas, ou qualquer combinagdo desses caracteres.
Como o género ¢ muito diverso, uma cisdo e reorganizacdo de Didemnum pode ser
apropriada, embora os caracteres aqui mencionados ndo parecam ser universais em
ambos os clados, e alguma confusdo possa surgir a partir de um ponto de vista

puramente morfolédgico.

A monofilia de Polysyncraton ¢ fortemente confirmada pelos dados de
COIl. A validade desse género sempre foi discutida por muitos autores, baseada em
argumentos puramente tedricos para distinguir Polysyncraton do género Didemnum
(VAN NAME, 1921, 1945; BERRILL, 1950; MONNIOT, 1984; 1993; 1995).
Polysyncraton e Didemnum sempre foram considerados estreitamente relacionados
(ELDREDGE, 1966; LAFARGUE, 1975), uma vez que poucos caracteres
morfologicos sdo utilizados para distingui-los. Além disso, a auséncia de gonadas e
larvas torna dificil separa-los (KOTT, 2001). Curiosamente, o suporte do clado
Didemnum + Polysyncraton para os dados do gene 18S foi baixo (Figura 2), embora
essa relagdo tenha sido confirmada por meio da andlise com os dados concatenados
(Figura 3). Ja para o gene COI, Didemnum apareceu como grupo irmao de

Lissoclinum (Figura 1). Assim, os resultados desse estudo confirmaram a validade de
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Polysyncraton, tao firmemente afirmado por outros taxonomistas (ELDREDGE,
1966; KOTT, 2001), mas suas relagdes com outros géneros ainda ndo estdo
totalmente esclarecidas. Morfologicamente, os caracteres de diagndstico para o
género se baseiam em testiculo com trés ou mais 16bulos e estrutura da abertura atrial,
geralmente com uma lingueta. Eldredge (1966) também observou a tendéncia para um

maior nimero de ampolas nas larvas em comparagao com Didemnum.

Diplosoma e Lissoclinum sdo os Unicos géneros dentro de Didemnidae
que apresentam espermiduto reto, sem o tipico espermiduto espiralado presente nos
outros didemnideos. A monofilia de cada um dos géneros teve um bom suporte na
reconstrucdo filogenética, especialmente com os dados concatenados e do 18S. A
relacdo entre eles e os demais géneros, por outro lado, ndo foi totalmente resolvida.
Yokobori et al. (2006), em uma andlise filogenética, ndo obtiveram suporte para
confirmar Lissoclinum como monofilético. Contudo, os resultados apresentado pelos
autores sdo semelhantes aos do presente estudo, uma vez que eles também utilizaram
18S. Diplosoma e Lissoclinum sdo diferenciados apenas pela presenca de espiculas
(presentes em Lissoclinum) (ELDREDGE, 1966; LAFARGUE, 1975). Como
mencionado anteriormente, a presenca de espiculas ¢ um dos caracteres morfoldgicos
quase integralmente presente em Didemnidae. Embora as vezes consideradas como
pouco eficientes (LINDQUIST; HAY; FENICAL, 1992), as espiculas de didemnideos
parecem ser relevantes para deter predadores. Diplosoma, por sua vez, ndo ¢ so
desprovido de espiculas, como sua tunica ¢ normalmente macia ¢ mucosa. Assim,
esses animais devem certamente depender de outros mecanismos de defesa, tais como

compostos quimicos toxicos ou ndo palataveis.

Com as andlises realizadas no presente estudo ndo foi possivel resolver
totalmente as relagdes dentro de Didemnidae devido a topologias conflitantes e/ou
falta de suporte adequado em algumas andlises. No entanto, o fraco suporte da relacao
entre Didemnum e Polysyncraton, bem como entre Diplosoma e Lissoclinum,
indicado pelos dados do 18S, ndo foram confirmados com os dados concatenados e
morfoldgicos. Além disso as relagdes entre esses géneros ja haviam sido observadas
em outros estudos com abordagem tipicamente gradista (VAN NAME, 1945;
LAFARGUE, 1983; KOTT, 2001). A posicdo de Trididemnum ¢ especialmente
complicada, sendo uma pergunta ainda sem resposta definitiva. Avaliacdes futuras

com uma maior amostragem de taxons, aliadas a um conjunto de dados de evidéncias
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moleculares mais abrangente, provavelmente melhorard o conhecimento sobre a

evolucdo desse notavel grupo de animais.
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5 - CONCLUSOES

1) Leptoclinides apresenta divergéncia mais basal dentre os géneros de Didemnidae.

2) Os géneros Didemnum, Diplosoma, Lissoclinum e Polysyncraton sao

monofiléticos.

3) O género Didemnum parece incluir dois clados distintos, suportados por caracteres

morfoldgicos e moleculares.

4) O género Didemnum esté relacionado com Polysyncraton, assim como Lissoclinum

com Diplosoma.
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CAPITULO 2 - Filogenia do género Didemnum Savigny, 1816 (Ascidiacea:
Didemnidae): uma nova proposta de classificacio

Resumo

Didemnidae compreende atualmente oito géneros segundo a ultima proposta de
classifica¢do. Didemnum representa o género tipo da familia e ¢ o mais diverso dentro
de Didemnidae, com cerca de 200 espécies atualmente aceitas. Estudos anteriores
para o género Didemnum focaram na descri¢do de espécies, enquanto a relagdo
filogenética dentro do género permanece pouco esclarecida. Este estudo utilizou
sequéncias do gene mitocondrial COI juntamente com uma avaliacdo dos caracteres
morfoldgicos tradicionais para determinar as relagdes filogenéticas entre as espécies
do género Didemnum. As analises com as sequéncias de COI mostraram dois clados
monofiléticos dentro de Didemnum. Esses sao diferenciados pela presenga de lingueta
atrial e pelo maior nimero de ampolas ectodérmicas na larva. Essa divergéncia
morfologica dos caracteres e o resultado da analise molecular sugere uma divisdo de
Didemnum em dois tdxons. Com base nessas evidéncias, propomos um novo género
de Didemnidae. As analises realizadas ndo esclareceram totalmente as relagdes
filogenéticas entre as espécies de Didemnum. No entanto, uma relagdo proxima foi
revelada entre as espécies de Didemnum psammatodes e Didemnum vexillum, e entre
Didemnum ahu e Didemnum parau. Possiveis espécies cripticas também foram

identificadas.

Palavras-chave: Filogenia, Didemnum, morfologia, classificacao.
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CHAPTER 2 - Phylogeny of Didemnum Savigny, 1816 (Ascidiacea:
Didemnidae): a new classification proposal

ABSTRACT

Didemnidae comprises eight genera according to the current proposed classification.
Didemnum is the type genus and is the most diverse in Didemnidae, with about 200
species currently accepted. Previous studies for the genus were focused on
descriptions of species, while the phylogenetic relationships within Didemnum
remains poorly understood. Therefore, this study aims to assess morphological traits
and infer the phylogenetic relationships among species of Didemnum. This study used
sequences of mitocondrial COI gene coupled with an evaluation of traditional
morphological characters to assess the phylogenetic relationships within genus
Didemnum. Analyses with the COI sequences showed two monophyletic clades
within Didemnum. Those are distinguished by the presence of an atrial lip and larger
number of larval ampullae. This morphological divergence and the result of molecular
analysis suggested two group of species within Didemnum. Based on these evidence,
we propose a new genus of Didemnidae. The analysis did not resolve completely the
phylogenetic relationships among species of Didemnum. However a closer
relationship between Didemnum psammatodes and Didemnum vexillum, and also
Didemnum ahu and Didemnum parau was revealed. Possible cryptic species also

were detected.

Keywords: Phylogeny, Didemnum, morphology, classification.
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CAPITULO 2 - Filogenia do género Didemnum Savigny, 1816 (Ascidiacea:
Didemnidae): uma nova proposta de classificacio

1- INTRODUCAO

O género Didemnum Savigny, 1816 ¢ o maior tdxon de ascidias coloniais
nesta categoria, composto por cerca de 200 espécies (SHENKAR; SWALLA, 2011)
amplamente distribuidas desde os tropicos até regides polares (KOTT, 1969; 2001),
sendo considerado cosmopolita. Didemnum ¢ o género tipo da familia Didemnidae e

possui como espécie tipo Didemnum candidum Savigny, 1816.

Didemnum ¢ diferenciado morfologicamente dos demais géneros de
Didemnidae pela presenca de quatro fileiras de fendas, sifao atrial aberto, espermiduto
em espiral, um foliculo testicular e larva com quatro pares de ampolas ectodérmicas
(MONNIOT; MONNIOT; LABOUTE, 1991). Todavia, Didemnum pode ser
representado por espécies que apresentam lingueta atrial, um ou dois foliculos

testiculares e larva com multiplas ampolas ectodérmicas (KOTT, 2001).

A validade filogenética de Didemnum foi questionada por diversos
autores. Esses questionamentos emergiram devido a plasticidade morfologica dos
caracteres presentes em Didemnum € que também sdo observados nos outros géneros
de Didemnidae (KOTT, 1962). O compartilhamento dessas caracteristicas ocorre
principalmente com o género Polysyncraton (MONNIOT, 1993; 1995) que, assim
como Didemnum, possui lingueta atrial e larva com multiplas ampolas ectodérmicas,

caracteristicas que sdo as sinapomorfias de Polysyncraton e nao de Didemnum.

O estudo molecular realizado no capitulo 1 indicou a monofilia dos
géneros Didemnum e Polysyncraton. No entanto, os resultados com os dados do gene

COlI revelaram dois grupos dentro de Didemnum.

Até o presente momento, a maioria dos estudos realizados com o género
Didemnum foram para descrever espécies, identificar espécies invasoras e diferenciar
populagdes (MONNIOT; MONNIOT, 1987; KOTT, 2001; HIROSE; YOKOBORI;
HIROSE, 2008; STEFANIAK et al., 2009; HESS, 2009; LAMBERT, 2009). Estudos
sobre a evolugdo desse grupo ainda sdo escassos, representando uma lacuna no

conhecimento desse taxon.
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Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo estudar a evolugdo do

género Didemnum por meio de caracteres morfologicos e moleculares (gene COI).
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2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 — Material bioldgico e taxons terminais amostrados

Espécimes do género Didemnum foram coletados na costa brasileira
(Maranhao, Ceard, Espirito Santo e Sdo Paulo) entre 2011 e 2012 e Moorea (Polinésia

Francesa) em 2009 e 2012 por meio do projeto Moorea Biocode (mooreabiocode.org).

Todas as colonias coletadas, nas localidades citadas acima, foram
anestesiadas com metanosulfonato de tricaina ou cristais de mentol. Cada col6nia foi
sub-amostrada, preservada em etanol 96% e estocada em freezer a -20°C para o
estudo molecular. A outra por¢ao da coldnia foi fixada em formaldeido (4% ou 10%)
e posteriormente mantida em 4lcool etilico (70% ou 75%) para os estudos
morfoldgicos. Estas encontram-se depositadas na Colecdo Bioldgica Prof. Edmundo
Nonato (ColBIO) do Instituto Oceanografico da Universidade de Sao Paulo (Sao
Paulo, SP, Brasil) e na cole¢do Zooldgica de Invertebrados do Florida Museum of

Natural History (FLMNH), University of Florida (UF) (Gainesville, FL, EUA).

Para a andlise filogenética morfologica foram analisados 25 taxons
terminais, sendo 23 pertencentes ao grupo-interno e dois ao grupo-externo
(Polysyncraton lacazei (Giard, 1872) e Polysyncraton poro Monniot & Monniot,
1987) (Tabela 1).

Na analise filogenética baseada em dados moleculares foram utilizadas as
mesmas espécies da andlise morfologica como grupo-interno, com exce¢do de
Didemnum candidum. Esta foi a Unica espécie que ndo pode ser incluida nessa
analise, pois ndo havia material para o estudo molecular em nenhuma cole¢ao
analisada. Para a analise molecular foram utilizadas as espécies Polysyncraton sp.1,
Polysyncraton lacazei (Giard, 1872), e Polysyncraton poro Monniot & Monniot,
1987, como grupo externo. O género Polysyncraton foi escolhido como grupo
externo, no presente estudo, por ser considerado o tdxon mais proximo de Didemnum
(KOTT, 2001). Os codigos de acesso das amostras utilizadas nos estudos molecular,

assim como as sequéncias obtidas do GenBank estdo listadas na Tabela 1.



Tabela 1 — Espécies de Didemnum incluidas nas analises morfologicas e moleculares.
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Espécie Localidade de Material Literatura Caédigo de
coleta analisado na examinada acesso (COI)
morfologia
Grupo externo
Polysyncraton lacazei Lafargue 1968; AY 600986

(Giard, 1872) 1975
Polysyncraton poro Polinésia Francesa = FLMNH UF 664, UF664 e UF682
Monniot & Monniot, (Moorea) UF682 e UF669
1987
Polysyncraton sp.1 _ _ _ TL432
Grupo interno
Didemnum ahu Polinésia Francesa FLMNH UF574, Monniot & UF584
Monniot & Monniot, (Moorea) UF575 e 584 Monniot, 1987;
1987 2008
Didemnum albidum* EUA (Golfo de _ Marks, 1996 EU419432 ¢
(Verrill, 1871) Maine) EU419456
Didemnum apuroto Polinésia Francesa =~ FLMNH UF731, Monniot & UF731, UF813
Monniot & Monniot, (Moorea) UF 813, UF814 ¢ Monniot, 1987 e UF814
1987 UF815
Didemnum cineraceum Sdo Paulo ColBio TL839 Monniot F., TL230, TL839 e
(Sluiter, 1898) 1983 UF1250
Didemnum cuculliferum  Polinésia Francesa, = FLMNH UF676, Monniot & UF676 e UF724
(Sluiter, 1909) Moorea UF724 e UF745 Monniot, 1987
Didemnum duplicatum Brasil (Ceara e ColBio Monniot F., TL15, TL16 e
Monniot F., 1983 Espirito Santo) TL15,TL16 e 1983 TL811
TL811
Didemnum fragile Polinésia Francesa =~ FLMNH UF693, Kott, 2001 UF693, UF746
Sluiter, 1909 (Moorea) UF746 e UF839 e UF839
Didemnum fulgens* _ _ Lafargue, 1968, IJX846617
(Milne-Edwards, 1841) 1976
Didemnum galacteum Brasil (Maranhio) ColBio TL280 ¢ Lotufo & Dias, TL280
Lotufo & Dias, 2007 TL332 2007
Didemnum granulatum  Polinésia Francesa, =~ FLMNH UF573, Tokioka, 1954 ¢ UF534, UF573,
Tokioka, 1954 (Moorea) e UF577, UF771, Kott, 2001 UF601, UF679,
UF1408 ¢ UF1408, TL671
UF1409 e TL686
Didemnum incanum* _ _ Kott, 2001 JQ692626 ¢
(Herdman, 1899) JQ692628
Didemnum ligulum Polinésia Francesa, = FLMNH UF568, Monniot, 1983 ¢ UF568, UF578,

Monniot F., 1983

Didemnum
membranaceum Sluiter,

1909

Didemnum
multispirale* Kott,
2001
Didemnum mutabile
Monniot & Monniot,
1987

(Moorea)

Polinésia Francesa,
(Moorea)

Polinésia Francesa,
(Moorea)

UF578, UF589,

UF591, UF600,

UF613, UF694 e
UF1387

FLMNH UF526 ¢
UF665

FLMNH
UF689,UF691 e
UF692

Monniot &
Monniot, 1987

Kott, 2001

Kott, 2001

Monniot &
Monniot, 1987;
Kott,2001

UF589, UF591,
UF600, UF613,
UF694,
UF1387 ¢
TL796
UF526, UF549,
UF665, UF677,
UF720 ¢
UF1389
KC017430

UF689, UF691
e UF692,
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Espécie Localidade de Material Literatura Cédigo de
coleta analisado na examinada acesso (COI)
morfologia
Didemnum nekozita Polinésia Francesa, FLMNHUF570, Tokioka, 1967; UF570, UF571,

Tokioka, 1967

Didemnum parau
Monniot & Monniot,
1987
Didemnum patulum*
(Herdman, 1899)
Didemnum perlucidum
Monniot, 1983

(Moorea)

Polinésia Francesa,
(Moorea)

Brasil (Ceard)

UF571,UF572,UF

585,UF594,UF59

5,UF619, UF725,

UF779, UF 1402
e UF1420

FLMNH UF 552
e UF 553

FLMNH UF1023,

UF1089, ColBio
TL 945 e TL948

Monniot &
Monniot, 1987 e
Kott, 2004

Monniot &
Monniot, 1987

Kott, 2001;
2004
Monniot, 1983

UF572, UF585,
UF594 ¢
UF595

UF553

JQ731736

TL227 e
JQ731740

Didemnum Polinésia Francesa, FLMNH UF538, Kott, 2001 UF542 e TL27
psammatodes (Sluiter, (Moorea) ¢ Brasil UF540, UF541,
1895) (Ceard) UF542, UF770,
UF1071, UF1487,
UF1564; ColBio
TL799 e TL949
Didemnum sordidum Polinésia Francesa, = FLMNH UF 597, Kott, 2001 UF597, UF612
Kott, 2001 (Moorea) UF612, UF622, e UF734
UF718 e UF734
Didemnum vexillum* Japao Kott, 2002 JQ663516 ¢
Kott, 2002 B JQ663512

* Espécies com informagdes taxondmicas obtida apenas da literatura.

2.2 — Dados morfologicos

A taxonomia tradicional tem considerado a presenca ou auséncia da
lingueta atrial, o nimero de fendas por fileiras, nimero de foliculos testiculares, a
forma e didmetro das espiculas e o nimero de ampolas na larva como caracteres
diagnodsticos para as espécies dentro de Didemnum. Dessa forma, para investigar a
variagdo morfologica das espécies de Didemnum, foram observados os caracteres
externos e internos de cada espécie em microscopio estereoscopio Nikon, modelo
SMZ1500 e SMZ1000. Aspectos da morfologia externa das colonias e informagdes
dos locais de coleta foram obtidos por meio de fotografias e das etiquetas de
identificacdo de cada espécime (Tabela 1). Para analisar a morfologia interna de cada
coldnia, uma por¢ao da mesma foi obtida por meio de cortes transversais. Esse cortes
ou porcdes das coldnias foram imersos na solugdo de EDTA 10% para a dissolucao
das espiculas, permanecendo apenas a parte organica. Apds esse processo, zooides e

larvas foram dissecados e corados com corante Hemalum de Masson para
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visualizacdo de suas estruturas. Quando necessario, foram também imersos em

glicerina para diminuir a opacidade dos mesmos.

As espiculas foram analisadas a partir de imagens geradas através do
microscopio eletronico de varredura (MEV), modelo Inspect F50, na Central
Analitica da Universidade Federal do Ceard. As amostras foram preparadas por meio
da retirada de um pedago da tinica, que foi incinerado para a remoc¢do da parte
organica. As espiculas foram lavadas em etanol e colocadas em uma fita adesiva de
carbono dupla face aderida a stubs. As amostras foram metalizadas com particulas de
ouro (20 nm). A partir da analise desses elementos e de informagdes da literatura, os
dados foram compilados em uma matriz totalizando 29 caracteres, sendo 20 binarios

e nove multiestado (Tabela 2). Os caracteres foram codificados como ndo ordenados.

Os caracteres morfoldgicos foram polarizados seguindo o critério do
grupo externo com (0) para o estado plesiomorfico e (1) ou (2) para o estado
apomorfico (Apéndice A). Os caracteres morfologicos ndo aplicados foram indicados
com hifen (-) e os ndo observados com interrogagdo (?). Um sumadrio descritivo das
espécies utilizadas na sistematica filogenética, comentarios e distribuicdo geografica

sobre essas espécies foi apresentado (Apéndice B).

A matriz de caracteres foi construida no programa Mesquite 2.75
(MADDISON; MADDISON, 2011) e a analise de parcimonia realizada no programa
T.N.T v.1.1 (Tree analysis using New Technology) (GOLOBOFF; FARRIS; NIXON,
2003). A busca heuristica foi executada utilizando o método de rearranjo de ramos
Tree-Bisection Reconnection (TBR) com 1000 réplicas e 10 arvores por repeticdo
com um maximo de 10.000 arvores. Apos a obtencdo das arvores mais parcimoniosas
foi gerada a arvore de consenso estrito. O indices de consisténcia e de reten¢do da
matriz e dos caracteres foram o indice de Bremer e bootstrap, calculados no T.N.T

v.1.1 para analisar o suporte dos ramos.

2.2.1 — Descri¢ao dos caracteres

A lista de caracteres a seguir ¢ referente aos dados morfologicos usados

para produzir a matriz de caracteres.
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Caractere 1 — Superficie da colonia;
Lisa (0)

Papilas (1)

Reentrancias (2)

A superficie da colonia desse grupo pode apresentar diferentes

caracteristicas, podendo ser lisa, com papilas ou reentrancias (KOTT, 2001).
Caractere 2 — Espessura da colonia (mm)

Maior que 1 (0)

Menor que 1 (1)

A espessura da colonia pode estar diretamente ligada ao tipo de
crescimento da mesma. Geralmente essa espessura ndo ultrapassa 1 mm, apesar de

excegoes serem encontradas.

Caractere 3 — Forma do sistema da cavidade cloacal.
Horizontal toracico (0)

Profundo (1)

O sistema de cavidade cloacal pode ser categorizado em dois tipos: nivel
toracico, que abrange apenas o tdérax, ou profundo, em um nivel que abrange o

abdome (Apéndice C — Figuras 1A e 1B) (KOTT, 1962).
Caractere 4 — Consisténcia da tinica.

Firme (0)

Mole (1)

As ascidias sdo recobertas por uma tinica que envolve o individuo, € no
caso de Didemnidae ¢ comum a todos os zooides. A tinica pode apresentar
consisténcia firme ou mole, e isso representa uma particularidade de cada espécie,

embora a concentragdo de espiculas possa influenciar na consisténcia da mesma.
Caractere 5 — Células bladder.

Presente (0)
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Ausente (1)

Essas células estdo presentes dentro da tinica de muitos Didemnidae
(KOTT, 1962) e contém acido sulfurico em seus vacuolos (HIROSE, 2001). Formam

uma camada superficial translucida, visivel em corte.
Caractere 6 — Algas simbiontes

Ausente (0)

Presente (1)

A simbiose ¢ observada nas familias Polycitoridae e Didemnidae
(OLIVEIRA et al., 2013). Essa simbiose ocorre predominantemente com a
cianobactéria Procholoron Lewin, 1975. Em Didemnidae, existem cerca de 30
espécies incluidas nos géneros Didemnum, Diplosoma, Lissoclinum e Trididemnum,
que abrigam células de simbiontes na tunica, cavidade cloacal e da matriz, em uma
interagdo que pode ser facultativa ou obrigatoria (Apéndice C — Figuras 2A, 2B e 2C)
(HIROSE, 2015).

Caractere 7 — Forma das espiculas.
Globular (0)
Estrelada (1)

As espiculas s3o estruturas de carbonato de célcio (aragonita),
encontradas em ascidias coloniais da familia Didemnidae, Polycitoridae e em ascidias
solitarias da familia Pyuridae (LOWENSTAM, 1989). As espiculas podem apresentar
forma globular (Apéndice C — Figura 3A) e estrelada (Apéndice C — Figura 3B). A

densidade e distribuicao das espiculas ¢ um caractere varidvel entre as espécies.

Caractere 8 — Diametro das espiculas (um).
Menor ou igual a 40 (0)
Maior que 40 e menor ou igual a 80 (1)

Maior que 80 (2)
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Caractere 9 — Numero de raios na seccao transversal.
Maior que 10 (0)

Até 10 (1)

Caractere 10 — Forma dos raios.

Cilindrico (0)

Conico (1)

Rombudo (2)

As espiculas s3o consideradas uma importante caracteristica na
identificacao das ascidias e caracteres como seu diametro (8), numero de raios (9) ¢
forma dos mesmos (10) sdo geralmente considerados como critérios de diagndstico

primério (VAROL; HOUGHTON, 1996).

Caractere 11 — Comprimento total do zooide (mm).
Maior que 1 (0)

Menor que 1(1)

Nas ascidias coloniais, os zooides sdo denominados de individuos
(RODRIGUES; ROCHA; LOTUFO, 1998). Os =zooides em Didemnidae sao

usualmente pequenos, cerca de 1mm, divididos em térax e abdome (KOTT, 2001).
12 — Numero de fendas na faringe (primeira fileira)

Acima de 8 fendas (0)

Até 8 fendas (1)

O nimero de fendas em cada fileira na faringe ¢ utilizado como um
caractere taxondmico na identificacdo das espécies de Didemnidac (NAGAYA;

HIROSE, 2013).
Caractere 13 — Posicao (torax/abdome).
Linear — 180° (0)

Perpendicular — 90° (1)
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Dentro da tinica, o torax estd posicionado em relacio ao abdome
linearmente ou perpendicularmente.
Caractere 14 — Forma da abertura atrial.
Ampla (expondo mais de 50% da faringe)
Estreita (menor ou igual a 50%)

Estrutura também conhecida como sifdo exalante ou abertura cloacal, € o
local por onde a agua ¢ expelida apds passar pela faringe. Nos didemnideos, essa
abertura pode ser encontrada na forma aberta ou em forma de tubo (KOTT, 2001).
Em Didemnum, Diplosoma, Lissoclinum e Polysyncraton essa estrutura ¢ sempre

aberta, contudo em dimensdes diferentes (Apéndice C — Figuras 4A e 4B).
Caractere 15 — Lingueta atrial.

Presente (0)

Ausente (1)

Dentro de Didemnidae, a lingueta atrial ¢ encontrada exclusivamente em
Polysyncraton e em algumas espécies de Didemnum, Diplosoma e Lissoclinum
(KOTT, 2001). Esse caractere ¢ uma extensdo na por¢ao da parede superior do sifao

atrial (Apéndice C — Figura 5) (RODRIGUES; ROCHA; LOTUFO, 1998).
Caractere 16 — Posicao do orgao toracico lateral.

Proximo ao endostilo (0)

Proximo ao sifao atrial (1)

Meio do torax (2)

Caractere 17 — Forma do orgao toracico lateral.

Circula/oval (0)

Alongado/irregular (1)

Caractere 18 — Projecdo do orgao toracico lateral.

Séssil (0)

Saliente (1)
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O orgao torécico lateral ¢ uma estrutura localizada no térax, préximo ao
endostilo ou sifao atrial (16). Essa estrutura pode apresentar diferentes formas (17), e
projecoes (18), e esta relacionada com a producao de espiculas (Apéndice C — Figuras

6A, 6B e 6C) (VAN NAME, 1945; LAFARGUE; KNIPRATH, 1978).
Caractere 19 — Comprimento do apéndice fixador.

Ausente (0)

Nao ultrapassa o abdome (1)

Ultrapassa o abdome (2)

Caractere 20 — Local de inser¢ao do apéndice fixador.

Fim do térax (0)

Pedtnculo esofagico retal (1)

O apéndice fixador ¢ uma estrutura muscular, de tamanho variado, com
comprimento menor ou maior que o abdome, ou em alguns casos ausente (19).
Quando presente, essa estrutura pode estar inserida na por¢ao da base do térax ou na
metade do pedunculo esofagico retal (20) (Apéndice C — Figuras 7A e 7B). Essa
estrutura ¢ responsavel pela fixagdo do zooide na colonia (RODRIGUES; ROCHA;
LOTUFO, 1998).

Caractere 21 — Alca intestinal.
Fechada (sobrepde o estomago) (0)
Aberta (1)

A alga intestinal abriga o tubo esofagico, estomago esférico e o duodeno
(KOTT, 2001). Essa al¢a intestinal pode ser fechada na por¢do do duodeno,
sobrepondo o estomago (Apéndice C — Figura 8A), ou aberta, sem sobreposi¢ao

(Apéndice C — Figura §B).
Caractere 22 — Numero de voltas no espermiduto.
Menor ou igual a 5 (0)

Maior que 5 e menor ou igual a 8 (1)
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Maior que 8 (2)

O espermiduto tem a fun¢do de levar o esperma por meio de dutos dos
testiculos até proximo da abertura atrial (RODRIGUES; ROCHA; LOTUFO, 1998).
Os didemnideos possuem duas formas de espermiduto: reto (Apéndice C — Figura 9A)
e em espiral (Apéndice C — Figura 9B). Apenas Clitella, Diplosoma e Lissoclinum
dispdem de espermiduto reto. Nos outros géneros essa estrutura ¢ em espiral, com
nimero de voltas variadas (22), dependendo da espécie. O espermiduto reto
representa um caractere plesiomorfico, enquanto espermiduto em espiral ¢ uma
apomorfia em Didemnidae. O género Didemnum apresenta espermiduto em espiral

(Apéndice C — Figura 9B).

Caractere 23 — Numero de foliculos testiculares.
Multiplos (0)

Bilobado (1)

Unico (2)

O género Polysyncraton pode conter trés foliculos ou mais (Apéndice C —
Figura 10A). O género Didemnum apresenta sempre foliculos bilobados (Apéndice C
— Figura 10B) ou globulares (Apéndice C — Figura 10C). No presente estudo, os
multiplos foliculos foram considerados como um estado plesiomorfico, com foliculos

bilobados ou Unico representando estados apomorficos.
Caractere 24 — Comprimento do tronco da larva (mm).
Maior que 1 (0)

Menor que 1 e maior que 0.5 (1)

Menor ou igual a 0.5 (2)

Caractere 25 — Tamanho da cauda na larva incubada.
Mais da metade do tronco da larva (0)

Até metade do tronco da larva (1)

Caractere 26 — Numero de ampolas ectodérmicas (pares).

Maior que 8 (0)
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Menor ou igual a 8 e maior que 4 (1)

Até 4 (2)

Caractere 27 — Numero de papilas adesivas
Trés (0)

Duas (1)

Os caracteres presentes na larva (Apéndice C — Figura 11), como
comprimento do tronco na larva incubada (24), tamanho da cauda da larva (25),
nimero de ampolas ectodérmicas (26) e o numero de papilas adesivas (27), sdo
importantes na identificagdo das espécies sendo considerados elementos de

diagnostico primario (ELDREDGE, 1966; KOTT, 2001).
Caractere 28 — Numero de fileiras de fendas no oozooide.
Quatro (0)

Trés (1)

As larvas apresentam um oozooide que ¢ conhecido como o primeiro
zooide da colonia (RODRIGUES; ROCHA; LOTUFO, 1998). O oozooide apresenta
trés fileiras de fendas nos géneros Didemnum e Trididemnum e quatro nos demais

géneros da familia Didemnidae (KOTT, 2001).
Caractere 29 — Blastozooides

Presente (0)

Ausente (1)

Quando as larvas apresentam blastozooides sdo denominadas de
gemiparas. Nas espécies de quase todos os géneros estdo presentes quatro fileiras de
fendas, excecdo apenas para Trididemnum, em que esse nimero ¢ de trés fileiras de

fendas (KOTT, 2001).
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Tabela 2 — Lista de caracteres morfologicos para as espécies de Didemnum (Ascidiacea: Didemnidae).

Carater

Estados de carater

1 — Superficie da colonia

2 — Espessura da colonia (mm)

3 — Forma do sistema de cavidade cloacal
4 — Consisténcia da tinica

5 — Células bladder

6 — Algas simbiontes

7 — Formas das espiculas

8 — Diametro das espiculas (um)

9 — Numero de raios na secc¢ao transversal

10 — Forma dos raios

11 — Comprimento total do zooide (mm)

12 — Numero de fendas na faringe (primeira fileira)
13 — Posig¢ao (térax/abdome)

14 — Forma da abertura atrial

15 — Lingueta atrial

16 — Posigdo do orgdo toracico lateral

17 — Forma do 6rgéo toracico lateral
18 — Projecdo do orgéo toracico lateral

19 — Comprimento total do apéndice fixador

20 — Local de inser¢@o do apéndice fixador
21 — Alga intestinal

22 — Ntmero de voltas do espermiduto

23— Numero de foliculos testiculares

24 — Comprimento do tronco da larva (mm)

25 — Tamanho da cauda na larva incubada (mm)

26 — Ampolas ectodérmicas-pares

27 — Numero de papilas adesivas
28 — Numero de fileiras de fendas no oozooide

29 — Blastozooides

Lisa (0) Papilas (1) Reentrancias (2)
Maior que 1 (0) Menor que 1 (1)
Horizontal toracico (0) Profundo (1)
Rigida (0) Quebradica (1)

Presente (0) Ausente (1)

Ausente (0) Presente (1)

Globular (0) Estrelada (1)

Menor ou igual a 40 (0) Maior que 40 ¢ menor ou
igual a 80 (1) Maior que 80 (2)

Maior que 10 (0) Até 10 (1)

Cilindrico (0) Cénico (1) Rombudo (2)
Maior que 1 (0) Menor ou igual a 1 (1)
Acima de 8 (0) Até 8 (1)

Linear-180° (0) Perpendicular-90° (1)
Ampla (0) Estreita (1)

Presente (0) Ausente (1)

Proximo ao endostilo (0) Proximo ao sifdo atrial (1)
Meio do torax (2)

Circular/oval (0) Alongado/irregular (1)
Séssil (0) Saliente (1)

Ausente (0) Menor que o abdome (1) Maior que o
abdome (2)

Fim do torax (0) Pedtinculo esofagico retal (1)
Fechada (sobrepde o estomago) (0) Aberta (1)

Menor ou igual a 5 (0) Maior que 5 e menor ou igual
a 8 (1) Maior que 8 (2)

Multiplos (0) Bilobado (1) Unico (2)

Maior que 1 (0) Menor que 1 e maior que 0.5 (1)
Menor ou igual a 0.5 (2)

Mais da metade do tronco (0) Até metade do tronco

)

Maior que 8 (0) Menor ou igual a 8 e maior que 4 (1)
Até 4 (2)

Trés (0) Duas (1)

Quatro (0) Trés (1)

Presente (0) Ausente (1)
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2.4 — Dados moleculares

Todos os procedimentos de extragdes e amplificagdes do DNA foram
realizados no Laboratério de Ecologia Animal (LECA) do Instituto de Ciéncias do
Mar da Universidade Federal do Ceara (UFC) e no Laboratério de Biologia Molecular
do Florida Museum of Natural History (FLMNH), University of Florida (UF)
(Gainesville, Florida, EUA). O DNA total foi extraido utilizando dois protocolos
distintos, baseado no uso de Kit de extragdo (Dneasy Blood & Tissue kit ou QIAamp
DNA mini kit — Qiagen) ou do reagente Chelex 100 (WALSH;
METZGER;HIGUCHI, 1991). Para a extrag¢do por meio de kit foram dissecados cerca
de 20-40 torax. Estes foram incubados overnight em banho seco a 56°C, com tampao
de lise e proteinase K, seguindo as instrugdes dos fabricantes. Apds a extragdo, o
DNA isolado foi quantificado em Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) e até 100 ng
utilizado na rea¢do em cadeia da polimerase (PCR). Ja para a extragdo do DNA
utilizando Chelex foi removido um pedago da colonia. Este foi cortado em pequenos
pedacos e incubado a 55°C overnight em 150 pL de uma soluc¢do aquosa de Chelex a
10% mais 10 pL de proteinase K. Para o PCR foi utilizado 1 pL do sobrenadante. O

gene COI foi amplificado utilizando os iniciadores (primers) listados na Tabela 3.

O DNA foi amplificado em um volume final de reacdo de 25 pL,
contendo 12,5 uL de Amplitaq (Applied Biosystems) ou Gotaq (Promega), 1 pL (0,4
uM) de cada iniciador (foward e reverse), DNA e 4gua para completar 25 pL de
reacdo. As condi¢des de ciclo da PCR estdo listadas na Tabela 4. A amplificagdo foi

realizada em termocicladores C1000 Thermal cycler (Bio-Rad) ou PTC-100.

Tabela 3 — Iniciadores para o gene mitocondrial COI.

Marcador Iniciadores Referéncia

COI TunF - 5>TCGACTAATCATAAAGATATTAG3’ Stefaniak et al., 2009
TunR - 5’AACTTGTATTTAAATTACGATC3’
COI DidF - 5>’TATCIACIAATCATAAAGATATTG G3’ Presente estudo

DidR - S’CTTCTYCYGRWGGRTCAAAAARCT3’
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Tabela 4 — Protocolo de amplifica¢do para o gene COL.

Iniciadores  Desnaturacio Ciclos Desnaturacio Anelamento Extensao Extensao
inicial final

TunF e TunR 95°C/4 min 40 94°C/1 min 39°C/1 min ~ 72°C/1.5min  72°C/10min

DidFe DidR  95°C/2.5 min 40 94°C/40seg 44°C/40seg  72°C/1 min  72°C/10min

Os produtos de PCR foram corados com SYBR Safe DNA gel Stain (Life
Technologies) (100 X) e visualizados em gel de agarose a 2% preparado com tampao
Tris borato EDTA (TBE 0,5 X). O marcador de massa molecular de DNA de 1 Kb foi
utilizado para se saber o tamanho do fragmento amplificado. A corrida da eletroforese
ocorreu a uma voltagem de 80 V e corrente de 40 mA, utilizando como tampao de
corrida o TBE 0,5 X. As bandas da eletroforese foram visualizadas em

fotodocumentador ultravioleta Gel Doc™ (Bio-Rad).

As bandas foram quantificadas utilizando o software Image Lab™ 2.0
(Bio-Rad). Os produtos de PCR foram purificados com endonuclease ExoSAP-IT
(Affymetrix-USB), seguindo as indica¢des do fabricante.

Para as amostras com procedimento realizado no LECA, o
sequenciamento aconteceu de duas formas: pela empresa Macrogen (Korea),
utilizando o sequenciador automatico ABI 3730 (Applied Biosystems) e no Centro de
Diagnostico de Enfermidades de Organismos Aquaticos (CEDECAM) no Instituto de
Ciéncias do Mar (LABOMAR), Universidade Federal do Ceara (UFC), utilizando o
sequenciador automatico ABI 3500 (Applied Biosystems). Para a reagdo de
sequenciamento realizada no CEDECAM foram utilizados os seguintes reagentes: 2
uL de Big Dye, 1 puL de tampao 5X, 0,32 pL de iniciador a 10 uM, DNA e agua para
um volume de reacdo de 10 pL. Os iniciadores utilizados nessa etapa foram os
mesmos utilizados na PCR. A reacdo de sequenciamento foi conduzida em
termociclador Veriti (Applied Biosystems) utilizando o programa de termociclagem
universal com desnaturacdo inicial a 96 °C a 1 minuto, seguindo desnaturacao inicial
a 96°C por 10 segundos, hibridizagdo a 50°C por 5 segundos e extensdo a 60°C a 4
minutos (25 ciclos). Apds essa etapa os amplicons passaram pelos processos de
precipitacdo e purificagdo utilizando isopropanol (65%) e etanol (60%),

respectivamente. Os amplicons foram ressuspendidos em formamida (Applied
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Biosystems). ApoOs esse processo, as amostras foram colocadas no sequenciador. As
amostras amplificadas no FLMNH foram sequenciadas no Interdisciplinary Center

for Biotechnology Research (University of Florida).

2.5 — Analise filogenética

As sequéncias de nucleotideos obtidas no presente estudo foram editadas
no programa Geneious v.7-Biomatter. Estas e as obtidas do GenBank foram alinhadas
no programa MAFFT (KATOH;STANDLEY, 2013) utilizando o algoritmo L-INS-i.
O conjunto de dados para o gene COI constitui de 65 sequéncias com 512 pb para 22
espécies de Didemnum. O modelo de evolugdo GTR com gamma pardmetros de
0.2850 foi escolhido usando Akaike Information Criterion (AIC) pelo o programa
JModelTest (DARRIBA et al., 2012). Todas as arvores filogenéticas foram
construidas através do programa Geneious. A arvore por maxima verossimilhanga
(ML) foi construida no programa PhyML (GUIDON et al., 2010), enquanto a
inferéncia Bayesiana (BI) no programa MrBayes 3.2.2 (RONQUIST et al., 2012).
Como suporte estatistico foi utilizado bootstrap com 1000 réplicas e probabilidade
posterior para as analises de ML e BI, respectivamente. A BI foi realizada com quatro
cadeias Markov-Monte Carlo (MCMC) em cinco milhdes de geracdes. A cada 1000
geragdes as arvores foram amostradas e um total de 25% destas descartadas

em burn-in.
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3 -RESULTADOS

3.1 — Analise dos dados morfoldogicos

A busca tradicional com pesos iguais dos caracteres resultou em oito
arvores igualmente parcimoniosas, com comprimento de 95 passos, indices de
consisténcia IC=0,400 e de retengcdo IR=0,593. A arvore consenso teve comprimento
de 114 passos e indices de consisténcia IC=0,33 e retencao IR=0,45 (Figura 12). Os
valores de suporte de Bremer e de bootstrap ndo foram significativos, dessa forma
ndo foram apresentados. As séries de transformagdes dos caracteres apomorficos
foram apresentadas na Tabela 5. Para a arvore obtida foi calculado o niimero de
transformagoes de cada caractere e os indices de consisténcia (IC) e retengdo (IR) dos

mesmos (Tabela 6).

Polysyncraton lacazei
Polysyncraton poro
Didemnum cineraceum

1 Didemnum parau
Didemnum fragile
2 Didemnum ahu

131422 23

111924 29 Didemnum candidum

3 Didemnum fulgens
Didemnum granulatum
Didemnum incanum
Didemnum membranaceum

16 17

4 Didemnum perlucidum

7 81014 Didemnum vexillum

Didemnum p de.
Didemnum albidum
7 Didemnum mutabile

913 17 6
15 26

5 8 Didemnum ligulum
12 20 Didemnum multispirale
Didemnum cuculliferum

11 Didemnum apuroto
17 10 {Didemnum patulum
13 18 Didemnum nekozita
_: Didemnum sordidum
12 — Didemnum duplicatum
g 15 1; 14 18 15 23 24 | Didemnum galacteum

Ny
[ Y
> ¢

1.1

Figura 12 — Consenso estrito das oito arvores mais parcimoniosas, com comprimento de 114 passos,
indices de consisténcia 0,33 e retengdo 0,45. Os nimeros acima dos nds indicam sua posi¢do e abaixo
os caracteres.
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Nos

Transformacio dos caracteres

13* (0-1); 14% (0-1); 22 (0-1) € 23 (0-1)
11% (0-1); 19% (2-1); 24* (0-1) e 29 (0-1)
16* (0-1) e 17* (0-1)

7 (0-1); 8% (0-1); 10 (0-1) e 14* (1-0)
9 (1-0); 13* (1-0) e 17* (1-0)

15 (1-0) e 26 (2-0)

18* (0-1)

ORI A WN -

11

12 (1-0) e 20* (0-1)
1 (0-1); 2 (0-1); 16* (1-0) e 17* (1-0)
10 13* (1-0) e 18* (0-1)
1(1-2)

12 8% (1-0); 10 (1-2); 11* (1-0); 14* (0-1); 18* (0-1); 19% (1-2); 23 (2-1) e 24* (2-1)

* Apomorfia homoplasica.

Tabela 6 — Numero de passos, indices de consisténcia e retengdo para cada caractere analisado.

Caracteres Nimero de indice de Indice de
passos consistencia retencio

1 — Superficie da colonia 1 0,67 0,84
2 — Espessura da colonia (mm) 1 1,00 1,00
3 — Forma do sistema de cavidade cloacal 4 0,25 0
4 — Consisténcia da tnica 2 0,50 0,85
5 — Células bladder 4 0,25 0
6 — Algas simbiontes 3 0,33 0
7 — Forma das espiculas 2 0,50 0,67
8 — Diametro das espiculas (um) 7 0,33 0,55
9 — Numero de raios na seccao transversal 1 0,67 0,75
10 — Forma dos raios 3 0,67 0,75
11 — Comprimento total do zooide (mm) 5 0,20 0,55
12 — Numero de fendas na faringe (primeira 3 0,33 0,60
fileira)

13 — Posig¢ao (térax/abdome) 5 0,20 0,43
14 — Forma da abertura atrial 5 0,20 0,56
15 — Lingueta atrial 1 1,00 1,00
16 — Posigdo do orgdo toracico lateral 6 0,33 0,50
17 — Forma do 6rgéo toracico lateral 4 0,25 0,70
18 — Projecdo do orgéo toracico lateral 6 0,16 0,50
19 — Comprimento total do apéndice fixador 7 0,28 0,28
20 — Local de inser¢éo do apéndice fixador 2 0,50 0
21 — Alga intestinal 4 0,25 0
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Caracteres Nimero de indice de Indice de
passos consistencia retencio

22 — Numero de voltas do espermiduto 3 0,66 0,66
23 — Numero de foliculos testiculares 2 1,00 1,00
24 — Comprimento do tronco da larva (mm) 7 0,28 0,16
25 — Tamanho da cauda na larva incubada 1 1,00 1,00
(mm)
26 — Numero de ampolas ectodérmicas (pares) 4 0,50 0,60
27 — Ntumero de papilas adesivas 1 1,00 0
28 — Numero de fileiras de fendas no oozooide 1 1,00 0
29 — Blastozooide 2 0,50 0,50

O resultado apresentado pelo cladograma de consenso estrito ndo resolveu
as relagoes filogenéticas dentro de Didemnum. Os caracteres utilizados no presente
estudo revelaram muitas transformagdes, indicando que os mesmos surgiram varias
vezes na evolugdo do grupo, sendo portanto considerados como homoplasicos. Apds
essa andlise, percebeu-se que dos 29 caracteres utilizados para inferir a relacdo
evolutiva dentro de Didemnum, apenas 11 deles foram informativos para sustentar os

clados formados.

O caractere (29:1), referente ao blastozooide, sustentou o clado formado
por Didemnum parau e todos os outros Didemnum. A forma das espiculas (7) e raios
(10) sustentaram o clado formado por todos os Didemnum, excluindo Didemnum
cineraceum, Didemnum parau e Didemnum fragile. O nimero de raios na secc¢ao
transversal (9) suportou o clado formado por Didemnum psammatodes (Didemnum
albidum (Didemnum mutabile (Didemnum multispirale + Didemnum ligulum))). Ja o
clado formado por Didemnum albidum (Didemnum mutabile (Didemnum multispirale
+ Didemnum ligulum) foi suportado pela lingueta atrial (15) e pelo nimero de
ampolas ectodérmicas (26); enquanto (Didemnum ligulum + Didemnum multispirale)
¢ suportado pelo numero de fileiras de fendas (12) (Figura 12). O grupo formado por
(Didemnum cuculliferum (Didemnum sordidum + Didemnum nekozita) + (Didemnum
patulum + Didemnum apuroto))) foi suportado pelos caracteres: (1:1) superficie da
colonia e (2:1) espessura da colonia; contudo, o clado (Didemnum patulum +

Didemnum apuroto) sofreu reversao do caractere (1:2). O clado (Didemnum
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duplicatum + Didemnum galacteum) foi suportado pela forma do raio (10:2) e o

numero de foliculos testiculares (23:1) (Figura 12).

3.2 — Analise dos dados moleculares

Foram utilizadas 65 sequéncias do gene COI de 22 espécies de
Didemnum, sendo 55 obtidas no presente estudo e 10 obtidas do GenBank. As
analises de maxima verossimilhanca (ML) e inferéncia Bayesiana (BI) obtiveram
arvores com topologias semelhantes (Figuras 13 e 14). Didemnum foi dividido em
dois clados, indicados por ambas as analises. Para o clado A, representado pelas
espécies Didemnum albidum, D. multispirale e D. ligulum o valor de bootstrap foi
alto (99) e a probabilidade posterior alta (1) (Figuras 13 e 14). Ja para o clado B,
contendo todas as outras espécies de Didemnum, o valor de bootstrap foi moderado
(78) e a probabilidade posterior também alta (1) (Figuras 13 e 14). A topologia de
dois clados (observada na andlise entre os géneros de Didemnidae, Capitulo 1) dentro

de Didemnum foi mantida, apesar da inclusdo de mais tdxons terminais.

As relagdes filogenéticas entre as espécies dentro de Didemnum nao
foram totalmente esclarecidas para o conjunto de espécies analisadas. Contudo a
arvore de ML e BI sugerem uma relagdo proxima entre as espécies Didemnum
vexillum e Didemnum psammatodes com alto valor de bootstrap (98) e probabilidade

posterior (1).

O espécime de Didemnum ligulum oriundo do Brasil (BRA) esta mais
proximo filogeneticamente da espécie Didemnum multispirale (Australia, AUS) que
dos espécimes oriundos da Polinésia Francesa (PYF). Nas andlises de maxima
verossimilhanga e inferéncia Bayesiana, a relacdo entre essas espécies apresentou
suportes muito altos, com valores de bootstrap (98/97) e probabilidade posterior (1/1)
para o clado (Didemnum ligulum-PYF (Didemnum ligulum-BRA + Didemnum
multispirale-AUS)) e (Didemnum ligulum-BRA + Didemnum multispirale-AUS),

respectivamente (Figuras 13 e 14).

Os resultados também sugerem uma relagdo proxima entre (Didemnum

ahu (Didemnum galacteum + Didemnum parau), apesar dos valores de suporte
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controversos nas analises de ML e BI. A andlise da inferéncia Bayesiana apresentou
uma relagdo forte para esse clado com probabilidade posterior 0.93. Poérem, o
resultado para a andlise de méxima verossimilhanga teve um baixo valor de suporte.
Outros clados dentro de Didemnum foram formados pelas analises de maxima

verossimilhanca e Inferéncia Bayesiana, contudo com baixos valores de suporte.

Polysyncraton poro

_|:Polysyncraron lacazei

Polysyncraton sp.1
10 L

Didemnum albidum

Didemnum ligulum_PYF
Didemnam gulam BRA Clado A
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L —<Didemnumapuroro NOEMAUM MG

98 < Didemnum vexillum
Didemnum psammatodes
1 Didemnum ah
Diclemnum galacteum
Didemnum parau
8 Didemnum cineraceum_BRA
_@mnum cineraceum_GM
Dicemnum cineraceum_BRA
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Didemnum sordidum Clado B
Didemnum membranaceum
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Didemnum granulatum_PYF
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S =SS o —O
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_LZ Didemnum fulgens
Didemnum perlucidum
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Figura 13 — Hipotese filogenética molecular do género Didemnum baseada no gene mitocondrial COI.
Os numeros acima dos ramos indicam os valores de bootstrap maior que 60% para a analise de
maxima verossimilhanga (ML). Legendas: GM — Golfo do México, BRA — Brasil, PYF — Polinésia
Francesa, e AUS — Australia.
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Figura 14 — Hipotese filogenética molecular do género Didemnum baseada no gene mitocondrial COI.
Os numeros acima dos ramos indicam os valores de bootstrap maior que 0.9 para a inferéncia
Bayesiana. Legendas: GM — Golfo do México, BRA — Brasil, PYF — Polinésia Francesa, e AUS —
Australia.
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4 — DISCUSSAO

Esse estudo representa a primeira analise filogenética para as espécies do
género Didemnum, incluindo a amostragem mais ampla do grupo até o momento.
Como a andlise baseada em dados morfologicos ndo apresentou suporte, as relagdes
filogenéticas entre as espécies ndo foram esclarecidas. Todos os caracteres
morfologicos que validam os clados formados em Didemnum sao homoplasicos
dentro da familia Didemnidae, ou seja, surgiram diversas vezes dentro da evolucgao
desse taxon. Esse fato indica a dificuldade no estabelecimento de hipdteses de
homologia primaria em caracteres morfologicos para se estabelecer as relagdes

evolutivas dentro de Didemnidae.

A verificacdo disso pode ser exemplificada pelas sinapomorfias que
suportam o género Didemnum: numero de voltas no espermiduto (maior que 5) e
nimero de foliculos testiculares (um ou dois). Esse primeiro caractere encontra-se
presente em Leptoclinides e Trididemnum no mesmo estado de transformacdo; ja o

segundo estd em todos os outros géneros de Didemnidae (KOTT, 2001).

Segundo Kott (2001) os caracteres que efetivamente distinguem
Didemnum dos outros géneros de Didemnidae sd3o a forma do espermiduto reto em
Lissoclinum e Diplosoma; o largo zooide, auséncia do apéndice fixador e sifdo atrial
tubular em Leptoclinides; trés fileiras de fendas em Trididemnum e zooide amplo,
com poucas voltas no espermiduto e multiplos foliculos testiculares em

Polysyncraton.

O resultado molecular com o gene COI foi congruente com resultados
mostrados anteriormente (capitulo 1) para Didemnum, mesmo com a inclusdo de mais
espécies. A topologia das arvores de ML e BI com os dados de COI confirmam dois
grupos monofiléticos dentro de Didemnum (Figuras 13 e 14). Morfologicamente, o
género Didemnum pode ser dividido dentro de dois grupos de espécies: um grupo com
caracteristicas da espécie Didemnum albidum (Verrill, 1871) e outro grupo
representado pela espécie tipo do género Didemnum candidum Savigny, 1816
(MARKS, 1996; LAFARGUE, 1974). O grupo de espécies de Didemnum albidum foi
representado pelo clado A e compreende D. albidum, D. ligulum e D. multispirale.
Esse grupo ¢ caracterizado principalmente pela presenca de lingueta atrial, um ou dois

foliculos testiculares e larva com oito ou mais pares de ampolas ectodérmicas. O
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mesmo foi evidenciado e validado pelos caracteres morfologicos lingueta atrial (15) e
nimero de ampolas ectodérmicas (26) pela andlise com os dados morfolédgicos,

contudo com a inclusio de Didemnum mutabile.

O grupo de espécies em que a maioria possui caracteristicas como D.
candidum foram representados pelas demais espécies aqui analisadas (clado B). Esse
grupo ¢ caracterizado por um Unico foliculo testicular, larva com quatro pares de
ampolas e auséncia de lingueta atrial (LAFARGUE, 1974), embora algumas excecdes
sejam observadas (testiculo com dois foliculos — Didemnum duplicatum e Didemnum
galacteum; algumas vezes, lingueta atrial — Didemnum mutabile). Esses sdo os

caracteres utilizados como limites taxondmicos para a diagnose do género Didemnum.

Os caracteres apontados para a classificacdo do clado A sdo confiaveis
para distingui-lo dos demais géneros de Didemnidae, embora confusdes sejam
apresentadas devido a caracteres morfologicos que sdo compartilhados principalmente

com os géneros Polysyncraton ¢ Didemnum (MONNIOT, 1984, 1993, 1995).

A validade sistemdtica do género Polysyncraton ja foi bastante
questionada (VAN NAME, 1921, 1945; MONNIOT, 1984, 1993, 1995). Esse
questionamento se deve em fun¢do de caracteres que sdo inerentes a Polysyncraton,
mas que também sdo observados em espécies do género Didemnum, que neste estudo
foi o grupo de espécies do clado A. Mesmo lembrando o género Polysyncraton, as
espécies do clado A sdo diferenciadas pelo nimero de foliculos testiculares, trés ou
mais em Polysyncraton. Para Monniot (1984) esse ¢ o Unico caractere que justifica
Polysyncraton como um grupo natural. J& para Kott (2001) a presenca de
caracteristicas de Polysyncraton em Didemnum (clado A) apresenta uma
convergéncia ou mesmo uma afinidade entre ambos, no entanto ndo pode ser
caracterizada como uma analogia. Contudo, apesar desses questionamentos quando a
validade de Polysyncraton, os resultados apresentados no capitulo 1 confirmam sua

monofilia.

As espécies do grupo Didemnum albidum (clado A) formam um grupo
irmdo das outras espécies representadas pelo clado B. Quanto a morfologia
tradicional, os clados A e B apresentam em comum o numero de foliculos testiculares
(um ou dois), a quantidade superior a cinco voltas no espermiduto, nimero de fendas

no oozooide e numero de papilas adesivas (MONNIOT; MONNIOT; LABOUTE,
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1991; MARKS, 1996; KOTT, 2001). No entanto, sdo diferenciados pela presenga de
lingueta atrial e larva com multiplas ampolas ectodérmicas observada apenas no clado

A (KOTT, 2001).

Marks (1996), analisando trés espécies de Didemnum, inclusive
Didemnum albidum, apontou que o grupo representado por essa espécie ¢ um grupo
em transicdo entre os géneros Polysyncraton e Didemnum, contudo baseado em

evidéncias apenas morfoldgicas.

Dessa forma, considerando os aspectos da taxonomia tradicional e os
dados moleculares, o presente estudo sugere a divisao das espécies representadas no
clado A e no clado B, com a manuten¢cdo do género Didemnum (clado B) e a
constitui¢do de um novo género de Didemnidae para acomodar as espécies do clado
A. Além disso, sugerimos uma revisdo taxondmica e reorganizagcdo dos géneros
Didemnum e Polysyncraton. Uma comparagdo morfoloégica dos caracteres
diagnésticos entre Didemnum, Polysyncraton e o novo género proposto ¢ apresentada

(Apéndice D).

Os resultados moleculares mostraram que as relagdes filogenéticas dentro
de Didemnum nao estdo esclarecidas, apesar de algumas relagdes serem evidenciadas.
Na andlise BI, Didemnum galacteum foi taxon irmdo de (Didemnum parau +
Didemnum ahu), com probabilidade posterior moderada 0.93. Morfologicamente,
Didemnum parau tem espiculas de forma globular, com didmetro de 30 um, raios tipo
agulha, lembrando as espiculas de Lissoclinum. Essa espécie apresenta também outra
caracteristica marcante: o 6rgdo tordcico lateral saliente (MONNIOT; MONNIOT,
1987). Ja a espécie Didemnum ahu se diferencia de D. parau pela forma estrelada das
espiculas e o nimero de 10 voltas no espermiduto, sendo que em D. parau esse
numero ¢ de sete voltas (MONNIOT; MONNIOT, 1987; LOTUFO,; DIAS, 2007).
Didemnum galacteum se separa das outras espécies pela forma e raios das espiculas,
embora o caractere mais marcante seja o numero de foliculos testiculares, dois em D.
galacteum (LOTUFO; DIAS, 2007) e um nas demais espécies (MONNIOT;
MONNIOT, 1987). Todas essas espécies possuem larvas simples, com trés papilas

adesivas e quatro pares de ampolas ectodérmicas.

Os resultados moleculares mostraram uma relagdo proxima entre

Didemnum vexillum e Didemnum psammatodes pelas analise de ML e BI, com um
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alto suporte de bootstrap (98) e probabilidade posterior (1). Morfologicamente, essas
espécies sdo distintas e a principal caracteristica para diferencia-las ¢ o nimero de
ampolas ectodérmicas - quatro em D. psammatodes e seis em D. vexillum (KOTT,
2001, 2002). Essas duas espécies apresentam ampla distribuicdo ao redor do mundo,

sendo consideradas cosmopolitas.

Os dados morfologicos e moleculares foram conflitantes quanto a relagdo
filogenética entre as espécies Didemnum duplicatum e Didemnum galacteum. A
topologia da arvore filogenética baseada na morfologia indica uma relagdo préxima
dessas espécies, suportado pela forma dos raios das espiculas (10:2) e o numero de
foliculos testiculares (23:1). J& os dados com o gene COI nas andlises de ML e BI ndo
confirmaram essa hipotese, indicando que essas espécies ndo sdo proximamente
relacionadas (Figuras 13 e 14). Taxonomicamente, a espécie Didemnum galacteum se
assemelha a D. duplicatum na forma e didmetro das espiculas, faringe e gonadas com
dois foliculos testiculares (MONNIOT, 1983; LOTUFO; DIAS, 2007). Essas espécies
sdo diferenciadas principalmente pela presenga de quatro pares de ampolas na larva
de D. galacteum (LOTUFO; DIAS, 2007), enquanto D. duplicatum apresenta 8 pares
(MONNIOT, 1983). Dessa forma, o resultado apresentado pelo gene COI revela que

D. duplicatum e D. galacteum sdo de fato distintas e encontradas em simpatria.

Os espécimes de Didemnum ligulum oriundos do Brasil e Polinésia
Francesa apresentam divergéncia pela anélise de ML e BI com os dados do gene COI.
Essa espécie possui ampla distribui¢do, com registro em Guadalupe (MONNIOT,
1983), Brasil (ROCHA et al., 2011) e Polinésia Francesa (MONNIOT; MONNIOT,
1987). Segundo a descricao original essa espécie possui coloragdo cinza, enquanto o
material da Polinésia Francesa e Brasil ¢ laranja. Contudo os mesmos apresentam a

mesma morfologia do zooide e larva.

O resultado molecular revela uma diversidade criptica para a espécie
Didemnum granulatum com trés clados formados pela analise de ML e BI. Segundo a
taxonomia tradicional, D. granulatum tem como caracteristicas papilas na superficie,
espiculas estreladas, faringe com 6, 6, 5 e 4 fendas por fileiras, espermiduto em
espiral com seis voltas e larva com trés papilas e quatro ampolas ectodérmicas, além
da ampla variacao de cor (KOTT, 2001). As espécies dos trés clados sdo distintas de

acordo com gene COI, apesar de morfologicamente muito similares, indicando um
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possivel complexo de espécies cripticas. Resultados similares ja haviam sido
apresentados para a espécie D. granulatum de coloracdo laranja e bege oriundas do

Brasil (BOUZON et al., 2014).

O uso do gene COI tem se mostrado eficiente na detencdo de espécies
cripticas em Didemnidae (HIROSE et al., 2008; PEREZ-PORTELA et al., 2013;
BOUZON et al., 2014). Isto sugere que mais estudos moleculares sdo necessarios
para a identificacdo e deteccdo dessas espécies. Estudos posteriores com diferentes
marcadores moleculares podem reforcar as relagdes filogenéticas aqui discutidas,

além de esclarecer outras que ndo foram reveladas.
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5 - CONCLUSOES

1) O género Didemnum inclui pelo menos dois clados distintos, sendo desta forma

proposto um novo género de Didemnidae.

2) Esse novo género tém como caracteristicas diagndsticas a presenga de lingueta

atrial e o numero de ampolas ectodérmicas (igual ao maior que 8) na larva.

3) Os caracteres morfologicos sdo em sua maioria homopléasicos, ndo sendo
suficientemente informativos para determinar relagdes filogenéticas robustas dentro
de Didemnidae. Os dados moleculares por sua vez se mostraram eficientes na

determinagdo dessas relagdes.

4) O gene COI ¢ eficiente na deteccdo de espécies cripticas, para o género Didemnum.
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CONSIDERACOES FINAIS

As ascidias da familia Didemnidae apresentam uma alta diversidade,
estando presentes em diversos ecossistemas e em diferentes profundidades.
Didemnidae ¢ considerado pela maioria dos especialistas como um grupo cuja
taxonomia e filogenia sdo mais complicadas de se estabelecer. Isto se deve ao
reduzido nimero de caracteres morfoldgicos utilizados em sua diagnose, juntamente
com a dificil caracterizagdo das espécies devido ao diminuto tamanho do zooide
(cerca de 1 mm). Essas limitacdes do grupo se refletem diretamente no

conhecimento sobre sua evolugao.

Antes do presente estudo as inferéncias evolutivas de Didemnidae
haviam sido propostas apenas pela similaridade de caracteres morfoldgicos. Este
representa o primeiro estudo que buscou uma hipotese de evolugdo para
Didemnidae utilizando dados moleculares. Aqui as relagdes filogenéticas dentro de

Didemnidae foram esclarecidas e a validade dos géneros avaliada.

Para se realizar um estudo filogenético de um amplo grupo como
Didemnidae e com as limitacdes observadas para o mesmo, ¢ necessirio um
conhecimento refinado sobre sua morfologia, seja por meio da literatura ou através da
analise direta, para que se possa obter diagnose segura, uma vez que, muitas espécies
sdo diferenciadas por poucos caracteres morfoldgicos, favorecendo assim

identificagdes erroneas.

Para uma diagnose e identifica¢do segura das espécies € necessario uma
combinagdo de muitos caracteres morfologicos que retinam os aspectos externos
(coloragdo, forma das coldnias, proje¢des na superficie da tinica, presenca de
simbiontes e presenca ou auséncia de espiculas) e internos da colonia (forma da
abertura atrial, nimero de fileiras de fendas - trés ou quatro, forma do espermiduto -
reto ou espiralado e nimero de foliculos testiculares). O levantamento de outros
caracteres ¢ necessario para se obter diagnoses mais completas, facilitando assim a

identificagdo das espécies.

O conhecimento dos caracteres morfoldgicos dentro de Didemnidae ¢ de
suma importancia para o entendimento do grupo e identificagdo de espécies, contudo

as relacdes filogenéticas por meio da morfologia ndo puderam ser esclarecidas. Isto
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ocorreu porque hé clara dificuldade no estabelecimento das hipoteses de homologia
primaria, levando a um grande nimero de caracteres homoplasicos no resultado das
reconstrugdes. Por sua vez, os dados moleculares se mostraram bastante eficientes na
determinag¢do dessas relagdes, além de auxiliar na identificacdo e deteccdo de

espécies cripticas.
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APENDICE A — Matriz de caracteres e estados para as espécies do género Didemnum (Ascidiacea: Didemnidae).

Taxons terminais

Carater

Grupo externo

Polysyncraton lacazei

Polysyncraton poro

o o0 0 0 0 0 00 21 0 0 0 O

Grupo interno

Didemnum ahu
Didemnum albidum
Didemnum apuroto
Didemnum candidum
Didemnum cineraceum
Didemnum cuculliferum

Didemnum duplicatum



APENDICE A — CONTINUACAO

Taxons terminais

Carater

Didemnum fulgens
Didemnum galacteum
Didemnum granulatum
Didemnum incanum
Didemnum ligulum
Didemnum membranaceum
Didemnum multispirale
Didemnum mutabile
Didemnum nekozita
Didemnum parau

Didemnum patulum

—_—

—_
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APENDICE A — CONTINUACAO

Taxons terminais

Didemnum perlucidum
Didemnum psammatodes
Didemnum sordidum

Didemnum vexillum

02 ?

0 0

Carater
1 1
5 6
1 1
1 1
1 2
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APENDICE B — SUMARIO DESCRITIVO DAS ESPECIES UTILIZADAS NAS
ANALISES MORFOLOGICAS

Lista taxonomica das espécies analisadas

Subfilo Tunicata Lamarck, 1816
Classe Ascidiacea Blainville, 1825
Ordem Aplousobranchia Lahille, 1886
Familia Didemnidae Giard, 1872
Género Didemnum Savigny, 1816

Didemnum ahu Monniot & Monniot, 1987
Didemnum apuroto Monniot & Monniot, 1987
Didemnum cineraceum (Sluiter,1898)
Didemnum cuculliferum (Sluiter, 1909)
Didemnum duplicatum Monniot F., 1983
Didemnum fragile Sluiter, 1909
Didemnum galacteum Lotufo & Dias, 2007
Didemnum granulatum Tokioka, 1954
Didemnum ligulum Monniot F., 1983
Didemnum membranaceum Sluiter, 1909
Didemnum mutabile Monniot & Monniot, 1987
Didemnum nekozita Tokioka, 1953
Didemnum parau Monniot & Monniot, 1987
Didemnum perlucidum Monniot F., 1983
Didemnum psammatodes (Sluiter, 1895)

Didemnum sordidum Kott, 2001
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Género Didemnum Savigny, 1816
Espécie tipo: Didemnum candidum Savigny, 1816

Diagnose: Zooides relativamente pequenos (normalmente nao ultrapassam 1,0 mm de
comprimento total), espiculas calcarias presentes. Faringe com quatro fileiras de fendas,
abertura atrial expondo a faringe. Presenca de lingueta atrial em algumas espécies.
Apéndice fixador presente. Testiculo tnico ou com dois foliculos e espermiduto em
espiral. Larva com trés fileiras de fendas no oozooide (MONNIOT; MONNIOT;
LABOUTE, 1991; KOTT, 2001).

Desenho esquematico representando o género Didemnum.

Didemnum ahu Monniot & Monniot, 1987
(Pranchas 1A e 4E)

Material examinado: FLMNH UF 574, UF 575 e UF 584, West of Cook’s Bay Pass,
Moorea, Polinésia Francesa, -17,4757°; -149,838°, 12-15 m, col. Tito Lotufo e Gustav
Paulay, 29.10.2009.

Colodnias pequenas, de coloracdo creme ou branca, e espessura aproximada de 1,0 mm.
Thnica macia, camada de células bladder presente, densa quantidade de espiculas

distribuidas por toda a tlinica. Espiculas estreladas, didmetro de até 40 um, com cerca de
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9-10 raios conicos na sec¢do transversal com pontas irregulares. Zooide menor que 1,0
mm de comprimento total. Torax bastante contraido, ndo permitindo a completa
visualizacdo das fendas. Sifao oral curto, com seis lobos arredondados. Abertura atrial
expondo uma pequena porcio da faringe. Orgdo toracico lateral circular, situado
proximo a abertura atrial, na altura da quarta fileira de fendas. Apéndice fixador curto,
inserido no pedunculo esofagico retal. Gonadas ndo desenvolvidas. Espécimes sem

larva.

Comentarios: Devido a auséncia de gonadas e larvas a identificagdo desta espécie foi
baseada principalmente nos aspectos externos da colonia (MONNIOT F., 2009), forma

e didametro das espiculas, e na morfologia do torax (MONNIOT; MONNIOT, 1987).

Distribuicdo: Polinésia Francesa (Moorea e Tahiti) (MONNIOT; MONNIOT, 1987),
?Brasil (ROCHA; MONNIOT F., 1995), Palau (MONNIOT; MONNIOT, 2008),
Indonésia (MONNIOT F., 2009) e Nova Caledénia (MONNIOT F., 1995).

Didemnum apuroto Monniot & Monniot, 1987
(Pranchas 1B e 4F)

Material examinado: FLMNH UF 731,West of Motu Hahi in Laggon, Moorea,
Polinésia Francesa, -17,54958°, -149,77907°, 10-30 m, col. Tito Lotufo, Gustav Paulay
e Seabird McKeon, 06.11.2009. FLMNH UF 813, UF 814 e UF 815, Lagoon pinnacle
South of Afareaitu, Moorea, Polinésia Francesa, -17,56398°, -149,7892° 5-35 m, col.
Sarah McPherson e Tito Lotufo. 12.11.2009.

Colonias incrustantes, com aproximadamente 3,0 cm de extensdo e¢ 1,0 mm de
espessura, crescendo sobre rochas. Superficie da colonia com reentrancias. Tunica de
coloracdo laranja em vida; apos fixagdo a mesma torna-se branca. Espiculas abundantes
por toda a colonia, auséncia de células bladder e simbiontes. Espiculas estreladas,
didmetro ndo ultrapassando 40 um, com nove raios conicos de pontas truncadas na
seccdo transversal. Zooides menores que 1,0 mm, com abdome levemente maior que o
torax; toérax em posi¢do linear ao abdome. Sifao oral curto e abertura atrial expondo

uma pequena parte da faringe. Lingueta atrial ausente. Orgdo toracico lateral de forma
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circular e saliente, localizado proximo ao enddstilo, na altura da terceira fileira de
fendas. Apéndice fixador inserido no final do toérax, ndo ultrapassando o abdome. Alca
intestinal fechada. Testiculo Uinico e saliente. Espermiduto em espiral, com sete voltas

em sentido anti-horario. Larvas ndao encontradas.

Comentarios: Apesar da auséncia de larvas nos exemplares analisados, as
caracteristicas do zooide e espiculas sdo idénticas aos caracteres previamente relatados
para a espécie (MONNIOT; MONNIOT, 1987) confirmando assim a identidade da
mesma. Excecdo quanto a coloragdo, branca para a espécie tipo e laranja para os

exemplares do presente estudo.

Distribuicao: Polinésia Francesa (Tahiti) (MONNIOT; MONNIOT, 1987), Micronésia
(MONNIOT; MONNIOT, 1996) e Nova Caledonia (MONNIOT F., 1995).

Novo registro: Polinésia Francesa (Moorea).

Didemnum cineraceum (Sluiter,1898)
(Prancha 3B)
Sinonimia: Leptoclinum cineraceum Sluiter, 1898

Material examinado: ColBIO TL 839 (ASC 105-Procad); Iate Clube de Ilha Bela, Sao
Sebastido, Sdo Paulo, Brasil, 23°46°43°°S, 45°21°30”’W, col. Amarilis Brandao,
02.02.2012.

Colodnia de tnica transparente permitindo a visualizagdo dos zooides e pelotas fecais.
Tlnica rigida, com espessura de aproximadamente 2,0 mm. Espiculas raras na
superficie da colonia, presente em pouca quantidade apenas na camada média,
principalmente ao redor do zooide. Os zooides tem cerca de 1,5 mm de comprimento
total. Torax levemente maior que o abdome, posicionado perpendicularmente em
relagdo a este. Sifao oral médio com seis lobos arredondados, abertura atrial expondo
uma pequena porcao da faringe. Faringe com nove fendas na primeira fileira. Lingueta
atrial ausente. Apéndice fixador longo, ultrapassando o abdome e inserido na regido do
pedinculo esofagico retal. Presenga de vasos estolonicos na regido esofdgica. Testiculo

unico, recoberto por espermiduto em espiral, com oito voltas em sentido anti-horario.



93

Larva com comprimento de 1,0 mm e cauda recobrindo 3/4 do tronco. Larva gemipara,

com trés papilas adesivas e seis pares de ampolas.

Comentarios: As caracteristicas do zooide e larva sdo como relatados por Monniot F,
(1983) para o material de Guadalupe. Didemnum cineraceum ¢ semelhante a Didemnum
vanderhorsti em muitos caracteres, diferindo principalmente em relagdo ao tamanho do
zooide (1,0 mm) e caracteres da larva (quatro pares de ampolas ectodérmicas)

(GOODBODY, 2003; RODRIGUES; ROCHA; LOTUFO, 1998).

Distribuicao: Belize (GOODBODY, 2000), Jamaica (GOODBODY, 2003), Guadalupe
(MONNIOT F., 1983), Panama (NEVES, 2015), Brasil (RODRIGUES; ROCHA;
LOTUFO, 1998), Serra Leoa (MONNIOT; MONNIOT, 1994) ¢ Nova Caledonia
(MONNIOT F., 1995).

Didemnum cuculliferum (Sluiter, 1909)
(Prancha 1C)

Material examinado: FLMNH UF 676, East of Cook’s Bay, Moorea, Polinésia
Francesa, -17,4739°, -149,819°, 8-11 m, col. Gustav Paulay, Tito Lotufo e Sarah
McPherson, 01/11/2009. FLMNH UF 724, Opunahu Pinnacle, Moorea, Polinésia
Francesa, -17,4945°, -149,8624°, 14-20 m, col. Sarah McPherson e Seabird McKeon,
04.11.2009. FLMNH UF 745, Temae, Moorea, Polinésia Francesa, -17,4982° -
149,755°, 0,5-1,5 m, Arthur Anker, Tito Lotufo ¢ Nicole Gravier-Bonnet, 07.11.2009.

Em vida as colonias apresentam coloragdo rosa, porém apds a fixacdo a mesma ¢
perdida e tornam-se brancas. Colonias de formato oval com aproximadamente 2,0 cm de
didmetro e 1,0 mm de espessura. Papilas distribuidas de forma irregular sobre toda a
superficie da colonia. Camada de células bladder presente. Espiculas abundantes por
toda a colonia. Espiculas estreladas, medindo cerca de 30 um de didmetro, com 6-8
raios longos de pontas arredondadas na secgdo transversal. Zooides com cerca de 1,0
mm de comprimento. Térax maior que abdome. Sifdo oral curto com seis lobos
arredondados e abertura atrial expondo uma por¢ao média da faringe. Faringe com seis
fendas na primeira e segunda fileiras de fendas. Lingueta atrial ausente. Orgio toracico
lateral de forma circular e séssil, localizado proximo ao endostilo, na altura da quarta

fileira de fendas. Apéndice fixador médio (ndo ultrapassa o abdome) inserido na metade
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da regido do pedunculo esofagico retal. Testiculo unico, circundado por oito voltas no

sentido anti-horario do espermiduto. Espécimes sem larvas.

Comentarios: A coloracdo, a forma oval da colonia, o formato das espiculas e as
papilas na superficie da tinica sdo caracteristicas marcantes que permitiram a
identificagdo dos exemplares mesmo sem a presenca da larva (MONNIOT; MONNIOT,
1987).

Distribuicao: Fiji (KOTT, 1981), Polinésia Francesa (MONNIOT; MONNIOT, 1987),
IThas Mariana (NISHIKAWA, 1994), Palau (MONNIOT; MONNIOT, 2001) e Nova
Caledonia (MONNIOT F., 1995).

Didemnum duplicatum Monniot F., 1983
(Prancha 5A)

Material examinado: ColBIO TL15 e¢ TL16, Praia do Nautico, Fortaleza, Ceara,
Brasil, 03°43°S, 038° 29°W, col. Andréa Oliveira, Raquel Almeida e Tarciana Fortaleza,
18.02.2011. ColBIO TL8I11, Ilhas Rasas, Guarapari, Espirito Santo, Brasil,
20°39°04°’S, 40°30°24°’, col. Tito Lotufo, 29.03.2012.

Colonias incrustantes com aproximadamente 6,0 cm de comprimento e 3,0 mm de
espessura. Coloracdo branca em vida. Tunica de superficie macia, com leves
reentrancias. Espiculas em grande densidade por toda a colonia. Espiculas estreladas,
com oito raios rombudos de pontas truncadas na seccdo transversal. Espiculas de
tamanho variado chegando a 38 pm de didmetro no méaximo. Zooides de coloracdo
esbranqui¢ada com comprimento total de 1,4 mm. Sifdo oral com seis lobos
arredondados e abertura atrial expondo uma pequena parte da faringe. Faringe com oito
fendas na primeira fileira. Lingueta atrial ausente. Apéndice fixador longo, com
aproximadamente 0,9 mm de comprimento, ultrapassando o abdome e inserido na
metade do pedunculo esofigico retal. Testiculo com dois foliculos testiculares.
Espermiduto em espiral, com oito ou nove voltas no sentido anti-horario. Larva com
comprimento total de 0,9 mm, trés papilas adesivas, oito pares de ampolas ectodérmicas

e cauda recobrindo 3/4 do tronco da larva.
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Comentarios: A espécie aqui relatada estd de acordo com a descricdo de Monniot F,
(1983) para exemplares de Guadalupe. O niimero de ampolas na larva foram decisivos
para a identificacdo da espécie. Didemnum galacteum Lotufo & Dias, 2007, se
assemelha a D. duplicatum na forma e didmetro das espiculas, faringe e génadas com
dois foliculos testiculares (LOTUFO; DIAS, 2007). A principal diferenga ¢ notada no
nimero de ampolas na larva, quatro em D. galacteum e oito em D. duplicatum. A

auséncia de larvas torna dificil a distingdo destas espécies.

Distribuicdo: Texas (LAMBERT et al., 2005), Belize (GOODBODY, 2000), Jamaica
(GOODBODY, 2003), Guadalupe (MONNIOT F., 1983), Bonaire e Curagao
(GOODBODY, 1984) e Venezuela (ROCHA et al., 2010).

Novo registro: Brasil (Ceard e Espirito Santo).
Didemnum fragile Sluiter, 1909
(Pranchas 1D e 5B)
Sinonimia: Didemnum fragilis Sluiter, 1909, pagina 56
Didemnum proliferum Kott, 1981, pagina 171

Material examinado: FLMNH UF 693, East of Cook’s Bay, Moorea, Polinésia
Francesa, -17,4878°, -149,819°, 5-20 m, col. Sarah McPherson, Seabird McKeon, Allen
Collins e Tito Lotufo, 02.11.2009. FLMNH UF 746, Temae, Moorea, Polinésia
Francesa, -17,4982°, -149,755°, 0,5-1,5 m, Arthur Anker Tito Lotufo e Nicole Gravier-
Bonnet, 07.11.2009. FLMNH UF839, East of Cook’s Bay, Moorea, Polinésia Francesa,
-17,4878°, -149,819°, 5-20 m, col. Sarah McPherson, Seabird McKeon, Allen Collins e
Tito Lotufo, 02.11.2009.

Colodnias de coloragdo salmao apresentando crescimento horizontal, margem com borda
bem espessa, diferente do observado em outras espécies de Didemnum. Poucas cloacas
por coldnias (cerca de duas), espiculas em alta densidade na superficie, matriz e base da
coldnia. Espiculas globulares, com didmetro méximo de 40 um, numerosos raios, forma
cilindrica na seccdo transversal. Zooide pequeno, com cerca de 1,0 mm de comprimento
total. Sifao oral alongado, em forma de tubo, com seis lobos levemente pontiagudos.

Faringe com oito fendas na primeira fileira. Abertura atrial expondo uma pequena
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porcdo da faringe. Apéndice fixador curto, inserido na base do térax. Alca intestinal
fechada. Testiculo formado por um tnico foliculo, circundado por seis voltas do

espermiduto em espiral. Espécimes sem larvas.

Comentario: A margem da colonia, forma e didmetro das espiculas, assim como o
nimero de voltas no espermiduto sdo como relatados por Kott (2001), contudo Monniot
& Monniot (1987), registraram espécimes de coloracdo branca e espermiduto com oito a

dez voltas para Polinésia Francesa.

Distribuicao: Fiji (KOTT, 1981), Polinésia Francesa (MONNIOT; MONNIOT, 1987),
Palau (MONNIOT; MONNIOT, 1996) e Australia (KOTT, 2001).

Didemnum galacteum Lotufo & Dias, 2007
(Prancha 3C)

Material examinado: ColBIO TL 280, Panaquatira, Maranhdo, Brasil, 02°29°27°’S,
44°02°15’W, col. Sandra Vieira e Ronaldo Ruy, 30.08.2011. ColBIO TL 332,
Aracagy, Maranhao, Brasil, col. Sandra Vieira e Ronaldo Ruy, 01.09.2011.

Colonias incrustantes de coloragdo branca em vida. Crescimento da colonia horizontal,
alcangando 10,0 cm de comprimento e 3,0 mm de espessura. Tunica firme e macia.
Células bladder presentes. Espiculas distribuidas igualmente por toda a tunica.
Espiculas estreladas e globulares de tamanho variado, cerca de 15 pm de diametro, com
raios cilindricos e pontas truncadas na sec¢ao transversal. Cavidade cloacal na altura do
torax. Zooides de colora¢ao rosada, medindo cerca de 1,0 mm de comprimento total,
torax e abdome de mesmo tamanho. Toérax posicionado linearmente em relagdo ao
abdome. Nao foi possivel contar o nimero de fendas por fileira. Sifao oral com seis
lobos arredondados e atrial expondo uma pequena parte da faringe. Orgdo toracico
lateral alongado, levemente saliente, situado entre a terceira e quarta fileira de fendas,
proximo ao enddstilo. Apéndice fixador longo (ultrapassa o abdome), inserido na
porcdo do pedunculo esofagico retal. Lingueta atrial ausente. Testiculo com dois
foliculos. Espermiduto em espiral, com sete voltas. Larva simples, medindo 0,3 mm,

trés papilas, quatro pares de ampolas e cauda recobrindo 3/4 do tronco da larva.
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Comentarios: Esta espécie ¢ bastante comum na costa brasileira (LOTUFO; DIAS,
2007). As caracteristicas sdo as mesmas relatadas por Lotufo & Dias (2007), diferenca
apenas quanto ao tamanho do zooide (1,3 mm) e larva (0,6-0,8 mm) para o espécime

tipo.

Distribuicao: Brasil (LOTUFO; DIAS, 2007).

Didemnum granulatum Tokioka, 1954
(Pranchas 1E, 1F, 3D, 5C ¢ 5D)
Sinonimia: Didemnum (Didemnum) moseleyi f. granulatum Tokioka, 1954, pagina 244
Didemnum moseleyi Eldredge, 1966, pagina 210
Didemnum pele Eldredge, 1966, pagina 197

Material examinado: FLMNH UF 1408 ¢ UF 1409, ARMS 5 site, Moorea, Polinésia
Francesa, -17,4764°, -149,832°, 13 m, col. Biocode IZ/ARMS team, 01.02.2012.
FLMNH UF 771, East side of Opunohu Bay, Moorea, Polinésia Francesa, -17,5097°, -
149,851°, 0-2 m, col. Tito Lotufo, Nicole Gravier-Bonnet, Arthur Anker e Jon
Norenburg, 08.11.2009. FLMNH UF 573, West of Cook’s Bay Pass, Moorea, Polinésia
Francesa, -17,4757°, -149,838°, 12-15 m, col. Tito Lotufo e Gustav Paulay, 29.10.2009.
FLMNH UF 577, Gump Cape, Moorea, Polinésia Francesa, -17,4893°, -149,826°, 1,0-
1,5 m, col. Arthur Anker, 24.10.2009.

Coldnia de coloragdo laranja em vida, com maior intensidade de cor ao redor das
aberturas das cavidades cloacais. Apods fixagdo, colonia branca com papilas
arredondadas ou triangulares na superficie da tinica. Espiculas estreladas, com didmetro
de 40 um e 6-8 raios cOnicos na seccao transversal. Zooides de colora¢dao branca de
tamanho pequeno com comprimento total em torno de 0,75 mm. Térax formam um
angulo perpendicular em relacdo ao abdome. Sifdo oral com seis lobos pontiagudos;
atrial amplo, expondo mais de 50% da faringe. Faringe com 6, 6, 5 e 4 fendas em cada
fileira, respectivamente. Orgdo toricico lateral na terceira fileira de fendas, situado
proximo ao endostilo. Cavidade cloacal na altura do térax. Apéndice fixador médio (ndo

ultrapassa o abdome), inserido na regido do pedinculo esofagico retal. Foliculo
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testicular Unico. Espermiduto em espiral, com seis voltas. Larva simples com
comprimento do tronco de 0,4 mm, trés papilas adesivas e quatro pares de ampolas

ectodérmicas. Cauda recobrindo 3/4 do tronco da larva.

Comentarios: Papilas na superficie da coldnia, espiculas, zooides e larvas dessa espécie
lembram Didemnum incanum e Didemnum membranceum. A principal diferenca
apresentada para D. incanum € o nimero de nove voltas no espermiduto, enquanto para
D. membranaceum a principal diferenga estd relacionada a presenca de espiculas
gigantes com cerca de 100 um de didmetro e 4-6 raios (KOTT, 2001) - apesar de
espiculas com esse mesmo nimero de raios terem sido observadas para os espécimes de
D. granulatum do presente estudo. A confusdo quanto a identificacdo pode ser
observada em virtude da sutileza na diferenciagdo dos caracteres morfoldgicos e devido
a ampla variacdo de cor em vida, tais como rosa, laranja, vermelha e bege (KOTT,

2001).

Distribuicao: Polinésia Francesa (MONNIOT; MONNIOT, 1987), Brasil (MONNIOT
F., 1995), Japao (TOKIOKA, 1954), Palau (TOKIOKA, 1967), Australia (KOTT,
2001), Nova Caledonia (MONNIOT F., 1995) e Fiji (KOTT, 1981).

Didemnum ligulum Monniot F., 1983
(Pranchas 2A, 2B, 3E, 5E e 5F)

Material examinado: FLMNH UF 568, West of Cook’s Bay, Moorea, Polinésia
Francesa, -17,4757°,-149,838°, 12-15 m, col. Gustav Paulay e Tito Lotufo, 29.10.2009.
FLMNH UF 578, West of Cook’s Bay, Moorea, Polinésia Francesa, -17,4757°, -
149,838°, 12-15 m, col. Gustav Paulay e Tito Lotufo, 29.10.2009. FLMNH UF 589, UF
591 e UF 600, Temae, Moorea, Polinésia Francesa, -17,4784°, -149,764°, 18-23 m, col.
Gustav Paulay, Seabird McKeon, Stephanie Bush e Steve Haddock, 29.10.2009.
FLMNH UF 613, North of Haapiti Pass, Moorea, Polinésia Francesa, -17,4886°, -
149,826°, 15-21 m, col. Gustav Paulay e Tito Lotufo, 30.10.2009. FLMNH UF694, Off
NW Motus, Moorea, Polinésia Francesa, -17,484°, -149,916°, 19-20 m, col. Gustav
Paulay, Seabird McKeon e Tito Lotufo, 03.11.2009. FLMNH UF 1387, ARMS 4 site,
Moorea, Polinésia Francesa, -17,4764°, -149,832°, 13 m, col. Biocode team, 31.01.2012.
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Coldnias de coloragdo laranja, aspecto da superficie da coldonia como descrito por
Monniot & Monniot, 1987. Crescimento da coldnia horizontal, alcangando 3,0 cm de
comprimento e espessura menor que 1,0 mm. Superficie da coldnia lisa, com uma fina
camada de células bladder. Simbiontes ausentes. Abertura da cavidade cloacal
estrelada, com projecdes na borda. Zooides de coloragdo castanha, com comprimento
total de cerca de 1,0 mm. Sifdo oral com seis lobos pontiagudos e sifdo atrial expondo
uma ampla porgdo da faringe. Lingueta atrial presente, pequena, fina e bifurcada. Orgio
toracico lateral entre a segunda e terceira fileira de fendas, de formato circular, saliente,
situado proximo ao endostilo. Apéndice fixador inserido no fim do térax, ndo ultrapassa
o abdome. Testiculo tnico, recoberto por espermiduto em espiral, com sete voltas em
sentido anti-horéario. Larva com comprimento de 0,5 mm e cauda recobrindo 3/4 do

tronco. Larva gemipara, com trés papilas adesivas e 10 pares de ampolas.

Comentarios: Monniot & Monniot (1987) apresentaram dois tipos de coldnias para
Didemnum ligulum que diferiram apenas quanto a coloragdo (rosa e laranja), sendo a
morfologia dos zooides e larvas idéntica, constituindo dessa forma a mesma espécie.
Entretanto, para Kott (2001) as espécies da Polinésia Francesa ndo pertencem a D.
ligulum e consiste em uma outra espécie, separada tanto pela colora¢do da coldnia,
quanto pela forma das espiculas. Dessa forma, a autora classificou a espécie de
coloracdo laranja oriunda da Polinésia Francesa como D. arancium. Os espécimes aqui
analisados apresentam caracteristicas morfoldgicas que se assemelham a D. arancium,
com excec¢do da forma das espiculas, que sdo idénticas as previamente relatadas para a
coldnia rosa da Polinésia Francesa (MONNIOT; MONNIOT, 1987) e para os espécimes
de Guadalupe (MONNIOT F., 1983). Diante disso a forma das espiculas foram

decisivas para identificagdo e a classificagdo da espécie como D. ligulum.

Distribuicdo: Guadalupe (MONNIOT F., 1983) e Polinésia Francesa (MONNIOT;
MONNIOT, 1987).

Didemnum membranaceum Sluiter, 1909
(Pranchas 2C e 6A)
Sinonimia: Didemnum fraternum Sluiter, 1909, pagina 60
Didemnum turritum Sluiter, 1909

Diplosomoides membranaceum Sluiter, 1909
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Didemnum tonga Kott & Goodbody, 1982, pagina 520
Didemnum moseleyi Monniot & Monniot, 1996, pagina 157

Material examinado: FLMNH UF 665, East of Cook’s Bay, Polinésia Francesa,
Moorea, -17,4739°, -149,819°, 8-11 m, col. Sarah McPherson, Gustav Paulay e Tito
Lotufo, 01.11.2009. FLMNH UF 526, West of Cook’s Bay, Polinésia Francesa,
Moorea, -17,4757°, -149,838°, 12-15 m, col. Sarah McPherson, Katie Hendrickson,
Gustav Paulay e Tito Lotufo, 29.10.2009.

Colonia de coloragdo rosa em vida, apds fixacdo torna-se branca. Crescimento
horizontal, com comprimento de 2,0 cm e espessura com cerca de 1,0 mm. Pequenas
papilas distribuidas uniforme na superficie da colonia. Células bladder e simbiontes
ausentes. Espiculas distribuidas igualmente por toda a tinica. Espiculas com cerca de 35
um didmetro, com 6-8 raios de pontas conicas na seccao transversal e acima de 50 um,
com quatro raios. Cavidade cloacal na altura do torax. Zooides esbranquicado, medindo
de 1,0 mm de comprimento total. Sifdo oral curto, com seis lobos levemente
pontiagudos. Sifao atrial amplo expondo uma grande parte da faringe. Faringe com 6, 6,
5 e 4 fendas em cada fileira, respectivamente. Orgio toracico lateral alongado e situado
proximo ao endostilo. Apéndice fixador longo (ultrapassa o abdome), inserido no
pedinculo esofagico retal. Testiculo Unico. Espermiduto em espiral, com 6-7 voltas.

Larvas ndo foram observadas.

Comentarios: A morfologia dos zooides do espécime analisado ¢ comum a muitas
outras espécies de Didemnum. Dessa forma, a identificacdo do espécime foi realizada
principalmente pela coloragdo da colonia (KOTT, 2005) e forma tetraédrica das
espiculas, apesar de que em D. membranaceum essas espiculas apresentarem maior

tamanho (0,1 mm) (KOTT, 2001).
Distribuicao: Australia (KOTT, 2001) e Ilhas Salomao (KOTT, 2005).
Novo registro: Polinésia Francesa (Moorea).

Didemnum mutabile Monniot & Monniot, 1987

(Pranchas 2D, 3F e 6B)
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Material examinado: FLMNH UF 689, UF 691 e UF 692, East side of Cook’s Bay,
Moorea, Polinésia Francesa, -17,4878°, -149,8187°, 5-20 m, col. Sarah McPherson,
Seabird McKeon, Allen Collins e Tito Lotufo, 02.11.2009.

Colonia de coloragdo amarela em vida, apoés fixagdo torna-se bege. Crescimento da
coldnia horizontal e irregular, alcangando cerca de 3,0 cm de comprimento e 0,7 mm de
espessura. Tunica desprovida de células bladder e simbiontes. Espiculas distribuidas em
todas as camadas da tinica. Espiculas estreladas, diametro de 40 pm, com cerca de 12-
14 raios conicos. Zooides de coloracdo marrom, medindo menos de 1,0 mm de
comprimento total. Numero de fendas por faringe ndo identificado. Lingueta atrial
bifurcada, perceptivel em apenas alguns zooides. Sifao oral amplo e com seis lobos
pontiagudos. Abertura atrial expondo uma pequena parte da faringe. Orgdo toracico
lateral circular, saliente e localizado préximo a abertura atrial. Apéndice fixador curto e
inserido no fim do térax. Testiculo Unico. Espermiduto em espiral, com sete voltas.
Larva simples, cauda recobrindo 3/4 do tronco. Larva medindo 0,4 mm, trés papilas

adesivas e cinco pares de ampolas.

Comentarios: A morfologia do espécime analisado se assemelha em quase todos os
caracteres a descricdo previamente relatada por Monniot & Monniot (1987), em que
apenas a presenca da lingueta atrial ndo foi mencionada. Kott (2001), analisando
espécimes da Australia, registrou a presenga de uma lingueta atrial bifurcada em alguns

zooides, € 0 mesmo foi observado para os espécimes analisados no presente estudo.

Distribuicao: Polinésia Francesa (Moorea, Tahiti) (MONNIOT; MONNIOT, 1987) e
Australia (KOTT, 2001).

Didemnum nekozita Tokioka, 1953
(Pranchas 2E, 4A e 6C)
Sinonimia: Didemnum anoi Monniot & Monniot, 1987, paginas 25, 26 ¢ 27
Nao Didemnum cuculliferum (Kott, 1981; 2001), ver Kott (2004), paginas 754-755.

Material examinado: FLMNH UF 570, UF 571 e UF 572, West of Cook’s Pass,
Moorea, Polinésia Francesa -17,4757°, -149,838°, 12-15 m, col. Tito Lotufo e Gustav
Paulay, 29.10.2009. FLMNH UF 585, UF 594 ¢ UF 595, Temae, Moorea, Polinésia
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Francesa, -17,4784°, -149,764°, 18-23 m, col. Gustav Paulay, Seabird McKeon,
Stephanie Bush e Steve Haddock, 29.10.2009. FLMNH UF 619, North of Haapiti Pass,
Moorea, Polinésia Francesa, -17,4886°, -149,826°, 15-21 m, col. Tito Lotufo e Gustav
Paulay, 30.10.2009. FLMNH UF725, East of Cook’s Pass Moorea, Polinésia Francesa,
-17,4725°, -149,794°, 10-13 m, col. Sarah McPherson, Seabird McKeon e Gustav
Paulay, 05.11.2009. FLMNH UF 779; Off NW Motus, Moorea, Polinésia Francesa, -
17,4856°, -149,919°, 17-35 m, col. Sarah McPherson e Tito Lotufo, 10.11.2009.
FLMNH UF 1402; ARMS 4 site, Moorea, Polinésia Francesa, -17,4764°, -149,832°, 13
m, col. Biocode IZ/ARMS team, 31.10.2012. FLMNH UF 1420; ARMS 13 site,
Moorea, Polinésia Francesa, -17,4785°, -149,848°, 13 m, col. Biocode IZ/ARMS team,
07.02.2012.

Colodnias de coloragao branca em vida, tamanho variado, chegando a aproximadamente
4,0 cm de extensdo e cerca de 2,0 mm de espessura. Superficie da colonia com
projecdoes em forma de papilas triangulares associadas a cada sifao oral. Espiculas
abundantes por toda a colonia, células bladder presentes e simbiontes ausentes.
Espiculas estreladas, diametro de 30-80 um, com cerca de 6-9 raios conicos. Cavidade
cloacal geralmente na altura do térax. Zooides de coloracdo branca, com comprimento
total de 1,3 mm. Toérax posicionado linearmente em relagdo ao abdome. Sifdo oral com
seis lobos pontiagudos e abertura atrial expondo uma ampla porc¢do da faringe. Faringe
com 7,7, 6 e 5 fendas em cada fileira, respectivamente. Orgﬁo toracico lateral de forma
circular, situado na quarta fileira de fendas, proximo ao endostilo. Lingueta atrial
ausente. Brotamento na regido do pedinculo esofagico retal. Apéndice fixador inserido
na regido do pedunculo esofagico retal. Alca intestinal fechada. Testiculo Unico e
espermiduto em espiral, com 6-7 voltas. Larva com comprimento de 0,5 mm e cauda
recobrindo 3/4 do tronco. Larva simples, com trés papilas adesivas e quatro pares de

ampolas.

Comentarios: As papilas triangulares na superficie da colonia se assemelham bastante
as observadas para as espécies D. apersum, D. cuculliferum, e D. maculosum.
Didemnum apersum tem espiculas menores (16-25 pm), com raios mais numerosos (10-

12) (TOKIOKA, 1953). Didemnum cuculliferum difere quanto ao numero de voltas no
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espermiduto (8-9) e forma da colonia (oval) (MONNIOT; MONNIOT, 1987), enquanto,
D. maculosum tem apenas duas papilas adesivas (LAFARGUE, 1976).

Distribuicao: Australia (KOTT, 2004), Palau (TOKIOKA, 1967) e Polinésia Francesa
(MONNIOT; MONNIOT, 1987).

Didemnum parau Monniot & Monniot, 1987
(Prancha 6D)

Material examinado: FLMNH UF 552 e UF 553, West of Cook’s Bay Pass, Moorea,
Polinésia Francesa, -17,4757°, -149,838°, 12-15 m, col. Tito Lotufo e Gustav Paulay,
29.10.2009.

Colonia de coloragdo branca em vida, consisténcia quebradi¢a, com espessura de 1,5
mm. Células bladder presentes e simbiontes ausentes. Espiculas distribuidas por toda a
tunica. Espiculas de forma globular, didametro de 30 um, com numerosos raios finos em
forma de agulha. Zooides pequenos, com comprimento total menor que 1,0 mm. Sifdo
oral curto e levemente pontiagudo. Abertura atrial expondo uma pequena por¢ao da
faringe. Orgdo toracico lateral circular, saliente e localizado préximo ao endéstilo na
altura da terceira fileira de fendas. Apéndice fixador curto, inserido no peduinculo
esofagico retal. Alca intestinal fechada. Testiculo Unico. Espermiduto em espiral, com

sete voltas. Larvas nao foram observadas.

Comentarios: Essa espécie se assemelha a D. fragile tanto pela morfologia do zooide,
quanto pela forma das espiculas (MONNIOT; MONNIOT, 1987). Contudo, D. fragile
apresenta espiculas de maior didmetro (40 pm) e espermiduto com seis voltas (KOTT,
2001). Outro caractere relevante na distingdo entre estas espécies ¢ o orgdo toracico

lateral saliente observado em D. parau (MONNIOT; MONNIOT, 1987).

Distribuicdo: Polinésia Francesa (MONNIOT; MONNIOT, 1987) e Nova Caledonia
(MONNIOT; MONNIOT, 1996).

Didemnum perlucidum Monniot F., 1983

(Pranchas 4B e 6E)
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Material examinado: FLMNH UF 1023, Golfo do México, Florida, EUA, col. Gustav
Paulay, Nat Evans, Frangois Michonneau, Cheryl Tracker, Raph Williams e Antonio
Baeza. 13.03.2011. FLMNH UF 1089, Florida Keys, Florida, EUA, 4,6 m, 20.05.2004.
USNM 1092872 e USNM 1092893, Atlantico Norte, Mar do Caribe, Belize, col.
Goodbody, I, M. 01.08.1995. ColBIO TL945 e TL 948, Marina, Bocas del Toro,
Panama, 9°20°10°°N, 82°14°50°°W, col. Andréa Oliveira, 27.06.2014.

Colonia incrustante, coloracdo branca em vida, com extensao de 7,0 cm e 2,0 mm de
espessura. Simbiontes ausentes. Espiculas distribuidas por toda a tunica, menor
densidade nos canais cloacais. Espiculas estreladas, com 30 um de didmetro e cerca de
9-10 raios conicos. Cavidade cloacal na altura do torax. Zooides com comprimento total
de 1,0 mm. Faringe com seis fendas na primeira fileira. Sifao oral curto com seis lobos
pontiagudos. Abertura atrial ampla expondo parte da faringe. Orgdo toracico lateral
alongado e saliente, situado proximo a abertura atrial. Apéndice fixador longo, inserido
no pedunculo esofagico retal. Alga intestinal fechada. Testiculo unico. Espermiduto em
espiral, com sete voltas. Larva simples, com cauda recobrindo 3/4 do tronco. Larva com

comprimento do tronco de 0,5 mm, trés papilas adesivas e quatro pares de ampolas.

Comentarios: Didemnum perlucidum apresenta uma ampla distribui¢do e uma das
principais caracteristicas na identificacdo dessa espécie ¢ a auséncia de espiculas sobre

os canais cloacais.

Distribuiciao: Polinésia Francesa (MONNIOT; MONNIOT, 1987), Panama (ROCHA;
FARIA; MORENO, 2005), Belize (GOODBODY, 2000), Venezuela (ROCHA et al.,
2010), Brasil (ROCHA; MONNIOT F., 1995), Senegal (MONNIOT; MONNIOT,
1994), Tanzania (MONNIOT; MONNIOT, 1997), Indonésia (MONNIOT; MONNIOT,
1996), Ilhas Marianas (MONNIOT; MONNIOT, 2001), Guam (LAMBERT, 2003) ¢
Nova Caledonia (MONNIOT; MONNIOT, 1996).

Didemnum psammatodes (Sluiter, 1895)
(Pranchas 2F e 4C)

Sinonimia: Ver Kott (2001), pagina 229
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Material examinado: FLMNH UF 538, UF 540, UF 541 e UF 542, Maharepa,
Moorea, Polinésia Francesa, -17,4827°, - 149,851°, 0-2 m, col. Tito Lotufo, 27.10.2009.
FLMNH UF 770, East side of Opunohu Bay, Moorea, Polinésia Francesa, 17,5097°, -
149,851°, 1 m, col. Tito Lotufo, Nicole Gravier-Bonnet, Arthur Anker e Jon Norenburg,
08.11.2009. FLMNH UF 1071, Summerland Key, Florida Key, Estados Unidos da
América, 24,6777°, -81,459°, 23.06.2002. FLMNH UF 1487, Palm Beach, Florida,
EUA, 26,9481°, -80,0835° 1,5 m, 09.12.2009. FLMNH UF 1564, DRTech, St John’s
Island, Cingapura, 1,2152° 103,8513° 0-5 m, col. Nathaniel Evans, 25.05.2013.
ColBIO TL 799, Guarapari, Espirito Santo, Brasil, -20,700°, -40,417°, col. Tito Lotufo,
28.03.2012. ColBIO TL 949, Marina, Bocas del Toro, Panama, 9°20°10°N,
82°14°50"°W, col. Andréa Oliveira, 27.06.2014.

Coldnia de coloragdo marrom devido a grande quantidade de pelotas fecais na superficie
da tOnica. Células bladder presentes e simbiontes ausentes. Espiculas em pouca
densidade na superficie da colonia. Espiculas estreladas, com didmetro de até¢ 50 um,
com raios coOnicos e numerosos (13-15) na secgdo transversal. Zooides observados
através da superficie da colonia. Zooides de coloragdo branca, medindo cerca de 1,0 mm
de comprimento total. Faringe com sete fendas na primeira fileira. Sifao oral com seis
lobos pontiagudos e atrial expondo uma pequena parte da faringe. Orgdo toracico lateral
circular, localizado proximo a abertura atrial, entre a terceira e quarta fileira de fendas.
Apéndice fixador curto, inserido no pedunculo esofagico retal. Testiculo unico.
Espermiduto em espiral, com sete voltas. Larva simples, medindo 0,3 mm, trés papilas

adesivas e quatro pares de ampolas. Cauda recobrindo 3/4 do tronco da larva.

Comentarios: Essa espécie ¢ facilmente identificada pelas pelotas fecais na superficie

da coldnia. Esse € o primeiro registro de D.psammatodes para a Polinésia Francesa.
Distribuicao: Pantropical, ver Kott (2001), pagina 229.
Novo registro: Polinésia Francesa (Moorea).

Didemnum sordidum Kott, 2001

(Pranchas 3A, 4D e 6F)
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Material examinado: FLMNH UF 597, Temae, Moorea, Polinésia Francesa, -
1747839°, -149,7639°, 18-23 m, col. Gustav Paulay, Seabird McKeon, Stephanie Bush e
Steve Haddock, 29.10.2009. FLMNH UF 612 e UF 622, North of Haapiti Pass,
Moorea, Polinésia Francesa, -17,48859°, -149,8259°, 15-21 m, col. Tito Lotufo e Gustav
Paulay, 30.10.2009. FLMNH UF 718, Opunahu Pinnacle, Moorea, Polinésia Francesa,
-17,49446°, -149,8621°, 14-20 m, col. Sarah McPherson Seabird McKeon, 04.11.2009.
FLMNH UF 734, West of Motu Hahi in Laggon, Moorea, Polinésia Francesa, -
17,54958°, -149,7791°, 10-30 m, col. Tito Lotufo, Gustav Paulay e Seabird McKeon,
06.11.2009.

Colonias incrustantes, pequenas, com aproximadamente 2,0 cm de extensdo e 1,0 mm
de espessura. Superficie da colonia com papilas no lobo da abertura oral. Tunica de
coloragdo amarela em vida; apos fixacdo a mesma torna-se marrom, devido ao pigmento
presente na tunica. Espiculas abundantes em toda a colonia, forma estreladas, com
didmetro de até 65 um e cerca de 8-9 raios conicos na sec¢do transversal. Zooides de
coloragdo castanha, com comprimento total de aproximadamente 0,4 mm. Sifdo oral
longo em alguns individuos, com seis lobos arredondados e abertura atrial expondo uma
ampla por¢do da faringe. Faringe com quatro fileiras de fendas. Numero de fendas por
fileiras ndo observado. Orgio toracico lateral circular, saliente e situado no meio do
torax. Apéndice fixador médio inserido no fim do torax. Abertura da cavidade cloacal
na altura do torax. Alca intestinal fechada. Testiculo Uinico e espermiduto em espiral
com 7-8 voltas. Larva simples, com comprimento do tronco de 0,2 mm. Cauda

recobrindo 3/4 do tronco da larva, trés papilas adesivas e quatro pares de ampolas.

Comentarios: A morfologia externa da colonia, dos zooides e das espiculas sdo como
relatados por Kott (2001), embora o numero de ampolas na larva seja diferente (cinco).
Monniot & Monniot (1987) apontam para a presenga do 6rgdo toracico lateral saliente,

caractere que também foi observado nos exemplares analisados.

Distribuicao: Polinésia Francesa (MONNIOT; MONNIOT, 1987) e Australia (KOTT,
1962; 2001).
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PRANCHAS: Aspecto externo das colonias (Fotos: Gustav Paulay — Projeto
Moorea Biocode), larvas e espiculas.

Prancha 1. Aparéncia externa das colonias; A, Didemnum ahu (UF574);B, Didemnum apuroto
(UF731); C, Didemnum cuculliferum (UF676); D, Didemnum fragile (UF693); E, Didemnum
granulatum (UF1408) e F Didemnum granulatum (UF577);
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Prancha 2. Aparéncia externa das coldnias; A, B, Didemnum ligulum (UF694; UF578); C
Didemnum membranaceum (UF526); D, Didemnum mutabile (UF691); E, Didemnum nekozita
(UF595) e F, Didemnum psammatodes (UF542);
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e

Prancha 3. Aparéncia externa das colonias; A, Didemnum sordidum (UF734). Larva; B,
Didemnum cineraceum; C, Didemnum galacteum; D, Didemnum granulatum; E,
Didemnum ligulum; F, Didemnum mutabile, escala: 0,1 mm.
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Prancha 4. Larva; A, Didemnum nekozita; B, Didemnum perlucidum; C, Didemnum
psammatodes; D, Didemnum sordidum; Espiculas; E, Didemnum ahu (UF584); F,
Didemnum apuroto (UF813), escala: 40 um.
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Prancha 5. A, Didemnum duplicatum (TL811); B, Didemnum fragile (UF839); C,
Didemnum granulatum (UF1408), D, Didemnum granulatum (UF573); E, Didemnum
ligulum (TL796); F, Didemnum ligulum (UF694); escala: 40 pm
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Prancha 6. A, Didemnum membranaceum (UF526); B, Didemnum mutabile (UF689), C,
Didemnum nekozita (UF595); D, Didemnum parau (UF552); E, Didemnum perlucidum (TL948);
F, Didemnum sordidum (UF734); escala: 40 um.
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APENDICE C - IMAGENS DE ALGUNS DOS CARACTERES
MORFOLOGICOS DE DIDEMNUM.

A)

Figura 1 — Forma do sistema de cavidade cloacal; A) Horizontal toracica e B) Profunda

(incluindo a regido do abdome).

tu

A) B) C)

Figura 2 — Desenho esquematico indicando o local de incubag@o dos simbiontes (células
verdes); A) Superficie da coldnia, B) Cavidade cloacal e C) Matriz da tinica (HIROSE,
2015).

Figura 3 — Forma das espiculas; A) Globular e B) Estrelada, escala: 40 pm.
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A) B)

Figura 4 — Forma da abertura atrial A) Ampla e B) Estreita.

Figura 5 — Lingueta atrial bifurcada.

A) B) ®)

Figura 6 — Orgio toracico lateral; A) Circular e séssil; B) Alongado e séssil e C) Oval e

saliente.
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Figura 7 — Apéndice fixador; A) Inserido no fim do toérax e B) Inserido no pedinculo

Figura 8 — Alca intestinal; A) Fechada e B) Aberta.

&
//
A) - B)

Figura 9 - Forma do espermiduto; a) Reto e b) Espiral.

esofagico retal.



A) B) ®)

Figura 10 — Nmero de lobos testiculares; A) Multiplos, B) Bilobado e C) Unico.

€ PDapilas adesivas

Ampolas ectodérmicas =3

€ Cauda

Figura 11 — Desenho esquematico de uma larva.
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APENDICE D - COMPARACAO DOS CARACTERES MORFOLOGICOS
PARA DIAGNOSE DOS GENEROS.

Géneros Lingueta atrial | Nimero de voltas | Nimero de lobos Numero de Numero de Numero de
no espermiduto testiculares papilas ampolas fendas no
adesivas ectodérmicas oozooide
(pares)
Polysyncraton
Menor ou igual a | Maior ou igual a 3 4
5
Presente 3 Maior que 8
Didemnidae gen.
n
Maior que 5 Bilobado ou tinico 3
Didemnum
Ausente 20ul Geralmente 4
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