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RESUMO

Zoantideos sd@o cnidarios comuns de aguas rasas em todo o mundo e no Brasil
compde a maioria das comunidades de ambiente recifal, principalmente no nordeste
brasileiro. Apesar de abundantes sdo ainda pouco estudados. Apresentam histéria
taxondmica confusa e com descricbes vagas. Dentre 0os géneros mais comuns se destaca
Protopalythoa (Zoanthidea: Sphenopidae) cujas espécies sdo abundantes dos recifes
pernambucanos. O objetivo desse estudo é realizar a identificacdo das espécies do género
Protopalythoa utilizando a integragdo de dados morfolégicos, moleculares e ecoldgicos, para
o esclarecimento de sua taxonomia. Foram realizadas coletas em oito praias de
Pernambuco, entre 2012 e 2013, e uma amostra do Arquipélago de Sao Pedro e Sao Paulo,
coletada no ano de 2009, também foi analisada. No momento das coletas foram feitas
fotografias das colonias e foi realizada a anotagéo de todas as caracteristicas ecoldgicas e
abidticas, como proximidade com outros organismos, profundidade das colbénias e local
onde foram coletadas. Foram mensuradas as dimensdes dos pdlipos (altura, diametro e
quantidade de tentaculos), foram produzidas laminas histoldgicas para andlise da
musculatura e foi realizado o cnidoma a partir dos tentaculos, da faringe e dos filamentos
dos polipos. Para andlise molecular, foi realizada a extracdo, amplificacdo e
sequenciamento do DNA das amostras utilizando os marcadores 12S, 16S e COl, a fim de
construir relacdes filogenéticas entre os organismos. Os resultados moleculares e
morfolégicos revelaram a existéncia de trés morfotipos para a espécie Protopalythoa
variabilis na costa de Pernambuco e uma nova espécie Protopalythoa minima nov. sp.
descrita para o Arquipélago de S&o Pedro e S&o Paulo. Variacdo intraespecifica foi
observada dentro da espécie P. variabilis, confirmada por dados moleculares, além de
ampla distribuicdo, ja que os morfotipos se mostraram presente em quase todas as praias e
ao longo de toda a costa pernambucana. As andlises integradas se revelam eficientes na

capacidade de identificar e descrever espécies de zoantideos.

Palavras-Chave: Protopalythoa variabilis, Brachycnemina, Sistematica, Cnidarios.



ABSTRACT

Zoanthids are common animals in shallow waters around the world and in Brazil
composes the majority of the communities of reef environment, particularly in the northeast.
Despite abundant are yet poorly studied. Present confused taxonomic history with faulty
descriptions. Among the most common genera stands out genera Protopalythoa
(Zoanthidea: Sphenopidae) abundant organism of Pernambuco reefs. The aim of this study
is to identify species of the genus Protopalythoa using the integration of morphological and
molecular data, to clarify their taxonomy. Collections were made in eight beaches of
Pernambuco, between 2012 and 2013 and a sample of the Archipelago of Sdo Pedro and
S&do Paulo, collected in 2009, was also analyzed. At the time of collecting photographs of
colonies were made and the annotation of all ecological characteristics were made, such as
proximity to other organism, and depth of the colonies site they were collected. The size of
the polyps (height, diameter and number of tentacles) was measured, histological slides for
analysis of muscle were produced and cnidoma was produced from the tentacles, pharynx
and filaments of polyps. For molecular analysis, extraction, amplification, and DNA
sequencing samples were performed using 12S, and 16S markers COlI, in order to construct
phylogenetic relationships between organisms. Molecular, morphological and ecological
results revealed the existence of three morphotypes to species Protopalythoa variabilis on
the coast of Pernambuco and a new species Protopalythoa minimum nov. sp. described the
Archipelago of Sdo Pedro and Sdo Paulo. Intraspecific variation was observed between
morphotypes inside species of the P. variabilis, confirmed by molecular data, as well as wide
distribution, morphotypes have proved present in almost all beaches and throughout the
coast of Pernambuco. The integrated analyzes reveal themselves efficient in their ability to

identify and describe species of zoanthids.

Keywords: Protopalythoa variabilis, Brachycnemina, Systematic, Cnidaria.
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CAPITULO 1

1.1 Introducéo

Os zoantideos sao cnidarios pertencentes a ordem Zoantharia ou Zoanthidea (Classe:
Anthozoa), sdo representantes abundantes em comunidades marinhas ao redor do mundo
(MARQUES E COLLINS, 2004) e se caracterizam por apresentar uma simetria radial, com
tentaculos em dois ciclos e uma Unica sifonoglife (DALY et al. 2007). A grande maioria de
suas espécies aparece na forma de coldnias com exce¢do do género Sphenopus
Streenstrup, 1856 (Familia: Sphenopidae) que possui pélipos solitarios. Essa ordem é
dividida em duas subordens: Macrocnemine e Brachycnemine, tendo como principal
diferenca o quinto mesentério a partir do par de diretivos dorsal, que em Macrocnemine €
completo e em Brachycnemine é incompleto (HADDON e SHACKLETON, 1890).

Apesar de essa divisdo ser bem aceita a identificacdo de espécies ndo € muito facil.
Zoantideos sdo animais de estrutura corporal muito simples possuindo poucas
caracteristicas taxond6micas, isso atrelado a descricbes incompletas e de baixa
especificidade tem construido uma histéria taxondmica confusa para varios géneros
(BURNETT et al. 1997).

A atual classificacdo da ordem Zoanthidea tem como base caracteres morfoldgicos,
ecoldgicos e moleculares (SINNIGER et al. 2013). A unido desses caracteres junto as
informagfes geogréficas e bioldgicas constitui uma ferramenta potencialmente util para
discernir relagdes evolucionarias e filogenéticas formando uma taxonomia integrativa capaz
de resolver a conturbada identificagdo das espécies de varios grupos (DAYRAT, 2005). Um
dos géneros que apresenta dificuldade de identificacdo € o género Protopalythoa
(Subordem: Brachycnemine; Familia: Sphenopidae), muitas de suas espécies possuem
descricdo com poucas caracteristicas dificultando assim a identificacdo (RYLAND e
LANCASTER, 2003; 2004). Esse género se caracteriza por apresentar alta incorporacéo de
sedimentos na mesoglea de seus polipos que sao ligados apenas pela base por um
cenénquima bastante fino e possuir tentaculos em quantidade superior a de outras géneros
pertencentes a mesma familia (Palythoa entre 30 e 40; Protopalythoa entre 50 e 60)
(RYLAND e MUIRHEAD, 1993).

Apesar de Protopalythoa ser um organismo abundante e representativo da costa
brasileira, principalmente no nordeste, pesquisas a cerca da taxonomia desse género sao
inexistente no Brasil, aumentando a confus&do de taxonomistas na identificacdo dos tipos de

espécimes, subestimando a quantidade de espécies encontradas nas praias, contribuindo
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assim, para o pouco conhecimento que se tem sobre esse grupo. A quantidade de
morfotipos confronta os poucos relatos de espécies, evidenciando que pode haver espécies
cripticas ou, talvez, outras que ainda nem foram registradas. Algumas pesquisas sobre
reproducdo (BOSCOLO et al., 2005) e distribuicdo desse género (OIGMAN-PSZCZOL et al.
2004; RABELO 2007; SOARES et al. 2011) foram realizadas no Brasil, porem isso é
insuficiente para se ter um panorama geral de conhecimento desses animais.

Os estudos de integracdo taxonémica com zoantideos auxiliam nao apenas a
descobertas de novas espécies, mas também esclarece a distincdo dessas espécies, pois
utilizam vérios conhecimentos sobre os animais em estudo para obtencdo de resultados
satisfatérios. Proporcionando um amplo conhecimento sobre esses individuos, podem-se
desenvolver assim novas pesquisas a cerca desse importante grupo. Dessa forma novos
trabalhos podem ser realizados nos mais diversos campos, como a descoberta de novos
produtos a partir desses organismos, ja que os zoantideos sdo uma potencial fonte de
obtencdo de produtos farmacolégicos e estéticos (KELECON e SOLE-CAVA, 1982; MELO
et al. 2012).



1.2 Objetivos

1.2.1. Objetivo geral
Unir de forma integrativa as analises morfologicas, histolégica, ecolégica e molecular,
a fim de realizar a identificacdo taxonbmica e descricAo das possiveis espécies de

zoantideos do género Protopalythoa distribuidas na costa pernambucana.

1.2.2. Objetivos especificos
e |dentificar e descrever as espécies do género Protopalythoa nas praias de
Pernambuco através de analises morfolégicas e moleculares;
e Definir padrdes de variacao inter ou intra-especificas;

e Definir padréo de distribuicdo das espécies para costa pernambucana.



1.3 Revisao da Literatura

1.3.1 Cnidéarios

Os cnidéarios sdo animais que apresentam uma estrutura corporal simples, e possui
como carater diagnostico a presenca de um produto celular altamente complexo, a chida,
contido em células chamadas de cnidécitos, muito provavelmente resultado de um ancestral
comum (COLLINS, 2002; MARQUES e COLLINS, 2004 e DALY et al., 2007). Sao animais
que possuem uma simetria radial primaria em torno do eixo longitudinal de seu corpo, com
extremidade oral e aboral (DALY et al., 2007) apresentando duas formas corporais basicas,
0 polipo e a medusa e sdo em sua maioria marinhos, com excecgdo de alguns poucos
hidrozoérios dulcicolas.

De acordo com Marques e Collins (2004) o filo Cnidaria pode ser dividido em cinco
classes: Hydrozoa, representado por hidras, caravelas e medusas; Cubozoa, medusas com
umbrela cubiforme; Scyphozoa, representado por aguas-vivas; Anthozoa, que corresponde
a anémonas-do-mar, zoantideos, corais escleractineos e octocorais; e Staurozoa,
representada por medusas sésseis, sendo que esta Ultima, ndo é considerada classe por
muitos autores.

Entre as classes citadas acima, Anthozoa é a que apresenta 0 maior numero de
espécies descritas, com cerca de 7.500 espécies (DALY et al.,, 2007), e se caracteriza
principalmente por ndo possuir o estagio medusoide em seu ciclo de vida apenas a forma
polipoide. Dividi-se em duas subclasses: Octocorallia que apresenta p6lipos compostos por
oito tentaculos pinados e oito mesentérios, apresentando como exemplo os alcionaceos e
gorgonaceos, e Hexacorallia representada por animais que contém tentaculos e mesentérios
em numero mdltiplo de seis, como exemplo o0s zoantideos, anémonas-do-mar, corais
escleractineos e ceriantarios (FAUTIN e MARISCAL, 1991; PEREZ, 1999). O polipo dos
Antozoarios é constituido por um tubo com uma abertura, a boca, que esta rodeado por um
ou mais ciclos de tenticulos ocos. Estudos filogenéticos de dados morfolégicos sugerem
que, pelo menos, trés apomorfias estdo presentes entre 0s Antozodrios: a actinofaringe,
sifonoglife e os mesentérios (WON et al., 2001). A actinofaringe € um tubo linear formado
pela ectoderme ligando a abertura oral & cavidade gastrovascular, encontrada em quase
todos os Antozoarios, exceto o coral negro Sibopathes (OPRESKO, 1998). A sifonoglife é
uma regido ciliada presente na actinofaringe, podendo ser Unica ou pareada, em alguns
individuos clonais pode apresentar mais de duas (DALY et al., 2007) tem como funcéo
facilitar a entrada de agua auxiliando na absorcao de nutrientes. Os mesentérios sao folhas

de tecido longitudinais, que se estendem radialmente a partir da parede do corpo em direcao



a actinofaringe, aumentando a superficie interna do poélipo contribuindo assim para a
respiracdio e a absor¢cdo de alimentos (HAUSSERMANN e OFWEGEN, 2010),
proporcionando também um suporte mecanico ao seu corpo e uma simetria radial,
caracteristico da classe (PLAYFAIR e MCMURRICH, 1896). Além disso, 0s mesentérios
contribuem para a identificagdo taxonémica de alguns grupos de Antozoarios.

Todos os Antozoéarios sao bentbnicos e a maior parte séssil, apresentando em sua
maioria (corais escleractineos, zoantideos e octocorais) uma estrutura colonial, mantendo
seus polipos ligados através de um tecido vivo, chamado de cenénquima (PLAYFAIR e
MCMURRICH, 1896). Os membros de uma colbénia sdo obtidos através de reproducdo
assexuada, a partir de um polipo fundador resultante de reprodugcdo sexual
(HAUSSERMANN e OFWEGEN, 2010). Esses animais podem ser encontrados em todos o0s
oceanos, de regides rasas a grandes profundidades, sendo em aguas rasas 0s principais
representantes dos recifes.

No ambiente recifal os principais Antozoarios existentes sdo 0s corais escleractineos,
anémonas-do-mar e os zoantideos sendo este Ultimo o principal grupo presente nos recifes
brasileiros. Os zoantideos (Ordem Zoanthidea) sdo encontrados em todos 0s oceanos na
faixa tropical e subtropical (RYLAND e LANCASTER, 2003), e trabalhos recentes mostram
que também podem ser encontrados em grandes profundidades (RYLAND E LANCASTER,
2003; SINNIGER et al., 2010; CARREIRO-SILVA et al., 2011 e SINNIGER et al., 2013).

1.3.2. Zoantideos

S&do0 animais em sua maioria coloniais, apresentando apenas o género Sphenopus,
(Subordem Brachycnemina, Familia Sphenopidae) como representante de pdlipo solitario
(RYLAND, 1997). Possuem seus poélipos unidos pela regido basal ou pela coluna através de
um cenénquima ou estoldo, com auséncia do disco pedal. A grande maioria desses
organismos possui a capacidade de agregar a seus tecidos, particulas de sedimentos,
espiculas de esponjas ou detritos, para protecdo de seus polipos. Possuem dois ciclos de
tentaculos curtos um interno e outro externo e uma unica sifonoglife (HADDON e
SHACKLETON, 1890, 1891).

Os zoantideos possuem uma organizacdo mesenterial bem caracteristica, essa
observacéao foi feita inicialmente por Andres (1877) sendo esse o ponto inicial de separagéo
da ordem Zoanthidea de outros Actiniaria. Hertwig (1882) corroborando os estudos de Koch
(1880) afirma que os zoantideos possuem septos (posteriormente chamados de
mesentérios) completos que partem da parede da coluna e tocam a actinofaringe onde

estdo presentes os filamentos e as gbnadas, e septos incompletos que ndo tocam a



actinofaringe e sao estéreis. Dessa forma, o arranjo mesenterial de zoantideos se organiza
em pares alternando mesentérios completos e incompletos. Outra observacgéo feita por
Hertwig (1882) foi que os zoantideos possuem dois pares de mesentérios diretivos,
localizados nas extremidades da actinofaringe, um par na posi¢cao ventral formado por
mesentérios completos (localizados préximos a sifonoglife), e um par na posi¢cdo dorsal
formado por mesentérios incompletos.

Haddon e Shackleton (1890), trabalhando com espécies dos géneros Epizoanthus,
Parazoanthus, Palythoa e Zoanthus verificaram que o arranjo mesenterial dos zoantideos
apresentava um padrdo de organizagdo sempre constante. De acordo com os autores, a
partir dos mesentérios diretivos da posicdo dorsal, os quais chamaram de sulcular, se
observou dois padrfes de organiza¢do: no primeiro, se verificou que o quinto mesentério, de
ambos os lados, é incompleto e no segundo padréo, que 0 quinto mesentério, também de
ambos os lados, é completo. Baseado nessas observagdes os autores criaram as duas
subordens existentes para zoantideos. Quando o quinto mesentério a partir do sulcular for
incompleto, se caracteriza a subordem Brachycnemine, e quando o0 quinto mesentério for
completo, se caracteriza a subordem Macrocnemine. Essa divisdo foi fundamental para a
organizacao das familias de zoantideos em todo o mundo. Atualmente se sabe que além da
organizacdo dos mesentérios, outros fatores também sdo observados para separacao das
subordens (RYLAND et al., 2004). A subordem Macrocnemine se caracteriza também por
apresentar distribuicdo geografica global, distribuicdo batimétrica, simbiose com outros
invertebrados (OCANA E BRITO, 2004; SWAIN E WULFF, 2007; SINNIGER et al., 2010) e
auséncia de zooxantelas na maioria dos seus representantes (SWAIN, 2010). Ao contrério,
a subordem Brachycnemine possui uma distribuicdo geografica centralizada nos tropicos e
aguas rasas em ecossistemas recifais (BURNETT et al, 1994; 1997; RYLAND E
LANCASTER, 2003; REIMER et al., 2006a, 2006b, 2007a, 2007b, 2007c, 2008a, 2008b,
2010, 2011, 2012; NICHOLAS et al., 2009), ndo possui simbiose com outros invertebrados e
a maioria de seus representantes sdo zooxantelados (SWAIN, 2010). Segundo Sinniger et
al. (2005), a subordem Brachycnemine parece ser um grupo monofilético, enquanto
Macrocnemina aparece como grupo parafilético.

As subordens de zoantideos comportam um total de sete familias, sendo trés da
subordem Brachycnemine (Sphenopidae, Zoanthidae e Neozoanthidae) — com seis géneros
— e quatro da subordem Macrocnemine (Epizoanthidae, Hydrozoanthidae, Microzoanthidae
e Parazoanthidae) — com doze géneros — (SINNIGER et al., 2013). Reimer e colaboradores
(2007d) descobriram uma nova espécie de zoantideo de profundidade (3259 m de

profundidade) Abyssoanthus nankaiensis, que caracterizava um novo género Abyssoanthus



e uma nova familia Abyssoanthidae. Por apresentar caracteres distintos, Abyssoanthidae
ndo se encaixa em nenhuma das duas subordens de zoantideos, permanecendo com sua
classificagdo incerta (SINNIGER et al., 2013).

Entre as familias de zoantideos Brachycnemines podemos destacar a familia
Sphenopidae pela ampla distribuicdo de seus representantes presentes em todos o0s
oceanos e mares tropicais, Sphenopidae tem como principal caracteristica a incorporagéo
de areia dentro da mesoglea dos pdlipos de seus representantes (RYLAND e LANCASTER,
2003). Essa familia possui os dois Unicos géneros que ainda tem sua definicdo um pouco
confusa, Palythoa Lamouroux, 1816 e Protopalythoa Verril, 1900 que por apresentarem
caracteristicas morfolégicas semelhantes foram considerados congenéricos por Pax (1910).
Essa ideia é apoiada por alguns autores que se baseiam principalmente em dados
moleculares (SINNIGER et al, 2005; REIMER et al, 2006b). No entanto, ndo € uma hipo6tese
aceita por todos. Alguns pesquisados defendem a separagéo dos géneros (KOEHL, 1977;
RYLAND e MUIRHEAD, 1993; RYLAND e LANCASTER, 2003), principalmente porque
morfologicamente apresentam claras diferengas como a espessura do cenénquima e a
gquantidade de tentaculos, e mesmo em estudos moleculares os valores para unido dos

clados séao relativamente baixos.

1.3.3 Protopalythoa Verril, 1900.

Anthozoa Ehrenberg, 1833
Hexacorallia
Zoanthidea Hertwig, 1882
Brachycnemina Haddon & Shackleton, 1891
Sphenopidae Hertwig, 1882
Protopalythoa Verril, 1900

O género Protopalythoa foi inicialmente denominado de Gemmaria por Duerden,
contudo em 1900 Verril percebeu que o0 nome Gemmaria ja existia e denominava um género
de Hydrozoa, devido a isso ele prop6s a troca do nome para Protopalythoa e um novo tipo
para o género, trocando Gemmaria ruseii por Protopalythoa variabilis (Duerden, 1898) com a
justificativa da espécie G. ruseii ndo apresentar descricdo completa e auséncia de prancha
de desenhos. Dessa forma, Verril confirma o género Protopalythoa caracterizando-o como
cnidario colonial que apresenta musculo do esfincter Unico e mesogleal; mesentérios

microtipicos; a mesoglea contém lacunas, algumas provenientes de graos de areia, o que



torna os polipos mais ou menos coriaceos. Os zooides sdo, em sua maioria mongicos, as
vezes didicos.

Verril faz uma pequena revisdo do género Protopalythoa e admite que apenas
algumas espécies sejam validas, pois a grande maioria ndo apresentava uma descricdo
completa, muitas vezes sendo dificil de identificar até mesmo a cor dos pélipos. Entre as
espécies validas estdo, Protopalythoa isolata (Mcmurrich, 1889) descrita para Bahamas,
Protopalythoa mutuki (Haddon e Shackleton, 1891) descrita para o Estrito de Torres,
Austrdalia, Protopalythoa variabilis (Duerden, 1898) e Protopalythoa fusca (Duerden, 1898)
ambas descritas no Atlantico Caribenho, contudo trabalhos recentes (REIMER et al. 2012)
mostram que Protopalythoa fusca seria na verdade sinbnimo junior de Protopalythoa
variabilis. Nesse mesmo ano (1900) Verril, descreve mais duas espécies para o género,
Protopalythoa grandis e Protopalythoa grandiflora, ambas descritas nas Bahamas.

Em 1910 Pax propde a unido dos géneros Protopalythoa e Palythoa criando trés
divisbes para o género: a) Imersae, onde os pdlipos estariam todos mergulhados em um
cenénquima robusto, caracteristico de Palythoa; b) Intermedae é uma forma parcial entre o
cenénquima imerso e o livre; e c) Liberae, em que os poélipos sdo livres no cenénquima,
estando interligados apenas por um estoldo, nessa forma Pax colocou todas as espécies
descritas para o género Protopalythoa. Porem essa unido néo foi aceita entre todos os
pesquisadores, porque 0s géneros apresentam outras diferencas entre eles além do
cenénquima (RYLAND E LANCASTER, 2003). Pax também afirma que a espécie
Protopalythoa grandiflora na verdade é sin6nimo de Protopalythoa grandis.

Em 1928 Verril descreve no Havai uma nova espécie que ele atribuiu ao género
Zoanthus e chamou de Zoanthus vestitus. Posteriormente em 1971 Wash e Bowers,
analisando espécies do Atlantico Caribenho verificaram que a espécie Zoanthus vestitus, na
verdade pertence ao género Palythoa forma Liberae (grupo de Protopalythoa), entéo
alteraram seu nome para Palythoa vestitus.

Em 1954 Carlgren analisando espécimes de varias localidades descreve quatro
novas espécies de Palythoa Liberae (= Protopalythoa): Palythoa praelonga, descrita na llha
do Espirito Santo em Vanuatu, Palythoa rickettsi descrita na Ilha de Tiburon na Califérnia,
Palythoa ignota descrita na Baia Angeles na Baixa Califérnia, México, Palythoa insignis
descrita na llha Coronado na regido de San Diego e Palythoa pazi descrita na regido de La
Paz na Baixa Califérnia, México. Contudo, comparando as descri¢des originais verifica-se
uma semelhanca muito forte entre as espécies descritas por Carlgren, no entanto, nenhum

trabalho posterior foi realizado para confirmar sua veracidade.



Herberts (1972) realiza um trabalho com varias espécimes de zoantideos
descrevendo principalmente o cnidoma. Entre as espécies descritas esta Palythoa heidere
Carlgren, 1951, que apresentava uma descricdo simples e com poucas caracteristicas,
entdo Herberts redescreve essa espécie fazendo uma comparagdo com outras espécies de
localidades distintas, detalhando principalmente seu cnidoma, ausente na descri¢ao original.

Mais atualmente, em 2003, Ryland (forte defensor da separacdo dos géneros
Protopalythoa e Palythoa) e Lancaster realizando pesquisas na regido do Estreito de Torres,
descreveram uma nova espécie Protopalythoa heliodiscus e redescreveram a espécies
Protopalythoa mutuki (Haddon e Shackleton, 1891).

Como foi observado o género Protopalythoa apresenta um total de 13 espécies
descritas validas em uma distribuigdo mundial, porem sempre proximo a regido tropical e em
adguas rasas. Essa distribuicdo geogréafica atrelado a dados ecoldgicos, morfologicos e
moleculares sdo de fundamental importancia para o esclarecimento da taxonomia desse

género.

1.3.4 Taxonomia Integrativa

A taxonomia € a ciéncia responsavel pela identificacao, distin¢cao e classificacdo dos
organismos vivos da Terra. Para isso cada vez mais taxonomistas tem usado ferramentas
capazes de auxiliar nessa identificacdo. Além da taxonomia tradicional que utiliza caracteres
morfolégicos como base para os trabalhos, tem-se integrado varias analises como estudos
moleculares utilizando marcadores capazes de identificar o padréo da sequéncia genética
de cada organismo (BAKER et al, 2003; HEBERT et al, 2003) além de dados fisiologicos,
ecoldgicos e geogréaficos (DAYRAT, 2005; PADIAL et al. 2010).

Os estudos taxondmicos para zoantideos sdo muito confusos principalmente pela
elevada variacdo morfolodgica encontrada dentro desse grupo de organismos, muitas vezes
atrelado a descricdes incompletas dos morfotipos encontrados (BURNETT et al, 1997).
Devido a esses fatores, a identificagcdo dos zoantideos baseado apenas em caracteres
morfolégicos tem gerado grande ambiguidade nas descri¢cdes realizadas (LONGO, 2002).
Assim, tem se integrado cada vez mais dados, a fim de auxiliar a classificacdo dos
organismos.

Um dos dados mais utilizados nas ultimas décadas para identificacdo de zoantideos
tém sido as analises moleculares que foram inicialmente propostas para esse grupo por
Burnett e colaboradores (1994; 1997) que ao utilizarem andlises de aloenzimas
determinaram os limites de populacdes de zoantideos na Grande Barreira de Corais e suas

relagbes filogenéticas. ApOs esses estudos varios trabalhos foram realizados utilizando



dados moleculares como importante ferramenta para a taxonomia dos zoantideos. Longo
(2002) mostrou a eficiéncia do marcador 16S DNA ribossomal na identificagcdo de espécies
do género Zoanthus. Varios pesquisadores tém realizado estudos filogenéticos com a ordem
Zoantharia revelando sucesso nos resultados com os principais marcadores usados para
esse grupo que sdo 16S DNA ribossomal, 12S DNA ribossomal, Citocromo Oxidase
Subunidade | (COI) e o Transcrito Interno Nuclear de DNA ribossomal (ITS-rDNA)
(SINNIGER et al, 2006; 2008; 2009; 2010; 2013; SWAIN, 2009; 2010; HIBINO et al, 2013;
KRISHINA e GOPHANE, 2013). Um dos principais pesquisadores na area de estudos
moleculares com zoantideos é o professor James Davis Reimer que realizou varios
trabalhos com diferentes marcadores moleculares (REIMER et al, 2006; 2007a; 2007b;
2008a, 2008b; 2010; 2011; 2012; 2013).

Esses varios trabalhos denotam a importancia desse dado para a taxonomia,
contudo apesar de eficiente a andlise molecular ndo pode ser considerada a Unica
ferramenta capaz de resolver os problemas de identificagdo das espécies. Como também,
apenas caracteristicas morfolégicas nao deve ser a Unica base para um estudo taxondmico.
Baseado nisso, Dayrat (2005) apresenta uma idéia de unir de forma integrativa as varias
faces de um estudo taxon6mico, unindo as caracteristicas morfolégicas e os dados
moleculares aos estudos ecologicos (OCANA e BRITO, 2004; SWAIN e WULFF, 2007;
NICHOLAS et al, 2009; CARREIRO-SILVA et al, 2011), como reproducao, distribuicéo,
habitat e nicho, além de estudos filogeograficos, genética de populacdes e biologia
comportamental. Sinniger e colaboradores (2005) citam em seu estudo a importancia de
uma analise ecoldgica para a descricdo de espécies de zoantideos macrocnemines, que
possuem alta simbiose com esponjas e octocorais, alertando a eficiéncia desses dados
como fundamentais para a classificacdo dessas espécies.

Essa interdisciplinaridade observada na taxonomia integrativa pode vim a ser a
solucdo para os grandes problemas taxonémicos observados dentro da ordem Zoantharia.
Junto a isso, 0 aumento de pesquisas que tenham como foco a identificagdo e descri¢éo
correta dos zoantideos serd fundamental para o conhecimento desse grupo tédo diverso e
tdo representativo dos ecossistemas recifais, principalmente na costa de nossa regido
nordeste, onde a ordem Zoanthidea é bastante representativa, no entanto esses estudos

SA0 escassos.



CAPITULO 2

Taxonomia integrativa das espécies de zoantideo do género
Protopalythoa (Anthozoa: Zoantharia) em praias do nordeste

brasileiro, com descricdo de nova espécie.
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2.1 Introducéao

A ordem Zoanthidea representa um grupo de cnidarios que sdo na maioria colonial
presentes em todos os oceanos do mundo, de regides recifais a grandes profundidades. No
Brasil, zoantideos representam um dos grupos mais frequentes dentro das comunidades de
aguas rasas (ROHLFS de MACEDO e BELEM, 1994). A regido nordeste do Brasil é a que
apresenta maiores abundancias de zoantideos, entre 0s mais representativos podem se
destacar os géneros pertencentes a subordem Brachycnemine, Zoanthus (Familia:
Zoanthidae), Palythoa e Protopalythoa (Familia: Sphenopidae) (AMARAL et al. 2000;
SOARES et al. 2006; BARRADAS et al. 2010; SOARES et al. 2011).

Apesar de abundantes, os zoantideos sdo animais ainda pouco estudados, isso
contribui para a falta de conhecimentos especificos (ecolégicos, biolégicos, taxondmicos) a
cerca desses animais e um dos aspectos mais importantes e menos estudados no Brasil é o
conhecimento taxondmico desse grupo. A ordem Zoanthidea possui uma histéria
taxondmica confusa (REIMER et al. 2006b), em partes, devido a alta plasticidade
morfolégica (MILLER, 1994) apresentada por seus representantes, o que contribui para
descricbes incompletas e limitadas, aumentando assim a dificuldade de identificacdo de
espécies e géneros (FOSSA e NILSEN, 1998).

Dentre os géneros citados acima, podemos destacar Protopalythoa como um dos
mais representativos dos recifes brasileiros, porém o menos estudado entre todos. As
espécies do género se caracterizam por apresentar altos niveis de incorporacdo de
sedimentos nos tecidos de seus pélipos, possuir um cenénquima do tipo Liberae (ver Pax,
1910) basal e curtos tentaculos, em quantidades acima de 60. Esse género possui um total
de 12 espécies descritas, sendo a espécie tipo Protopalythoa variabilis (Verril, 1900). Para o
Brasil, apenas as espécies P. variabilis e P. grandiflora ja foram mencionadas em estudos
ecologicos (OIGMAN-PSZCZOL et al. 2004; BOSCOLO e SILVEIRA, 2005; CHIMETO et al.
2009; GONDIM et al. 2011; SILVEIRA e MORANDINI, 2011; SOARES et al. 2011). No
entanto, nenhuns destes trabalhos tiveram abordagens ou estudos taxonémicos.

Tradicionalmente as espécies de Protopalythoa foram identificadas através de
caracteres morfolégicos como numero de tentaculos, cor, forma e local do muasculo do
esfincter, além do cnidoma, igual aos demais géneros da ordem Zoanthidea. Todavia,
apenas caracteristicas morfolégicas ndo séo suficientes para esclarecer a posicédo
taxondmica de determinados géneros e espécies (BURNETT et al. 1997). Carlgren (1913),

que foi um dos pesquisadores mais ativos dessa ordem, disse que entre o0s
representantes da classe Anthozoa (...), ndo ha praticamente nenhum grupo tdo uniforme

nas suas caracteristicas quanto a ordem Zoantharia...”. Um século depois, a declaragdo de
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Carlgren continua precisa. Devido a essa falta de caracteristicas, muitas descricdes séo
vagas e incompletas, contribuindo para um status taxondémico muitas vezes errado. 1Sso
ocorre em todo o mundo com varias espécies de zoantideos. No Brasil, apesar de existirem
pouquissimos trabalhos taxondmicos sobre zoantideos, nenhum apresenta a integracéo de
vérias analises para formacao do status taxondmico, deixando uma lacuna de informacao no
conhecimento cientifico marinho.

Atualmente existe uma tendéncia a integrar os conhecimentos a cerca de
determinado taxon, a fim de favorecer sua identificacdo. Essa ideia fica confirmada por
Sinniger e colaboradores (2013) consideram a atual classificacdo de Zoanthidea baseada na
integragdo de caracteres morfologicos, ecologicos e moleculares. A unido desses caracteres
junto a informacdes geograficas constitui a chamada taxonomia integrativa que é uma
ferramenta potencialmente capaz de resolver a conturbada identificacdo das espécies de
varios grupos (DAYRAT, 2005).

Recentemente, informacdes de analises moleculares tém sido uma importante
ferramenta para a construcdo de relacdes filogenéticas entre os zoantideos, contribuindo
também para rever a taxonomia de varios grupos de zoantideos e a descricdo de novas
espécies (LONGO, 2000; SHEARER et al. 2002; SINNIGER et al. 2005, 2008, 2010, 2013;
SINNIGER e HAUSSERMANN, 2009; SWAIN e WULFF, 2007; SWAIN, 2009, 2010;
REIMER et al. 2006a, 2006b, 2007a, 2007b, 2007c, 2008a, 2008b, 2010, 2011, 2012a,
2012b, 2013; HIBINO et al. 2013; KRISHNA e GOPHANE, 2013) utilizando, muitas vezes,
marcadores especificos para estudos em antozoarios como 0s genes 16S, COI e a regido
ITS. Contudo a utilizacdo exclusiva de analises moleculares para identificacdo de espécies
de zoantideos nao é suficiente para distinguir relacdes proximas de espécies (SINNIGER et
al. 2008), sendo necessario a integracdo com outros parametros.

Portanto, o presente estudo tem por objetivo integrar conhecimentos morfolégicos e
moleculares a fim de descrever e identificar taxonomicamente as espécies pertencentes ao
género Protopalythoa nas praias de Pernambuco e Arquipélago de S&o Pedro e Séao Paulo,

no nordeste brasileiro.

2.2 Materiais e Métodos

Area de Estudo

Este estudo foi realizado ao longo da costa de Pernambuco nas principais praias do
estado abrangendo as &reas norte (Ponta de Pedras), centro-metropolitano (Casa Caiada,
Boa Viagem e Piedade) e Sul (Paiva, Suape, Porto de Galinhas, e Carneiros/Tamandaré)

(Fig. 1A) durante o periodo de outubro de 2012 e marco de 2013. A escolha das praias foi
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de acordo com a presenca do ambiente recifal e do organismo em estudo, além de
proporcionar maior abrangéncia de areas estudadas. Além desses pontos de coletas, foi
obtida uma amostra coletada no arquipélago de Sao Pedro e Sao Paulo (Fig. 1B) em 2009
por integrantes de Grupo de Pesquisa em Antozoarios - GPA.

Os recifes pernambucanos se caracterizam por serem recifes de arenito, com
proximidade da costa nas praias citadas acima. Todas as praias visitadas apresentam uma
diversidade de organismos marinhos alta, concentrando a maior biodiversidade marinha
registrada para Pernambuco (FONSECA, 2002).

Costa de Pernambuco Pontas de
S Ped'a 0730 Arquipélago Sdo

Pedro e Sdo Paulo

Olinda *
Boa Viagem
v\r Piedade
5% Paiva 00°00, Brasil
Suape
Q Porto de
fL\ Galinhas

§ E?Tamandare 0830° I

. |

3800 U3 l ’
| | s |

Figura 1. (A) Mapa de Pernambuco mostrando os pontos de coletas dos morfotipos de Protopalythoa
variabilis. (B) Mapa da localizacdo do Arquipélago de S&o Pedro e S&o Paulo - Coordenadas:
00°55.1" N, 29°20.7° W.

C
América
do Sul

Coleta de dados

Durante as coletas foram observado a existéncia de quatro morfotipos: (morfotipos 1,
2 e 3) ao longo das praias em Pernambuco (Tab. 1) e morfotipo 4 no Arquipélago de Séo
Pedro e Sao Paulo. As coletas dos morfotipos foram realizadas nos recifes sempre na maré
baixa, com profundidade maxima de 1 m. Com auxilio de espatula foram coletadas parte das
colbénias dos morfotipos, minimo de 20 pdlipos por amostra, para realizagdo das analises em
laborat6rio. No momento da coleta as amostras foram colocadas em fixadores apropriados
de acordo com a analise que foi realizada. Além disso, cada morfotipo foi fotografado e as
caracteristicas do ambiente foram anotadas, como o substrato ao qual se encontra aderida a
colénia, a profundidade em que foram coletadas, possiveis simbioses com outros
organismos como esponjas ou outros cnidarios, além da cor (coluna, disco oral e tenticulo)

dos morfotipos.
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Andlise morfoldgica e histolégica

Para andlise morfolégica as amostras foram condicionadas em formaldeido 4%. Em
laborat6rio com uso de paquimetro foi feita a analise morfométrica de cada morfotipo, sendo
mensurado a altura, didametro da coluna e didmetro do disco oral, em um total de 20 pélipos
de cada amostra. Nessa andlise foi contabilizada a quantidade de tentaculos dos polipos e
demais caracteristicas dos morfotipos.

Com auxilio de lupa e microscépio Optico foi realizado o cnidoma de tentaculos,
faringe e filamentos dos pdlipos. Para cada morfotipo foram utilizados quatro pélipo, para
cada polipo foram feitas trés laminas com o objetivo de contabilizar um total de 80 c4psulas
de cada tipo de cnidocisto por morfotipo. Nos tipos de freqiéncia rara nao foi possivel
contabilizar o total desejado. A nomenclatura dos cnidocistos segue Weill (1934).

Paralelo as analises morfoldgicas foi realizado o estudo histolégico da musculatura
dos morfotipos. Para isso, partes das amostras coletadas foram colocadas em alcool 70%
apos fixacdo em formaldeido. Para preparar as laminas histologicas foram realizados
inicialmente processos de descalcificacdo e desilificacdo através de EDTA (Acido
Etilenodiamino Tetracético) e &cido fluoridrico (HF) respectivamente, para retirar todos os
sedimentos contidos nos tecidos dos polipos. Apds esse procedimento, que dura em torno
de quatro dias (48h no EDTA e 48h no HF), teve inicio o processo de producédo das laminas
histologicas. Primeiro pela desidratagdo através de cinco banhos de etanol em diferentes
porcentagens 70%, 80%, 90%, 100% | e 100% Il (45 min em cada), em seguida a
diafanizacéo através de dois banhos em xilol (30 min em cada), seguida de impregnagao em
parafina com dois banhos de 45 min cada e por fim o pélipo parafinado foi emblocado e
cortado através de micr6tomo com cortes de 7um de espessura. Para conclusao do
processo, os cortes foram desparafinizados através de banhos em xilol, alcool absoluto,
alcool 80%, &lcool 70%, agua mineral e &agua destilada, entdo foram colocados em
Hematoxilina por 30 s, em agua corrente por 15 min, de volta para o alcool 80% e em
seguida Eosina por 45 s. Para conclusdo ocorreu a montagem das laminas ja coradas
através de banhos em alcool e xilol e por fim foi passado Etelan para colagem definitiva da
laminula sobre o corte na lamina. Apos preparado, o corte foi visualizado em microscopio
Optico sendo analisado a ectoderme, mesogléia e endoderme, além do muasculo do esfincter

e o0 arranjo dos tentaculos e dos mesentérios dos polipos.
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Tabela 1. Localizacdo das amostras de morfotipos de Protopalythoa variabilis em Pernambuco.
Numero de acesso do acervo do GPA. * amostra usada pelo marcador molecular. -- amostra nao
utilizada pelo marcador molecular.

Tipo de Local de Coleta Numero de Marcador molecular
Protopalythoa acesso Coi 165 125
variabilis
Morfotipo 1 Porto de Galinhas V 259 * * *
Paiva | 260 -- * --
Ponta de Pedras | 263 * *
Piedade | 265 - *
Olinda | 269 - - --
Suape I 273 -- *
Suape IV 275 * * *
Morfotipo 2 Porto de Galinhas | 257 -- -- --
Paiva lll 262 * * *
Ponta de Pedras Il 264 * * *
Piedade Il 267 * * *
Boa Viagem 268 * * *
Olinda Il 270 -- * *
Suape | 272 * * *
Tamandaré | 276 * * *
Morfotipo 3 Porto de Galinhas I 258 -- -- --
Paiva Il 261 * * *
Piedade II 266 * * *
Olinda lll 271 * * *
Suape Il 274 * * *

Analise Molecular (extracao, amplificacao e sequenciamento do DNA)

As amostras coletadas dos morfotipos 1, 2, 3 e 4 foram fixadas em alcool P.A. 100%
ainda em campo para conservar o0 DNA. A extracdo de DNA foi realizada através do Kit de
Extracdo Promega, seguindo recomendacbes do fabricante, em todas as amostras
coletadas. O processo de amplificacdo do DNA através de PCR (Polymerase Chain
Reaction) aconteceu seguindo a literatura (SINNIGER et al. 2005; REIMER et al. 2007a)
usando o Primer Taq™ DNA Polymerase (Genet Bio) seguindo orientacdes do fabricante. O
gene 16S rDNA foi amplificado utilizando o primer V5a (5’- ATT CGT AGT AAG ATG CTAC
—3) e Vb5r (TCG CCC CAA CCA AAC TGT CC - 3’) (SINNIGER et al. 2008), com a seguinte
condicao ciclo-termal: 30 ciclos de 2 minutos a 95 °C, 2 minutos a 92 °C, 2 minutos a 53 °C,
1 minuto e 30 segundos a 72 °C e apds os ciclos 10 minutos a 72 °C. O gene COI foi
amplificado utilizando primer HCO2198 (5° — TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA —
3’) e LCO1490 ( 5 — GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TT GG - 3’) (FOLMER et al. 1994)
e o gene 12S foi amplificado utilizando o primer 3r (5 — ACG GGC NAT TTG TRC TAA CA -
3’)e 1a (5 — TAA GTG CCA GCM GAC GCG GT -3’) (SINNIGER et al. 2005) ambos genes
seguiram as mesmas condi¢des ciclo-termal: 30 ciclos de 2 minutos a 95 °C, 2 minutos a 92
°C, 2 minutos a 52 °C, 1 minuto e 30 segundos a 72 °C e ap6s os ciclos 10 minutos a 72 °C.

Por fim a regido ITS rDNA foi amplificada utilizando o primer especifico para zoantideos
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Zoan R (5" — CGG AGA TTT CAA ATT TGA GCT - 3') e Zoan F (5" — CTT GAT CAT TTA
GAG GGA GT - 3) (REIMER et al. 2007b) seguindo a condicéo termal de: 30 ciclos de 2
minutos a 95 °C, 2 minutos a 92 °C, 2 minutos a 54 °C e 1 minuto e 30 segundos a 72 °C,
apés os ciclos mais 10 minutos a 72 °C. Contudo o gene ITS nao foi adicionado aos
resultados por ndo apresentar boa qualidade de produto amplificado, produzindo sequéncias
de baixa qualidade.

Os produtos de PCR foram visualizados em de gel de Agarose a 1% através de
eletroforese. O produto amplificado foi purificado utilizando o protocolo de purificacdo do kit
QIAGEN [PCR PURIFICATION KIT (250)] QIAQUIK?/QIAGEN, seguindo orientacdes do
fabricante. ApGs esse processo, as amostras foram encaminhadas para o sequenciamento
na MACROGEM Coreia, em seguida as amostras foram alinhadas manualmente utilizando o
programa BioEdit v7.2.3 (HALL, 1999).

Analise Filogenética

As sequéncias foram editadas visualmente no Bioedit (HALL, 1999) e alinhadas
utilizando o software Clustal W (THOMPSON et al.,, 1994), implementado pelo Bioedit
(HALL, 1999).

O modelo evolutivo da variancia dos sitios de 12S, 16S e CO | foi avaliado pelo
JMODELTEST (FELSENSTEIN, 2005; POSADA, 2008; DARRIBA, 2012). Rela¢bes
filogenéticas foram inferidas por Inferéncia Bayesiana (com 11 milhdes de geracdes e desvio
padrédo < 0,01) usando o software Mr Bayes v.3.1 (RONQUIST e HUELSENBECK, 2003) e
por valores de Neighbor-Joining usando PALP v4 0b10 (SWOFFORD, 2002). As analises
filogenéticas foram realizadas utilizando como grupo externo, sequéncias do GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) de Zoanthus sociatus (nimero de acesso:
EU348624) e de Zoanthus sp. coletado na praia de Piedade, Pernambuco. Sequéncias de
espécies de Protopalythoa contidas no banco de dados GenBank (Tab. 2), foram utilizadas
para comparacgao filogenética com as amostras coletadas em Pernambuco e Arquipélago de
S&o0 Pedro e S&o Paulo.

Foi também coletada uma amostra da espécie Palythoa caribaeorum Duchassaing e
Michelotti, 1856, na praia de Piedade, Pernambuco (Fig. 1A), para realizar uma comparagao

filogenética entre esses géneros que sdo 0s mais abundantes nos recifes de Pernambuco.



Tabela 2. Sequéncias de espécies utilizadas nesse estudo com genes mitocondriais Citocromo

Oxidase Subunidade | (COIl), 16S rDNA e 12S rDNA. Numeros de Acesso do GenBank.

Téaxon Local de coleta NUmero de acesso
Col 16S 12S
Palythoa Ilhas Ogasawara JF419795 EF988096 Na&o disponivel
tuberculosa — Japéo
Palythoa “sp” Local ndo Nao disponivel EF687832 Na&o disponivel
mada identificado
Palythoa sp Taiwan Né&o disponivel KF499685 N&o disponivel
sakurajimensis
Palythoa mutuki Nikko Bay Site JF419796 KF499641 GQ464971
XXIX - Taiwan
Palythoa Short Dropoff - AB219216 KF499614 N&o disponivel
heliodiscus Taiwan
Palythoa Dania Beach - JX119165 JX119142 N&o disponivel
grandiflora Flérida
Palythoa aff Miame Beach - JX119167 JX119141 Né&o disponivel
clavata Florida
Palythoa grandis Big Pine Key - JX119164 JX119139 GQ464968
Flérida
Palythoa aff Hawk Channel JX119162 JX119137 N&o disponivel
variabilis Patch Reef -
Florida
Palythoa Miame Beach — AB219208 HM130470 GQ464972
caribaeorum Florida
Palytthoa sp. Ilha de Cabo N&o disponivel HM130464 Né&o disponivel
265 verde
Palythoa aff Trinidad and N&o disponivel GQ464872 GQ464970
caesia Tobago
Palythoa Singapura Né&o disponivel EU333660 Né&o disponivel
singaporensis
Protopalythoa sp Local ndo Né&o disponivel AY995944 AY995924
identificado
Palythoa sp. Ilhas Ogasawara JF419797 Nao disponivel Nao disponivel
1142 - Japéo




17

2.3 Resultados e discussao
Resultados morfolégicos

De acordo com os resultados morfolégicos os morfotipos 1, 2 e 3, coletados em
Pernambuco, pertencem a espécie P. variabilis e o morfotipo 4, coletado no Arquipélago de

S&o Pedro e Sdo Paulo, representa uma nova espécie para a ciéncia.

Sisteméatica

Ordem: Zoanthidea Hertwig, 1882

Subordem: Brachychemine Haddon & Shackleton, 1891
Familia: Sphenopidae Hertwig, 1882

Género Protopalythoa Verril, 1900
Espécie-tipo: Gemmaria variabilis Duerden, 1898 (Caribe: Jamaica)

Diagnose:Pdlipos conectados por um cenénquima basal ou estolonar, com disco oral de
diametro maior que a base; dois ciclos de pequenos tentaculos (>60); mesogléia com

lacunas e esfincter mesogléia simples.

Protopalythoa variabilis (Duerden, 1898)

Diagnose emendada de Pax (1910) (emendas em negrito)

Cenénquima pouco desenvolvido, fino, na forma de estolées ou basal na base dos polipos.
Altura média dos pélipos entre 7 e 50 mm. Capitulum com 30 a 36 cristas. De 60 a 70
tentaculos dispostos em dois circulos alternados. Grande quantidade de incrustagfes na
parede do corpo. 60 a 70 mesentérios, podendo ser de um lado do diretivo dorsal
Brachycnemina e do outro lado Macrocnemina. Mondicos. Mesogléia da coluna com
abundancia de lacunas e grupos de células dispostas de forma irregular. Masculo do
esfincter Unico, mesogleal formado por pequenas lacunas com tamanho e forma variados.
Tentaculos possuem grande quantidade de cnidocistos do tipo espirocisto e basitrico,
em menor nimero do tipo p-mastigoforo. Actinofaringe com abundancia de hol6tricos
grandes e basitricos. Filamentos contendo holo6tricos grandes, basitricos e p-

mastigoforo, podendo apresentar hol6tricos pequenos em alguns tipos.

Material: Uma colbnia, 20 pdlipos, Porto de Galinhas, 08°23’56” S e 35°03'50” W, 2012,
GPA 257; uma colbnia, 20 pdlipos, Porto de Galinhas, 08°23'56” S e 35°03'50” W, 2012,
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GPA 258; uma colbnia, 20 pdlipos, Porto de Galinhas, 08°23’56” S e 35°03'50” W, 2012,
GPA 259; uma colbnia, 20 pdlipos, Paiva, 08°17°15” S e 35°02°00” W, 2012, GPA 260; uma
coldnia, 20 polipos, Paiva, 08°17°15” S e 35°02'00” W, 2012, GPA 261; uma colbnia, 20
polipos, Paiva, 08°17°15” S e 35°02'00” W, 2012, GPA 262; uma colbnia, 20 pdlipos, Pontas
de Pedra 07°33’38” S e 35°00°09” W, 2012, GPA 263; uma colbnia, 18 pdlipos, Pontas de
Pedra 07°33'38” S e 35°00'09” W, 2012, GPA 264; uma colbénia, 20 pdlipos, Piedade
08°06’46” S e 35°00°53” W, 2012, GPA 265; uma coldnia, 20 pdlipos, Piedade 08°06'46” S e
35°00'53” W, 2012, GPA 266; uma colbnia, 20 pdlipos, Piedade 08°06’46” S e 35°00°53” W,
2012, GPA 267; uma colbnia, 15 pdlipos, Boa Viagem 08°03'14” S e 34°52’52” W, 2012,
GPA 268; uma colbnia, 20 pdlipos, Olinda 08°00°32” S e 35°51’19” W, 2013, GPA 269; uma
colénia, 20 pdlipos, Olinda 08°00°32” S e 35°51°19” W, 2013, GPA 270; uma colbnia, 20
polipos, Olinda 08°00°'32” S e 35°51’19” W, 2013, GPA 271; uma colbdnia, 20 pdlipos, Suape
08°23'45” S e 34°58°'04” W, 2013, GPA 272; uma colbnia, 15 pdlipos, Suape 08°23'45” S e
34°58'04” W, 2013, GPA 273; uma colbnia, 15 podlipos, Suape 08°23'45” S e 34°58'04” W,
2013, GPA 274; uma coldnia, 13 polipos, Suape 08°23'45” S e 34°58'04” W, 2013, GPA
275; uma coldnia, 15 pdlipos, Tamandaré 08°45’35” S e 35°06’17” W, 2013, GPA 276; uma
colbnia, 12 podlipos, Tamandaré 08°45°35” S e 35°06°17” W, 2013, GPA 277.

Descricao dos morfotipos de Protopalythoa variabilis

Morfotipo 1 (GPA 259; 260; 263; 265; 269; 273; 275)
Descrigcado externa

As colbnias possuem cenénquima basal, as vezes formando estolées que unem os
poélipos, ambos os tipos de cenénquima possuem muitos graos de sedimentos incorporados
no tecido. Os polipos apresentam aspecto de taca, com a base mais estreita que o disco
oral. Esse padrao observado em algumas coldnias faz com que o disco oral do pdlipo ndo
consiga abertura total, mantendo os tentaculos juntos. A altura dos pdélipos varia de 7 a 31
mm e o didametro do disco oral de 2 a 14 mm. Possui de 60 a 70 tentaculos distribuidos em
dois ciclos alternados. O capitulum possui de 30 a 35 cristas. Alguns poélipos possuem uma
linha no disco oral bem marcada que comeca na regido da abertura oral até a extremidade
final de um tenticulo que é mais largo que os demais (Fig. 5A).

O disco oral desse morfotipo apresenta uma tonalidade marrom escura, as vezes
possuindo manchas brancas. Peristoma consideravelmente elevado, com boca alongada em

forma de fenda, apresenta tonalidade marrom claro circundada por uma regido mais clara.
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Tentdculos possuem regido interna e extremidade final em tom de verde, capitulum e coluna

marrom clara, devido a alta quantidade de sedimentos incorporados aos tecidos (Fig. 5).

Figura 5. Colbnias de Protopalythoa variabilis, morfotipo 1. (A) Pdlipos abertos, mostrando detalhes
do disco oral. (B) Pdlipos entre coldnias de Zoanthus sp.

Anatomia Interna

Em seccdes longitudinais (SL) foi observado que a coluna do polipo possui camada
de ectoderme espessa porém muito degradada, devido a grande quantidade de lacunas
resultantes do acumulo de sedimentos, tornando essa camada irregular em toda a coluna do
polipo (Fig. 6A). Contém muitas zooxantelas, granulos de pigmentos e foi observada, com
frequéncia, a presenca de grandes holo6tricos nas laminas dessa regido. A mesogléia
espessa, com até 106 um, possui lacunas proveniente dos sedimentos incorporados pelo
tecido do pdélipo. Também foi observada grande quantidade de lacunas contendo grupos de
células em seu interior de tamanhos e formatos irregulares. Em direcdo a base do pdlipo e a
regido oral a mesogléia se torna mais espessa. A endoderme é formada por uma fina
camada celular que, em direcao a base do po6lipo, se torna mais espessa.

Em secc¢les transversais (ST) do disco oral foi observado que a ectoderme forma
uma camada mais espessa que a mesogléia (Fig. 6A), porém mais degradada devido a
grande quantidade de lacunas deixadas pelos grdos de sedimentos incorporados pelo
polipo. A mesogléia se torna mais uniforme com menos lacunas, principalmente quando se
encontra ao nivel da cavidade oral. Nessa regido foi observada grande quantidade de
zooxantelas. A cavidade oral é circundada por uma camada endodérmica com até 180 um
formando sulcos em direcdo ao centro da faringe, que € curta com 85 um. Nessa regido da
faringe a mesogléia ndo possui lacunas, € apenas uma massa homogénea.

Tentadculos em ST (Fig. 6B) formam dois ciclos alternados apresentando uma
ectoderme espessa repleta de zooxantelas. Mesogléia de até 54 um apresenta na regido



20

basal do tentaculo algumas lacunas vazias, em alguns pontos a mesogléia invagina para o
interior da endoderme que possui pequena espessura. O interior dos tentaculos é oco.

O musculo do esfincter (SL) € mesogleal formado por uma extensa série de lacunas
de tamanhos e formatos variados. Ao nivel do disco oral essas lacunas se assemelham a
estrias encurtando o espacgo entre uma e outra (Fig. 6C).

Faringe formada por robusta camada de tecido com regido mais interna bem
pigmentada (Fig. 6D). No centro da faringe foi observado sulcus em ambos os lados. Foram
visualizados varios holétricos. Na regido da sifonoglife sdo observados cilios voltados para o
centro da faringe, ainda nessa regido a mesogléia se torna mais espessa e com auséncia de
lacunas.

Mesentérios seguem o arranjo brachycnemina, contudo por vezes foi observado em
alguns pélipos de um lado do diretivo dorsal um arranjo brachycnemina e do outro lado um
arranjo macrocnemina (Fig. 6E). Apenas mesogléia e endoderme formam os mesentérios.
Foram observadas na mesogléia dos mesentérios, na regido da base, lacunas contendo

grupos de células em seu interior. Mesentérios micronemines sao muito curtos (Fig. 6F).
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Figura 6. Anatomia interna de Protopalythoa variabilis. (A) coluna dos pdlipos; (B) corte transversal
do tentéculo; (C) musculo do esfincter; (D) faringe; (E) Arranjo mesenterial, mostrando os dois tipos
de arranjo encontrado nos morfotipos 1 e 3; (F) corte transversal da coluna, com detalhe dos
mesentérios. Ec — ectoderme; Mg — mesogléia; Me — mesentérios; En — endoderme; M — musculo
esfincter; S — sifonoglife; AM — arranjo macrocnemine; AB — arranjo brachycnemine; Mi — mesentério
micronemine; Ma — mesentério macronemine.

Cnidoma

Tamanhos e frequéncias dos cnidocistos se encontram na tabela 3. Os tentaculos
possuem grande quantidade de espirocisto e basitrico, e com frequéncia foram encontrados
p-mastigoforos. A faringe possui alta abundancia de basitrico e grandes holétricos. Nos
filamentos foram observados grandes holétricos, basitricos e p-mastigoforos (Fig. 7).
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Tabela 3. Comprimento e largura das capsulas de cnidocistos e filamentos encontrados nos
morfotipos de Protopalythoa variabilis. Frequéncia de cnidocistos nos pélipos. N numero desejado de
capsulas de cnidocistos e n quantidade encontrada nos polipos. As letras entre parénteses indicam

os tipos de nematocistos nas figuras.

Tecido Tipo N n comprimento um largurapm  filamento um  frequéncia
Morfotipo |
Tentaculo Espirocisto (A) 80 80 20,8 - 28,6 26-52 comum
Basitrico (B) 80 80 20,8 - 31,2 5,2 15,6 - 23,4 frequente
p-mastigoforo (C) 80 40 18,2 - 36,4 26-78 18,2 - 33,2 raros
Actinofaringe Basitrico (D) 80 80 23,4 -39 5,2 comum
Holétrico grande (E) 80 80 49,4 — 59,8 18,2 — 28,6 23,4-31,2 frequente
Filamentos Basitrico (F) 80 80 31,7-57,2 5,2 33,8-46,8 comum
p-mastigoforo (G) 80 80 26 - 46,8 52-78 13-23,4 comum
Holotrico Grande (H) 80 80 49,4 -75,4 20,8-36,4 frequente
Morfotipo Il
Tentéculo Basitrico (1) 80 66 20,8 - 26 26-52 18,2 - 26 comum
Espirocisto (J) 80 78 18,2 - 26 26-52 comum
Actinofaringe Holétrico (K) 80 80 46,8 - 57,2 20,8 - 28,6 frequente
Basitrico (L) 80 80 28,6 - 39 52 comum
Filamento Basitrico (M) 80 80 31,2-52 5,2 28,6 -41,6 comum
p-mastigoforo (N) 80 80 23,4 - 46,8 52-78 13-26,4 comum
Holétrico Grande (O) 80 60 44,2 - 57,2 20,8-31,2 frequente
Holétrico Pequeno (P) 80 60 13-15,6 26-52 frequente
Morfotipo Il
Tentéculo Espirocisto (Q) 80 60 20,8 - 26 26-52 comum
Basitrico (R) 80 58 18,2 -39 52-10,4 15-234 frequente
Actinofaringe Holbtrico (S) 80 60 39-62,4 20,8-31,2 frequente
Basitrico (T) 80 60 23,4 - 33,8 5,2 20,8 - 28,6 comum
Filamento Basitrico (U) 80 60 33,8 - 46,8 5,2 26 -41,6 comum
p-mastigoforo (V) 80 60 20,8-41,6 52-10,4 10,4 - 23,4 frequente
Holétrico Grande (X) 80 60 39-65 18,2 - 26 frequente
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Tentaculo Faringe Filamento

]
TN

Figura 7. Tipos de cnidocistos encontrados no rfotipo 1 de Protopalythoa variabilis. (A) espirocisto,

(B, D, F) basitrico, (C, G) p-mastigoforo, (E) holétrico, e (H) grande hol6trico. Escala = 10um.

Todos as amostras do morfotipo 1 de P. variabilis foram encontradas na regido
intertidal dos recifes de arenito de Pernambuco, geralmente em pogas de maré chegando a
profundidades méximas de 1 m. As colénias foram sempre encontradas proximas a
préximas a esponjas do mar e em alguns casos entre col6nias de outros zoantideos como
Palythoa caribaeorum e Zoanthus sp. Com excec¢éo da praia de Tamandaré em todos os

outros pontos de coletas encontramos amostras desse morfotipo.

Morfotipo 2 (GPA 257; 262; 264; 267; 268; 270; 272; 276)
Descrigcao externa

As colbnias possuem cenénquima basal, as vezes formando estolées que unem os
polipos, ambos os tipos de cenénquima possuem muitos graos de sedimentos incorporados
no tecido. Os polipos apresentam aspecto de taca, com a base mais estreita que o disco
oral. Alguns pélipos possuem uma linha bem evidente no disco oral que se prolonga até a
ponta do tentaculo, esse tentaculo é mais largo e mais claro que os demais. As colbnias
possuem cenénquima basal, as vezes estoldes que unem os polipos, ambos os tipos com
muitos grdos de sedimentos incorporados no tecido. Os poélipos apresentam aspecto de
taca, com a base mais estreita que o disco oral. A altura média dos polipos varia de 6 a 31
mm e o didmetro do disco oral de 2 a 14 mm. Possui de 62 a 70 tentaculos distribuidos em
dois ciclos alternados. O capitulum possui de 30 a 35 cristas.

O disco oral e os tentaculos apresentam tonalidade marrom escura, no disco oral sdo
notadas linhas mais claras alternadas. Peristoma, com boca alongada em forma de fenda
apresenta cor branca. Capitulum e coluna cor marrom clara, devido a alta quantidade de
sedimentos incorporados aos tecidos (Fig. 8).
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Figura 8. Colbnias de Protopalythoa variabilis, morfotipo 2. (A) Pdlipos abertos, mostrando detalhes
do disco oral, entre esponjas na praia de Casa Caiada, Olinda. (B) Seta indica marcacéo de linha no
disco oral.

Anatomiainterna

Em toda a coluna, a ectoderme se apresenta espessa, porem com bastante lacunas
provenientes de grados de sedimentos, deixando a camada com aspecto degradado.
Também foram observadas grandes quantidades de zooxantelas e granulos de pigmentos.
Mesogléia com até 106 um, mais fina que a ectoderme, possui inidmeras lacunas vazias e
com grupos de células. A endoderme é fina e uniforme ao longo de toda a coluna.

Em ST foi possivel observar o disco oral que apresenta ectoderme espessa.
Mesogléia uniforme na espessura, contendo lacunas vazias originadas do acumulo de
sedimentos e lacunas contendo grupos de células e varias zooxantelas. Endoderme é fina e
uniforme. As mesmas caracteristicas observadas no morfotipo 1 foram visualizadas no
morfotipo 2.

Dois ciclos alternados de tentaculos foram observados (ST). Ectoderme de
espessura duas vezes maior que a endoderme é encontrada nos tentaculos, de consisténcia
uniforme com grande quantidade de zooxantelas. A mesogléia fina, com até 27 pum é
observada criando projecdes que se misturam com a endoderme. Semelhante ao morfotipo
1, o centro do tentaculos também é vazio.

O musculo do esfincter (SL) é mesogleal formado por uma extensa série de lacunas
de tamanhos e formatos variados. Ao nivel do disco oral essas lacunas se assemelham a
estrias encurtando o0 espaco entre uma e outra.

A faringe é formada por uma forte camada muscular, ndo homogénea com bastante
lacunas. Na regido da sifonoglife sdo observados cilios, nesse nivel a camada muscular se
torna mais delgada (Fig. 6D).

Um arranjo brachycnemina foi observado. Nesse tipo n&o foi visualizado arranjo
macrocnemina. Os mesentérios macronemines partem da endoderme da coluna até a

faringe formando linhas finas com maior espessura na base, onde foi possivel encontrar
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lacunas com células musculares bem pigmentadas. Préximo ao diretivo ventral os
mesentérios micronemines sdo muito pequenos formados apenas pela expansdo da base
(Fig. 6F). No entanto, em diregdo ao diretivo dorsal esses mesentérios aumentam seus
comprimentos podendo chegar até metade do tamanho dos macronemines.

Cnidoma

Tamanhos e freqiiéncias dos cnidocistos se encontram na tabela 3. Os tentaculos
possuem abundancia de espirocistos e basitricos. A faringe possui abundancia de basitricos
e grandes holétricos. Nos filamentos foram observados grandes hol6tricos, basitricos e p-
mastigéforos, com frequéncia foi encontrado nos filamentos um tipo diferente de hol6trico
bem menor se comparado com os grandes hol6tricos visualizados em outras regides. Esse

tipo de holétrico apenas foi encontrado nos filamentos desse morfotipo (Fig. 9).

Tentéculo Faringe Filamento

.

Figura 9. Tipos de cnidocistos encontrados no morfotipo 2 de Protopalythoa variabilis. (I, L, M)
basitrico; (J) espirocisto; (K) holétrico; (N) p-mastigéforo; (O) holétrico grande; (P) holétrico pequeno.
Escala = 10um.

Todos as amostras do morfotipo 2 de P. variabilis foram encontradas na regido
intertidal dos recifes de arenito de Pernambuco, geralmente em pocas de maré com
profundidades méaximas de 2 m. As colbnias desse morfotipo foram sempre encontradas
entre colbnias de esponjas do mar ou colbnias de outros zoantideos como Palythoa
caribaeorum e Zoanthus sp. As colbnias desse morfotipo foram encontradas em todos os
pontos de coletas. Esse morfotipo também foi o mais encontrado em regides de maior

impacto com as ondas.

Morfotipo 3 (GPA 258; 261; 266; 271; 274; 277)
Descricdo externa

As colbnias possuem cenénquima basal, as vezes formando estolées que unem o0s
poélipos, ambos os tipos de cenénquima possuem muitos grados de sedimentos incorporados
no tecido. Os polipos apresentam aspecto de taga, com a base mais estreita que o disco

oral. Todos os pélipos possuem uma linha bem evidente no disco oral que se prolonga até a
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ponta do tentaculo, esse tentaculo é mais largo e mais claro que os demais (Fig. 10A). As
colbnias possuem cenénquima basal, as vezes estoldes que unem os pdlipos, ambas os
tipos tem muitos grdos de sedimentos incorporados no tecido. Os poélipos apresentam
aspecto de tagca, com a base mais estreita que o disco oral. A altura média dos pélipos varia
de 5 a 33 mm e o didmetro do disco oral de 3 a 15 mm. Possui de 60 a 70 tentaculos
distribuidos em dois ciclos alternados. O capitulum possui de 30 a 35 cristas.

O disco oral € marrom escuro com linhas alternadas com tom verde escuro. Os
tentaculos apresentam tonalidade marrom escuro. Peristoma, com boca bastante alongada
em forma de fenda apresenta tonalidade verde ou amarelo (Fig. 7B). Capitulum e coluna cor

marrom clara, devido a alta quantidade de sedimentos incorporados aos tecidos (Fig. 7).

o G S - j . o W55 @ \(.
Figura 10. Colbnias de Protopalythoa variabilis, morfotipo 3. (A) Pélipos, mostrando detalhes (seta)

da linha no disco oral e tentaculos; praia do Paiva. (B) Detalhes do disco oral e peristoma (seta), praia
de Piedade.

Anatomia interna

A coluna (SL) possui ectoderme espessa bastante degradada devido grande
guantidade de lacunas provenientes de grdos de sedimentos incorporados pelo pdlipo,
também foram encontradas zooxantelas e granulos de pigmento. A mesogléia possui
espessura semelhante aos dois morfétipos ja citados, com bastante lacunas vazias e
lacunas contendo grupos de células. Em direcdo a base e a extremidade oral do pdlipo
essas lacunas com grupos de células se tornam maiores e mais humerosas.

Circundando todo o disco oral a camada de ectoderme e endoderme tem as mesmas
caracteristicas citadas anteriormente para os morfotipo 1 e 2. Apenas a mesogléia
apresenta uma pequena diferenca em relagdo ao morfétipo 2. A regidao da mesogléia
localizada entre os espacos tentaculares e contornando a abertura forma lacunas alongadas
com aspecto de fibras, semelhante aos encontrados no morfétipo 1, circundando a abertura

oral.



27

Dois ciclos de tentaculos alternados (ST) sao observados, com ectoderme bastante
espessa e grande quantidade de zooxantelas (Fig. 6B). A mesogléia forma uma camada
homogénea com algumas lacunas vazias localizadas apenas na regido basal dos
tentaculos, formando projecfes que se invaginam na endoderme. Essa endoderme é fina e
se projeta para o interior do tentaculo que é vazio.

O musculo do esfincter (SL) € mesogleal formado por uma extensa série de lacunas
de tamanhos e formatos variados. Ao nivel do disco oral essas lacunas se assemelham a
estrias encurtando o espaco entre uma e outra (Fig. 6E).

A faringe é formada por uma forte camada de endoderme com células bem
pigmentadas. No centro da faringe foi observado sulcus em ambos os lados. Sifonoglife com
as mesmas caracteristicas dos morfotipos ja citados.

Um arranjo brachycnemina foi observado. E como no morfotipo 1, alguns pdélipos
apresentaram um arranjo macrocnemina em um dos lados do diretivo dorsal. Os
mesentérios macronemines partem da endoderme da coluna até a faringe formando linhas
finas com maior espessura na base onde foi possivel encontrar lacunas com células
musculares bem pigmentadas. Os mesentérios micronemines sdo muito pequenos formados

apenas pela expansao da base (Fig. 6F).

Cnidoma

Tamanhos e frequéncias dos cnidocistos se encontram na tabela 3. Os tentaculos
possuem grande quantidade de espirocisto e basitrico. A faringe possui alta abundéancia de
basitrico e grandes holotricos. Nos filamentos foram observados grandes holotricos,

basitricos e p-mastigéforos (Fig. 11).

Filamento

Figura 11. Tipos de cnidocistos encontrados no morfotipo 3 de Protopalythoa variabilis. (Q)

espirocisto; (R, T, U) basitrico; (S, X) holétrico grande; (V) p-mastig6foro. Escala = 10um.

Todos os morfotipos foram coletados na regido intertidal sobre recifes de arenito,
geralmente em pocas de maré com pouca profundidade, chegando no maximo a 1 m. As

colénias do morfétipo 3 foram encontradas entre esponjas e outros zoantideos como
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Palythoa caribaeorum e espécies do género Zoanthus, ambas as espécies sao
caracteristicas da regido nordeste. As colénias do morfotipo 3 foram encontradas em quase
todos os pontos de coleta, exceto a praia de Pontas de Pedra.

Consideracdes morfoldgicas

Os trés morfotipos encontrados em Pernambuco revelam caracteristicas
semelhantes que permite inclui-los na espécie Protopalythoa variabilis. Podemos destacar
as caracteristicas encontradas na coluna, o padréo de organizacdo das camadas de tecido
no disco oral, e o formato e tipo de musculo do esfincter. Contudo, pequenas diferencas sédo
observadas entre os morfotipos, como exemplo, o padrdo de cor, o arranjo mesenterial (Tab.
4) e o cnidoma (Tab. 3), que foram consideradas varia¢des intraespecificas. Apesar dessas
diferencas as caracteristicas entre os morfotipos sdo bastante semelhantes, apresentando
inclusive, dimens@es de podlipos e quantidades de tentaculos similares (Tab. 4). Todos os
caracteres se encaixam com a descricdo de Protopalythoa variabilis, feita por Duerden
(1898), inclusive apresentando as mesmas caracteristicas de presenca de lacunas na
mesogléia da coluna e do tentaculo, caracteristicas da faringe, do musculo do esfincter e
dos mesentérios. Apesar de Swain (2010) declarar que a posi¢cdo do musculo do esfincter
ndo seja um bom carater para trabalhos taxonémicos, as formas idénticas encontradas nos
trés morfotipos sao levadas em consideragdo devida sua forte semelhanga, e por
pertencerem ao mesmo género. O cnidoma apresentou algumas diferencas entre o0s
morfotipos (Tab. 3), porém apenas o cnidoma nao pode ser utilizado para separagdo ao
nivel de espécie (RYLAND e LANCASTER, 2004). O arranjo mesenterial € uma importante
caracteristica taxon6mica, porém a diferenga observada entre os morfotipos néo representa
um padrdo encontrado em todos os pélipos, apenas ocorreu em trés amostras distintas,
duas do morfotipo 1 (GPA 260 e 263) e uma do morfotipo 3 (GPA 266). A variacdo dos
arranjos brachycnemina e macrocnemina de um lado e outro do diretivo dorsal encontrados
em alguns pélipos dos morfotipo 1 e 3, foi citado por Duerden (1898) na descrigcéo original
de P. variabilis. Esse detalhe foi observado mais tarde por Verril (1900) e Pax (1910) ao
analisarem exemplares semelhantes a P. variabilis das Bahamas e Caribe (llha Tortuga),
respectivamente, locais proximos a localidade tipo, Jamaica. Para nés fica claro a evidéncia
de variacao intraespecifica dentro da espécie P. variabilis.

No Brasil, além de P. variabilis, foi citada a ocorréncia de Protopalythoa grandiflora
(Verril, 1900) (OIGMAN-PSZCZOL et al. 2004). De acordo com Ryland e Lancaster (2003)
P. grandiflora possui morfologia similar a Protopalythoa mutuki (Haddon e Shackleton, 1891)

e semelhante a P. variabilis. No entanto, a descricdo de P. grandiflora é muito pobre em
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detalhes, ndo possui descricao de anatomia interna, nem cnidoma, deixando varias lacunas
na identificacdo de seus caracteres, dessa forma ndo foi possivel fazer uma comparacao.
Contudo, as poucas caracteristicas presentes na descricdo de P. grandiflora, revelam
diferengcas em comparacao a P. variabilis. Outra espécie descrita no género Protopalythoa
que apresenta semelhangas com P. variabilis € Protopalythoa grandis Verril, 1900, que
recebeu esse nome devido ao grande tamanho de seus polipos com altura = 30 — 36 mm e
didmetro do disco oral= 10 — 16 mm. Segundo Ryland e Lancaster (2003) essa espécie &
uma variacdo de P. variabilis. Contudo, Verril (1900) descreve essa espécie podendo chegar
a > 12 m de profundidade, regido em que P. variabilis é dificil de ocorrer, pois essa € uma
espécie comum de aguas do mediolitoral. A ideia proposta por Ryland e Lancaster foi
contestada por Reimer e colaboradores (2012a) que considera P. grandis distinta de P.
variabilis, inclusive em dados moleculares. Estudos futuros de revisdo dessas duas espécies
de Protopalythoa (P. grandis e P. grandiflora) no Oceano Atlantico sdo necessarios para
esclarecer o status taxondmico, e facilitar a discussdo com as demais espécies descritas
para o género. Até entdo consideraremos ambas as espécies como inquirenda, que o
Cdédigo de Nomenclatura Zoologica define como uma espécie de identificagdo duvidosa com
os elementos disponiveis na atualidade.

A espécie P. variabilis possui caracteristicas bem semelhantes a Protopalythoa
heliodiscus Ryland e Lancaster, 2003, no entanto, se diferenciam principalmente na sua
distribuicdo em diferentes oceanos, Atlantico e Pacifico, e nas diferengas encontradas no
cnidoma (P. variabilis possui basitricos nos filamentos enquanto P. heliodiscus tem auséncia
total desse nematocisto nos filamentos; P. variabilis tem auséncia de holo6tricos nos
tentaculos, enquanto P. heliodiscus tem presenca apenas desse nematocisto). Além disso,
podemos observar diferencas nos mesentérios, lacunas na mesogléia da coluna e
dimensdes dos polipos. P. variabilis possui altura = 7 — 50 mm e diametro do disco oral = 2 —
30 mm, enquanto que P. heliodiscus possui pélipos menores com altura = 10 — 17 mm e
didmetro do disco oral = 3 — 7 mm. Baseado em nossas observacdes essas espécies
apresentam diferengas que suportam bem a sua separagéo.

Embora ndo tenha sido possivel a comparacdo com o holétipo de P. variabilis,
baseado em nossas descricfes e analises confirmamos que os trés morfotipos encontrados
nas praias de Pernambuco é de fato uma variacdo da espécie P. variabilis, tomando como

base a descricao original dessa espécie.
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Tabela 4. Comparacao dos morfotipos de Protopalythoa variabilis de Pernambuco.

Caracteristicas Morfotipo 1 Morfotipo 2 Morfotipo 3
Cor Disco oral: marrom Disco: marrom com Disco marrom com
Boca: marrom claro linhas claras linhas verde
Tentaculo: verde Boca: branca Boca: verde e amarelo
Tentaculo: Marrom Tentaculo: marrom
igual a coluna. escuro
Disco Oral Pode apresentar Alguns polipos Maioria dos tentaculos

manchas brancas.

possuem uma linha
bem evidente da boca
até a ponta do
tentaculo.

possui linha bem
evidente da boca até a
ponta do tentaculo.

Altura/ Diametro
pdlipo

Altura: 7a 31 mm
Diametro: 2 a 14 mm.

Altura: 6 a 31 mm

Diametro: 2 a 14 mm

Altura: 5a 33 mm
Diametro: 2 a 15 mm

Quantidade de
tentaculo / cristas

Tentaculos: 60 a 70
Cristas capitulares: 32

Tentaculo: 62 a 70
Cristas capitulares: 32

Tentaculo: 60 a 68
Cristas: 36

capitulares a 36
Caracteristicas da  Coluna espessa e Coluna espessa e Coluna espessa e
coluna irregular com lacunas irregular com lacunas irregular com lacunas

de sedimentos;
Mesoglea espessa com
lacunas de grupos de
células, que aumentam
em direcdo a base;
Endoderme fina e
continua.

de sedimentos;
Mesoglea espessa com
lacunas de grupos de
células, que aumentam
em direcao a base;
Endoderme fina e
continua.

de sedimentos;
Mesoglea espessa com
lacunas de grupos de
células, que aumentam
em direcdo a base;
Endoderme fina e
continua.

Caracteristicas do
tentaculo

Ectoderme espessa
com zooxantelas;
Mesoglea com lacunas;
Endoderme fina.

Ectoderme espessa
com zooxantelas;
Mesoglea com lacunas;
Endoderme fina.

Ectoderme espessa
com zooxantelas;
Mesoglea com lacunas;
Endoderme fina.

Musculo esfincter

Mesogleal, formado por
lacunas que variam o
tamanho e quantidade.

Mesogleal, formado por
lacunas que variam o
tamanho e quantidade.

Mesogleal, formado por
lacunas que variam o
tamanho e quantidade.

Arranjo mesentério

Pode apresentar de um
lado arranjo
brachycnemina e do
outro arranjo
macrocnemina.
Presenca de vacuolo

Arranjo brachycnemina.
Foram observados
vacuolos nas bases dos
mesentérios

Pode apresentar de um
lado arranjo
brachycnemina e do
outro arranjo
macrocnemina.
Presenca de vacuolo

na base dos na base dos
mesentérios contendo mesentérios contendo
células. células.
Cnidoma Espirocisto, Espirocisto e Espirocisto e basitrico
Tentaculo basitrico e basitrico
p-mastigoéforo
Cnidoma Basitrico e holétrico Basitrico e holétrico Basitrico e holétrico
Faringe

Cnidoma Basitrico, Basitricos, Basitrico,
Filamento holétrico grande e holétricos grandes, holétrico grande e

p-mastigoforo

holétricos pequenos e
p-mastigoforo

p-mastigéforo
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Protopalythoa minima n. sp.

Material: Hol6tipo, 1 coldnia, 10 pdlipos, 00°55.1° N, 29°20.7° W, Arquipélago de S&o Pedro
e Sdo Paulo, 2009, MOUPE (numeracao proviséria); Parétipo, 1 coldnia, 5 pdlipos, 00°55.1°
N, 29°20.7’ W, Arquipélago de Sao Pedro e Sdo Paulo, 2010, GPA 278.

Diagnose

Cenénquima basal; pdlipos pequenos (5-12 mm altura x 3-6,5 mm di@metro) com
aproximadamente 65 tentaculos curtos. Mesogléia dos tentaculos com auséncia de lacunas
e mesogléia da coluna com lacunas formando canais circundando todo o disco oral e parede
do pdlipo. Micronemenes curtos apresentando canais basais. Tentaculos com espirocistos,
faringe com basitrico e filamentos com basitrico, p-mastigéforo, hol6tricos pequenos e raros

holétricos grandes.

Descricao do holétipo (MOUPE)

Descrigao externa

A colbnia possui um cenénquima basal que mantém os polipos préximos uns aos
outros dificultando a completa expansdo do disco oral. Cada pélipo possui um tentaculo
diferenciado mais largo que os demais tentaculos e de mesma cor. No disco oral existe uma
linha muito evidente que parte da boca até a ponta desse tentaculo diferenciado (Fig. 12B).
Em expansao os pélipos possuem disco oral mais largo que a base. A altura dos pélipos
varia de 5 a 12 mm e o didmetro do disco oral varia de 3 a 6,5 mm. Possui
aproximadamente 65 tentaculos distribuidos em dois ciclos e cerca de 30 cristas capitulares.
Quando contraidos, os tentaculos e o disco oral correspondem a cerca da metade do
comprimento do pdélipo.

O disco oral apresenta cor preta com discretas linhas azuis. A boca formando
peristoma também se apresenta preta. A regido interna dos tentaculos é preta, o capitulum e
a coluna séo azuis, que apesar de incorporar particulas de sedimentos ndo possuem a cor

caracteristica marrom (Fig. 12).
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Figura 12. Colbnias de Protopalythoa minima nov. sp. em pocas de maré do Arquipélago de S&o
Pedro e Séo Paulo (Brasil). (A) coldnias entre colénias de Palythoa caribaeorum. (B) Detalhe da linha
do disco oral do pdlipo (seta).

Anatomia Interna

Em seccdes transversais (ST) e longitudinais (SL) foi observado que os polipos
possuem uma coluna espessa que vai alargando em direcdo a base. A ectoderme forma
uma fina cuticula irregular repleta de lacunas provenientes de graos de sedimentos, em sua
maioria areia, e zooxantelas. A mesogléia é espessa tornando-se maior em dire¢éo ao nivel
da base do pdlipo. Contem grupos de células dentro de lacunas e poucas zooxantelas,
essas lacunas sdo encontradas em abundancia na mesogléia distribuidas de forma
agrupadas formando um esquema de canais que circunda todo a mesogléia da coluna do
polipo. Esse sistema de canais fica bem evidente em cortes transversais, mas também sao
visiveis em cortes longitudinais. Essas lacunas aparecem como uma caracteristica muito
marcante de Protopalythoa minima nov. sp. A endoderme é fina e continua.

Em (ST) o disco oral apresentou mesogléia bastante espessa chegando a 1,3 mm e
inimeras lacunas contendo células alinhadas uma ao lado da outra formando um anel em
torno do disco oral (Fig. 13A). A camada da mesogléia penetra para o centro do disco oral
entre os tentaculos até o limite da abertura oral, onde forma lacunas com aspecto de fibras,
circundando toda a abertura oral. E endoderme € fina e uniforme.

Ainda em (ST) se observou a anatomia dos tentaculos que formam dois ciclos
alternados circundando todo o disco oral. A ectoderme forma uma camada espessa com até
426 um com inUmeras zooxantelas. A mesogléia é mais fina que a ectoderme e ndo possui
lacunas, nem grupos de células, caracterizando uma massa homogénea em todo o
tentaculo (Fig. 13B). A endoderme possui espessura semelhante a mesogléia e ocupa

guase todo o centro dos tentaculos.
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O mdasculo do esfincter (SL) é Unico e forma uma extensa série de cavidades
lacunas arredondadas na mesogléia, muito proximas umas das outras, indicando um
aspecto robusto ao musculo (Fig. 13C). Ao nivel do centro do disco oral essas lacunas se
tornam maiores.

O arranjo brachycnemina foi observado. Os mesentérios sao formados por espessas
camadas de musculo endodérmico e mesogléia no centro. Os micronemines sdo curtos e
possuem em sua base aberturas com aspectos de vacuolos (Fig. 13D).

Devido ao diminuto tamanho dos pdlipos nao foi possivel cortes precisos nem

detalhes da faringe. Mais foi possivel observar que apresenta padrdo similar a outras

espécies do género Protopalythoa.

Figura 13. Anatomia interna de Protopalythoa minima nov. sp. (A) corte transversal da coluna
mostrando sistema de canais da mesogléia com lacunas contendo grupos de células; (B) anatomia do
tentaculo; (C) musculo do esfincter; (D) mesentérios micronemine e macronemine. Mg.- mesogléia;
Lc- lacunas na mesogléia; Ec- ectoderme; M- musculo esfincter; Ma- mesentérios macronemine; Mi-
mesentério micronemine.

Cnidoma

Para medidas visualizar tabela 5. Os tentaculos apresentaram elevada abundancia
de espirocisto e a regido da faringe elevada abundancia de basitricos com auséncia de
grandes holotricos. Os filamentos apresentaram elevada abundancia de p-mastigoforo e
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basitricos, com poucos, porém frequentes hol6tricos pequenos e raros holo6tricos grandes
(Fig. 14).

Tabela 5. Comprimento e largura das cépsulas e filamentos dos cnidocistos encontrados em
Protopalythoa minima nov. sp. Frequéncia de cnidocistos nos polipos. N nimero desejado de
capsulas de cnidocistos e n quantidade encontrada nos pélipos. Os numeros entre parénteses

indicam os tipos de cnidocistos na figura 14.

comprimento

Tecido Tipo N n pm largura pm filamento ym frequéncia
Tentéculo Espirocisto (1) 20 20 15,6 - 20,8 26-5.2 comum
Actinofaringe Basitrico (2) 20 20 20,8 - 33,8 5,2 15,6 - 31,2 comum
Filamento Holétrico grande (3) 20 5 41,6 18,2 raros
Holbtrico pequeno (4) 20 20 10,4 - 13 2,6 comum
Basitrico (5) 20 20 23,4-28,6 5,2 20,8 - 26 frequentes
p-mastigofora(6) 20 20 15,6 5,2 7,8-10,4 comum
Tentaculo Faringe
P | 2
S L R
s g
£ o/
oy 7 |
o pr Y

basitrico; (3) hol6trico grande; (4) holétrico pequeno; (6) p-mastigéforo.

As colbnias de Protopalythoa minima nov. sp. foram encontrados na regido de
mediolitoral em pocas de maré nos recifes do Arquipélago de Sdo Pedro e Sdo Paulo, com a
profundidade méaxima de dois metros. Encontra-se sobre substratos duro, em meio a outros
zoantideos como Palythoa caribaeorum e espécies do género Zoanthus, comuns dessa
regido. Além desses organismos também foi possivel observar esponjas, algas e corais

escleractineos.

Etimologia
O epiteto especifico minima vem do latim minimum que significa “o menor de todos”
e refere-se ao pequeno tamanho dos pélipos, que sdao 0s menores ja registrados para

espécies do género Protopalythoa.



35

Consideracdes

Caracteres meristicos como altura e didametro sdo considerados potenciais fontes
de dados para taxonomia de vérias espécies de zoantideos (RYLAND e LANCASTER,
2003). Protopalythoa minima nov. sp. apresenta as menores medidas de altura e diametro
entre as espécies ja descritas no género Protopalythoa. A espécie Protopalythoa heidere
(Carlgren, 1954) possui as dimens6es mais préximas das encontradas em P. minima nov.
sp. porém ainda sdo maiores, além disso, P. heidere possui uma mesogléia na coluna de
espessura menor que a encontrada em P. minima nov. sp e a mesogléia do tentaculo possui
inUmeras lacunas (HERBERTS, 1972), o que em P. minima nov. sp ndo acontece. Outra
diferengca também encontrada entre estas duas espécies € a distribuicdo, enquanto P.
minima nov. sp é descrita no Arquipélago de Sao Pedro e S&o Paulo no oceano Atlantico, P.
heidere, foi descrita para a regidao de Tulear, Madagascar no oceano Indico. Apesar de
zoantideos possuirem uma taxa de dispersao larval alta (~ 170 dias) (POLAK et al. 2011) a
distancia entre as duas localidades é muito grande dificultando a sobrevivéncia das larvas
dos zoantideos. As espécies P. mutuki e P. heliodiscus sao espécies simpdatricas da regido
da Austrdlia e foram diferenciadas principalmente pelos caracteres meristicos e a ocorréncia
e dimensdes dos nematocistos (RYLAND e LANCASTER, 2003).

As espécies de Protopalythoa mais préximas, em termos geogréficos, a P. minima
nov. sp, sdo P. grandiflora, P. grandis e P. variabilis que apesar da proximidade geogréfica
se diferem em varios aspectos (Tab. 6). Apesar de P. grandiflora também ter sido citada
para o Brasil (OIGMAN-PSZCZOL et al. 2004), possui quantidade de tentaculos inferior (52
— 56) a Protopalythoa minima nov. sp e maiores dimensdes dos polipos. Além disso, P.
grandiflora possui poucos caracteres descritos e auséncia de estudos histolégicos (VERRIL,
1900), dificultando sua comparagdo com outras espécies.

A espécie P. grandis com distribuicdo na regido do Caribe, apesar de possuir
guantidade de tentaculos semelhantes a P. minima nov. sp, apresenta grandes pélipos
(altura = 30 — 36 mm e didmetro = 12 — 16 mm), essa caracteristica Ihe rendeu o nome
grandis. Igual a P. grandiflora, P. grandis também n&o possui uma descricdo detalhada,
faltando varias caracteristicas como anatomia interna e cnidoma. Estudos futuros de reviséo
dessas duas espécies de Protopalythoa no oceano Atlantico sdo necessarios para
esclarecer o status taxon6mico, e facilitar a discussdo com as demais espécies descritas
para o género. Como foi falado anteriormente consideraremos, neste trabalho ambas as
espécies como inquirenda.

A espécie P. minima nov. sp., possui claras diferencas em relacdo a P. variabilis.

Podemos indicar os caracteres meristicos (altura, diametro e quantidade de tentaculos), as



36

caracteristicas da mesogléia da coluna e tentaculos, que em P. variabilis sdo abundantes,
mas néo forma canais como em P. minima nov. sp nha coluna, e o cnidoma que para as duas
espécies é bastante diferente. P. minima nov. sp ndo possui basitrico nos tentaculos e os
grandes holétricos encontrados em P. variabilis com elevada abundancia, em P. minima
nov. sp sao raros e vistos apenas nos filamentos. Alem das diferengas morfologicas
podemos destacar a localiza¢do de P. minima nov. sp. que é descrita para o Arquipélago de
Sao Pedro e Sao Paulo. Este Arquipélago fica na regido oceéanica a 1000 km da costa do
estado de Rio Grande do Norte. O isolamento da ilha pode levar a adaptacdo de
caracteristicas e ter provocado mecanismos de especiacdo em zoantideos (REIMER e
TAKUMA, 2010).

Baseadas nessas diferencas e em nossas analises, podemos afirmar que
Protopalythoa minima nov. sp trata-se de uma nova espécie do género Protopalythoa

descrita para 0 Oceano Atlantico.

Tabela 6. Comparacao das espécies do género Protopalythoa registradas para o Oceano Atlantico.

Caracteres Protpalythoa Protopalythoa  Protopalythoa Protopalythoa
morfolégicos variabilis grandis grandiflora minima
Distribuicéo NE e SE do Brasil; Caribe SE do Brasil; Arquipélago de
Caribe. Caribe S&o Pedro e S&o
Paulo
Cor disco Verde e/ou Laranja ou Laranja / Preto/ azul
oral/tenticulo marrom marrom marrom
Altura pélipo 7 -50 mm 30-36 mm 15-20 mm 5-12mm
Diametro pdlipo 5-30 mm 12 -16 mm 10-13 mm 3-6mm
Numero de 60 a 80 60 a 66 52 a 56 60a 70
tentdculos
Lacunas na Distribuicdo de Dado nao Dado nao Distribuicédo
mesogléia forma aleatéria informado informado agrupada
coluna semelhante a
canais.
Lacunas Presente Dado néo Dado néo Ausente
mesogléia informado informado
tentdculo
Cnidoma
Tentaculo Espirocisto; Dado néo Dado néo Espirocisto
basitrico; p- informado informado
mastigéforo.
Faringe Basitrico e Dado nao Dado nao Basitrico
holétrico informado informado
Filamento Grande holétrico; Dado nao Dado nao Pequeno
basitrico, p- informado informado holétrico,
mastigo6foro e basitrico, p-
pequeno holétrico mastigoforo e

grande hol6trico
(raros)
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Andlises Filogenéticas

Os resultados filogenéticos dos trés marcadores revelaram a formacdo de um clado
contendo as amostras de Pernambuco, que ndo se agrupa com sequéncias de P. variabilis
do Genbank, apesar dos dados morfolégicos indicarem que o material de Pernambuco
corresponde a esta espécie (Fig. 2, 3, 4). Isso pode ser compreendido pelo fato da
sequéncia do Genbank aparecer identificada como P. aff. variabilis, o qual indica que as
condi¢bes do material impossibilitam a identificagcdo do mesmo, e possivelmente se trate de
outra espécie. O depédsito de sequéncias nédo identificadas em nivel de espécie ou de
identificacdo duvidosa (p. ex. espécies identificadas com “sp.”, “aff.” ou “cf.”) prejudica muito
0 uso das mesmas em estudos com fins taxonémicos. Em Zoanthidea isto é bastante
comum e, apesar de parecer que existem muitas sequéncias disponiveis para determinado
género, a falta de confiabilidade na identidade do tdxon ao qual cada sequéncia pertence
limita o seu uso. Por ndo conter sequéncia com descri¢cdo confiavel no banco de dados do
GenBank, as amostras de Pernambuco sdo as primeiras sequéncias genéticas depositadas
com identificac@o precisa da espécie P. variabilis.

Foram construidas arvores, para os trés marcadores, com analise Bayesiana e com
valores de Neighbor-Joining. Sequéncias do género Zoanthus foram utilizadas como grupo
externo e de acordo com as topologias ficaram na base da arvore.

A espécie Palythoa caribaeorum, apesar de pertencer a outro género apareceu como
sequéncia irma das espécies de P. variabilis de Pernambuco. Pelo fato de ter sido feita
apenas uma coleta de P. caribaeorum e néo ter sido realizada nenhuma andlise morfologica
dessa amostra, ndo é possivel fazer a comparacdo do género Palythoa em relacdo a
Protopalythoa, se fazendo necessario novas pesquisas, tanto morfolégicas quanto

moleculares, a fim de esclarecer a posi¢éo taxondmica do género Palythoa.

Col

O alinhamentos das 15 sequéncias COIl das amostras de Pernambuco apresentaram
resultados claros de distingdo em relacdo as sequéncias de Protopalythoa do GenBank,
formando um clado bem suportado (Bootstrap = 1.0) (Fig. 2).

A arvore COI também revelou que o morfotipo 4, oriundo do Arquipélago de Séo
Pedro e S&o Paulo formou um ramo irm&o das amostras de Pernambuco com suporte de
bootstrap 0.79. Assim como as sequéncias de Palythoa caribaeorum (PE) e as sequéncias
de morfotipo 3 (GPA 274) e morfotipo 1 (GPA 275).
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Figura 2. Arvore baseada em sequéncias do gene mitocondrial Citocromo Oxidase Subunidade I,

COlI. Valores de suporte de bootstrap (Neighborn-Joining/Inferéncia Bayesiana).

mt 16S rDNA

Foram alinhadas 34 sequéncias de 16S rDNA, que mostraram a separac¢ao do clado

das amostras de Pernambuco (Fig. 3) das demais amostras do género Protopalythoa,

armazenadas no GenBank. As sequéncias do GenBank formam um clado separado do

clado de nossas amostras com valores de bootstrap = 0.96.

Talvez, o fato de 16S ser um marcador aparentemente mais conservado para

distinguir espécies mais intimamente relacionadas, possa explicar essa diferenca em

relacdo ao encontrado em COI, que parece ser mais adequado para comparar com

objetividade possiveis relaces entre os diferentes clados (SINNIGER et al. 2010).
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Figura 3. Arvore baseada em sequéncias do gene mitocondrial 16S rDNA. Valores de suporte de
bootstrap (Neighborn-Joining/Inferéncia Bayesiana).

Chamamos atencdo para o morfotipo 2 (GPA 276) que apareceu como uma
sequéncia separada das demais. Essa sequéncia corresponde a praia de Tamandaré.
Embora tenha sido um resultado interessante, no presente trabalho n&o iremos buscar
respostas para isso. Futuras pesquisas serdo realizadas no intuito de entender esse

resultado.

12S rDNA
Foram utilizadas 24 sequéncias para formagéo da filogenia do marcador 12S (Fig. 4).

O marcador 12S mostrou uma distingdo mais clara das amostras de Pernambuco (bootstrap
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= 1.0) em relacdo as sequéncia de Protopalythoa obtidas no GenBank. Semelhante ao COl,
a topologia 12S apresentou a amostra morfotipo 3 (GPA 274) e a amostra de Palythoa
caribaeorum (PE) como clado irm& das outras sequéncias dos morfotipos de Pernambuco.

Semelhante ao encontrado no marcador COI, todas as sequéncias de espécies de
Protopalythoa no GenBank possui uma identificagdo duvidosa.

——Zoanthus sp. _é)
Protopalythoa cf. grandis §>
Palythoa aff. caesia o.
1?"9 17'/00 Palythoa cf. caribaeorum L %
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Figura 4. Arvore baseada em sequéncias do gene mitocondrial 12S rDNA. Valores de suporte de
bootstrap (Neighborn-Joining/Inferéncia Bayesiana).

2.4 Considerac0Oes Finais

De maneira geral as relaces filogenéticas observadas por valores de Neighbor-
Joining e Inferéncia Bayesiana, mostraram resultados semelhantes colocando as amostras
de Pernambuco como uma espécie diferente das encontradas no GenBank. E claro que a
correta identificagdo deveria ser comparando nossas amostras com a espécie tipo, contudo,
baseado nos resultados morfolégicos que coincidem com a descri¢do original do holétipo de

P. variabilis e as sequéncias de P. variabilis do GenBank que ndo tem uma descricdo
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confiavel (P. aff variabilis), consideramos nossas amostras como validas para Protopalythoa
variabilis.

Até o presente momento nenhum trabalho utilizou técnicas morfolégicas e
moleculares para identificagcdo de espécies do género Protopalythoa no Brasil. Alguns
trabalhos citam a existéncia da espécie P. variabilis no nordeste brasileiro (GOLDIM et al.
2011; SOARES et al. 2011), porém nenhum desses trabalhos realizou uma abordagem
taxondmica para correta identificacdo dessa espécie. Através de estudo morfoldgico preciso,
a espécie P. variabilis teve sua descricdo revisada e emendada. Os resultados mostram que
todas as 20 amostras coletadas no estado de Pernambuco pertencem a espécie P.
variabilis. E os dados moleculares dos trés marcadores utilizados reforcam esse resultado
ao agrupar o clado das amostras de P. variabilis de Pernambuco, separado do clado de
outras amostras de Protopalythoa do GenBank.

Um importante resultado obtido foi a clara existéncia de padrées de variacdo dentro
do grupo P. variabilis. Fato esse, que fica evidente pela existéncia dos trés morfotipos de P.
variabilis, encontrados ao longo da costa de Pernambuco através de analise morfolédgica, e
pelo nivel de variabilidade encontrado dentro do clado das sequéncias de Pernambuco.
Essa diversidade de morfotipos encontrada dentro de espécies de zoantideos é uma
caracteristica marcante desse grupo de organismos (REIMER et al. 2007a; SINNIGER et al.
2010; REIMER et al. 2012a), contribuindo para a confusa histdria taxondmica dessa ordem.
Zoantideos brachycnemina apesar de ocuparem apenas aguas rasas, sao animais que
possuem amplas faixas de distribuicdo (CARLGREN, 1954), P. variabilis pode corroborar
essa ideia. Apesar de isso contribuir para a baixa diversidade desse grupo em algumas
localidades (REIMER et al. 2012a), pode ter favorecido o surgimento de variacdo intra-
especifica observada, devido a ocupacéo de sua colénias em diferentes locais, ao longo de
toda costa ficando assim expostas, a diferentes pressdes ambientais. E 16gico que futuros
trabalhos devem ser realizados a fim de comprovar essa hipétese, contudo, se sabe que as
pressGes ambientais podem favorecer a plasticidade fenotipica desses animais, levando ao
surgimento de variacdo intra especifica (COSTA et al. 2011; HIBINO et al. 2013). Essa
variagdo dos trés morfotipos encontrados para P. variabilis pode indicar uma futura
separacao dentro da espécie, ou formagdo de um complexo de espécies.

Os dados moleculares mesmo agrupando as amostras de P. variabilis de
Pernambuco em um clado diferente das outras sequéncia de Protopalythoa do GenBank,
apresentam diferencas entre os marcadores utilizados. Isso pode ser explicado pelo fato de
gue marcadores diferentes revelam respostas diferentes. Apesar de marcadores

mitocondriais ndo apresentarem os melhores resultados para Anthozoa (SHEARER et al.



42

2002) os genes (COI, 16S rDNA e 12S rDNA) foram utilizados com sucesso em varios
trabalhos de taxonomia de zoantideos (REIMER et al. 2006a, 2006b; SINNIGER e
HAUSSERMANN, 2009; SWAIN, 2009; KRISHINA e GOPHANE, 2013). Contudo, por serem
regides distintas, os marcadores podem apresentar resultados diferentes (SINNIGER et al.
2008). Ainda segundo os autores, entre 0os genes mitocondriais, a regido COI parece ser a
mais adequada para relacdes filogenéticas entre diferentes clados, j& que o gene 16S rDNA
apresenta altos niveis de variacdo. Isso fica confirmado pelo fato de que a topologia de COl,
colocou a sequéncia de Protopalythoa minima nov. sp. - morfotipo 4 (GPA 279) — como
sequéncia irma das amostras de P. variabilis de Pernambuco, legitimando essa espécie
como nhova, corroborando os resultados morfol6gicos.

Algumas sequéncias do GenBank ndo apresentaram uma identificacdo confiavel
sendo indicadas como “aff” ou “cf” o que deixa a identificagdo impossivel. Isso € um grande
problema para estudos taxondmicos com zoantideos, pois a identificacdo incorreta de
espécies leva a geracdo de um status taxonémico errado causando dessa forma uma
grande confusé@o na identificagdo das espécies (SINNIGER et al. 2008). Estudos revelam
gue erros taxonbmicos propagados aumentam ndo sé a confusdo dentro de determinados
grupos, como também atrapalham resultados de diferentes pesquisas distintas a respeito de
determinados tdxons (SHEPPAR, 1998).

Esse erro se deve ao fato de muitos trabalhos taxondmicos priorizarem um Unico
método de andlise dos dados, segundo Sinniger e colaboradores (2013) isso contribui para
0 estado cadtico na taxonomia de zoantideos, e que é de vital importancia a integracdo de
varios conhecimentos para a producao de resultados satisfatérios (SWAIN, 2009; REIMER
et al. 2012a; HIBINO et al. 2013; KRISHNA e GOPHANE, 2013). Estudos taxonémicos de
zoantideos sdo sempre cercados de muita confusdo devido a falta de caracteres
diagnosticos e descricdes incorretas. No entanto, com o desenvolvimento de pesquisas
taxondmicas integrativas esse quadro de caos tende a diminuir.

De forma geral esse estudo nos permite confirmar a existéncia de uma nova espécie
dentro do género Protopalythoa e a redescri¢cdo da espécie P. variabilis englobando os seus
diferentes morfotipos. Apesar dos resultados obtidos, novas pesquisas moleculares serdo

realizadas, a fim de esclarecer melhor a posicao filogenética da espécie P. variabilis.
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