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RESUMO

O presente trabalho tem o objetivo de conhecer a biodiversidade de anelideos poliquetas do
Arquipélago de S&o Pedro e Sdo Paulo utilizando dados morfoldgicos e moleculares. Os
espécimes foram coletados em uma enseada do ASPSP, através de mergulho entre as
profundidades de 6-12 m. As amostras foram fixadas em etanol 92 a 96% e os poliquetas
foram identificados morfologicamente e molecularmente. Dois diferentes marcadores
moleculares mitocondriais foram comparados: COIl e 16S. A identificacdo molecular foi
realizada através da anélise de MOTUs a partir do método de agrupamento neighbor-joing
utilizando modelo Kimura-2-parametros para o calculo de distancias, tanto para as sequéncias
de COI quanto para o 16S. Um total de 1012 individuos foi identificado em 35 morfoespécies,
28 géneros e 13 familias. Uma espécie nova foi descrita (Syllis sp. nov.) A amplificacdo do
16S foi mais eficiente (61%) em relagcdo ao COI (51%), sendo obtidas 88 sequéncias originais
(49 de 16S e 39 de COIl), a partir de 30 morfoespécies. As analises moleculares mostraram
que a média das distancias intraespecificas foi de 1,2% para o0 COIl e 24,4% para 0 16S.
Comparando o numero de MOTUSs, foi possivel detectar 16 MOTUs com o COIl e 24 MOTUs
com o0 16S. A analise do ABGD indicou que as distancias intra- e interespecificas K2P foram
bem delimitadas para o COI, evidenciando barcode gap e consequentemente o melhor
desempenho desse marcador. O uso de dados morfologicos e moleculares permitiu a detecgédo
de espécies cripticas e cosmopolitas.

Palavras-chave: anelideos, DNA barcoding, taxonomia.
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ABSTRACT

This study aims to know the biodiversity of polychaete annelids of Saint Peter and Saint Paul
Archipelago using morphological and molecular data. The specimens were collected by scuba
diving between the depths of 6-12 m. The samples were fixed in ethanol 92 to 96% and the
polychaetes were identified morphologically and molecularly. Two different mitochondrial
molecular markers were compared: COI and 16S. The molecular identification was performed
through analysis MOTUs from the neighbor-joing clustering using Kimura-2-parameter
model to calculate distances, in both the sequences of COIl and 16S. A total of 1.012
individuals was identified in 35 morphospecies, 28 genus and 13 families. A new species has
been described (Syllis sp. nov.). Amplification of 16S was more efficient (61%) compared to
the COI (51%) being obtained 88 unique sequences (49 sequences of 16S and 39 of COI)
from 30 Morphospecies. Molecular analysis showed that the average intraspecific distances
was 1.2% for the COI and 24.4% for the 16S. Comparing the number of MOTUs, it was
possible to detect 16 MOTUs with the COI and 24 MOTUs with 16S. Analysis of ABGD
indicates intra- and interspecific distances K2P were clearly defined for the COI, showing
barcode gap and consequently the best performance of this marker. The use of morphological
and molecular allowed the detection of cryptic and cosmopolitan species.

Keywords: annelids, DNA barcoding, taxonomy.
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INTRODUCAO
POLYCHAETA: BREVE CARACTERIZACAO

O filo Annelida Lamarck, 1809, grupo dos anelideos (invertebrados de corpo mole
segmentado), foi tradicionalmente dividido em Oligochaeta Grube, 1850 (minhocas),
Hirudinea Lamarck, 1818 (sanguessugas) e Polychaeta Grube, 1850 (minhocas-do-mar) e esta
classificacdo foi amplamente utilizada durante o século XX. Posteriormente, Oligochaeta e
Hirudinea foram agrupados em Clitellata Michaelsen, 1919 e atualmente um vasto nimero de
autapomorfias suporta sua monofilia (Purschke, 2002; Erséus, 2005). Entretanto, Polychaeta
configura-se como um grupo parafilético com fortes evidéncias morfoldgicas e filogenémicas
(Struck et al., 2011; Weigert et al., 2014; Weigert et al., 2015), como pode ser observado na
Figura 1.

Clitellata
Terebelliformia
Arenicolidae
Opheliidae

Echiuridae - Capitellidae

Sedentaria

Spionidae - Sabellariidae,

Serpulidae - Sabellidag

Cirratuliformia - Siboglinidae

Orbiniidae

Phyllodocida

Eunicida

Errantia

Sipuncula e

Amphinomidae

Chaetopteridae

Magelonidae

Oweniidae ANN

Figura 1. (A) Arvore filogenética de Annelida (Weigert et al., 2014).
Diversidade de formas corporais dos grupos basais: (B) Sipuncula; (C)
Amphinomidae; (D) Chaetopteridae; (E) Magelonidae; (F) Owenidae. Fotos:
B, C, F (Weigert et al., 2014); D, E Carlos Sanchez Ortiz.
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A classe Polychaeta foi dividida tradicionalmente como Errantia e Sedentaria
(Quatrefages, 1866). Posteriormente, Rouse & Fauchald (1997) dividiram Polychaeta em
Scolecida e Palpata, sendo este ltimo dividido em Canalipalpata e Aciulata. Rouse & Pleijel
(2001) endossaram esta classificacdo, que tornou-se a mais utilizada. Devido a auséncia de
consenso, um consorcio de especialistas realizado por Ruggiero et al. (2015) reuniu
recentemente a classe Polychaeta em quatro subclasses: Errantia, Sedentaria, Echiura e uma
outra subclasse (ainda ndo noemada) a qual pertence a familia Nerillidae.

Os anelideos poliquetas compreendem cerca de 80 familias (Fauchald, 1977) e 12.000
espécies (Appeltans et al., 2012). Os poliquetas estdo presentes em substratos consolidados
(fundos duros) e inconsolidados (fundos moles), podendo ser sésseis, vageis, tubicolas ou
escavadores e exibem variados habitos reprodutivos (reproducdo assexuada ou sexuada com
larva bentdnica ou planctonica) (Amaral & Jablonksi, 2005). Eles podem ser detritivoros (que
podem ser depositivoros ou suspensivoros), carnivoros, herbivoros e onivoros quanto ao
habito ou dieta alimentar (Fauchald & Jumars, 1979). O grupo exerce papel-chave como
estruturadores do ecossistema aquatico, participando ativamente na bioturbacdo dos
sedimentos ou mesmo construcdo de novos ambientes (atraves da bioincrustacdo, por
exemplo) funcionando como espécies engenheiras (Knox, 1977; Woodin, 1981; Hutchings,
1998; Francois, 2002).

Poliquetas sdo considerados um dos principais recursos alimentares nos sistemas
aquaticos (e.g. Paiva & Silva, 1998) e na aquicultura de sistemas extensivos e semi-extensivos
(Junyi et al. 2007). Algumas espécies podem ser utilizadas como iscas na pesca esportiva e
comercial, como Hediste diversicolor (O.F. Miller, 1776) (Costa et al. 2006) e Marphysa sp.
(Kihia et al. 2015). No entanto, alguns poliquetas bioincrustantes podem ser economicamente
prejudiciais causando problemas relacionados a obstrucdo de tubulacBes e as superficies
submersas de navios, como espécies de Serpulidae, Sabellidae e Spionidae (Wong et al.,
2014). Alguns reconhecidamente invasores reportados para estuarios em diferentes partes do
mundo sdo Hydroides elegans (Haswell, 1883) e Ficopomatus enigmaticus (Fauvel, 1923)
(Katsanevakis et al., 2014; Lojen et al. 2014).

Os poliquetas sdo ainda amplamente utilizados para indicar graus de poluicdo
marinha, devido a sua sensibilidade as variacfes do meio e a sua expressiva abundancia (Santi
& Tavares, 2009; Omena et al., 2012) e vém sendo constantemente utilizados como
bioindicadores para avaliacdo de toxicidade ambiental como Platynereis dumerilli, (Audouin
& Milne Edwards, 1834) (Garcia-Alonso et al., 2014) e Hediste diversicolor (Cong et al.,
2014).
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TAXONOMIA DE POLYCHAETA: SERIA A MORFOLOGIA SUFICIENTE?

A morfologia de Polychaeta é bastante heterogénea e existem diferentes formas
corporais dependendo da familia. Simplificadamente, pode-se caracterizar os poliquetas com
um corpo dividido em trés regides: anterior - com prostomio e peristbmio, mediana ou tronco
- composta por segmentos homdnomos ou heterbnomos com expansdes carnosas laterais
denominadas de parapddios e posterior - com o pigidio. Esta caracterizacdo apresenta
inimeras variacoes nas diferentes familias de Polychaeta (Figuras 2-3).

A regido anterior corresponde a “cabe¢a” do taxon Polychaeta; que ¢ composta por
duas unidades pré-segmentos: prostémio e peristdbmio. O prostdmio é a regido com maior grau
de cefalizacdo podendo apresentar apéndices sensoriais como antenas, palpos, olhos (Figura
2A). Poliquetas sedentarios tubicolas apresentam menor grau de cefalizacdo e geralmente
apresentam estruturas como uma coroa radiolar (Figura 2B-C). O peristdmio ¢é a unidade que
envolve a boca, em algumas familias pode apresentar cirros (Figura 2A). Os parapddios
geralmente possuem feixes de cerdas quitinosas e apresentam lobos (apéndices parapodiais),
cirros (apéndices alongados que podem ser peristomiais, parapodiais e pigidiais) e branquias
(Figura 2D). O pigidio encontra-se na regido posterior do corpo, uma estrutura pos-segmentar,

onde se localiza o anus e frequentemente possui um ou dois cirros pigidiais.

A  palpo__ antena B
coroa
< . olho | g
cirros KL - radiolar
tentaculares

peristémig

parapodios—
Mg abddémen

C \ __ cirro dorsal
/\ —

s

peristomio

b8

cirro ventral

Figura 2. Principais caracteres morfologicos de Polychaeta. (A)
Nereididae, vista antero-dorsal; (B) Sabelidae, vista lateral; (C)
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Capitelidae, vista antero-lateral; (D) Polynoidae, parapodio, vista
transversal (copyright©LabPoly).

O parapodio é um carater que em Errantia geralmente é desenvolvido, com aciculas,
lobos e cirros (Figura 3B) e em Sedentaria, geralmente é reduzido, pode apresentar ou ndo
aciculas e possui poucas cerdas (Figura 3C). Existe uma enorme variedade de formas de
prostdmio (Figura 3D-G). Dentre as caracteristicas diagndsticas utilizadas em Polychaeta,
pode-se citar a forma e tipo de probdscide (Figura 3H-1), a organizacdo de aparato mandibular
(Figura 3J-K) e os tipos de cerdas (Figura 3L-T).

A despeito desta diversidade de caracteres, 0 uso da morfologia frequentemente nédo é
suficiente na distingdo das espécies de poliquetas. Assim, em Polychaeta encontramos muitos
casos de espécies cripticas. Quando duas ou mais espécies morfologicamente similares séo
erroneamente classificadas como uma unica, sdéo denominadas espécies cripticas (Bickford et
al., 2007). Nesse caso, a morfologia ndo é informativa o suficiente, mas dados moleculares
séo capazes de diferenciar as espécies (Nygren, 2013).

Muitas espécies cripticas de poliquetas tém sido reconhecidas através de dados
moleculares, por exemplo, Capitella capitata (Fabricius, 1780) (Grassle & Grassle, 1976),
Hediste japonica (lzuka, 1908) (Sato & Nakashima, 2003), Perinereis nuntia (Lamarck,
1818) (Glasby & Hsieh, 2006), Eurythoe complanata (Pallas, 1766) (Barroso et al., 2010) e
Eulalia viridis (Linnaeus, 1767) (Lobo et al., 2015). Geralmente essas especies exibem ampla
distribuicdo e parecem ser cosmopolitas, um status que tem sido considerado insustentavel,
visto que muitos estudos indicam que a maioria delas correspondem a complexos de espécies
(e.g. Bastrop et al., 1998; Bleidorn et al., 2006). Entretanto, também existem espécies de
poliquetas que sdo cosmopolitas e inclusive podem apresentar diferencas morfoldgicas em
diferentes populacbes, mas geneticamente representam uma Unica espécie coesa, COmMo é 0

caso de Hermodice carunculata (Ahrens et al., 2013).
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capilar; (N) Scalibregmatidae, cerda em forma de lira; (O), Eunicidae, cerda pectinada; (P)
Aphroditoidea, em forma de arpdo; (Q) Capitellidae, gancho encapuzado; (R) Serpullidae,
gancho avicular ou uncini; (S)Terebellidae, gancho avicular ou uncini; (T) Nereididae, cerda
composta falcigera. Esquemas: A (Thomson, 1916); B, G, T (Glasby, 1999), C-F e L-S
(Rouse & Pleijel, 2001); H (Taylor, 1984); | (Glasby et al., 2004); J (Carrera-Parra, 2001);K
(Paxton & Akesson, 2010).

DNA BARCODING: FERRAMENTA DE ACESSO A BIODIVERSIDADE

O termo DNA barcoding foi usado pela primeira vez por Arnot et al. (1993), porém a
consagracao da técnica foi dada por Hebert et al. (2003) ao propor o uso de uma sequéncia de
DNA padrao como uma “‘etiqueta” para proporcionar a identificagdo das espécies e aumentar
a velocidade da descoberta de novas espécies. De fato, a descricdo da diversidade molecular
através de “DNA barcoding” tém se mostrado util e vem sendo amplamente utilizada (Stockle
& Hebert, 2008; Bucklin et al., 2011).

A eficiéncia e acuracia da identificacdo, com base no DNA barcoding, dependem do
conhecimento das diferencas entre variagdes intraespecificas, interespecificas e geogréaficas
(Lou & Golding, 2012). A combinacdo de métodos morfologicos e moleculares torna o
barcoding uma poderosa ferramenta para uma identificacdo de espécies inequivoca (Bottger-
Schnack & Machida, 2011), além disso, dados sobre comportamento, ecologia e distribuicao
geogréfica das espécies devem ser considerados (Birky, 2007). O barcoding sustentaria a
mesma ideia Linneana de que as espécies existem como forma ideal, com minima variacdo
intraespecifica (Collevatti, 2011).

A regido de DNA escolhida para ser barcodes deve conter variabilidade e divergéncia
genéticas significativas em nivel de espécie, ser amplamente distribuida nos taxons, ser
passivel de sequenciamento com iniciadores universais e ser pequena o suficiente para ser
sequenciada facilmente (Kress & Erickson, 2008). A sequéncia do gene mitocondrial COI
(citocromo c oxidase subunidade I) com cerca de 658bp, que codifica uma das subunidades da
enzima citocromo ¢ oxidase da cadeia de transporte de elétrons, presumivelmente atende a
estes critérios e foi designado como DNA barcode (Hebert et al., 2003; Collevatti, 2011).

O genoma mitocondrial € um candidato melhor que o nuclear devido a auséncia de
introns, limitada recombinacdo e seu modo hapldide de heranca (Saccone et al. 1999).
Trabalhos filogenéticos tém usado genes mitocondriais (12S e 16S), mas seu uso para a
taxonomia é limitado pela prevaléncia de insercoes e delecdes que complicam grandemente o

alinhamento das sequéncias (Doyle, 2000).
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Figura 4. Esquema de genoma mitocondrial
animal com indicacdo da localizacdo do COI e
demais genes. Fonte: Adaptado de Schindel
(2007).

O COI apresenta vantagens como o fato de apresentar primers universais robustos e
parece possuir um alcance maior de sinal filogenético (Hebert et al., 2003). Além disso, a
evolucdo do COI é rapida o suficiente para permitir ndo sO a distin¢do entre espécies, mas
também de grupos filogenéticos dentro da mesma espécie (Cox & Hebert, 2001; Wares &
Cunningham, 2001). O COI é uma regido bem conservada e para que o barcoding seja
eficiente, a regido do gene sequenciado deve ser quase idéntica entre individuos da mesma
espécie, mas diferente entre as espécies (Carr et al., 2011). Os taxons podem ser identificados
através da identidade das sequéncias utilizando o conceito de MOTU (Molecular Operational
Taxonomic Units). A identidade da sequéncia ndo precisa corresponder a identidade do OTU
(Operational Taxonomic Units) que é medida por outros modelos, por exemplo, morfoldgicos.
Esta abordagem permite a atribuicdo de potenciais espécies para grupos que surgem a partir
de dados que indiquem divergéncia molecular permitindo assim testar grupos de espécies sob
varios cenarios (Costa et al., 2009).

A aplicacdo de DNA barcoding em organismos bentdnicos € uma area emergente e
tem sido usada principalmente em relacdo a taxonomia e identificacdo de invertebrados (Baird
& Sweeney, 2011). Em anelideos, o DNA barcoding foi estudado no intuito da criacdo de

bibliotecas locais (Lobo et al. 2015) para poliquetas de Portugal, como ferramenta de
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biomonitoramento com oligoquetas (Vivien et al., 2015) e da avaliagdo da qualidade dos
dados disponiveis e eficiéncia da ferramenta para anelideos (Kvist, 2014).

Entretanto, existem muitas fragilidades no uso dessa ferramenta. O DNA extraido de
material em colecOes de referéncia, muitas vezes esta em um estado altamente degradado e
nao é passivel de sequenciamento (Baird et al., 2011). A qualidade dos dados da sequéncia no
GenBank, EMBL (European Bioinformatics Institute), DDBJ (DNA Data Bank of Japan) nem
sempre € perfeita (Harris, 2003), quer como um resultado de erros de sequenciamento, de
identificacOes, contaminagdes ou problemas taxondmicos (Valentini et al., 2008). Uma das
principais condi¢Bes para um uso eficiente do barcode é a existéncia de um intervalo (barcode
gap) entre as distancias genéticas intra e interespecificas para uma delimitacéo satisfatoria das
espécies (Meyer, 2005). Valores de distancias genéticas abaixo de um determinado limiar
(valor de distancia que varia dependendo do taxon) sugerem uniformidade taxondmica,
enquanto que valores acima de um outro limiar indicariam distingdo taxondmica (Wiemers &
Fiedler 2007). Quando limiares se sobrepdem, a identificacdo por DNA barcoding pode gerar
erros e problemas na identificagdo (Kvist, 2014).

As vantagens do DNA barcoding podem ser uma ilusdo de melhoramento da
identificacdo, sendo considerada uma “inovagdo chique” (Collevatti, 2011) ou uma “distragio
tecnologica” perante o problema do impedimento taxondmico (Ebach et al. 2011). A solucéo
para esse problema seria investir em taxonomia, na capacitacdao profissional de especialistas,
infraestrutura e laboratorios, pois se a taxonomia alfa (que tem como base de estudo a
morfologia) fosse bem aplicada, esse tipo de tecnologia ndo seria necessaria (Collevatti, 2011;
Ebach et al., 2011).

A finalidade do DNA barcoding ndo é criticar os esfor¢cos taxondémicos nem para
substituir a taxonomia baseada na morfologia, mas potencializar a identificacdo da obtencéo
uma maior compreensdo da biodiversidade (Sweeney et al., 2011). Inclusive, a validade do
DNA barcoding depende do estabelecimento de sequéncias a partir de espécimes
taxonomicamente confirmados (Stoeckle & Hebert, 2008). Porém, para que isso seja bem
estabelecido, as sequéncias do DNA barcoding de espécimes de diferentes localidades
precisam ser determinadas e disponibilizadas. 1sso aumentaria 0 nUmero de espécies presentes
nos bancos de dados, assim como a representatividade geografica de espécies ja registradas e,
consequentemente, a precisdo da identificacdo (Bergsten et al., 2012).

Uma das propostas é a criacdo cuidadosa e metddica de uma biblioteca de DNA
barcoding em escalas locais, regionais e globais, conectando nomes lineanos e informagdes

ecoldgicas associadas com as sequéncias barcodes (Baird & Sweeney, 2011). Porém, para que
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os dados moleculares sejam Uteis na identificacdo é essencial que sequéncias de espécimes
corretamente identificados estejam disponiveis em bancos de dados, como BOLD (Barcode of
Life), “BrBOL- Brazilian Barcode of Life” e GenBank (NCBI). Além disso, os espécimes
utilizados para determinar as sequéncias devem ser depositados como espécimes-testemunho
em colecBes zoologicas publicas. No cumprimento desses esforcos, garante-se a
confiabilidade das sequéncias, a representatividade das cole¢bes zooldgicas e as informacdes
historicas sobre a biodiversidade.

ILHAS OCEANICAS E BIODIVERSIDADE

O conhecimento da biodiversidade marinha é um grande desafio, tendo em vista as
dificuldades encontradas na busca (amostragem) das espécies existentes nos ecossistemas
marinhos. Estima-se que aproximadamente, 91% das espécies marinhas ainda ndo s&o
conhecidas (Mora, 2011). Isso dificulta a determinacao de espécies ameacadas de exting¢do, de
padrdes de distribuicdo das espécies endémicas, bem como o entendimento da dindmica e
estrutura das comunidades e ecossistemas, refletindo na auséncia de planos de agédo para a
conservacdo de invertebrados marinhos benténicos (Poore & Wilson, 1993).

Dentre os ambientes marinhos, as ilhas oceanicas possuem caracteristicas peculiares
devido ao seu isolamento geografico que leva a alto grau de endemismo e até a manutencgéo
de espécies consideradas reliquias (Gillespie, 2007). Dessa maneira, estudos sobre a
diversidade destes locais sdo imprescindiveis para um conhecimento mais abrangente da
biodiversidade marinha e local, das dinamicas ecoldgicas e assim subsidiar planos de
conservacdo, manejo e exploracéo sustentavel de recursos eficientes.

O conhecimento sobre a biodiversidade de invertebrados marinhos bent6nicos na costa
do Brasil, permanece insatisfatorio (Amaral & Jablonski, 2005; Lana et al. 2009). Em relacao
aos poliquetas, sdo conhecidas cerca de 1.149 espécies, 434 géneros e 68 familias no Brasil
(Amaral et al., 2012) e a regido costeira das regides sul e sudeste possuem a melhor
prospeccdo (Lana et al., 2009). Quando se trata de ilhas oceanicas, 0 cenario é ainda mais
preocupante. O conhecimento sobre a biodiversidade marinha do ASPSP, Arquipélago de
Fernando de Noronha e Atol das Rocas, por exemplo, é escasso (Serafini et al., 2010).
Estudos com poliquetas provenientes do ASPSP, por exemplo, sdo representados apenas por
Barroso et al. (2010), Ahrens et al. (2013) e Magalhdes et al. (2014).

As ferramentas moleculares sdo muito Uteis em sistemas marinhos onde ndo ha uma
boa compreensdo dos limites da distribuicdo de espécies em larga escala (Carr et al., 2011) o

que se aplica muito bem no contexto de ilhas oceanicas. Bi6logos concordam que o0 oceano é
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conectado por correntes que carregam larvas e propagulos em longas distancias promovendo
fluxo génico (Miglietta et al., 2010). O uso de ferramentas moleculares tem auxiliado na
compreensdo da especiacdo e estrutura das populacGes frequentemente notando populagdes
geneticamente distintas (Miglietta et al., 2010).

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL
Aplicarr DNA barcoding como ferramenta de estudo da biodiversidade de anelideos

poliquetas no Arquipélago de Sao Pedro e Sao Paulo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar a eficiéncia da utilizagdo dos fragmentos de DNA mitocondrial citocromo ¢
oxidase subunidade 1 (COI) e 16S como sequéncias barcoding.
e Descrever a diversidade de poliquetas, atraves de identificacdo morfologica e
molecular (DNA barcoding) no Arquipélago de S&o Pedro e S&o Paulo.
e Verificar a existéncia de barcode gap em escala local usando os marcadores COI e
16S.

AREA DE ESTUDO

O ASPSP é o menor arquipélago oceanico brasileiro localizado no Atlantico Norte-
Equatorial (00°55°02"N; 29°20°42"W), distando 1.010 km da costa brasileira e 1.824 km da
costa africana (Figura 5A, B) (Campos et al., 2009). Esse arquipélago ¢ formado por 15
pequenas ilhas de rochas plutdnicas localizadas sobre a fratura tectdnica de Séo Paulo e
possui uma area total emersa de cerca de 13.000 m* (IBAMA, 2004; Motoki et al., 2009).

O ASPSP esté localizado na Zona de Convergéncia Intertropical (ZCIT), caracterizada
por apresentar ventos fracos, intensa cobertura de nuvens, elevada precipitacdo, baixa taxa de
evaporacdo e também sofre a acdo da Corrente Sul Equatorial durante todo o ano, com
velocidade aproximada de 20 cm/s e limite inferior em 200 m de profundidade (IBAMA,
2004). Essas caracteristicas influenciam o regime de chuvas na costa nordestina brasileira, o

que o leva a ser uma das areas com maior indice pluviométrico em todo o Oceano Atlantico e,
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consequentemente, com menor salinidade superficial (IBAMA, 2004; Campos et al., 2009).
Essa dindmica exerce forte influéncia no ciclo de vida de varias espécies migratorias, sendo
um local importante para o desenvolvimento de estudos de zoogeografia marinha (IBAMA,
2004; Campos et al., 2009).

O ASPSP é um dos cinco grupos de ilhas oceanicas brasileiras e esta localizado no
Nordeste do pais e apresenta caracteristicas distintas quanto a sua distdncia da costa,
geomorfologia e aspectos ambientais (Serafini et al., 2010). Devido ao seu pequeno tamanho
e isolamento, 0 ASPSP é de interesse histérico e biogeografico (Edwards & Lubbock, 1983a,
b). Tais fatores podem influenciar a diversidade de especies presentes, bem como a
conectividade das populac6es, por isso 0 ASPSP é um local importante para a compreensao
de padrdes globais da biodiversidade.

Na primeira metade do século XIX, o ASPSP foi visitado por Charles Darwin durante
0 Beagle Expedition e algumas décadas mais tarde pelo “HMS Challenger”, ao longo dos cem
anos seguintes apenas relatos cientificos eram esporadicamente notados. Alguns manuscritos
foram publicados como resultado da Expedicdo Cambridge em 1979 (Edwards & Lubbock,
1983a, b).

Em 1986, o governo brasileiro criou uma area de protecdo ambiental na qual incluia o
ASPSP juntamente com o Arquipélago de Fernando de Noronha e Atol das Rocas pelo
Decreto n° 92.755, de 05 de junho de 1986 (Brasil, 1986) e 12 anos depois houve a
implantacdo de uma estacdo cientifica, o que levou a intensificacdo das investigacOes
cientificas. Desde entdo, o conhecimento da biodiversidade e ecologia do ASPSP tem
aumentado (Hazin, 2009).
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Figura 5. Area de estudo. (A) Localizacio geografica do ASPSP; (B) Vista aérea do ASPSP;
(C) Vista subaquética do ASPSP, costédo rochoso; (D) Amostragem Polychaeta. Esquema A:
Adaptado de Gustavo Mattos, 2013; Fotografias: B (Adaptada de Google Images, 2014), C e
D (©Gustavo Mattos, 2013).

MATERIAL E METODOS

COLETA

Os poliquetas foram amostrados (SISBIO - numero da licenca: 23760-1) de duas
formas, através de mergulho: (1) busca e coleta de sedimento na profundidade de 8 a 10 m,
(18.vii.2013) e (2) raspagem na profundidade de 6 m (20.vii.2013) e 12 m (18.vii.2013)

(Figura 5C, D). Foram coletados poliquetas em substrato consolidado e inconsolidado, assim
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como de substratos biogénicos, como algas calcérias e corais. Esse procedimento permitiu
amostrar um maior nimero de habitats e gerar um levantamento representativo da diversidade
de poliquetas.

As amostras correspondentes ao estudo qualitativo foram triadas no campo, enquanto
que as amostras obtidas para estudo quantitativo foram triadas em laboratério. Ambas foram

fixadas e conservadas em etanol (92 a 96%).

ANALISES MORFOLOGICAS E MOLECULARES

Caracterizacao Morfoldgica
No Laboratério de Invertebrados (LABIN), Nucleo em Ecologia e Desenvolvimento

Sécio-Ambiental de Macaé (NUPEM), Universidade Federal do Rio de Janeiro, Campus
Professor Aloisio Teixeira (UFRJ-Macaé), os espécimes foram primeiramente identificados
ao menor nivel taxondmico possivel com base em caracteres morfologicos (em
morfoespécies’).

Para a identificacdo, 0s espécimes foram examinados através de microscopio
estereoscopico (Olympus SZX-16) e microscopio optico (Olympus CX31) e bibliografia
taxonémica especializada foi utilizada. As especies foram fotodocumentadas com auxilio de
estereomicroscopio Leica M205 A e software Leica Application Suite v.4.1.0., na Unidade
Integrada de Imagem do NUPEM. Os espécimes foram depositados na Colecdo Cientifica
Regional de Invertebrados (NPM-Pol - NUPEM/UFRJ-Macaé, RJ). Alguns taxons
permaneceram em morfoespécie, pois sua identificagdo em nivel de espécie nao foi possivel
devido ao estado de preservacdo do organismo (degradado). A decisdo taxonémica final das
espécies foi realizada apds analise dos dados moleculares.

No presente manuscrito, foi elaborada uma lista taxondmica com as espécies
identificadas. A lista foi organizada em ordem alfabética com as seguintes informacdes:
localidade tipo, material examinado, distribui¢do geogréafica e comentarios. Uma espécie nova
foi descrita. Os espécimes dos quais sequéncias foram obtidas, estdo destacados com o
simbolo ® indicando que se referem as sequéncias serdo registradas no GenBank e BOLD

para publicacdo da presente dissertacéo.

! Morfoespécie — espécies provisoriamente identificadas a partir da morfologia (em nivel especifico ou nao).
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Caracterizacao Genética
Extracdo, Amplificacdo e Sequenciamento do DNA
Para extracdo, amplificacdo e sequenciamento de DNA foram escolhidos no méaximo

trés exemplares de cada espécie identificada. Uma pequena amostra de tecido muscular foi
removida do lado ventral ou dorsal de um dos segmentos de cada espécime (preservado em
etanol). A remocdo dos tecidos foi realizada com material esterilizado (laminas, pincas e
bisturis). Antes de remover o tecido de cada espécime, os materiais eram limpos através de
imersdo em hipoclorito de sédio que degrada o DNA. O tecido foi separado para extracdo em
um microtubo de 1,5 ml e o restante do corpo do espécime foi separado em outro microtubo
adequado para depositar na colecdo cientifica (NPM-Pol). O DNA genémico foi extraido
através do kit de extracdo da Qiagen® (DNeasy tissue kit) seguindo as instrugcdes do
fabricante (Quiagen®, 2006).

Os marcadores moleculares utilizados foram os fragmentos mitocondriais COI e 16S.
O gene COI é utilizado como sequéncia barcoding para invertebrados pelo projeto “Barcode
of Life” (Hebert et al., 2003). A regido de 658 bp do COI foi empregada como barcode em
poliquetas por Carr et al. (2011) e Lobo et al. (2015) e oligoquetas por Vivien et al. (2015).
Trabalhos de filogenia geralmente usam o gene 16S por ser uma regido altamente conservada,
ja foi empregada para analisar a filogenia de Annelida por Struck (2007) e em poliquetas por
Struck et al. (2006), Bleidorn et al. (2009), Ruta et al. (2007) e Zanol et al. (2010).

A amplificacdo dos marcadores moleculares foi realizada por meio de técnicas de PCR
(reacdo em cadeia da polimerase) utilizando oligonucleotideos iniciadores (primers) e
parametros de reacOes utilizados em estudos anteriores (Folmer et al., 1994; Bleidorn &
Podsiadlowski, 2006; Struck, 2007; Zanol et al., 2010; Geller et al., 2013; Magalhées et al.,
2014). Foram utilizados dois conjuntos de primers para amplificar o fragmento de gene
mitocondrial COl e um conjunto para o 16S (Tabela 1).

Para 0 gene COl, as reacdes de PCR foram realizadas em 25 pL de solu¢do contendo
0,2 ul de Tag DNA Polymerase (5,0 U/ul) (Promega), 1,0 puL de aliquota de DNA (>), 7,05
uL de ddH,0, 2,5 pL de tampéo de reacdo (1X), 2,5 pL de MgCl;, (25 mM), 2,5 uL de dNTP
(2 mM), 3,75 uL de bovine serum alumine - BSA (10 mg/mL) 1,5 pL de cada
oligonucleotideo iniciador forward e reverse (10 pmol/uL). A ciclagem utilizada consistiu em
um ciclo de 1 min a 94°C, cinco ciclos de 30 s a 94°C, 1 min e 30 sa 45°C e 1 min a 72°C,
seguido de 45 ciclos de 30 s a 94°C, 1 mine 30 sa47°C e 1 min a 72°C, com extensdo final
de 5 min a 72°C.
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Para o gene 16S, as reacdes de PCR foram realizadas em 25 pL de solugéo contendo
0,2 pl de Tag DNA Polymerase (5,0 U/ul) (Promega), 2 uL de aliquota de DNA, 14,9 uL de
ddH,0, 2,5 pL de tampéo de reacdo (1X), 3,0 uL de MgCl; (25 mM), 0,5 pL de dNTP (2
mM), 1 pL de bovine serum alumine - BSA (10 mg/mL) 1 pL de cada oligonucleotideo
iniciador forward e reverse (10 pmol/pL). A ciclagem utilizada consistiu em um ciclo de 3
min a 94°C, 35 ciclos de 30s a 94°C, 30s a 48°C e 1 min e 30 s a 72°C, com extenséo final de
7 mina 72°C.

O resultado das reacdes foi verificado em géis de agarose 1%. Controles negativos e
positivos foram incluidos nas reacfes. Os produtos de PCR foram enviados, ndao purificados,
juntamente com os primers utilizados nas reagdes para processo de sequenciamento pela

empresa Macrogen® (Seul, Coreia do Sul).

Tabela 1 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificacdo do COl e

16S.
F?RslMER SEQUENCIA (5°-3%) DIRECAO REFERENCIA
col
LCO1490 GG TCA ACA AAT CAT AAAGAT ATT GG forward Folmer et al., 1994
HC02198 TGATTT TTT GGT CAC CCT GAAGTT TA  reverse Folmer et al., 1994
jgLCO1490  TIT CIACIA AYC AYA ARG AYATTG G foward Geller et al. 2013
jgHC02198  TAI ACY TCI GGR TGI CCR AAR AAY CA reverse Geller et al. 2013
16S
16SAN-R GCT TAC GCC GGT CTG AAC TCAG reverse Zanol et al., 2010
16SarL CGC CTG TTT ATC AAA AAC AT forward Palumbi et al., 1991

Anélise dos Dados
O numero de espécies foi determinado primeiramente através da morfologia, pelo

estudo das caracteristicas diagndsticas dos poliquetas e molecularmente, pela analise de
padrdes de divergéncia em COI e 16S para determinar o nimero de grupos de sequéncias.

As sequéncias de nucleotideos (COI e 16S) obtidas foram editadas usando Sequencher
versdo 4.1.4 (GeneCodes®, Ann Arbor, MI). Potenciais contaminantes bacterianos ou de
outra natureza (Siddall et al., 2009) foram controlados por uma busca BLASTNn dos genes
COl e 16S. No total duas sequéncias de 16S ndo correspondiam a Annelida (Hypsicomus sp. e
Polycirrus sp) e, portanto foram removidas do conjunto de dados deste estudo. Sequéncias de
espécies similares (a partir de 80% de semelhanca) ou da correspondente espécie foram

adicionadas ao conjunto de dados.
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O alinhamento das sequéncias foi realizado usando ClustalwW (Thompson et al., 1994)
com sequéncias de espécies proximas disponiveis na plataforma do GenBank® (NCBI). As
analises das sequéncias foram realizadas pelo método de agrupamento ‘“neighbor joining”
(NJ) no programa MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013) utilizando Kimura-2-parametros (K2P) de
Kimura (1980) para testar a eficacia de identificacdo das espécies sequenciadas utilizando
método de monofilia, que serviu como base para reconhecimento preliminar espécies
(Kimura, 1980; Tamura et al., 2011). Uma representacdo grafica da arvore de espécies de
poliquetas foi obtida a partir dessa analise, mostrando as sequéncias agrupadas por unidade
taxondmica operacional molecular (MOTUSs) ou espécies provisorias (Blaxter et al., 2005). A
variabilidade das distancias intraespecificas ndo ultrapassam a divergéncia de 3%, de acordo
os padrdes de variabilidade do COI conhecidos em poliquetas (Carr et al., 2011), portanto,
essa foi a divergéncia limiar intraespecifica considerada neste trabalho.

O marcador ideal para barcoding deve ser capaz de mostrar uma refinada distingéo
taxonémica de forma que os valores limiares de divergéncias intra- e interespecificas ndo se
sobreponham. Assim, o algoritmo do Automatic Barcode Gap Discovery - ABGD (Puillandre
et al., 2012) foi utilizado para identificar o “barcode gap” entre as distdncias intra- e
interespecificas e verificar a delimitacdo de espécies pelo agrupamento das sequéncias nas
instancias dos dois genes (COI e 16S).

Na base de dados do BOLD, ha um algoritmo que ordena as sequéncias em “cestos”,
BIN — Barcode Index Number (Ratnasingham & Hebert, 2013). Essa abordagem é semelhante
a das MOTUs agrupando as sequéncias que possuem grande probabilidade de serem da
mesma espécie em BINs (Ratnasingham & Hebert, 2013). No presente estudo, essa
ferramenta do BOLD foi utilizada, no ambito das sequéncias de COI, para verificar
congruéncias e incongruéncias entre os BINs existentes e as sequéncias de COI dos poliquetas
do ASPSP.

Para avaliar o grau de fiabilidade das identificacdes dos espécimes analisados foi
usado o sistema de classificacdo proposto por (Costa et al., 2012) para peixes, com 0 uso das
sequéncias compiladas em bases de dados publicas GenBank e BOLD. O método de Costa et
al. (2012) foi adaptado por Lobo et al. (2015) para poliquetas assumindo uma distancia
patristica maxima de 3%, segundo o padrao de divergéncias observado para esses organismos
por Carr et al., (2011) e Kvist (2014). Sendo assim, a distancia patristica maxima considerada
no presente estudo foi de 3%. O método de Costa et al. (2012) classifica as sequéncias

barcode em cinco niveis de fiabilidade taxon6mica:
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Nivel A - Concordancia externa: sequéncia agrupa com DNA barcodes da mesma
espécie disponiveis em bases de dados publicas (obtidos por outros investigadores em
projectos autdnomos), formando um clado monofilético com divergéncia patristica maxima de
3%);

Nivel B - Concordancia interna: sequéncia com correspondéncia interna apenas na
nossa biblioteca (pelo menos trés sequéncias), formando um clado monofilético com
divergéncia patristica maxima de 3%;

Nivel C - Concordancia sub-6tima: apesar de formarem um grupo monofilético,
apresentam divergéncia intraespecifica >3% (dentro da nossa biblioteca ou comparativamente
a sequéncias publicas);

Nivel D - Dados insuficientes: baixo namero de espécimes analisados (um ou dois);

Nivel E - DNA barcodes discordantes: DNA barcodes da espécie sob escrutinio
agrupam no mesmo clado com sequéncias de outras espéecies disponiveis em bases de dados

publicas (e.g. erro de morfo-identificagdo ou parafilia).

RESULTADOS & DISCUSSAO

ESTuDO TAXONOMICO
Um total de 1.012 individuos de poliquetas foi identificado, pertencendo a 13 familias,

24 géneros e 15 espécies provenientes do ASPSP, coletados em julho de 2013 (Anexo 1).
Chaetopteridae foi a familia mais abundante e Syllidae foi a familia com maior riqueza de
espécies. Chaetopterus capensis foi a espécie com maior abundancia. Uma espécie nova e
cinco novas ocorréncias para o Brasil e 12 para 0 ASPSP. A seguir, sdo apresentadas as 15

espécies encontradas, incluindo a descricdo da espécie nova.

AMPHINOMIDAE Lamarck, 1818
Eurythoe Kinberg, 1857
Eurythoe complanata (Pallas, 1776)

(Figura 6A — B)

Localidade tipo: Mar do Caribe, Oceano Atlantico.
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Material examinado: BRASIL: PE: ASPSPS, 0°55.1°N, 29°20.7°W, Barboza & Mattos col.,
Rannyele Ribeiro det., 8-10 m, 20.vii.2013, um ind., completo (NPM-Pol 922, ®); um ind.,
completo (NPM-Pol 923, ®); um ind., completo (NPM-Pol 924, ®); 10 inds., (NPM-Pol
1003); 12 m, 15 inds., 18.vii.2013 (NPM-Pol 1001).

Caracterizacdo morfolégica: Corpo alongado e achatado; prostdbmio com carincula
alongada que esta ligada até o terceiro setigero, mas se sobrepfe até o quarto setigero.
Branquias a partir do setigero quatro. Notocerda de trés tipos: ponta lisa, tipo arpdo com
serracBes recurvadas em um Unico lado e cerdas finas com um pequeno com uma pequena
proeminéncia e uma longa lamina delgada com muitas serracdes frageis; neurocerda de dois
tipos: furcada com garras lisas de tamanhos iguais e cerdas com pequena proeminéncia na

base e lamina longa. (Adaptado de Barroso & Paiva, 2007).

Distribuigdo: Oceano Atlantico: Bocas Del Toro, Caribe, Brasil (ASPSP, Atol das Rocas,
Arquipélago de Abrolhos), Arquipélago de Acores, Gold Coast, Australia, Atlit, Israel, Mar
Vermelho, Mocambique, Quénia, Baia da Ostra, Tanzania, Seicheles, Sri Lanka, Ilha de Séo

Tome — Oceano Pacifico: Ilha de Taboga (Barroso et al., 2010).

Ecologia: Eurythoe complanata ¢ popularmente conhecida como “verme-de-fogo” por expelir
suas cerdas juntamente com uma substancia urticante quando se sente ameacada, causando
assim alguns acidentes entre mergulhadores e banhistas (Amaral, 2008). Eurythoe complanata
possui ciclos anuais de reproducdo sexuada e assexuada; € encontrada em regides tropicais e
recifes de corais, ocupa o entremarés até 50 m de profundidade, tem habitos noturnos,
alimenta-se preferencialmente de organismos mortos (Amaral, 2008). A espécie foi usada

como indicador de contaminacao por metais pesados (Vazquez-Nufiez, 2007).

Comentarios: Os exemplares examinados neste estudo conferem com as descricdes de
Barroso & Paiva (2007) de espécimes provenientes do Atol das Rocas. Barroso et al. (2010)
concluiram que E. complanata corresponde a um complexo de trés espécies cripticas, duas do
Atlantico e uma do Pacifico, como provaveis consequéncias de especiacdo parapatrica
seguido de uma invasdo secundaria, ou mesmo uma especiacdo simpatrica nas ilhas do
Oceano Atlantico. O suposto cosmopolitismo da espécie seria um artefato taxonémico
(Barroso et al., 2010).
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Hermodice Kinberg, 1857
Hermodice carunculata (Pallas, 1776)
(Figura 6C)

Localidade tipo: Mar do Caribe, Oceano Atlantico.

Material examinado: BRASIL: PE: ASPSP, 0°55.1°N, 29°20.7°W, 20.vii.2013, Barboza &
Mattos col., Rannyele Ribeiro, det., 8-10 m, um ind., completo (NPM-Pol 929 ®); um ind.,
completo (NPM-Pol 930 ®); um ind., completo (NPM-Pol 931 ®); sete inds. (NPM-Pol 995).

Caracterizacdo morfoldgica: Corpo alongado e robusto; prostémio cercado pelo primeiro
setigero. Prostdmio com dois pares de olhos e antena mediana alinhada com o primeiro par de
olhos. Caruncula apresenta duas séries de seis a nove lobos foliaceos, cada série se estende
obliquamente para tras. Branquias ramificadas a partir do segundo setigero; cada parapddio
apresenta um cirro dorsal e um cirro ventral; cirros notopodiais biarticulados. Cerdas
neuropodiais com serracdes e notopodiais lisas e pontiagudas (Adaptado de Barroso & Paiva,
2007).

Distribuicdo: Oceano Atlantico: EUA (Sonnier Bank, Florida Keys, Flower Garden Banks,
Ilhas Virgens), México (Quintana Roo), Bahamas, Belize, Panama (Bocas del Toro), Caribe -
Holanda (Curacéo, no Caribe ) e Malta, Brasil (Atol das Rocas, ASPSP, Rio de Janeiro), Sdo
Tome, Greécia (Creta) (Ahrens et al. 2013).

Comentarios: Os espécimes do presente estudo sdo idénticos aos descritos por Barroso &
Paiva (2007) para o Atol das Rocas. A espécie esta normalmente associada a substrato duro,
quando viva possui dois padrdes de coloracao, vermelho e roxo, mas diferencas morfologicas
ndo existem diferencas morfoldgicas entre os espécimes com esses padrées de coloracao
(Barroso & Paiva, 2007). As populacbes de H. carunculata sdo geneticamente as mais

isoladas da costa brasileira, segundo Ahrens et al. (2013).

Linopherus Quatrefages, 1865
Linopherus canariensis Langerhans, 1881
(Figura 6D — E)
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Localidade tipo: Ilhas Canérias, Espanha.

Material examinado: BRASIL: PE: ASPSP, 0°55.1°N, 29°20.7°W, Barboza & Mattos col.,
Rannyele Ribeiro det., 8-10 m, 20.vii.2013, um ind., incompleto (NPM-Pol 926 ®); um ind.,
incompleto (NPM-Pol 932 ®); um ind., incompleto (NPM-Pol 933 ®); 18.vii.2013, 12 m, oito
inds. (NPM-Pol 1007); 6 m, sete inds. (NPM-Pol 1008).

Caracterizacdo morfoldgica: Prostdbmio com lobo anterior e posterior, sendo o posterior
expandido, redondo e maior que o posterior. Lobo anterior, com antenas laterais ligeiramente
bi-articuladas, localizado anteriormente e um par de palpos ligeiramente bi-articulado
localizado latero-posteriormente; dois pares de olhos arredondados, par anterior maior.
Antena mediana menor do que as laterais, localizadas entre o segundo par de olhos.
Desprovido de cartncula. Parapddios birremes. Branquias presentes nos setigeros 3-7, cada

branquia com 3-6 filamentos. (Adaptado de Barroso & Paiva, 2007).

Distribuicdo: Oceano Atlantico: Atol das Rocas, Brasil (Barroso & Paiva, 2007),
Mediterraneo (Cosentino & Giacobbe, 2011).

Ecologia: Linopherus canariensis € considerado um potencial invasor de ambientes

impactados a partir de estudo em um lago no Mediterraneo (Cosentino, 2011).

Comentarios: Os exemplares do presente estudo conferem com a descricdo original de
Linopherus canariensis (Langerhans, 1881). Os espécimes apresentam caracteristicas
idénticas aos descritos por Barroso & Paiva (2007) para o Atol das Rocas e por Cosentino &
Giacobbe (2011) para o Lago do Faro, Mediterraneo. No presente estudo, as articulaces do
par de antenas laterais e palpos foram observados em todos os individuos. Em contraste,
Barroso & Paiva (2007), observaram individuos sem essas articulacdes nas antenas laterais.
Outros tipos de variacdo morfolégica foram observadas em Linopherus canariensis, como o
namero de branquias (Consentino & Giacobbe, 2011), onde espécimes cultivados em
substrato artificial apresentaram variacdo quanto ao numero de pares de branguias e no
tamanho do corpo conforme o tipo de ambiente. O género Linopherus Quatrefages, 1866 foi
considerado sindnimo junior de Pseudoeurythoe Fauvel, 1932 por Fauchald (1977) baseado

no principio da prioridade. Quatrefages (1866) ndo deixa clara a presenca ou ndo da
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carlncula, portanto a validade do género ainda é discutida. Os especimes de Linopherus

canariensis do ASPSP ndo apresentam carincula.

Figura 6. Eurythoe complanata. (A) prostdmio, vista dorsal; (B) pigidio, vista dorsal. (C)
Hermodice carunculata. (C) corpo, vista dorsal. Linopherus canariensis.(D) prostémio, vista
dorsal ; (E) pigidio, vista dorsal.

CHAETOPTERIDAE Audouin & Milne Edwards, 1833
Chaetopterus Cuvier, 1830

Chaetopterus capensis Stimpson, 1856
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(Figura 7A - B)

Localidade tipo: Cabo da Boa Esperanca, Oceano Atlantico, Africa do Sul.

Material examinado: BRASIL: PE: ASPSP, 0°55.1°N, 29°20.7°W, Barboza & Mattos col.,
Rannyele Ribeiro, det., 8-10 m. 20.vii.2013, um ind., incompleto, (NPM-Pol 915 ®); um ind.,
incompleto (NPM-Pol 916 ®); um ind., incompleto (NPM-Pol 917 ®); 62 inds. (NPM-Pol
997); 12 m, 207 inds. (NPM-Pol 996).

Caracterizacao morfoldgica: Corpo pequeno e curto, com até 30 segmentos. Prostdmio com
olhos diminutos de cor marrom. Regido A anterior com nove segmentos. Cerdas modificadas
truncadas no setigero quatro. Primeiros oito segmentos providos de cerdas lanceoladas.
Estrutura branca transversal separando setigeros e area ventral da regido B ou regido
glandular. Regido C com 10-15 segmentos, com notopodio estendido e neuropodio bilobado.
Grande lobo ventral com uncini providos de grande nimero de dentes. Tubo de areia em
forma de U achatado coberto de areia. (Adaptado de Stimpson, 1856; Nishi, 2001).

Distribuicdo: Oceano Atlantico: Cabo da Boa Esperanca (Stimpson, 1856); Africa do Sul
(Day, 1967). — Oceano Indico: Africa do Sul (Nishi, 2001). Primeiro registro para o Brasil.

Comentarios: Os espécimes de Chaetopterus capensis do ASPSP conferem com a descricao
original (Stimpson, 1856). Nishi (2001) descreveu que a regido A de Chaetopterus capensis €
longa e estreita, nem todos os espécimes do presente estudo se apresentaram assim, em alguns
espécimes a regido A possui largura semelhante ao resto do corpo e em outros exemplares até
um pouco mais larga.
Phyllochaetopterus Grube, 1863
Phyllochaetopterus gracilis Grube, 1863
(Figura7C — F)

Localidade tipo: Crivizza, Mar Adriatico, Oceano Atlantico.

Material examinado: BRASIL: PE: ASPSP, 0°55.1°N, 29°20.7°W, Barboza & Mattos col.,
Rannyele Ribeiro det., 8-10m, 20.vii.2013, um ind., incompleto (NPM-Pol 918 ®); um ind.,
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incompleto (NPM-Pol 919 ®); um ind., incompleto (NPM-Pol 920 ®); 62 inds. (NPM-Pol
1009); 6 m, 24 inds. (NPM-Pol 1010).

Caracterizacdo morfoldgica: Corpo largo e achatado anteriormente com trés regibes bem
distintas. Prostdmio piriforme com dois pares de palpos um longo e um curto. Regido A com
oito a 10 setigeros, neuropddio dotado de cerdas lanceoladas ou falciformes dispostas em
séries transversais. Trés pares de cerdas no setigero quatro; uncinus com oito dentes na regiao
posterior. (Adaptado de Grube, 1863; Fauvel, 1927).

Distribuicdo: Oceano Atlantico: Espanha (llhas Canérias, Cabo Finisterra) (Fauvel, 1927),
Mar Adriatico (Crivizza) (Grube, 1863).

Ecologia: Phyllochaetopterus gracilis possui tubo incrustado de areia e € reportado em

substrato duro, esponjas e algas calcarias (Fauvel, 1927).

Comentarios: Os espéecimes do presente estudo sdo idénticos aos da descricdo original de
Grube (1863) e descricédo de Fauvel (1927).

CIRRATULIDAE Carus, 1863
Timarete punctata (Grube, 1859)
(Figura 7G — H)

Localidade tipo: Ilhas Virgens, EUA, Oceano Atlantico.

Material examinado: BRASIL: PE: ASPSP, 0°55.1°’N, 29°20.7°W, um ind., 20.vii.2013,
Barboza & Mattos, 8-10m, 20.vii.2013, 90 ind. (NPM-Pol 921); 6 m, 12 inds. (NPM-Pol
955); 37 inds. (NPM-Pol 1000); trés inds. (NPM-Pol 1011).

Caracterizacdo morfologica: Corpo alongado e engrossado com segmentos curtos.
Prostdmio triangular, pontiagudo, mais largo que longo. Cirros tentaculares nos setigeros trés
e quatro, formando dois grupos distintos, cada um com cinco cirros por segmento. Branquias
presentes a partir do primeiro setigero e localizadas somente na regido dorsal do notopddio do
primeiro ao 12° setigero, em seguida, as branquias mudam para a linha média dorsal do

notopddio. Notopddio amplamente afastado do neuropddio, mas ambos pouco desenvolvidos.
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Cerdas capilares presentes no noto e neuropddio de cada setigero. Spines aciculares presentes
no notopodio do setigero oito e no neuropddio do setigero seis. Pigidio triangular com
abertura anal dorsal. (Adaptado de Cinar, 2007).

Distribuicgdo:) — Oceano Atlantico: Ilhas Virgens, EUA (Grube, 1859); Venezuela (Diaz-Diaz
& Lifero-Arana, 2004); Brasil (Magalh&es et al., 2014); Alemanha (Weidhase et al., 2015);
Tobago, Turquia (Cinar, 2007) — Oceano Indico: Africa do Sul (Natal), Madagascar (Day,
1962). — Oceano Pacifico: Havai (Hartman, 1966).

Comentérios: A redescricdo de Timarete punctata realizada por Cinar (2007) se enquadra
aos espécimes do ASPSP. A descricdo original de Timarete punctata € escasssa em
informacGes taxondmicas e enfatiza os padrbes de coloracdo (Cinar, 2007). Além disso, 0s
espécimes sdo similares aos descritos por Magalhdes et al. (2014) encontrados também no
ASPSP, Atol das Rocas e na costa da Bahia. Alguns espécimes do presente estudo
apresentaram um par de cirros tentaculares, provavelmente, esses espécimes estavam em
regeneracao anterior. O estudo de Weidhase et al. (2015) com Timarete punctata mostra que
quando ocorre a regeneracdo anterior, um primeiro par de cirros tentaculares é regenerado no
terceiro setigero, e apos alguns dias 0s demais cirros tentaculares sdo regenerados no terceiro
e quarto setigeros. Segundo Magalhées et al. (2014), T. punctata corresponde a um complexo
de espécies visto que é registrado ao longo dos oceanos Atlantico, indico e Pacifico. Analises
moleculares sugerem que o material do Caribe e do Atlantico Sul correspondem a espécies
distintas (Magalhaes et al., 2014).
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Figura 7. Chaetopterus capensis: corpo inteiro, vista dorso-lateral (A); regido anterior, vista
dorso-lateral, seta indicando as cerdas truncadas de coloragdo ambar no setigero quatro (B).
Phyllochaetopterus gracilis: regido anterior de individuo dentro de tubo, vista dorsal (C);
regido anterior, vista dorsal (D); regido anterior, vista lateral, seta indicando as cerdas
truncadas do setigero quatro (E); pigidio, vista dorso-lateral (F). Timarete punctata: regido
anterior, vista lateral (G); pigidio, vista lateral (H).

EUNICIDAE Berthold, 1827
Eunice Cuvier, 1817
Eunice gagzoi Augener, 1922
(Figura8A - C)

Localidade tipo: Ilhas Virgens, Haiti, Colémbia, Oceano Atlantico.

Material examinado: BRASIL: PE: ASPSP, 0°55.1°N, 29°20.7°W, Barboza & Mattos col.,
Rannyele Ribeiro, det., 20.vii.2013, um ind., incompleto (NPM-Pol 904 ®); um ind.,
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Incompleto (NPM-Pol 905 ®); um ind., completo (NPM-Pol 911 ®); 6 m, um ind. (NPM-Pol
945).

Caracterizacdo: Prostobmio globular tdo longo quanto largo; peristomio mais curto que o
prostdmio; todos os parapodios bem desenvolvidos, mas os anteriores sao maiores que 0S
anteriores; cerdas limbadas, dois tipo de cerdas em especializadas em ganchos: ganchos
encapuzados compostos multidentados a partir do primeiro setigero até o quinto ou 16°;
ganchos simples multidentados a partir dos setigeros 6-17; acicula amarela; aparato maxilar
com cinco pares de maxilas; maxila 11 com cinco dentes, maxila MIV bidentada; pigidio com

dois pares de cirros anais de tamanhos iguais. (Adaptado de Carrerra-Parra, 2001).

Distribuicdo: Oceano Atlantico: Ilhas Virgens, Haiti, Coldombia (Augener, 1922); EUA,
México (Carrera-Parra, 2015). Primeiro registro para o Brasil.

Comentarios: Os espécimes do ASPSP s&o similares aos da descri¢éo original de Augener
(1922). Esta espécie se assemelha muito a Nicidion cariboea (Grube, 1856), descrita
originalmente como Eunice cariboea, inclusive foi considerada um sinénimo janior de E.
cariboea por Hartman (1959). As diferencas entre as duas espécies sd@o principalmente os
ganchos subaciculares, cerdas pectinadas, aciculas e formato do prostomio e peristomio e os
espécimes de ASPSP conferem com as caracteristicas descritas para Eunice gagzoi.
Recentemente, com auxilio de dados moleculares (COIl e 16S), Zanol et al. (2014),
constataram que varias especies do género Eunice foram agrupadas no género Nicidion, como
E. cariboea, que agora tem como nome valido Nicidion cariboea. O género Nicidion foi

originalmente descrito por Kinberg (1865) como um subgénero de Eunice sem branquias.

LUMBRINERIDAE Schmarda, 1861
Lumbrineris Blainville, 1828
Lumbrineris perkinsi Carrera-Parra, 2001
Figura (Figura 8D — E)

Localidade tipo: Golfo do México, Caribe Mexicano, Cuba, Republica Dominicana,

Pequenas Antilhas, Oceano Atlantico.
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Material examinado: BRASIL: PE: ASPSP, 0°55.1°N, 29°20.7°W, , Barboza & Mattos col,
Rannyele Ribeiro, 20.vii.2013, um ind., incompleto (NPM-Pol 909 ®); um ind., incompleto
(NPM-Pol 962 ®); um ind., incompleto (NPM-Pol 967 ®).

Caracterizacdo: Prostomio globular tdo longo quanto largo. Peristbmio mais curto que o
prostdmio. Todos os parapddios bem desenvolvidos, mas os anteriores sao maiores que 0S
anteriores. Cerdas limbadas, dois tipo de cerdas em especializadas em ganchos: ganchos
encapuzados compostos multidentados a partir do primeiro setigero até o quinto ou 16°.
Ganchos simples multidentados a partir dos setigeros 6-17. Acicula amarela. Aparato maxilar
com cinco pares de maxilas. Maxila 1l com cinco dentes, maxila MIV bidentada. Pigidio com
dois pares de cirros anais de tamanhos iguais. (Adaptado de Carrerra-Parra, 2001).

Distribuigdo: Oceano Atlantico: Golfo do México, Caribe Mexicano, Cuba, Republica
Dominicana, Pequenas Antilhas (Carrera-Parra, 2001); Turquia, Mediterraneo (Cinar, 2009);

Grécia, Mediterraneo (Zenetos et al., 2011). Primeiro registro para o Brasil.

Comentarios: Os espécimes do ASPSP conferem com a descrigdo original de Carrera-Parra
(2001), exceto pela posicdo das cerdas compostas multidentadas que véo até o setigero 20,
variacdo observada anteriormente por Cinar (2009). Além disso, nos parapddios passa a

ocorrer somente cerdas simples bidentadas a partir do setigero 21.

ORBINIIDAE Hartman, 1942
Proscoloplos Day, 1954
Proscoloplos cygnochaetus Day, 1954
(Figura 8F — G)

Localidade tipo: Arquipélago de Tristdo da Cunha, Oceano Atlantico.

Material examinado: BRASIL: PE: ASPSPASPSP, 0°55.1’N, 29°20.7’W, Barboza &
Mattos, Rannyele Ribeiro det., 12 m, 18.vii.2013, um ind. (NPM-Pol 951 ®), 8-10 m,
20.vii.2013; um ind. (NPM-Pol 910 ®); um ind. (NPM-Pol 938 ®); trés inds. (NPM-Pol
1018); 6 m, 20.vii.2013, trés inds. (NPM-Pol 1017).

Caracterizacao: Prostdbmio redondo. Dois primeiros segmentos aquetos. Parapddios todos

similares, cada notopddio consiste em um lobo pds-setal digitiforme com poucas capilares
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crenuladas. Branquias fusiformes robustas comecando a partir do oitavo setigero.
Neuropddios similares aos notopddios. Neurocerdas incluem poucas cerdas capilares.
(Adaptado de Day, 1967).

Distribuicdo: Oceano Atlantico: Arquipélago de Tristdo da Cunha (Day, 1954); Africa do Sul
(Day, 1967); Franga (Meyer et al., 2008). — Oceano Pacifico: Australia (Meyer et al., 2008).
Primeiro registro para o Brasil.

Comentarios: Proscoloplos cygnochaetus do ASPSP confere com a descricdo original de
Day (1967). Ha outras duas espécies conhecidas para este genéro: Proscoloplos bondi Kelaher
& Rouse, 2003, descrita para a Australia e Proscoloplos confusus Hartmann-Schréder, 1962,
para o Chile. Ambas as espécies foram caracterizadas como sindnimos janior de P.
cygnochaetus por Meyer et al. (2008). A partir da observacdo dos caracteres morfolégicos,
como cerdas, branquias, lobos, primeiro segmento em que a branquia surge e caracteres
moleculares - genes ITS1 e ITS2, Meyer et al. (2008) ndo encontraram diferencas
convincentes para dar suporte a separacao entre os clados em Proscoloplos. Portanto,
Proscoloplos seria um género monoespecifico (Meyer et al., 2008). Os exemplares de ASPSP
apresentam o surgimento das branquias no sexto setigero, como descrito por Day (1954).
Estudos mostraram que a posicdo do aparecimento das bradnquias em Proscoloplos

cygnochaetus pode resultar de regeneracdo (Meyer et al. 2008).
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Figura 8. Eunice gagzoi. (A) regido anterior, vista dorsal; (B) aparato maxilar, vista ventral,
(C) pigidio, vista lateral (D). Lumbrineris perkinsi. corpo inteiro, vista lateral; (E) aparato
maxilar, vista ventral (F). Proscoloplos cygnochaetus. regido anterior, vista dorso-lateral; (G)
pigidio, vista dorsal.
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SYLLIDAE Grube, 1850
Opisthosyllis Langerhans, 1879
Opisthosyllis brunnea Langerhans, 1879
(Figura 9A - B)

Localidade tipo: Ilha de Madeira, Portugal, Oceano Atlantico.

Material examinado: BRASIL: PE: ASPSP, 0°55.1°N, 29°20.7°W, Barboza & Mattos col.,
Rannyele Ribeiro det., 18.vii.2013, 12 m, 57 inds. (NPM-Pol 1022 ®); 20.vii.2013, 8-10 m,
um ind., incompleto (NPM-Pol 968 ®); um ind., incompleto (NPM-Pol 969 ®); um ind.,
incompleto (NPM-Pol 979); dois inds. (NPM-Pol 1020); dois inds. (NPM-Pol 1021).

Caracterizacao: Prostdmio pequeno e redondo, coberto na metade posterior por um capuz
nucal. Palpos maiores que o prostomio; trés antenas moniliformes; antena central maior que o
prostbmio mais os palpos, inserida entre os olhos posteriores. Cirros dorsais presentes em
todos os setigeros, inseridos em um espesso cirréforo. Cirros ventrais curtos digitiformes.
Parapddios anteriores com cerdas compostas heterogonfas providas de espinhas e articulo
curto. Parapodios medianos com cerdas compostas de mango engrossado e as vezes ponta
bifida, com articulos curtos. Parapddios posteriores com cerdas compostas semelhantes as da
regido mediana, entretanto mais engrossadas e articulo claramente unidentado. Uma cerda
simples dorsal em cada parapddio da regido anteior. Cerdas simples ventrais sigmoides e com
espinhas curtas nos parapddios posteriores; aciculas com ponta arredondada e oca. Faringe
com uma coroa de papilas na embocadura e um dente situado retrasado (Adaptado de San
Martin, 2003; Langerhans, 1879).

Distribuicdo: Oceano Atlantico: Ilha de Madeira, Mediterraneo (Langerhans, 1879); Espanha
(San Martin, 2003); Africa do Sul (Day, 1967); Brasil (Fukuda, 2010). — Oceano indico:
Austrélia (San Martin et al., 2008); Mocambique; Africa do Sul (Day, 1967).

Comentarios: Nao foram encontradas diferencas morfoldgicas entre os exemplares de
Opisthosyllis brunnea do ASPSP com os espécimes-tipo descritos para Peninsula Ibérica por
San Martin (2003).
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Opisthosyllis viridis Langerhans, 1879
(Figura 9C — D)

Localidade tipo: Ilha da Madeira, Portugal, Oceano Atlantico.

Material examinado: BRASIL: PE: ASPSP, 0°55.1°N, 29°20.7°W, Barboza & Mattos col.,
Rannyele Ribeiro det., 20.vii.2013, 6 m, um ind., incompleto (NPM-Pol 988 ®); um ind.,
incompleto (NPM-Pol 989 ®); um ind., incompleto (NPM-Pol 990 ®); um ind., completo
(NPM-Pol 1023).

Caracterizacdo: Corpo ventralmente liso e dorsalmente recoberto por numerosas papilas
pequenas e redondas. Prostdmio oval a retangular com antena central inserida na parte
posterior do prostdomio e antenas laterais inseridas proximo a margem anterior do prostémio.
Peristbmio mais curto do que os setigeros anteriores. Cirros dorsais com alternancia de
comprimento ao longo do corpo; cirros ventrais digitiformes. Parapodios anteriores e
medianos com falcigeras com laminas geralmente sub-bidentadas, com espinha subdistal mais
robusta. Lamina com sutil gradacdo dorso-ventral e antero-posterior. Cerdas simples dorsais
presentes ligeiramente espinuladas, distalmente bifida. Cerdas simples ventrais presentes
apenas nos ultimos parapodios, sigmdides, ligeiramente espinuladas subdistalmente e
bidentadas, com dente distal maior do que o subdistal. Parapodios anteriores com até trés
aciculas cada, distalmente recurvadas, obliquas, uma das quais com extremidade ligeiramente
inflada. Parapddios posteriores com uma acicula cada, ligeiramente inflada distalmente de
forma irregular, pigidio com cirros anais com 15-17 articulos. Faringe larga, estendendo-se
por cerca de 10 segmentos. Proventriculo ocupando cerca de 10-11 segmentos, com cerca de
50 fileiras musculares e dente conico posicionado na parte posterior. (Adaptado de
Langerhans, 1879; Fukuda, 2010).

Distribuicdo: — Oceano Atlantico: llha da Madeira (Langerhans, 1879); Brasil (Fukuda,
2010). — Oceano indico: Austrélia (San Martin et al. 2008). — Oceano Pacifico: Coréia do Sul
e Japdo (Lee & Rho, 1994).

Comentarios: Os exemplares do ASPSP conferem com a descri¢do original de Langerhans
(1879). Alguns exemplares do ASPSP apresentaram I6bulo nucal, embora pouco

desenvolvido. A auséncia de l6bulo nucal em O. viridis, como descrito por Fukuda (2010), é
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um caréater bastante varidvel. Um exemplar exibiu regeneracdo da parte anterior (Figura 9D).

A regeneracdo anterior € comumente encontrada em silideos (Okada, 1929).

Syllis Savigny in Lamarck, 1818
Syllis alternata Moore, 1908

(Figura 9E — F)

Localidade tipo: Alasca, EUA, Oceano Pacifico.

Material examinado: BRASIL: PE: ASPSP, 0°55.1°N, 29°20.7°W, Barboza & Mattos col.,
Rannyele Ribeiro det., 20.vii.2013, 6 m, um ind., incompleto (NPM-Pol 980 ®); um ind.,
incompleto (NPM-Pol 981 ®); um ind., incompleto (NPM-Pol 983 ®); sete inds. (NPM-Pol
1025); 8-10 m, quatro inds. (NPM-Pol 1026).

Caracterizacdo: Prostdmio semicircular a subpentagonal com quatro olhos pequenos em
trapézio aberto, podendo apresentar um par de manchas oculares diminutas, palpos grandes e
robustos, maiores que o prostomio. Parapodios anteriores com 15-20 cerdas falcigeras
bidentadas com dente subsdistal muito fino e gradacdo dorsoventral na longitude, o nimero
de cerdas falcigeras diminui em direcdo a regido posterior. Parapodios posteriores com cerda
simples capilar dorsal, fina e longa com dente subdistal pequeno e espinhas curtas, cerdas
simples ventrais mais grossas, fortemente bidentadas. Ate sete aciculas por parapdédio na
regido anterior, na regido posterior uma acicula grossa com a ponta reta que sobressai o I6bulo
parapodial. Proventriculo através de 11 segmentos, 60 fileiras musculares. (Adaptado de
Moore, 1908; San Martin, 2003).

Distribuicdo: Oceano Pacifico: Alaska (Moore, 1908); EUA, Panaméa (San Martin, 992). —
Oceano Atlantico: Cuba (San Martin, 1992); Peninsula Ibérica (San Martin, 2003);
Mediterraneo (Cinar, 1999). Primeiro registro para o Brasil.

Ecologia: Syllis alternata € comum em concrecdes calcarias e corais.

Comentarios: Os exemplares do ASPSP compartilham as caracteristicas dos espécimes tipo

descritos por Moore (1908). Syllis alternata é muito similar a Syllis variegata Grube, 1860,
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entretanto esta apresenta coloracdo em forma de oito horizontal (coloracéo tipo-variegata) na

superficie dorsal. Outra diferenca é a cor da acicula nos parapodios posteriores, em Syllis

variegata é geralmente escura.

Figura 9. Opisthosyllis brunnea: regido anterior, vista dorsal, seta indicando o capuz nucal
(A); pigidio, vista ventral (B). Opisthosyllis viridis: regido anterior, vista dorsal (C); regido
anterior de individuo regenerando parte anterior, vista dorsal (D). Syllis alternata: regido
anterior, vista dorsal (E); pigidio, vista ventral (F).

Syllis garciai (Campoy, 1982)
(Figura 10A — B)

Localidade tipo: Peninsula Ibérica, Oceano Atlantico.

Material examinado: BRASIL: PE: ASPSP, 0°55.1°N, 29°20.7°W, Barboza & Mattos col.,
Rannyele Ribeiro; 20.vii.2013, 8-10 m, um ind., incompleto (NPM-Pol 963 ®); um ind.,
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incompleto (NPM-Pol 982 ®); um ind., incompleto (NPM-Pol 986 ®); um ind., incompleto
(NPM-Pol 1027); 6 m, 14 inds. (NPM-Pol 1028).

Caracterizacdo: Prostobmio subpentagonal e ovalado com quarto olhos e duas manchas
ocelares anteriores. Cirros dorsais do primeiro setigero maiores que 0s seguintes. Cerdas
falcigeras com articulos dotados de grandes espinhos na margem, em especial na parte distal,
chegam a ultrapassar o nivel do dente subdistal. Parapddios anteriores com uma a trés cerdas
pseudoespinigeras. Uma cerda simples ventral nos parapddios posteriores curvada, bidentada
com ambos os dentes de tamanho similar. (Adaptado de San Martin, 2003).

Distribuicdo: Oceano Atlantico: Peninsula Ibérica (Campoy, 1982; San Martin 2003);
Venezuela (San Martin & Bone, 2001); Cabo Verde (Lopez & San Martin, 1994); Brasil
(Gomes, 2006). — Oceano Pacifico: Panama (Capa et al., 2001); México (Orepeza et al.,
2012).

Comentarios: Syllis garciai do presente estudo compartilna as mesmas caracteristicas da

redescricdo da espécie por San Martin (2003).

Syllis gracilis Grube, 1840
(Figura 10C — D)

Localidade tipo: Golfo de Naples, Italia, Mar Mediterraneo, Oceano Atlantico.

Material examinado: BRASIL: PE: ASPSP, 0°55.1°N, 29°20.7°W, Barboza & Mattos col.,
Rannyele Ribeiro det., 20.vii.2013, 8-10 m, um ind. (NPM-Pol 964 ®); 6 m, um ind. (NPM-
Pol 984 ®); um ind. (NPM-Pol 985 ®); um ind. (NPM-Pol 1029); um ind. (NPM-Pol 1030).

Diagnose: Prostomio ovalado, com quatro olhos disposto em trapézio muito aberto.
Parapddios anteriores cada um com nove cerdas compostas de articulacdo heterogonfa e com
espinhas curtas e articulos falcigeros claramente bidentados com o dente subdistal mais curto
e fino que o distal. A partir dos segmentos proventriculares o nimero de cerdas se reduz, se
fusionam o articulo e a haste das cerdas e estas tendem a se engrossar formando cerdas muito
grossas e bifurcadas na extremidade (cerdas ipsiloides). Nos parapddios posteriores, cerdas

semelhantes a dos parapddios anteriores aparecem novamente, entretanto, mais curtas e finas,
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as cerdas ipsiloides desaparecem. Cerdas simples aparecem nos parapOdios posteriores, a
dorsal muito fina e curta e a ventral bidentada quase lisa e um pouco mais grossa que a dorsal.
Até quatro ou cinco aciculas por parap6dio na regido anterior, decrescendo para uma com
ponta redonda, grossa e uma projecdo obliquamente inserida, em direcdo aos parapddios
posteriores. Proventriculo com 40 filas musculares, passando por 13 segmentos. (Adaptado de
San Martin 2003).

Distribuicdo: Oceano Atlantico: Venezuela (San Martin & Bone, 2001); Brasil (Fukuda,
2010). — Oceano Pacifico: Panamé (Capa et al., 2001).

Comentarios: Néo foi encontrada diferenca entre S. gracilis do ASPSP e a descrigdo original
da espécie feita por Grube (1840), também a redescricdo de San Martin (2003) corrobora para
a identificacdo desta espécie. A espécie € considerada cosmopolita em mares temperados e

tropicais (Capa et al. 2001).

Syllis variegata Grube, 1860
(Figura 10E — F)

Localidade tipo: Cres, Croacia, Mar Adriatico.

Material examinado: BRASIL: OE: ASPSP, 0°55.1°N, 29°20.7°W, Barboza & Mattos col.,
Rannyele Ribeiro det., 20.vii.2013, 8-10m, um ind., (NPM-Pol 960 ®); um ind. (NPM-Pol
961 ®); um ind. (NPM-Pol 966 ®); 53 inds. (NPM-Pol 1004); 6 m, 46 inds. (NPM-Pol 1005);
12 m, 18.vii.2013, sete inds. (NPM-Pol 1006).

Caracterizacdo: Corpo fortemente cilindrico com numerosos segmentos. Coloracdo em
forma de um “8” horizontal ("tipo-variegata”) nos dorso dos segmentos anteriores. Cirros
dorsais mais largos da metade do corpo de comprimento similar ao da largura dos segmentos
correspondentes. Cerdas compostas de articulacdo heterogonfa com poucas espinhas curtas
subdistais na haste e articulos falcigeros, bidentados, com ambos dentes similares e espinhas
da margem curtas e retas. Aciculas posteriores geralmente escuras. (Adaptado de Grube,
1860; San Martin, 2003).
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Distribuicdo: Oceano Atlantico: Cuba (San Martin, 1992), EUA, México (Fauchald et al.,
2009); Brasil (Morgado & Tanaka, 2001); Africa do Sul (Day, 1967); Portugal (Langerhans,
1879); Franca (Fauvel, 1923); Grécia (Grube, 1860). — Oceano Indico: Mogambique (Day,
1967).

Ecologia: Espécie frequentemente encontrada em fundo coralineos, concrec¢fes calcérias de

origem animal e vegetal, corais, algas calcérias, endobiontes de esponjas (San Martin, 2003).

Comentéarios: A descricdo original feita por Grube (1860) confere com 0s espécimes
encontrados no ASPSP, exceto por alguns exemplares apresentarem coloragdo menos

aparente e Grube (1860) descreve a coloragdo bem marcada.

Figura 10. Syllis garciai. (A) regido anterior, vista dorsal; (B) pigidio, vista dorsal. Syllis
gracilis.(C) regido anterior, vista dorsal; (D) regido mediana, vista dorsal, seta indicando o
parapddio onde surgem as cerdas ypsildides. Syllis variegata. (E) regido anterior, vista lateral,
seta indicando faixa de coloracdo “tipo-variegata”; pigidio, vista dorsal.

Syllis sp. nov.
(Figura 11 — Figure 12)
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Localidade-tipo: ASPSP, Oceano Atlantico, Brasil.

Material examinado: BRASIL: PE: ASPSP, 0°55.1°N, 29°20.7°W, Barboza & Mattos col.,
Rannyele Ribeiro det., hol6tipo — 20.vii.2013, 8-10 m, um ind., completo (NPM-Pol 1036);
paratipos — 20.vii.2013, 8-10 m, um ind. incompleto (NPM-Pol 958 ®); um ind., incompleto
(NPM-Pol 970 ®); 65 inds. (NPM-Pol 1032); 6 m, um ind. incompleto (NPM-Pol 959 ®); 14
inds. (NPM-Pol 1031).

Diagnose: Cirros longos, afilados, com inclusdes fibrilares de coloragdo esverdeada com
alternancia marcada nas regides anterior e mediana e cirros ventrais digitiformes de
comprimento similar ou ligeiramente maior que o do parapodio correspondente. Cerdas
falcigeras sub-bidentadas a unidentadas, com dente subdistal quando presente semelhante a
uma espinha. Cerdas simples dorsais bidentadas com apice de aparéncia truncada e aciculas

de ponta arredondada e oca.

Descricdo: Corpo entre 1,9-5,4 mm de comprimento por 0,17-0,37 mm de largura para 63-85
setigeros. Corpo subcilindrico com a superficie dorsal céncava e superficie ventral aplanada e
segmentacdo bem marcada. Antenas, cirros dorsais, cirros tentaculares e cirros pigidiais
providos de inclusGes fibrilares presentes geralmente aos pares, em cada articulo, podendo
haver articulos com apenas uma ou nenhuma destas inclusdes em alguns. Prostomio
subpentagonal de aspecto bilobado com 31-72 um de comprimento por 81-110 um de largura.
Prostdmio provido de dois pares de olhos dispostos em formato de trapézio aberto com olhos
anteriores e posteriores de tamanhos similares. Trés antenas moniliformes pluriarticuladas
presentes sendo a central mais longa que as laterais. Antenas com largura similar ao longo de
seu comprimento sendo levemente mais grossas que 0s cirros dorsais ao longo do corpo.
Antena central inserida anteriormente no prostdmio entre o primeiro par de olhos, antenas
laterais inseridas proximas a borda do prostdmio, paralelas ao par de olhos anterior, proximo a
margem dos palpos. Antena central com 47-74 articulos e antenas laterais com 29-49
articulos. Um par de palpos robustos de formato triangular, separados ao longo do seu
comprimento com uma marca de fusdo na base. Prostomio e palpos medindo conjuntamente
81-143 um de comprimento. Peristdmio curto, provido de dois pares de cirros peristomiais,
sendo o par dorsal mais longo que o par ventral. Cirros peristomiais com 36-156 articulos nos

dorsais e 27-100 articulos nos ventrais. Parapddios de formato retangular com apice de
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aparéncia bilobada. Cirros dorsais ao longo do corpo moniliformes pluriarticulados, com
longos e delgados de largura similar ao longo do seu comprimento, ligeiramente fusiformes.
Cirros dorsais com alterndncia marcada, nos setigeros anteriores e medianos e um pouco
menos marcada nos setigeros posteriores. Cirros dorsais com nimero de articulos variando
entre 56 a 95 nos segmentos anteriores, 62-112 nos medianos e 34-44 nos posteriores com
excecdo dos setigeros em formacdo. Cirros ventrais longos, de aspecto digitiforme, com
comprimento similar ou pouco maior que o comprimento do parapédio correspondente, sendo
mais longos na regido anterior. Parapddios providos de cerdas falcigeras com marcada
gradacdo dorso-ventral e antero-posterior. Parapddios possuem de 8-12 cerdas falcigeras na
regido anterior, 6-11 cerdas falcigeras na regido mediana, 4-7 cerdas falcigeras na regido
posterior. Unicamente cerdas falcigeras presentes nos parapddios anteriores, sendo as mais
dorsais subbidentadas com dente subdistal menor que o distal e as mais ventrais
subbidentadas com dente subdistal se assemelhando a uma espinha. Cerdas falcigeras das
regibes mediana e posterior de subbidentadas a unidentadas, sendo as mais dorsais
subbidentadas com dente subdistal se assemelhando a uma espinha e as mais dorsais
unidentadas. Cerdas falcigeras ao longo do corpo com forte espinulacdo, com espinhas
grossas e longas, de comprimento similar ao do dente distal, podendo as espinhas da base da
lamina sobrepassar o comprimento do dente distal. Haste das cerdas falcigeras com leve
espinulacdo na regido da articulagdo. Cerdas falcigeras com até 151 um na regido dorsal e 98
pm na regido ventral nos setigeros anteriores; o comprimento do articulo das cerdas falcigeras
variou de 9-42 um na regido dorsal e de 5-37 um na regido ventral. Cerdas falcigeras com até
135 um na regido dorsal e 97 pum na regido ventral nos setigeros medianos; articulo das cerdas
falcigeras variando de 9-25 um na regido dorsal e de 6-23 um na regido ventral. Cerdas
falcigeras com até 91 um na regido dorsal e 44 um na regido ventral nos setigeros posteriores,
os articulos das cerdas falcigeras variaram entre 7-15 um de comprimento na regido dorsal e 6
a 12 um, na regiao ventral. Uma cerda simples dorsal por parapddio presente a partir do final
da regido mediana. Cerda simples dorsal de haste reta, levemente espinulada na regido distal
da haste com espinhas dirigidas para o apice e com apice bidentado de aparéncia truncada.
Até trés aciculas presentes nos parapodios anteriores, de formato similar, com apice
arredondado reto ou levemente dobrada. Apenas uma acicula nos parapddios posteriores, de
apice arredondado de aparéncia oca com apice arredondado, as vezeslevemente recurvadas
para o lado. Proventriculo longo, passando por cerca de 6-7 setigeros, com 23-35 faixas
musculares. Proventriculo com 125-1080 mm de comprimento para 64-387 mm de largura.

Faringe longa, de largura similar ao do proventriculo passando por cerca de 8-9 setigeros.
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Faringe provida de um dente conico, afastado da desembocadura, localizado a um terco do
comprimento total da faringe. Pigidio de formato triangular a retangular, provido de um par
de cirros pigidiais pluriarticulados e moniliformes de comprimento similar, com nimero de

articulos variando entre 28-52 articulos.

Coloracdo: Coloracdo pés-fixagdo amarelada. Inclusdes fibrilares de coloracdo esverdeada,
localizada nos cirros e antenas ao longo do corpo, dando um aspecto de manchas verdes nos

articulos.

Habitat: Costdo rochoso, entre 6-12 m de profundidade, associado a algas calcérias e
esponjas.

Comentarios: Syllis sp. nov é claramente uma espécie nova por apresentar conjuntamente
acicula com extremidade redonda e oca associadas a cerdas sub-bidentadas e unidentadas e
cirros longos com inclusdes fibrilares em cada articulo. Outras espécies de Syllis
compartilham ccom esta espécie nova, acicula com extremidade arredondada e oca, tais
como: Syllis prolifera Krohn, 1852 que tem distribuicdo circumtropical e areas temperadas,
Syllis vivipara Krohn, 1869, reportada para o Mediterraneo, Caribe e Oceano Atlantico; S.
prolixa Ehlers, 1901, da América do Sul; Syllis busseltonensis (Hartmann-Schréder, 1982)
proveniente da Australia; Syllis rubicunda Aguado et al., 2006, registrada na costa do Japao;
Syllis antoniae Salcedo-Oropeza, San Martin & Solis-Weiss, 2012, descrita para a costa do
Pacifico Mexicano e Syllis unzima Simon, San Martin & Robinson, 2014 descrita para a costa
sudeste da Africa do Sul. Exceto por S. vivipara, S. prolixa e S. unzima, todas as outras
espécies possuem cerdas bidentadas, as cerdas falcigeras de Syllis sp. nov. sdo sub-bidentadas
a unidentadas. A presente espécie descrita se diferencia de S. vivipara por apresentar faringe
mais longa, bem como cirros e antenas extensos e com maior niamero de articulos. S. prolixa
possui cerdas compostas similares e apresenta um padrdo de coloracdo distinta com uma
banda mediana transversal avermelhado e duas bandas laterais curtas em cada segmento
(Ehlers, 1901; Hartmann-Schréder, 1962). S. unzima diferencia-se de Syllis sp. nov.
principalmente por apresentar um padrdo de coloracdo de duas faixas transversais em cada

segmento da parte anterior e proventriculo mais curto que a faringe.
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Figura 11. Syllis spl. nov. (A) corpo inteiro, vista dorsal, (B) regido anterior, vista dorsal; (C)
pigidio, vista dorsal; (D) pigidio, vista ventral; (E) parapddios da regido mediana, vista dorsal,
seta indicando a coloracdo dos cirros consequente das intrusdes fibrilares nos articulos; (F)
regido anterior, vista ventral; (G) proventriculo, vista dorsal.
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Figure 12. Esquema das cerdas de Syllis sp. nov. (A) cerda falcigera dorsal, segundo setigero;
(B) cerda falcigera ventral, regido anterior, segundo setigero; (C) cerda falcigera ventral,
terceiro setigero; (D) cerda falcigera ventral, 22° setigero; (E) cerda falcigera dorsal, 22°
setigero;(F) cerdas falcigeras dorsais,antepenultimo setigero; (G) cerda falcigera ventral,
antepenultimo setigero; (H) cerda simples ventral, antepenultimo setigero; (I) cerda simples
dorsal, quinto setigero anterior ao pigidio; (J) acicula da regido posterior ; (K) aciculas,regido
anterior. Escala: 10 um.

ABORDAGEM MOLECULAR

Eficiéncia da Amplificacdo
Foram amplificadas 51% das sequéncias de COI (45 de 87) e 61% das sequéncias de

16S (53 de 87). No entanto, apds selecdo das sequéncias de boa qualidade, foram obtidas 88
sequéncias originais, sendo 39 para o COI e 49 para 0 16S a partir de 30 morfoespécies dos
quais sequéncias foram obtidas (Tabela 2). Todas as sequéncias de COI foram amplificadas
com o conjunto de primers jgLCO/ jgHCO, exceto uma obtida com o conjunto de primers
LCO1490/ HCO2198 (Lumbrineris perkinsi — 769). O nimero de pares de bases (bp) no COI
variou de de 503 a 619 bp e no 16S de 392 a 601 bp.

Espécimes de H. carunculata e T. punctata ndo foram alvo de amplificacdo por ja
haverem sequéncias obtidas para exemplares do ASPSP pelo grupo de pesquisa através de
projeto desenvolvido pelo LabPoly/ UFRJ. As sequéncias de T. punctata ja estavam
disponibilizadas no GenBank. Foram adicionadas ao alinhamento, 54 sequéncias do

GenBank, sendo 25 do gene COIl e 29 do gene 16S. Uma sequéncia foi adicionada do BOLD
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através do sistema BIN (Eunice gagzoi, BOLD:AAY3507). As espécies, numero de
espécimes e o cddigo de acesso GenBank/ BOLD das sequéncias encontram-se no Anexo 3.
Apos o alinhamento e traducéo de todas as sequéncias de COI, ndo foram encontrados
cddons de parada. Foi detectada apenas uma delecdo de trés nuclettideos, que foi
exclusivamente presente em todas os cinco espécimes de Orbiniidae, incluindo aqueles

adicionados do GenBank.

Tabela 2 - Amostragem molecular dos poliquetas do ASPSP.

Espécie N N-mol COl 16S
Amphinomidae

Eurythoe complanata 58 3 3 3

Hermodice carunculata 10 3 3 3

Linopherus cf. Canariensis 17 3 0 1

Linopherus sp. 2 2 1 1
Capitellidae

Capitellidae sp. 1 1 0

Dasybranchus sp. 1 1 0 1
Chaetopteridae

Chaetopterus capensis 272 3 3 0

Phyllochaetopterus gracilis 89 3 2 0
Cirratulidae

Timarete punctata 137 3 3 3
Dorvilleidae

Dorvillea sp. 28 3 3 4
Eunicidae

Lysidice sp. 17 3 1 4

Eunice gagzoi 5 3 2 1

Palola sp. 3 3 3 3
Lumbrineridae

Lumbrineris perkinsi 3 3 2 3
Nereididae

Ceratocephale sp. 2 2 2 2

Nereis sp. 1 1 1 1
Orbiniidae

Proscoloplos cygnochaetus 9 3 3 3
Polynoidae

Harmothoe sp. 2 2 2 1
Sabellidae

Hypsicomus sp.* 1 1 0 0
Syllidae

Exogone sp1. 6 3 0 1

Exogone sp2.* 1 1 0 0

Opisthodonta sp. 1 1 1 1

Opisthosyllis brunnea 64 3 1 0

Opisthosyllis viridis 3 3 0 1

Prosphaerosyllis sp. 1 1 0 1

Salvatoria sp. 5 3 0 3

Syllis alternata 13 3 3 2

Syllis garciai 18 3 0 1

Syllis gracilis* 5 3 0 0
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Syllis sp. nov 83 3 1 3
Syllis spl 12 3 0 1
Syllis sp2 25 3 0 2
Syllis spp.* 3 3 0 0
Syllis variegata 109 3 3 2
Terebellidae
Polycirrus sp.* 2 2 0 0
TOTAL 1.012 87 43 53
*Taxons cujas sequéncias ndo foram obtidas.
N= nlmero de espécimes; N-mol = ndmero de espécimes para analises

moleculares, COIl = nimero de sequéncias obtidas para o COI, 16S = nimero de
sequéncias obtidas para o 16S, Total-Mol = total de sequéncias obtidas para as
analises moleculares.

Analise do COI

A média das distancias interespecificas relativas aos poliquetas do ASPSP em relacao
ao COIl foi de 38% (taxa de 0,0%-60%). Os valores globais de distancias intra- e
interespecificas encontram-se na Tabela 3. A média das distancias intraespecificas foi de
1,2% (taxa de 0,0-14,7%), enquanto a distancia média congenérica foi de 11,7% (taxa de 0,0—
28,4%) e dentro das familias foi de 15,8% (taxa de 0,5-28,4%). As distancias intraespecificas
de poliquetas do ASPSP analisadas com o COI foram, em geral muito baixas, com média

menor gue a encontrada para o poliqueta, que é de 3,92% + 5,67, segundo Kvist (2014).

Tabela 3 - Distancias intra- e interespecificas de espécies, géneros e familias analisadas neste
estudo.

Distancia media Distancia Distancia
Gene (%) minima (%6) maxima (%)
Entre as especies Col 38,0 0 60,0
16S 46,0 0 82,0
Dentro das especies Col 1,2 0 14,7
16S 24,4 0 57,4
Dentro dos géneros Col 11,7 0 28,4
16S 17,4 0 49,5
Dentro das familias Col 15,8 0,5 28,4
16S 18,7 0 41,5

A arvore do agrupamento NJ produzido usando 65 sequéncias de COI a partir de 20
morfoespécies € apresentado na Figura 13. Seis morfoespécies sdo representadas por somente
uma sequéncia cada e as morfoespécies remanescentes (14) foram agrupadas em clados

monofiléticos com baixas divergéncias, exceto pelas familias Chaetopteridae e Syllidae.
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Chaetopterus capensis 103

m % I Chaetopterus capensis 102

99 . Chaetopteridae
Chaetopterus capensis 101

Mesochaetopterus taylori DQ209251
Donvillea similis DQ317857
Donvillea sp. 338

91 Dorvilleidae

26 m I Donvillea sp. 354

all 99
Donvillea sp. 218

Enipo torelli HQ023480

98
4‘— Harmothoe imbricata HQ024350

98 [ Harmothoe sp. 376

39 m

= | 99 | Harmothoe sp. 2

Poly noidae

79 Ceratocephale sp. 327
99 [L

87 INereis sp. 326

N1 Nereis pelagica KR916896
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27 Syllis alternata HM473694

m 64 Syllidae
Opisthodonta sp. 388
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fi m Odontosyllis globulocirrata JFO03773

Ceratocephale sp. 329

Nereididae

57r Hermodice carunculata KC017547
83 | Hermodice carunculata 9
99 | L Hermodice carunculata 11

Hermodice carunculata 12

m Linopherus sp. 382 Amphinomidae
Eurythoe complanata JN086548

98

46 Eurythoe complanata 180

99 | Eurythoe complanata 178

Eurythoe complanata 179

Proscoloplos cygnochaetus FJ612515

Leitoscoloplos pugettensis HM473441

79

‘ Proscoloplos-cygnochaetus|377 Orbiniidae

m Proscoloplos cygnochaetus 95
99 ‘
Proscoloplos cygnochaetus 330
51‘: Lumbrineris perkinsi KP254185

m 99

Lumbrineris perkinsi 789 Lumbrineridae

Lumbrineris perkinsi 769

0.05
Figura 13. Arvore filogenética NJ baseada em sequéncias de COI de poliquetas do ASPSP em
conjunto com sequéncias disponiveis no GenBank e BIN/BOLD. Os nimeros entre 0s nos
interramais indicam o valor bootstrap. O modelo utilizado foi K2P com 5000 replicacdes. Os
colchetes indicam as familias de poliquetas.
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Timarete punctata KM192180
1B Mﬂ{ Timarete-punctata KM192182 | Cirratulidae
56 Timarete-punctata KM192181
a _85| Lysidice cAoII.aris GQ497557
Lysidice sp. 97
79 -- Zunice cariboea DQ317859

Marphysa angeli GQ497550 Eunicidae

o5 Eunice gagzoi - POLYC049-13
E1 99 ‘[ Eunice gagzoi 05
841 Eunice gagzoi 96

Palola-sp.|DQ317819.1

Palola sp. 03
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g9 | Palola sp. 361
751 Palola sp. 362

g9 | Phyllochaetopterus gracilis 163
m 99 | | Phyllochaetopterus gracilis 164 Chaetopteridae
Phyllochaetopterus sp.DQ209250

Syllis prolifera JF903780

82

ﬁ' Syllis vittata GU362691

7 Opisthosyllis viridis-JF903794.1

Opisthosyllis-brunnea|847

- Syllis sp. nov 661
99

97

Syllis alternata 891 Sylidae
58| Syllis alternata 851
45 Syllis variegata 780
Syllis variegata 726

5( Syllis alternata 859

13l Syllis variegata 727

0.05

Figura 14. Continuacdo da arvore filogenética NJ baseada em sequéncias de COI de
poliquetas do ASPSP em conjunto com sequéncias disponiveis no GenBank e BIN/BOLD. Os
nameros entre 0s nOs interramais indicam o valor bootstrap. O modelo utilizado foi K2P com
5000 replicacdes. Os colchetes laterais indicam as familias de poliquetas.

As duas espécies de Chaetopteridae (Chaetopterus capensis e Phyllochaetopterus
gracilis) ndo agruparam no mesmo clado (Figura 13-14), a distancia minima entre esses dois
géneros foi de 44,7%. No entanto, Chaetopterus e Mesochaetopterus foram agrupados a
Dorvilleidae, com distancia minima de 30%. Estudos filogenéticos da familia comprovam que
Chaetopterus € mais préximo de Mesochaetopterus e apresenta maiores divergéncias em
relacdo a Phyllochaetopterus, tanto referentes ao gene COI quanto a 16S e 28S (Osborn et al.,
2007).
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Na filogenia mais recente (Weigert et al., 2014) de Annelida, Chaetopteridae é um
grupo basal na evolugdo de Annelida e a familia ndo esta incluida nas subclasse Errantia ou
Sedentaria (Struck et al., 2011; Weigert et al., 2014). Em geral, as relac6es filogenéticas de
Chaetopteridae ainda ndo foram bem elucidadas, mas o monofiletismo de Chaetopteridae
nunca foi questionado devido as particularidades morfoldgicas dessa familia, como ccorpo
dividido em trés regides (Osborn et al., 2007)

No presente estudo, Syllidae também apresentou parafilia (Figuras 13-14), com dois
diferentes clados, um no qual Opisthodonta sp. (juntamente com Syllis alternata e
Odontosyllis globulocirrata Hartmann-Schroder, 1981 (Hartmann-Schréder, 1981), é grupo-
irmdo de Nereididae, e o outro clado com as morfoespécies Opistosyllis brunnea, Syllis
alternata, Syllis sp. n. e Syllis variegata, como grupo-irméo de Phyllochaetopterus gracilis.
De fato, as distancias entre espécies de Eusyllinae, ex. do género Opisthodonta, e Syllinae séo
maiores quando comparadas a Exogoninae.

Syllidae é considerado um taxon monofilético, definido pela presenga do proventriculo
(Aguado et al., 2012). Eusyllinae é uma subfamilia artificial que pode ser considerada
parafilética (Aguado, 2007) ou polifilética (Nygren, 1999; Aguado et al., 2012).
Provavelmente por essa razdo, Syllidae foi agrupada em parafilia, de acordo com os dados do
presente trabalho.

Estudos com dados moleculares, principalmente com o marcador COI, frequentemente
tém apontado possiveis espécies cripticas que possuem mdaltiplas linhagens (e.g. Vivien et al.
2015) ou MOTUS (e.g. Carr et al., 2011). Analisando sequéncias de COIl de ofiurdides do
ASPSP, Barboza et al. (2015) concluiram que a espécie Ophiactis savignyi (Miller &
Troschel, 1842) apresenta multiplas linhagens cripticas no ASPSP, quando compararam com
espécimes de outras localidades. Os haplétipos de O. savignyi do ASPSP apresentaram
distancia minima de 0,0% em relacdo a espécimes do Atlantico Oeste, contradizendo o
suposto endemismo de espécies no referido arquipélago (Barboza et al., 2015).

N&o foram observadas morfoespécies com altas divergéncias intraespecificas (>3%).
Pelo contrario, as morfoespécies de Syllis e Opisthosyllis sdo representadas em uma mesma
MOTU (S2), divergéncia de <1%, com alto suporte bootstrap Tabela 4 e Figura 14). O
mesmo ocorreu para as duas morfoespécies de Neredidade (Ceratocephale sp. e Nereis sp.)
que foram agrupadas na MOTU N1 (Tabela 4). Tais resultados sugerem que a qualidade

dessas sequéncias obtidas é duvidosa.
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N° Variabilidade N° Variabilidade

Téxons MOTUs MOTU K2P (%) MOTUs MOTU K2P (%)
Amphinomidae

Eurythoe complanata Al 0,0 1 Al 0,0-0,5

Hermodice carunculata A2 0,2-1,04 1 A2 0,0

Linopherus cf. canariensis Nc Nc Nc 1 A3 1,0

Linopherus sp. 1 A4 Nc 1 A3 1,0
Capitellidae

Capitellidae sp. Nc Nc Nc 1 Cal Nc

Dasybranchus sp. Nc Nc Nc 1 Ca2 Nc
Chaetopteridae

Chaetopterus capensis Chl 0,0 Nc Nc Nc

Phyllochaetopterus gracilis 1 Ch2 0,0 Nc Nc Nc
Cirratulidae

Timarete punctata 1 Cil 0,0 1 Cil 0,0
Dorvilleidae

Dorvillea similis 1 D1 0,0 1 D1 0,0
Eunicidae

Eunice gagzoi El 0,02 - 0,06 1 El 0,0-0,5

Lysidice sp. El Nc 2 E2eE4 0,0-25,9

Palola sp. E3 0,0-0,21 1 E3 0,0
Lumbrineridae

Lumbrineris perkinsi 1 L1 0-0,32 1 L1 0,0
Nereididae

Ceratocephale sp. 1 N1 0,21-0,41 1 N1 0,0

Nereis sp. N1 Nc 1 N1 Nc
Orbiniidae

Proscoloplos cygnochaetus 1 01 0,0-29,6 1 01 0,0
Polynoidae

Harmothoe sp. 1 P1 0,0 Nc Nc Nc
Syllidae

Exogone spl. Nc Nc Nc S3 Nc

Opisthodonta sp. S1 Nc S1 Nc

Opisthosyllis brunnea 1 S2 Nc Nc Nc Nc

Opisthosyllis viridis Nc Nc Nc 1 D1 Nc

Prosphaerosyllis sp. Nc Nc Nc 1 S7 Nc

S4,S5e

Salvatoria sp. Nc Nc Nc 3 S6 42,3 -56

Syllis alternata 2 S2 0,0-37,3 2 S2 0,0-31,6

Syllis garciai Nc Nc Nc 1 S2 Nc

Syllis sp. nov 1 S2 Nc 2 S2eS8 21,4

Syllis spl Nc S2 Nc 1 S9 Nc

Syllis sp2 Nc S2 Nc 2 S10 31,6

Syllis variegata 2 S2 0,0 1 S2 0,0-31,0

Nc = ndo calculado, para o caso das espécies que ndo continham ou continham apenas uma sequéncia.
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As sequéncias dos espécimes de Eurythoe complanata do ASPSP formaram MOTU
com a disponivel no GenBank (Figura 13). Segundo Barroso et al. (2010), Eurythoe
complanata é um complexo formado por trés espécies cripticas (duas do Oceano Atlantico e
uma do Pacifico), com distancias K2P para o COI de até 22%. Nas ilhas oceénicas do Brasil,
existem duas dessas espécies cripticas de Eurythoe complanata vivendo em simpatria,
inclusive no ASPSP (Barroso et al., 2010).

As sequéncias de Timarete punctata, foram congruentes agrupando-se na mesma
MOTU (Figura 14) e foram estudadas no ASPSP por Magalhées et al. (2014). Com base em
dados morfoldgicos, Timarete punctata € um complexo de espécies de pelo menos duas
espécies, apesar de ndo apresentarem divergéncias genéticas o suficiente (distancia K2P é
igual 0,0%, com base em dados de COI). As caracteristicas da descricdo original sdo
insuficientes para distinguir os especimes, o0 que incorre na identificacdo de muitos
exemplares como Timarete punctata. No entanto, carcteristicas morfologicas nos filamentos
branquiais e padréo de coloragdo variam entre os espécimes (Cinar, 2007; Magalhaes et al.
2014).

As sequéncias de Hermodice carunculata também foram congruentes, comparando
com as sequéncias do GenBank (Figura 13). Segundo Ahrens et al. (2013), Hermodice
carunculata apresenta populagdes coesas com divergéncia genética baixa (incluindo a de
COl). Embora haja uma significativa separacdo entre as populacdes do Atlantico Ocidental e
Oriental, as divergéncias sdo minimas, portanto as populacdes distribuidas pelo mundo se
mantém coesas, diferencas morfologicas sdo provavelmente resultado das condicbes
ambientais (Ahrens et al., 2013).

Em contraste, as sequéncias de Proscloplos cygnochaetus ndo foram agrupadas em
uma mesma MOTU, a distancia K2P méaxima entre a sequéncia do GenBank e as dos
espécimes do ASPSP foi de 29,6%. Proscoloplos cygnochaetus € encontrado em aguas
tropicais (Africa) e temperadas, Europa e América do Sul e dados morfoldgicos e moleculares
(marcador genético ITS) sugerem que € uma espécie cosmopolita, visto que as divergéncias
calculadas (K2P) ndo excederam os valores dentro das populacdes Meyer et al. (2008).
Morfologicamente os espécimes encontrados no ASPSP sdo similares aos da descricdo
original, apesar disso, as sequéncias dos espéecimes do presente estudo ndo formaram MOTU
(distancia K2P >3%) com a Unica sequéncia de COI disponivel da espécie, registrada no
GenBank por (Bleidorn et al, 2009).
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Sistema BIN
A identificacdo das sequéncias pelo sistema do BOLD reconheceu sete espéecies das 20

morfoespécies cujos barcodes de COI foram gerados neste estudo. Sendo assim, cerca de 38%
das sequéncias originais produzidas neste trabalho puderam ser comparadas com dados do
BOLD e foram agrupadas em BINs (Tabela 6).

Tabela 5 - Espécies de poliquetas do ASPSP reconhecidas pelo sistema de
identificacdo do BOLD com o BIN em que foram agrupadas.

Espécimes Espécie ID morfoldgico (a BIN
priori)
178,179¢ Eurythoe complanata Eurythoe complanata Eurythoe complanata
180 BOLD:AAB3312
9,11e12 Hermodice carunculata  Hermodice carunculata Hermodice carunculata
BOLD:AAB3315
5e 96 Eunice gagzoi Eunice sp., Nicidion Eunice gagzoi
cariboea BOLD:AAJ0069
769 e 789 Lumbrineris perkinsi Lumbrineris perkinsi Lumbrineris perkinsi
BOLD:AAG9594
163 e 164 Phyllochaetopterus Phyllochaetopterus Phyllochaetopterus sp.
gracilis gracilis BOLD:AAY1621
101,102 ¢ Chaetopterus capensis Chaetopterus capensis Chaetopterus sp.
103 BOLD:AAD4020
80,81 e82 Timarete punctata Timarete punctata Timarete punctata
BOLD:ACNG6293

Houve apenas uma discordancia em relacdo aos espécimes 5 e 96 que
morfologicamente foram identificados como Eunice sp., no primeiro momento, apés uma
segunda revisdo morfologica foi identificado como Eunice cariboea, cujo nome aceito
atualmente é Nicidion cariboea (Zanol et al., 2014). Quando comparada com dados do
BOLD, a espécie foi agrupada no BIN correspondente a Eunice gagzoi. Apds uma terceira
revisdo morfologica ficou confirmada como esta espécie, uma vez que possui as cerdas
pectinadas e ganchos semelhantes aos descritos para Eunice gagzoi.

No BOLD, as espécies de Chaetopteridae do presente estudo foram agrupadas em
BINs morfotipados em nivel de género: Chaetopterus sp. (local de origem do espécime
referente a sequéncia: Polinésia Francesa) indexados no BOLD por (Meyer, 2015) e
Phyllochaetopterus sp2., (Sydney, Australia) indexados no BOLD por Osborn et al. (2007).

Provavelmente esses espécimes registrados no BOLD se referem as espécies
identificadas no presente estudo como Chaetopterus capensis e Phyllochaetopterus gracilis,
respectivamente. As espécies do presente estudo, apresentam distribuicdo restrita ao Oceano
Atlantico, costa da Africa (Day, 1967), até o Mediterraneo, no caso de Phyllochaetopterus
gracilis (Grube, 1863). Entretanto, as espécies indexadas no BOLD sdo provenientes do

Oceano Pacifico. Somando aos registros das espécies do Oceano Atlantico, é provavel que
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estas sejam espécies cosmopolitas. Para elucidar a distribuicdo dessas espécies, mais estudos
relacionados a estas espécies sdo necessarios, no ambito morfolégico e molecular,
conjuntamente com dados moleculares das localidades-tipo dessas espécies (Africa do Sul,
Crivizza — Mar Adriatico).

Anélise do 16S
Em relacdo as andlises do gene 16S dos poliquetas do ASPSP, a média das distancias

interespecificas foi de 46% (taxa de 0,0%-82,0%). A média das distancias intraespecificas foi
de 24,4% (taxa de 0,0-57,4%), enquanto a distancia média congenérica foi de 17,4% (taxa
0,0-49,5%) e dentro das familias foi de 18,7% (taxa de 0,0-41,5%). Os valores globais de
distancias intra- e interespecificas encontram-se na Tabela 3. A média intraespecifica superou
a média encontrada para o COI.

A arvore do agrupamento NJ produzido usando 77 sequéncias de 16S a partir de 26
morfoespécies € apresentado na Figura 15. Dez morfoespécies sdo representadas por somente
uma sequéncia cada e as morfoespécies remanescentes (16, com duas ou trés sequéncias cada)
foram agrupadas em clados monofiléticos e congruentes com a filogenia atualmente aceita,
exceto para Syllidae. Opistosyllis viridis, por exemplo, foi agrupada em um quadro
monofilético junto a Dorvillea sp., (Dorvilleidae), com distancia maxima de 0,0%. Quatro
espécies de Syllidae formaram o mesmo MOTU (Syllis alternata, Syllis garciai, Syllis sp.
nov. e Syllis variegata), com divergéncia <1%. O mesmo ocorreu com as espécies de
Nereididae, Ceratocephale sp. e Nereis sp., representadas pela mesma MOTU (N1). Em
ambos 0s casos com alto suporte bootstrap. Esses resultados foram similares aos do COIl e

podem também ser referentes a qualidade duvidosa das sequéncias obtidas.
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Figura 15. Arvore filogenética NJ baseada em sequéncias de 16S de poliquetas do ASPSP em
conjunto com sequéncias disponiveis no GenBank. Os numeros entre 0S nds interramais

indicam o valor bootstrap. O modelo utilizado foi K2P com 5000 replicagdes. Os retangulos
colchetes laterais indicam as familias de poliquetas.
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Figura 16. Continuacao da arvore filogenética NJ baseada em sequéncias de 16S de poliquetas
do ASPSP em conjunto com sequéncias disponiveis no GenBank. Os niimeros entre 0s nos
interramais indicam o valor bootstrap. O modelo utilizado foi K2P com 5000 replicagdes. Os
colcheltes laterais indicam as familias de poliquetas.
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Algumas espécies apresentaram altas divergéncias intraespecificas (>3%),
diferenciando-se em mais de uma MOTU. Esse foi o caso de Salvatoria sp. que foi
representada por trés MOTUSs, Lysidice sp. e Syllis sp. nov. com duas MOTUs cada. Quanto
as outras espécies ndo foram obtidos dados suficientes de COI para comparacdo. Os dados de
16S sugerem que as morfoespécies Lysidice sp. e Salvatoria sp. sejam espécies cripticas,
entretanto mais estudos morfolégicos e filogenéticos sdo necessarios para dar maior robustez
a esta concluséo.

Quanto a Syllis sp. nov., o espécime 794 formou um clado com Syllis prolifera
(distancia K2P de 10,2%) o que corrobora com a filogenia de Syllinae (Aguado et al. 2012),
uma vez que a espécie nova descrita nesse trabalho pertence ao grupo de Syllis prolifera e
Syllis vivipara que compartilham morfologicamente aciculas arredondadas e ocas. Em
contradicdo, 0 espécime 661 corresponde a uma sequéncia incongruente, apesar de apresentar
eletroferograma de boa qualidade.

Barboza et al. (2015) conseguiu identificar nos ofiurdides do ASPSP, duas linhagens
de Ophiactis lymani Ljungman, 1872 com auxilio do 16S, sendo que as divergéncias foram
de 8,5%. Linhagens multiplas da espécie criptica Eurythoe complanata também sao
encontrados no ASPSP quando se refere ao 16S, assim como discutido para o COI através do
estudo de Barroso et al. (2010). Quanto ao complexo Timarete punctata, Magalhées et al.
(2014) observaram baixa variabilidade com 16S (0,0-0,2%), corroborando que 0s espécimes
sdo geneticamente coesos. O cosmopolitismo em Hermodice carunculata foi também
suportado pelo gene 16S por Ahrens et al. (2013).

Assim como no COI, as sequéncias dos espécimes de Proscolopos cygnochaetus do
ASPSP ndo agruparam com a sequéncia de 16S disponivel no GenBank por Bleidorn et al.
(2009) (divergéncia K2P igual a 25,6%). Inclusive a distancia K2P com Naineris dendritica

foi menor (7%).

Diversidade Morfoldgica vs. Molecular
Uma sintese do presente trabalho das MOTUs a partir dos marcadores COIl e 16S pode

ser observada na Tabela 6. A partir da comparacdo entre a diversidade morfologica e a
molecular do COI observa-se 16 MOTUs de um total de 20 morfoespécies. Enquanto que o

marcador 16S apresentou 24 MOTUs de um total de 26 morfoespécies.
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Tabela 6 - Comparacdo entre a diversidade morfoldgica e
molecular considerando os dois marcadores genéticos, COI e

16S.
Espécies
Familias Gene morfologicamente MOTUs
identificadas
Amphinomidae COl 3 3
16S 4 3
Capitellidae Col Nc Nc
16S 2 2
Chaetopteridae COol 2 2
16S Nc Nc
Cirratulidae COol 1 1
16S 1 1
Dorvilleidae COl 1 1
16S 1 1
Eunicidae Col 3 3
16S 3 4
Lumbrineridae COl 1 1
16S 1 1
Nereididae Col 2 1
16S 2 1
Orbiniidae Col 1 1
16S 1 1
Polynoidae Col 1 1
16S Nc Nc
Syllidae Col 5 2
16S 10 10

Nc = ndo calculado, para o caso das espécies que ndo continham ou
continham apenas uma sequéncia.

A diferenca de nimero de MOTUs encontrada para o gene COIl foi devido a
Nereididae e Syllidae. Em Neredidae as duas morfoespécies corresponderam a mesma
MOTU. Syllidae apresentou somente duas MOTUs de um total de cinco morfoespécies, uma
na qual se inclui Opisthodonta sp. e outra com Opistosyllis brunnea, Syllis alternata, Syllis sp.
nov. e Syllis variegata.

No que se refere ao 16S, foram identificadas quatro MOTUs para Eunicidae, que
apresentou trés morfoespécies, devido ao fato de Lysidice sp. corresponder a duas espécies.
Para Nereididae ocorreu o inverso, as duas morfoespécies, Ceratocephale sp. e Nereis sp.,
pertenceram a mesma MOTU, sugerindo que sdo da mesma espécie.

Apesar de apresentar numero de MOTUSs igual ao nimero de morfoespécies com o

marcador 16S, as morfoespécies de Syllidae foram agrupadas em parafilia. Opisthosyllis
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viridis foi agrupado a Dorvillea sp. O agrupamento de Opisthosyllis viridis e Dorvillea,
refletiu na maior distancia intraespecifica (57,1%) encontrada entre para sequéncia de
Opisthosyllis viridis do ASPSP e aquela disponibilizada nos bancos de dados. Os espécimes
de Salvatoria sp. representaram trés diferentes MOTUSs e os de Syllis sp. nov. corresponderam
a duas MOTUs. A sequéncia mais confiavel de Syllis sp. nov. seria a que forma um grupo-
irméo com Syllis prolifera.

Neste estudo foi observado que o nimero de morfoespécies excedeu o nimero de
MOTUs,considerando os dados globais. Muitos estudos observaram o contrario, tais como
Viven et al. (2015), para Oligochaeta, e Carr et al. (2011), para Polychaeta. Se considerarmos
que as MOTUs N1 e S2 correspondem a resultado de contaminagdo, a comparacao entre o
nimero de MOTUs seria igual ao numero de morfoespécies para o COIl (14 MOTUSs), mas
excederia 0 numero de morfoespécies para 0 16S (22 MOTUs de 19 morfoespécies). Nesse
sentido, devido a maior eficiéncia da amplificacdo, maior diversidade foi identificada pelo
16S.

Devido ao isolamento, area reduzida (<0,5 km?) e menor area de aguas rasas (<50 m)
do ASPSP, baixa diversidade e alto grau de endemismo seriam esperados (MacArthur &
Wilson, 1967; Edwards & Lubbock, 1983b). A ocorréncia de espécies cosmopolitas no
ASPSP faz oposicéo a ideia de endemismo que se espera do ASPSP por ser um grupo de ilhas
bastante afastado do continente e pequeno. No entanto, a espécie cosmopolita Hermodice
carunculata, que apresenta populacbes coesas amplamente distribuidas no Atlantico,
apresentou haplotipos raros no ASPSP (Ahrens et al., 2013).

A alta divergéncia encontrada neste estudo entre as sequéncias de Proscoloplos
cygnochaetus do ASPSP e as disponiveis de banco de dados pode ser um indicio de que a
espécie corresponde a um complexo de espécies cripticas. Os espécimes do ASPSP
corresponderiam a uma nova espécie endémica do arquipélago, contudo sem apresentar
variacbes morfoldgicas que sustentassem a separacdo das espécies. Helm et al. (2015)
mostraram que Proscoloplos cygnochaetus € uma espécie pedomdrfica, onde caracteristicas
dos juvenis permanecem nos adultos e provavelmente Scoloplos armiger (Miller, 1776), um
orbiniideo intersticial teria origem na espécie. Ou seja, Proscoloplos cygnochaetus é uma
espécie evolutivamente basal, portanto, ha grandes chances dos espécimes do ASPSP
apresentarem grandes divergéncias genéticas com os da localidade-tipo (Arquipélago de
Tristd da Cunha), como foi 0 caso do presente estudo, por ambos corresponderem a conjuntos

de ilhas oceanicas.
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A espécie nova descrita no presente estudo, pode ser uma espécie endémica do
ASPSP, porém mais estudos seriam necessarios para verificar isso. Estudos anteriores
realizados no ASPSP com outras comunidades, também encontraram espécies endémicas,
como observado para peixes recifais por Feitoza & Gasparini (2003), moluscos por Oliveira
(2009) e esponjas por Moraes et al. (2006).

Entretano, Barboza et al. (2015) observaram que uma espécie de ofiurdide, O. savignyi
apresentou distdncia K2P minima de 0,0% com as sequéncias do continente, ndo
corroborando com a ideia de endemismo no ASPSP. No presente, também foram encontradas
espécies com baixas divergéncias em relacdo a espécimes de outras localidades (Eurythoe
complanata, com divergéncia de 0,0%). Em adicdo, espécies consideradas cosmopolitas
apresentaram haplétipos raros no ASPSP, a exemplo de Hermodice carunculata (Ahrens et
al., 2013).

Barcode Gap
O Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD) foi descrito como uma ferramenta para

a delimitacdo primaria de espécies em grandes inventarios taxonémicos (Puillandre et al.,
2012). Entretanto, o0 método parece ser util em uma escala local, como mostrado no presente
estudo.

Os resultados do ABGD em relacdo ao numero de agrupamentos corroborou com o
resultado do calculo de MOTUs através de distancias K2P e agrupamento NJ. A analise
utilizando a ferramenta ABGD com a configuracdo padrdo ndao encontrou nenhum resultado
usando as sequéncias de COl. Depois de baixar o valor X (X = largura relativa do barcode
gap) para 0.5, o ABGD analise mostrou um agrupamento das sequéncias (COIl) de poliquetas
do ASPSP em 16 MOTUs. No entanto, a distribuicdo das divergéncias nucleotidicas foi
diferente entre os dois marcadores. O algoritmo do ABGD detectou barcode gap em relacao
as sequéncias de COl, no intervalo de 0,06 a 0,16% (Figura 17A e B).
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Figura 17. Resultado do ABGD istribuicdo das frequéncias pairwise observadas na analise do
ABGD com as sequéncias de COI dos poliquetas do ASPSP (A), gréfico de dispersdo das
divergéncias (B).

Em relacdo ao 16S, foi possivel realizar a analise com a configuracdo padrdo do

ABGD. Os resultados mostraram a presenca de 24 MOTUs das sequéncias de 16S referentes

aos poliquetas do ASPSP. A distribuicdo das divergéncias nucleotidicas ndo mostrou barcode

gap para 0 16S, a lacuna que representaria os limiares de divergéncias intra- e interespecificas

ndo foi bem delimitada e houve sobreposicéo entre os valores de divergéncias (Figura 18A e

B).
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Figura 18. Distribuicdo das frequéncias pairwise observadas na analise do ABGD com as
sequéncias de COI dos poliquetas do ASPSP (A), grafico de dispersdo das divergéncias (B).

O algoritmo ABGD (Puillandre et al., 2012) tém demostrado grande acuracia na

delimitacdo das espécies e deteccdo de barcode gap (Novo et al., 2012; Mat Jaafar et al.,
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2012; Martinsson & Erséus, 2013; Kvist, 2014; Martinsson et al., 2015; Vivien et al. 2015).
No presente estudo, o ABGD foi uma ferramenta também foi Gtil e capaz de distinguir o
desempenho de diferentes genes (COI e 16S) na delimitacdo das espécies. O COlI foi eficiente
na delimitacdo das espécies por apresentar intervalo de tamanho suficiente para distincdo das
distancias intra- e interespecificas, comprovando a existéncia de barcode gap para a biblioteca
de sequéncias de poliquetas do ASPSP. Trabalhos de diversidade com anelideos em escalas
locais também tém demostrado a existéncia de barcode gap, a exemplo de oligoquetas por
(Martinsson et al., 2015). Em uma perspectiva global, analises do conjunto de sequéncias de
COlI (GenBank) sugerem que ndo existe barcode gap em anelideos, tampouco poliquetas,
oligoquetas e hirudineos (Kvist, 2014).

Quanto ao 16S, nao foi observado um intervalo bem delimitado e de tamanho
suficiente que correspondesse a um barcode gap. 1sso poderia ter decorrido do namero de
sequéncias por grupo (MOTU). Uma das desvantagens do método é a presenca de grande
namero de sequéncias, porém com baixo namero de sequéncias por MOTU,
consequentemente, 0 ABGD parece ser inapropriado (Janssen et al., 2015). Todavia, esse ndo
é 0 caso dos dados de 16S, visto que, com uma diferenga pequena no nimero de sequéncias, a
analise com o COI foi realizada apropriadamente. Apesar de a distribuiscdo de distancias
genéticas do 16S apresentar uma pequena lacuna entre 0,1 e 0,13 (Figura 18A), o barcode gap
ndo é claro (Figura 18B). Ndo somente a presenca, mas também o tamanho do barcode gap é
importante na delimitacdo das espécies (Meier et al., 2008; Kvist, 2014).

O principio da existéncia de barcode gap € essencial para a aplicacio do DNA
barcoding na identificacdo das espécies (Wiemers & Fiedler, 2007). Caso haja sobreposicéao
de divergéncias geneticas, a delimitacdo das espécies pode ser realizada através de técnicas
sofisticadas como a teoria de coalescéncia e métodos estatisticos de genética de populacdes,
desde gue os dados apresentem uma boa amostragem molecular (Nielsen & Matz, 2006; Pons,
2006).

No presente estudo, o gene mitocondrial COIl foi mais eficiente e confiavel na
delimitacdo das espécies uma vez que apresentou barcode gap. De acordo com os resultados
do presente trabalho, as distancias K2P (padrdo do barcoding) do COI, evidenciaram
claramente um limiar entre as distancias intra- e interespecificas e a distancia patristica
méaxima nos poliquetas do ASPSP foi <3%, concordando com os limiares observados por Carr
et al. (2011) e Lobo et al. (2015).
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Desempenho do COIl e 16S: Classificacdo de Barcodes

A partir da classificacdo da fiabilidade taxonémica de DNA barcodes proposto por
Costa et al. (2012), os DNA barcodes gerados neste trabalho para os poliquetas do ASPSP
foram classificados nos cinco niveis de A — E, como mostra a Tabela 7.

Tabela 7 - Classificagdo dos DNA barcodes das
espécies de poliquetas do ASPSP, de acordo com o
sistema de classificacdo de (Costa et al., 2012). Na =
ndo se aplica. A=congruéncia externa, B
conguréncia interna, C = congruéncia subo6tima, D =
dados insuficientes, E = discordancia.
Classificacéo
Espécie col 16S
Amphinomidae

Eurythoe complanata A A

Hermodice carunculata A A

Linopherus cf. canariensis D D

Linopherus sp. D D
Capitellidae

Capitellidae sp. D D

Dasybranchus sp. D D
Chaetopteridae

Chaetopterus capensis B B

Phyllochaetopterus gracilis B B
Cirratulidae

Timarete punctata A A
Dorvilleidae

Dorvillea sp. B B
Eunicidae

Lysidice sp. D C

Eunice gagzoi A E

Palola sp. B B
Lumbrineridae

Lumbrineris perkinsi A B
Nereididae

Ceratocephale sp. D D

Nereis sp. D D
Orbiniidae

Proscoloplos cygnochaetus E E
Polynoidae

Harmothoe sp. D Na
Syllidae

Exogone spl. Na D

Opisthodonta sp. D D

Opisthosyllis brunnea D Na

Opisthosyllis viridis Na D
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Prosphaerosyllis sp. Na D
Salvatoria sp. Na E
Syllis alternata E E
Syllis garciai Na D
Syllis sp. n D E
Syllis spl Na D
Syllis sp2 Na D
Syllis variegata E D

Eunice gagzoi apresentou alta fiabilidade taxondmica em relacdo ao COI (nivel A),
porém representou discordancia em relacdo ao 16S (nivel E), uma vez que, quando comparada
a Nicidion cariboea, se agrupam na mesma MOTU. Entretanto, a distancia genética foi maior
com Nicidion cariboea quando comparado a Eunice gagzoi, pertencendo a mesma MOTU e
BIN no banco de dados do BOLD. Dessa forma, a decisdo taxonbmica para 0S espécimes
partiu da confibilidade do COI e uma terceira revisdo morfologica, portanto os espécimes do
ASPSP foram identificados como Eunice gagzoi.

Os DNA barcodes de Syllidae do ASPSP apresentaram baixa fiabilidade taxondmica,
discordancias ou dados insuficientes quanto aos dois marcadores genéticos e, portanto, no
presente estudo, foram classificadas nos niveis D e E.

Em resumo, 39% das sequéncias de COI possuiram fiabilidade taxondmica,
correspondentes aos niveis A e B (Figura 19A). As demais sequéncias ndo possuem dados
suficientes (nivel D — 48%) ou representam veja 0 tempo discordancias taxondémicas de
acordo com as sequéncias disponibilizadas nos bancos de dados (nivel E — 13%). O
desempenho do 16S foi mais baixo, 29% das sequéncias possuiram fiabilidade taxonémica e

18% das sequéncias foram discordantes (Figura 19B).
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Figura 19. Representacdo grafica da classificacdo dos DNA barcordes de COIl (A) e 16S (B)
dos poliquetas do ASPSP. Os niveis de fiabilidade taxondmica propostos por Costa et al.
(2012) sdo: A- concordancia externa; B - concordancia interna; C- concordancia sub-6ptima;
D - dados insuficientes; E - DNA barcodes discordantes.

Em Carr et al. (2011), o padrdo de agrupamento de cddigos de barras de COI sinalizou
erros de identificacdo, decisdes taxonémicas tendenciosas e facilitou a deteccdo da
diversidade de poliquetas. Os resultados obtidos no presente estudo, uttilizando COI e 168,
demostram que ambos os genes foram capazes de auxiliar na identificacdo das espécies, em
relacdo a comparacdo com sequéncias similares depositadas nos bancos de dados genéticos.

Hendrich (2010) afirma que o COI é um gene poderoso como ferramenta para estimar
a riqueza em larga-escala e tem potencial uso em ecologia e diversidade beta e para definir
prioridades em conservacdo. Entretanto, o uso do COIl também apresenta limitagdes para
identificacdo de amostras e delimitacdo de espécies, pois pode estar associado a eventos de
radiacdo rapida (Kvist, 2014). Apesar disso, 0 uso da ferramenta é indicado desde que o0s
padrdes encontrados sejam complementados com os resultados obtidos a partir de outras
ferramentas (Riesgo et al., 2015). Utilizar uma sequéncia-suporte, como realizado neste
estudo (16S), pode ajudar a confirmar os dados e dar maior confiabilidade as sequéncias das
espécies.

O uso de um sistema de classificacdo de DNA barcodes auxilia na decisdo das
sequéncias confiaveis para disponibilizacdo nos bancos de dados. Isso é imprescidnivel, uma
vez que um dos principais requisitos do DNA barcoding é a disponibilizacdo de dados
moleculares de espécimes taxonomicamente confirmados (Stoeckle & Hebert, 2008). No

entanto, o cuidado deve ser redobrado nas comparagdes entre as sequéncias, tendo em vista
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que numerosas sequéncias depositadas no GenBank podem estar associadas com uma
denominacdo taxondmica errada (Kvist, 2014).

A abordagem do DNA barcoding pode resultar em armadilhas como: 1) composicao
nucleotidica similar em populacfes que estdo em processo de especiacdo e com rapida
radiacdo; 2) numero de espécies cripticas no conjunto de dados global pode ser mais alto; e 3)
subamostragem do conjunto de dados (Kvist, 2014). Apesar disso, 0 DNA barcoding foi uma
abordagem muito util na identificacdo dos poliquetas do ASPSP, principalmente porque a
diversidade de poliquetas desse lugar era até entdo desconhecida. Além disso 0 uso de um
marcador genético auxiliar, ajudou para corroborar com dados moleculares a elei¢cdo de uma
nova especie (Syllis sp. nov.).

Os resultados do presente estudo corroboram com a ideia de que o uso do DNA
barcoding vai acelerar o reconhecimento e a subsequente descricdo de muitas espécies de
poliquetas atualmente ndo descritas (Carr et al., 2011). Além disso, dar maior robustez ao
conjunto de dados disponiveis pode mudar o panorama do barcoding em Annelida (Kvist,
2014). Dessa forma, este estudo pode contribuir ao prover sequéncias originais e confiaveis

aos bancos de dados genéticos.

CONCLUSOES

1. No ASPSP, identificou-se uma espécie nova (Syllis sp. nov.), cinco novos registros de
espécies para o Brasil e 12 para 0 ASPSP. Alem disso, duas espécies sao cosmopolitas,
segundo a literatura (Hermodice carunculata e Proscoloplos cygnochaetus) e outras
duas sdo provaveis (Chaetopterus capensis e Phyllochetopterus gracilis).

2. Registrou-se uma espécie criptica confirmada (Eurythoe complanata) e é provavel que
Proscoloplos cygnochaetus seja uma espécie criptica.

3. A maioria das espécies encontradas apresenta distribuicdo geografica mais restrita a
costa do Brasil, Caribe e da Africa.

4. Este estudo demonstrou a eficacia do DNA barcoding como uma ferramenta para a
identificacdo de espécies de poliquetas.

5. De um total de 35 morfoespécies identificadas, 20 puderam ser analisadas com o COlI,
que apresentou 16 MOTUs, e 26 com 0 16S, que apresentou 24 MOTUSs.

6. Além disso, a espécie nova Syllis sp. nov. pode ser confirmada, sendo grupo-irméo de

Syllis prolifera, bem como observado nos resultados baseados na morfologia.
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7. O barcode gap foi uma ferramenta util na avaliacdo do desempenho dos marcadores
moleculares.

8. O COIl respondeu melhor em relagdo aos limiares entre as distancias intra- e
interespecificas, uma vez que exibiu claramente um barcode gap, enquanto que o 16S ndo
apresentou uma delimitacdo clara dessa lacuna. Apesar disso, o trabalho também demostrou
que o 16S foi atil como um marcador de suporte, uma vez que auxiliou a identificacdo de
uma espécie nova.

9. A classificacdo dos DNA barcodes gerados foi Util na determinacdo das sequéncias

candidatas a barcodes e na observacgéo de sequéncias duvidosas.

CONSIDERACAO FINAL

O presente trabalho também mostrou a importancia da utilizacdo conjunta de dados
morfologicos e DNA barcoding para descrever a biodiversidade de poliquetas de uma ilha
oceanica. Esta dissertacdo foi instrumental no que diz respeito ao conhecimento da
biodiversidade do ASPSP, tendo aumentado o nimero de registros de espécies de poliquetas
nesse arquipélago, além de contribuir com a producdo de sequéncias genéticas originais que
serdo inseridas em bancos de dados publicos. Essas sequéncias servirdo para futuros estudos
em DNA barcoding e investigacdes filogeograficas, por exemplo, desde que sejam

disponiveis no GenBank e BOLD.
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APENDICES

Anexo 1. Dados das sequéncias obtidas do GenBank/BOLD para analise deste
estudo.

FAMILIA/ ESPECIE 6m 8-10m 12m  Total geral

Amphinomidae

Eurythoe complanata 4 43 11 58

Hermodice carunculata 0 10 0 10

Linopherus canariensis 10 1 6 17

Linopherus sp. 0 2 0 2
Capitellidae

Capitellidae sp. 1 0 0 1

Dasybranchus sp. 0 1 0 1
Chaetopteridae

Chaetopterus capensis 207 65 0 272

Phyllochaetopterus gracilis 62 27 0 89
Cirratulidae

Timarete punctata 7 93 37 137
Dorvilleidae

Dorvillea sp. 6 7 15 28
Eunicidae

Eunice gagzoi 2 9 0 11

Lysidice sp. 12 5 0 17

Palola sp. 2 1 0 3
Lumbrineridae

Lumbrineris perkinsi 0 3 0 3
Nereididae

Ceratocephale sp. 1 0 2 3

Nereis sp. 0 0 1 1
Orbiniidae

Proscoloplos cygnochaetus 5 3 1 9
Polynoidae

Harmothoe sp. 1 1 0 2
Sabellidae

Hypsicomus sp. 1 0 0 1
Syllidae

Exogone spl. 6 0 0 6

Exogone sp2. 1 0 0 1

Opisthodonta sp. 0 1 0 1

Opisthosyllis brunnea 3 4 57 64

Opsithosyllis viridis 1 0 2 3

Salvatoria sp. 5 0 0 5

Prosphaerosyllis sp. 1 0 0 1

Syllis alternata 10 3 0 13

Syllis garciai 2 0 0 2

Syllis gracilis 2 0 0 2

Syllis sp. nov 3 65 0 68

Syllis spl. 0 6 0 6

Syllis sp2. 0 2 0 2

Syllis spp. 1 1 1 3

Syllis variegata 33 46 7 86
Terebellidae

Polycirrus sp. 0 0 2 2
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Anexo 2. Esquema do corpo de Chaetopterus mostrando as regides A, B e C.

Adaptado de Osborn et al. 2007.

Regido A

Regido B

Regido C




Anexo 3. Dados das sequéncias obtidas do GenBank/BOLD para analise deste
estudo.

Espécie Gene N Acesso Referéncia
GenBank/BIN
URI
Dorvillea similis Col 1 DQ317857 Schulze, 2006
Enipo torelli Ccal 1 HQ023480 Carretal., 2011
Eunice cariboea cal 1 DQ317859 Schulze, 2006
Eunice gagzoi Col 1 BOLD:AAY3507 N&o publicada
Eurythoe complanata Col 1 JN086548 Borda & Rouse,
2012
Harmothoe imbricate Col 1 HQ024350 Carretal., 2011
Hermodice carunculata Col 1 KC017547 Ahrens et al.,
2013
Leitoscoloplos pugettensis Col HM473441 Carretal., 2011
Lumbrineris perkinsi Col KP254185 Leray et al.,
2015
Lysidice collaris Col 1 GQ497557 Zanol et al.,
2010
Mesochaetopterus taylori Col 1 DQ209251 Osborn et al.,
2007)
Nereis pelagica Col 1 KR916896 Lobo et al.,
2015
Odontosyllis globulocirrata Col 1 JF903773 Aguado et al.,
2012
Opisthodonta sp. Col JF903791 Aguado et al.,
2012
Phyllochaetopterus sp. Col 1 DQ209250 Osborn et al.,
2007
Proscoloplos cygnochaetus Col 1 FJ612515 Bleidorn et al.,
2009
Syllis vitatta Col 1 GU362691 Zhou et al.,
2010
Syllis prolifera Col 1 JF903780 Aguado et al.,
2012
Timarete punctata Col 3 KM192180 - Magalhes et al.
KM192182 2014
Amphinome rostrata 16S 1 AY577881 Rouse et al.,
2004
Branchiomaldane vincenti 16S 1 AY569690 Bleidorn &
Bartolomaeus,
2005
Capitella teleta 16S 1 JF509722 Andrade et al.,
2012
Ceratocephale abyssorum 16S 1 GQ426618 Boeggemann,
2009
Dorvillea erucaeformis 16S 1 GQ478122 Zanol et al.,
2010
Eunice cariboea 16S 1 GQ478141 Zanol et al.,
2010
Eurythoe complanata 16S 1 JN086557 Borda & Rouse,
2012
Hediste diadroma 16S 1 AB703099 Tosuji, 2012
Hermodice carunculata 16S 1 KC017630.1 Ahrens et al.,
2013
Lumbrineris inflata 16S 1 AY838832 Struck et al.,

2006




Lysidice collaris
Naineris dendritica
Nereis pelagica
Odontosyllis ctenostoma
Opisthodonta sp.
Opisthosyllis viridis
Opisthosyllis brunnea

Proscoloplos cygnochaetus
Prospherosyllis multipapillata

Salvatoria kerguelensis
Syllis prolifera
Syllis alternata
Syllis variegata

Timarete punctata

16S

16S

16S

16S

16S

16S

16S

16S
16S

16S

16S

16S

16S

16S

GQ478170
FJ612462
AY340470
JF913956
JF903704
JF913960
JF913958

AY532340
JF903713

JF903715
JF903739
JF903726
EF123822

KM192197-
KM192199
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Anexo 4. Resultado de gel de agarose COIl. L = ladder, (-) negativo, (+) positivo.
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