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Resumo

A superfamilia Mytiloidea Rafinesque, 1815 foi descrita originalmente com apenas uma
familia: Mytilidae Rafinesque, 1815. Posteriores revisdes da classificagdo original
sugerem que Mytiloidea possa ser subdividida em mais de uma familia. Entretanto, ndo
existe, até hoje, consenso sobre a organizacgdo interna dessa superfamilia, bem como testes
filogenéticos para entender a relacdo dos clados representantes. Nesse sentido, buscamos
através de ferramentas moleculares testar e revisar a validade das classificacdes dentro de
Mytiloidea, utilizando um marcador mitocondrial (COIl) e dois nucleares (ITS1 e 18s)
para inferir as relacGes evolutivas entre os grupos de Mytiloidea. As inferéncias
filogenéticas recuperam o monofiletismo de Mytiloidea. Os agrupamentos sugeridos
pelos estudos morfoldgicos previamente sugeridos para as familias e subfamilias de
Mytiloidea foram recuperados como parafiléticos. Baseado nas relagdes evolutivas
recuperadas no presente estudo propomos que Mytiloidea é composta por duas familias:
Mytilidae e Modiolidae, sendo a primeira dividida em sete subfamilias (Mytilinae,
Perninae, Brachidontinae, Septiferninae, Crenellinae, Dacrydiinae e Lithophaginae) e a
segunda em quatro (Modiolinae, Bathymodiolinae, Limnoperninae e Aulacominae). A
divergéncia entre as duas familias € de 37%. Entre subfamilias de Mytilidae variaram de
16-42%, e entre as subfamilias de Modiolidae variaram de 9-25%. Mytiloidea € um grupo
muito antigo, o que possivelmente contribui para o acumulo de muitas mutagdes e
consequentemente para os altos valores de divergéncia encontrados. Diversas
caracteristicas dentro do grupo sdo tratadas como sendo fruto de convergéncias
evolutivas, o que ao longo do tempo gerou classificagdes inconsistentes dos grupos
internos. Sugerimos aqui que algumas dessas caracteristicas tratadas como
convergéncias, sdo retencdes de caracteres ancestrais. A partir da visdo filogenética
proposta aqui, uma nova visdo da historia evolutiva de Mytiloidea pode ser abordada.



1. Introducéo

A superfamilia Mytiloidea Rafinesque, 1815 é representada pelos moluscos
bivalves popularmente conhecidos como mexilhdes, um grupo que apresenta grande
plasticidade ecoldgica e ocupa nichos que variam desde ambientes dulcicolas até fossas
abissais (Distal, 2000; Plazzi et al., 2011; Morton, 2015). Os fdsseis mais antigos de
Mytiloidea datam da era Paleozdica, com surgimento dos primeiros grupos no Cambriano
(Scarlato e Starobogatov, 1978; Morton, 2015), enquanto que 0S grupos viventes tém
registros mais recentes de cerca de 420 mya (The Paleobiology Database,
http://paleodb.org)

Mytiloidea foi morfologicamente descrita por Rafinesque (1815) com apenas uma
familia, Mytilidae. Porém, a organizacdo dessa superfamilia sofreu diversas
modificacOes. Na primeira revisdo, Soot-Ryen (1969) incluiu Mysidellidae, uma familia
extinta, e dividiu Mytilidae em 4 subfamilias (Mytilinae, Crenellinae, Lithophaginae e
Modiolinae), como cicatriz do musculo adutor, posi¢do e caracteristica da Iunula, entre
outras caracteristicas morfoldgicas associadas diretamente a concha.

Desde entdo, varios trabalhos se propuseram a revisar ou reclassificar o grupo,
inserindo ou dividindo Mytiloidea em varias familias, subfamilias, grupos fosseis e
viventes, baseando-se em dados morfol6gicos, principalmente da concha. Os autores, no
entanto, ndo justificaram a inclusédo ou exclusdo de grupos nas novas classificacdes
apresentadas, sendo muitas vezes questionadas por se tratar, basicamente, de uma viséo
subjetiva de cada autor. Como exemplo, a familia féssil Mysidellidae, incluida em
Mytiloidea na primeira revisdo do grupo (Soot-Ryen, 1969), ndo foi mencionada nas
revisdes de Scarlato e Starobogatov (1979a, 1979b). Em revisbes posteriores (Amler,
1999), Mysidellidae foi mantida em Mytiloidea, mas, desde 2011, foi relocada para a
superfamilia Ambonychioidea (Carter et al., 2011), e assim mantida desde ent&o.

Dentre as familias viventes, inimeras foram as mudancas na classificacdo ao
longo do tempo. A subfamilia Crenellinae foi considerada uma subfamilia de Mytilidae
por Soot-Ryen (1969) e Bieler e Mikkelsen (2006). Porém, outros autores a consideraram
com status de familia, com trés subfamilias (Crenellinae, Arcuatulinae, Limnoperninae)
por Scarlato e Starobogatov (1979a, 1979b) ou com duas subfamilias (Crenellinae e
Musculinae), por Carter et al. (2011). A familia Lithophagidae também sofreu diversas
alteracdes na sua classificacdo. Scarlato e Starobogatov (1979a, 1979b) consideraram
como uma familia valida subdividida em trés subfamilias (Lithophaginae, Botulinae e
Modiolinae), enquanto Bieler e Mikkelsen (2006) e Carter et al. (2011) a consideram
como subfamilia de Mytilidae. A familia Septiferidae Scarlato e Starobogatov 1979 foi
descrita com uma Unica subfamilia, Septiferninae; desce a categoria de subfamilia de
Mytilidae por (Bieler e Mikkelsen, 2006); e posteriormente sobe ao nivel de familia, com
duas subfamilias Septiferninae e Lithophaginae por Carter et al. (2011). Outro tdxon que
sofreu diversas modificagdes na classificagdo ]foi Modiolinae, considerada como
subfamilia de Lithophagidae (Scarlato e Starobogatov, 1979a, 1979b) ou de Mytilidae
(Bieler e Mikkelsen, 2006; Carter et al., 2011).

O unico consenso dentro de Mytiloidea é a familia Mytilidae, que em todas as
revisbes manteve o nivel de familia. Entretanto, a composicdo dessa suposta familia



sofreu diversas modificacBes, com quatro subfamilias (Mytilinae, Perninae, Adulinae e
Brachidontinae) por Scarlato e Starobogatov (1979a, 1979b); oito subfamilias,
(Mytilinae, Bathymodiolinae, Crenellinae, Dacrydiinae, Limnoperninae, Lithophaginae,
Modiolinae e Septiferninae) por Bieler e Mikkelsen (2006) ou cinco subfamilias
(Mytilinae, Arcuatulinae, Bathymodiolinae, Lithophaginae e Modiolinae) por Carter et
al. (2011).

Apesar dos varios esforcos, os métodos e critérios utilizados para gerar as
classificacfes de Mytiloidea produziram visdes distintas dos grupos (Morton, 2015), além
da falta de um estudo que tentasse recuperar as relacdes e validade dos grupos, sob um
contexto filogenético. Sdo poucos os exemplos na literatura de trabalhos que testaram a
monofilia de Mytiloidea, e entre os disponiveis foram utilizados poucos géneros.

Distel (2000) foi pioneiro em utilizar a filogenética molecular para entender as
relagOes evolutivas de Mytiloidea e confirma o monofiletismo de Mytiloidea e néo
resolveu as relacGes das linhagens internas. Esse trabalho recebeu diversas criticas
(Chichvarkhin, 2002) por utilizar apenas seis dos cerca de 30 géneros reconhecidos e um
gene nuclear (subunidade 18S do DNA ribossomal).

A fim de resolver as relacGes evolutivas de varios grupos de bivalves Plazzi et al.
(2011) utilizaram a sequéncia de quatro genes mitocondriais e confirmaram o
monofiletismo de Mytiloidea, a posicionaram como basal na subclasse Pteriomorphia,
mas nao resolveram as relagGes internas de Mytiloidea ou a validade das familias e
subfamilias.

Alguns trabalhos focaram na definicdo das relacdes filogenéticas entre grupos
menores da superfamilia, e ndo tiveram como objetivo mostrar uma visdo global das
relac@es filogenéticas dos géneros e familias de Mytiloidea. Por outro lado, tais trabalhos
foram uteis para resolver incongruéncias e permitiu abordagens robustas em alguns
grupos pontuais de taxonomia complexa, cujas relacdes tinham sido pouco esclarecidas
com estudos morfoldgicos.

Em seu estudo para definir as relagdes evolutivas dos mexilhdes de mar profundo,
Samadi et al. (2007) utilizaram quatro marcadores mitocondriais e nucleares e embora
falharam em recuperar as relagdes entre os géneros Bathymodiolus, Gigantidas, ldas e
Adipicola, confirmaram que se trata de um grupo monofilético. Miyazaki et al. (2010),
por sua vez, utilizaram dois genes mitocondriais e recuperaram que 0S géneros
Bathymodiolus e Gigantidas sdo parafiléticos. O paralelismo desses géneros também foi
confirmado por Rift et al. (2012) que utilizaram dados morfoldgicos e moleculares.

No Unico estudo que tenta resolver a posicdo do género Perna, Wood et al. (2006)
utilizaram trés marcadores molecular (dois genes nucleares e um mitocondrial) e trés
géneros (Perna, Aulacomya e Mytilus) e confirmaram o monofiletismo do género, irméo
de Mytilus. Para o género Brachidontes, Trovant et al. (2014) recuperaram os Geukensia
e Ischadium como irmé&os de Brachidontes. Contudo, o foco em grupos especificos nesses
trabalhos ndo permite uma viséo global das relacGes filogenéticas dos géneros e familias
de Mytiloidea.

Recentemente, diante de tantas incertezas na classificagdo de Mytiloidea, Morton
(2015) se propds em revisar a classificacdo de diversos grupos, embora ndo tenha se
preocupado em testar a validade filogenética dos possiveis tdxons. Esta nova classificacdo



foi baseada em um novo carater morfoldgico, a relagédo entre a localizacdo do pericardio
e as posicOes e arranjos das unidades do musculo posterior retrator do bisso, e definiu
quatro familias: Mytilidae (Mytilinae, Brachidontinae, Botulinae, Adualinae,
Lithophaginae e Septiferinae), Modiolidae, Musculidae (Modiolinae, Arcuatulinae,
Bathymodiolinae e Limnoperninae) e Crenellidae (Crenellinae e Dacrydiinae). O autor
ainda sugere que alguns grupos de Mytiloidea tenham caracteristicas morfoldgicas
convergentes, 0 que pode ser responsavel pelas diversas classificacdes equivocadas e a
auséncia de dados filogenéticos (morfoldgicos e moleculares) que objetivam esclarecer
as relacOes evolutivas de Mytiloidea, bem como de consenso no uso e interpretacdo de
dados morfoldgicos, tornam a classificagdo dos grupos internos de Muytiloidea
extremamente controversa.

Nesse sentido, o presente estudo pretendeu responder algumas questdes abertas,
como (1) o monofiletismo de Mytiloidea é confirmado em um estudo mais abrangente?
(2) os grupos propostos por Morton (2015) sdo validos sob um enfoque filogenético? (3)
a relacdo entre a localizacdo do pericardio e as posicdes e arranjos das unidades do
musculo pode ser confirmada como é um carater diagnostico dos grupos ou fruto de
convergéncia? Para tanto, foram utilizadas as sequéncias disponiveis de trés genes (um
mitocondrial e dois nucleares) de 22 géneros de Mytiloidea para realizar a analise mais
abrangente até o momento em um contexto filogenético.

2. Materiais e Métodos

2.1. Amostra

O presente estudo utilizou 185 sequéncias obtidas do Genbank, sendo 91 do gene
Citocromo oxidase subunidade 1 (COI), com 431-681 pb, 37 sequéncias de ITS1 (Internal
transcribed spacer 1) com 299-689 pb e 57 sequéncias de 18S (RNA ribossomal 18S)
com 415-1813 pb (Anexo 1). Além disso, foram geradas as sequéncias de dois exemplares
de Perna perna, provenientes de Vitéria — ES e BUzios — RJ), totalizando 42 espécies e
22 de aproximadamente 50 géneros que ja foram descritos. O grupo externo foi composto
por sequéncias obtidas do Genbank de oito géneros de trés subclasses: Pteriomorphia:
Ostrea e Crassostrea (Ostreoidea), Isognomon (Pterioidea), Pecten (Pectinoidea);
Palaeoheterodonta: Venustaconcha e Elliptio (Unionoidea); Heterodonta: Venerupis
(Veneroidea) e Astarte (Crassatelloidea). Segundo Plazzi et al. (2011), Ostreoidea,
Pterioidea, Pectinoidea, sdo superfamilias de Pteriomorphia, proximamente relacionadas
com Mytiloidea; Heterodonta é grupo irmé@o de Pteriomorphia e Palaeoheterodonta é
grupo irméo de Heterodonta e Pteriomorphia.

2.2. Extracao, amplificagdo e sequenciamento

Dois espécimes de tiveram o DNA foi extraido a partir de amostras de branquias,
conservadas em etanol 70%, seguindo o protocolo de extracdo salina padrdo salino
(SDS/NaCl/Proteinase K) descrito por Bruford et. al. (1992). O DNA extraido foi
visualizado em gel de agarose 1%, corado com BlueJuice® (Invitrogen, EUA) e Gel Red.
e quantificado no espectrofotdmetro Nanodrop ND1000 (Thermo Scietific). O gene
mitocondrial Citocromo Oxidase | (COI) foi amplificado por meio da Reacdo em Cadeia



da Polimerase (PCR) em um termociclador (Gene AMP® PCR System 9700) utilizando
0s primers LCO1490 e HCO2198 (Folmer et al., 1994) gerando um fragmento de cerca
de 700 pb. As reagdes foram realizadas em um volume final de 25 pl, contendo: 2,5 pl de
tampao, 1,5 pul de MgClz (50mM), 0,4 pl de ANTP (10mM), 0,3 pl de cada primer (10
uM), 0,1 pl de Taq (5U/ul) e 1,0 ul de DNA molde. O perfil da PCR seguiu as etapasofreu
algumas alteracGes a fim de eliminarem-se as bandas inespecificas: (1) desnhaturacao da
dupla fita do DNA a 94° C por dois minutos120 seg (pre-desesnaturacdo); (2) 28 ciclos
de 94°C por um minuto60 seg (desnaturagdo), 54°C por um minuto60 seg (anelamento),
72° C por um minito e 45 segundos105 seg (elongacgéo); (3) um periodo de extensdo final
a 72° C por cinco 5 minutos. Para verificar o sucesso da amplificacdo pela PCR, 2uL de
cada produto de PCR amplicon foi misturado com 1 pl de BlueJuice® (Invitrogen, EUA)
e, acrescido de Gel Red, foi e submetido a uma eletroforese em gel de agarose 2 % a 90
V por 50 minutos. Os amplicons foram purificados utilizando o Kit ExXoSAP-IT® (USB
Corporation), conforme o protocolo do fabricante. Os produtos da PCR foram
sequenciados no Nucleo de Genética Aplicado a Conservacdo da Biodiversidade
(NGACB) no Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Espirito
Santo, em um sequenciador automatico ABI 3500 (Aplied Biosystems). Esses
sequenciamentos utilizaram o kit Big Dye v3. 1 (Applied Biosystems) e 0s mesmos
primer forwards da PCR em um sequenciador automético, ABI 3500 (Aplied
Biosystems). As sequéncias geradas foram submetidas a ferramenta BLAST para
verificar se as mesmas correspondiam ao grupo de interesse.

2.3. Anélise dos dados

As sequéncias do COI foram alinhadas no programa Geneious através do Clustal X
v2.0 (Larkin et al., 2007), utilizando-se valores padrdes nos parametros de alinhamento,
juntamente com o alinhamento manual para a conferéncia de possiveis incongruéncias na
matriz de dados. O grau de saturacdo das sequéncias foi analisado através do programa
DAMBE 5.0.23 (Xia e Xie, 2001) através do teste de Xia (Xia et al., 2003). As sequéncias
de ITS1 e 18S foram alinhadas utilizando a ferramenta de alinhamento MAFFT (v.7;
http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/index.html) usando o parametro Q-INS-i. Foram
geradas matrizes independentes para cada gene, e as extremidades contendo
inconsisténcias foram eliminadas. Em seguida, foi gerada uma matriz concatenada com
0s trés genes e uma matriz individual para cada gene. Totalizando quadro matrizes de
dados.

Para as hipoteses filogenéticas com base em critérios de Maxima Verossimilhanga
(ML) e Inferéncia Bayesiana (IB), o modelo evolutivo mais adequado para cada analise
foi determinado pelo JModeltest v0.1 (Posada, 2008). As arvores da analise de ML foram
geradas através da plataforma RaxML (Stamatakis 2014), na plataforma CIPRES
(https://www.phylo.org/portal2). As arvores obtidas pela Inferéncia Bayesiana (IB) foram
construidas pelo programa Mr.Bayes 3.1 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003). As cadeias de
Markov foram conduzidas com 10 milhdes de geragdes com burn-in de 25%, amostrando
a cada cem geracoes e utilizando o modelo evolutivo proposto pelo Jmodeltest (Posada,
2008).



A diferenciacdo genética entre os grupos e dentro deles foi avaliada a partir dos
calculos de diferencas par-a-par entre as sequéncias do gene COI (estatistica-®),
utilizando-se 0 modelo de Kimura 2-parametros (K2P), com corre¢do de gama e testada
com 10.000 permutagdes no programa MEGA 6.

3. Resultados

As matrizes, por gene, foram formadas por 37 sequéncias com 1197 pb da regido
ITS1 e 57 sequéncias com 2010 pb do gene 18S. Para o gene COI, devido a retirada da
terceira posi¢do do codon por causa de saturacdo, as 91 sequéncias com 765 pb foram
resumidas a 508 pb. A matriz com todos os dados concatenados resultou em 92 sequéncias
com 3715 pb. O melhor modelo evolutivo para cada conjunto de dados (COI, ITS1 e 18S)
foram GTR+G, GTR+G e K80, respectivamente. As analises se basearam nas arvores
com dados concatenados e, como a topologia nas analises de ML e IB foram semelhantes,
todas as figuras serdo representadas com as arvores de IB.

Em todas as reconstrucgdes filogenéticas a superfamilia Mytiloidea foi recuperada
como monofilética (Figura 1), com alto suporte (ML=91-99%, IB= 99-100%).

Levando em consideragdo a formacao dos agrupamentos monofiléticos na arvore
com dados concatenados e a divergéncia genética do gene COl, foi possivel verificar a
formagé&o de dois agrupamentos em Mytiloidea, sendo o grupo A com 25% e o grupo B
com 11% de divergéncia interna média. Os dois grupos divergem entre si em 37%. A
divergéncia dos grupos A e B com cada grupo externo foi de 44% e 42%,
respectivamente, com o grupo externo 1 (Pteriomorphia), e de 46% e 38%,
respectivamente, com o grupo externo 2 (ndo Pteriomorphia).

O grupo A apresentou sete subclados, chamados de Al a A7, com divergéncia
genética variando de 16 a 42% (Anexo 2). As divergéncias dentro de cada subgrupo
variaram de 5 % (A4), 7% (A1), 9% (A2 e A5) e 22% (A3), e devido ao baixo numero
amostral ndo foi possivel calcular as divergéncias dentro dos grupos A6 e A7.

O grupo B estd organizado em 4 subgrupos, compostos por representantes,
ecologicamente diversos, com representantes de ambientes dulcicolas e estuarinos
(Limnoperna e Xenostrobus) até géneros altamente especializados de regies profundas
do oceano (Bathymodiolus, Gigantidas, Adipicula, 1das). As relacGes filogenéticas entre
0s subgrupos ndo foram bem estabelecidas. Os valores de divergéncia encontrados
variaram de 9-25%, ja as divergéncias internas dos grupos foram de 3% (B1), 8% (B2),
16% (B3) e 8% (B4).
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4. Discussao

4.1. Mytiloidea, um grupo monofilético.

Mytiloidea € um grupo muito antigo, com fosseis datando de mais de 400 mya
(Morton, 2015), e os ramos da arvore sdo longos, revelando um grande acumulo de
mutacdes entre os grupos. Mesmo diante da recuperacdo do monofiletismo de Mytiloidea,
a superfamilia Pteriomorphia foi recuperada como parafilética.

Em uma visdo mais ampla, o0 monofiletismo de Bivalve é aceito pela maioria dos
autores, entretanto, a relagdes internas na classe ainda geram discussdes (Combosch e
Giribet, 2015). Exemplo disso, € a subclasse Pteriomorphia, cujo status monofilético é
controverso (Combosch e Giribet, 2015). Filogeneticamente, Pteriomorphia, foi
recuperada como monofilética por Plazzi et al. (2011), porém, nesse estudo, para esse
monofiletismo ser confirmado, alguns grupos de outras subclasses foram inclusos em
Pteriomorphia.

Dentro de Pteriomorphia, Mytiloidea foi recuperada por Plazzi et al. (2011) como
monofilética e basal na subclasse, analisando para isso apenas os géneros Mytilus,
Modiolus, Lithophaga e Musculista. Além dessa grande abordagem de Plazzi et al.
(2011), em todos os outros trabalhos com foco na filogenética molecular de representantes
de Mytiloidea, o monofiletismo da superfamilia foi confirmado (Distel, 2000; Miyazaki
etal., 2004, 2010; Owada e Hoeksema, 2011; Samandi et al., 2007; Trovante et al., 2014),
muito embora, em sua maioria, poucos géneros foram analisados, ndo fornecendo
robustez ao dado. O presente estudo utilizou 0 maior nimero de géneros do grupo em um
trabalho de filogenética, com 22 géneros, representando o monofiletismo de Mytiloidea
com os dados mais robustos até o momento.

Como o gene COI é utilizado na ferramenta de Barcode of life (Hebert et al.,
2003), sua utilizacdo é valida para conhecimento da diversidade entre grupos. Os valores
de divergéncia do COI tém sido utilizados como parametros para orientar a delimitacdo
de niveis taxonémicos. No presente estudo, a divergéncia genética do gene COI de 37%
entre os grupos A e B é dado inédito na literatura, e bastante superior aos 17% encontrado
para separacao ao nivel de familia em moluscos gastrépodes (Kulsantiwong et al., 2013).

Desse modo, diante da composicéo dos dois grupos obtidos, podemos considerar
que cada um desses grupos representa duas familias distintas: Mytilidae e Modiolidae. A
familia Mytilidae corresponderia ao grupo A, que contém Mytilus, com divergéncia de
37% em relacdo a Modiolidae, grupo B, que contém Modiolus.

Mytilidae sempre foi reconhecida como uma familia vélida nos estudos de
Mytiloidea, variando os géneros que compdem a familia a depender do autor e de quais
caracteres morfoldgicos foram analisados (Carter et al., 2011; Morton, 2015; Scarlato e
Starobogatov, 1979a). Nesses estudos os autores consideram a maioria dos géneros do
grupo com a morfologia semelhante a Mytilus, com presenca de dentes no ligamento das
conchas, o formato da concha, e por possuirem fixacao através do bisso (Huber, 2010),
reforcando a classificacao da familia Mytilidae, e que, no presente estudo, se organiza em
sete grupos distintos, com alto suporte e niveis de divergéncia que variam de 16 a 42%.



Mesmo tendo sido considerada valida por todos os autores, a organizacdo interna de
Mytilidae sofreu diversas alteracbes dependo do autor e dos caracteres analisados,
representada por varias subfamilias por ser a unica familia em Mytiloidea (Bieler et al.,
2010; Soot-Ryen, 1969) ou por ter varios arranjos distintos, por ser uma dentre outras
familias de Mytiloidea (Scarlato e Starobogatov, 1979a; Morton, 2015).

Modiolidae, por sua vez, ndo foi considerada valida na maioria dos Gltimos
trabalhos que revisaram Mytiloidea (Carter et al., 2011; Scarlato e Starobogatov, 1979a).
Embora, a maioria dos autores reconhecam que alguns géneros (ex. Limnoperna,
Modiolus, Bathymodiolus) sejam morfologicamente distintos da maioria das espécies que
compdem Mytilidae e com semelhancas morfoldgicas com Modiolus, esses géneros
foram classificados como Mytilidae (Bieler et al., 2010; Carter et al., 2011). Morton
(2015), em contrapartida, foi um dos poucos a considerar Modiolidae como um grupo
valido. Os representantes de Modiolidae no presente estudo estdo organizados em quatro
grupos distintos.

4.2. Mytilidae, uma familia e sete subfamilias

Baseados nas anéalises filogenéticas, propomos pela primeira vez Mytilidae
composta por sete subfamilias: Mytilinae, Perninae, Crenellinae, Septiferinae,
Brachidontinae, Dacrydiinae e Lithophaginae. Exceto Dacrydiinae que ocorrem em aguas
mais profundas e Lithophaginae, essencialmente animais com habito de furadores de
pedra, os demais tém como caracteristicas serem filtradores marinhos, de regifes de agua
rasa.

Considerando que Mytilus esta no subgrupo A4, este pode ser reconhecido como
subfamilia Mytilinae. Analogamente, foi possivel classificar os demais subgrupos pela
presenca dos géneros-tipo: Perninae Scarlato e Starobogatov 1979 para o subgrupo Al
com Perna,; Crenellinae Gray, 1840 para o subgrupo A2 com Crenella; Septiferninae
Scarlato e Starobogatov 1979 para o subgrupo A3 com Septifer; Brachidontinae F.
Nordsieck, 1969 para o subgrupo A5 com Brachidontes; Dacrydiinae Ockelmann, 1983
para o subgrupo A6 com Dacrydium e Lithophaginae H. Adams & A. Adams, 1857 para
0 subgrupo A7 com Lithophaga (Figura 2).

Entretanto, confrontando a organizacdo filogenética aqui obtida com as
proposi¢oes morfoldgicas dos grupos representados, é dificil associar sinapomorfias
morfologicas a cada clado, ja que os estudos que se propuseram a analisar 0s caracteres
morfologicos ndo apresentam consenso quanto ao carater morfologico que melhor
distingue cada grupo (Morton, 2015; Scarlato e Starobogatov, 1979a). A luz da
filogenética, todas as organizacdes de géneros que compdem as subfamilias definidas por
carateres morfologicos formam grupos parafiléticos.

Morton (2015) ndo reconhece Perninae como subfamilia de Mytilidae, e insere
Crenellinae e Dacrydiinae na familia Crenellidae. Para o autor, Crenellinae e Dacrydiinae
sdo grupos irmdos e compdem uma familia distinta (Crenellidae). No presente estudo nédo
h& suporte para considera-las irmés, uma vez que Crenella (Crenellinae) é grupo irmao
de Perninae, enquanto que Dacrydiinae € grupo mais basal no grupo.



Ainda, Morton (2015) considera duas outras subfamilias, Botulinae (género
Botula) e Adulinae (género Adula) dentro de Mytilidae, porém representantes desses
grupos ndo foram testados no presente estudo, o que nos leva a considerar que ha
possibilidade de que Mytilidae possa ter outras subfamilias filogeneticamente validas.
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Figura 2 . Representacdo das divisdes de Mytiloidea em duas familias e suas subfamilias.

4.2.1. Perninae

Perninae é formada pelos géneros monofiléticos Perna, Mytella e Choromytilus,
recuperando Perna como irméo de Mytella e Choromytilus basal aos dois. A divergéncia
genética dentro de Perna foi de 2% (P. perna x P. canaliculus) a 5% (P. canaliculus x P.
viridis), enquanto que entre Perna e Mytella variaram de 5% (P. viridis x M. charuana)
até 11% (P. canaliculus x M. charuana). A divergéncia entre Choromytilus e Perna
variou de 7-9% e entre Choromytilus e Mytella de 7-12%. Perninae é distinto dos demais
grupos de Mytilidae por 16 a 41% (Anexo 2).

Perninae foi considerada subfamilia apenas por Scarlato e Starobogatov (1979a),
enquanto os demais autores posicionam 0s representantes da subfamilia em outros
agrupamentos: Perna e Mytella como géneros de Musculinae (Morton, 2015); Perna em
Mytilinae (Huber, 2010) e Mytella em Arcuatulinae (Huber, 2010).

Embora seja consenso quanto ao monofilestismo do género Perna (Woods et al.,
2007, presente estudo), Uliano-Silva et al. (2015) recuperam o género Perna como
parafilético ao utilizar dados de mitogenémica. Morton (2015) recuperou Perna como
um clado antigo, datando de 200 Mya e entender a historia evolutiva de grupos tdo antigos
pode ser dificil.

Um dado inédito do presente estudo, no entanto, foi encontrar a relacdo de géneros
irmdos entre Perna e Mytella. Além do fato de que em varias revisdes morfologicas
(Huber, 2010; Scarlato e Starobogatov, 1979a) os dois géneros ndo foram considerados
como pertencentes a mesma subfamilia. Além disso, no género Mytella é observado o



fendmeno da dupla heranca uniparental, conhecido como DUI (Souza et al., 2014),
enquanto que em Perna esse fendmeno ndo é observado (Weber et al., 2009, presente
estudo, dados ndo apresentados). Assim, fica evidente que grupos filogeneticamente
proximos e antigos, podem acumular diferencas significativas, tanto morfoldgicas quanto
fisioldgicas, dado o caminho evolutivo distinto ser bastante longo.

4.2.2. Crenellinae

Crenellinae é formada por Musculus, Crenella e Musculista, recuperando os dois
primeiros como irmaos e Musculista basal em relacdo a eles, sendo reconhecido aqui
como a subfamilia Crenellinae. Crenella e Musculus s&o mais relacionados entre si, com
4% de divergéncia, enquanto que Crenella e Musculista apresentam 11-13% de
divergéncia e Musculista e Musculus mostram 12-15%. Crenellidae difere das demais
subfamilias de Mytilidae por 25-42% de divergéncia (Anexo 2).

A relacdo préxima entre Crenella e Musculus ja foi relatada em alguns trabalhos
(Distel, 2000; Huber, 2010), todos dentro de Crenellinae. No entanto, Carter et al. (2011)
consideraram Musculus em uma subfamilia distinta (Musculinae) e irma de Crenellinae,
ambas na familia Crenellidae. Morton (2015) por sua vez, considera Musculus e Crenella
em familias distintas (Musculidae e Crenellidae).

Morfologicamente Crenella e Musculus possuem semelhancas como o fato da
concha ser oval ou dorso-ventralmente alongadas, o que é considerado por alguns
trabalhos suficiente para agrupar esses clados como grupos irméos (Carter et al., 2011;
Huber, 2010). Ecologicamente, em geral ocupam a zona sublitoral (Huber, 2010), o que
contribui para corroborar as relacoes filogenéticas aqui recuperadas.

O género Musculista, em contrapartida, embora relacionado com Crenellinae por
Scarlato e Starobogatov (1979a), ndo é classificado por outros autores como pertencente
a essa subfamilia. Carter et al. (2011) consideram Musculista incluso em Arcuatulinae,
subfamilia de Mytilidae, enquanto Morton (2015) sugere que Musculista seja relacionado
com as subfamilias Limnoperninae e Bathymodiolinae. Por ndo haver consenso quanto
aos critérios morfologicos que classificam Musculista, entendemos que seu
posicionamento filogenético aqui apresentado pode auxiliar na busca de sinapomorfias
para o grupo morfologicamente ndo relacionado, mas que compartilham uma historia
evolutiva comum.

4.2.3. Septiferinae

Septiferinae é composto por Septifer excisus, que foi recuperado como
monofilético com alto suporte, ramos profundos, e basal em relagdo aos grupos Perninae
e Crenellinae, divergindo dos demais por 28-35% (Anexo 2).

A subfamilia Septiferninae tem sido inserida em duas familias distintas,
Septiferidae (Scarlato e Starobogatov, 1979a; Carter et al., 2011) e Mytilidae (Morton,
2015). Septiferidae é reconhecida devido as diferencas morfoldgicas, principalmente na
presenca de um septo interno na concha, distinto de todos outros grupos; enquanto que
sua insercdo em Mytilidae é gracas as relacbes do musculo adutor com a cavidade
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pericardica. Como o presente estudo posiciona filogeneticamente Septifer dentro de
Muytilidae, ndo ha suporte para validar a familia Septiferidae.

Filogeneticamente, o comprimento dos ramos de Septiferninae indica o grande
acumulo de mutagdes, corroborado pelos valores de divergéncia altos com 0s grupos
filogeneticamente mais préximos. Septifer possui caracteristicas evolutivas que podem
ter possibilitado o sucesso do grupo e Seed e Richardson (1998) discutem sobre as
modificagdes fisiologicas e morfoldgicas que garante a capacidade desse género ocupar
ambientes muito exposto a energia das ondas, o que provavelmente trouxe modificacdes
importantes para o grupo, distinta dos grupos préximos.

4.2.4. Mytilinae

Mytilinae é formada exclusivamente pelo género monofilético Mytilus, embora
tenha apresentado algumas espécies parafiléticas (M. californianus, M. edulis e M.
galloprovincialis). A divergéncia entre Mytilinae e os demais grupos em Mytilidae foi de
25-42% (Anexo 2). O género Mytilus é encontrado no registro fossil datando de 202-427
mya (Morton, 2015; The Paleobiology Database), 0 mais antigo dentre 0s géneros de
Mytiloidea.

Historicamente, alguns dos grupos que comp8em Mytiloidea sdo reconhecidos
como tendo forma de Mytilus (Huber, 2010; Owada, 2007). Em geral esses grupos sdo
reconhecidos como sendo a familia Mytilidae. A idade do género Mytilus no registro
féssil, corrobora a ideia de que a irradiacdo de Mytilidae ocorreu a partir de um ancestral
Mytilus.

A semelhanca morfoldgica de algumas espécies de Mytiloidea com o género
Mytilus fez com que diversos autores classificassem outros géneros dentro de Mytilinae.
Huber (2010) considerou o género Perna relacionado com Mytilus. Newell (1969) sugeriu
gue o género Hormomya (=Brachidontes) também fizesse parte da subfamilia Mytilinae,
divisdo que ja havia sido recuperada como parafilética (Distel, 2000) e foi reforcada no
presente estudo.

Contudo, as relagBes aqui obtidas, indicaram a ndo validade filogenética de
algumas relacbes morfologicamente ja sugeridas. Morton (2015) sugere que as
semelhangas morfoldgicas e ecolégicas de alguns grupos dentro de Mytiloidea sejam
frutos de convergéncias. Especificamente em Mytilidae, Morton (2015) sugere que a
ocupacdo do mesmo ambiente (costdes rochosos) por Brachidontes, Mytilus e Septifer
seja fruto de convergéncia e que a adaptagdo desses grupos a essa forma de vida tenha
levado a convergéncia morfologica.

Além da possibilidade de muitas caracteristicas morfoldgicas em Mytilidae serem
fruto de convergéncias ou de retencéo de caracteres ancestrais (assunto trato a frente), ha
evidéncias de que a irradiacdo morfologica e ecologica foi rapida em Mytilidae, pois
verifica-se 0 surgimento de grupos, como Lithophaginae, com caracteristicas
morfologicas e ecoldgicas derivadas (animais cavadores de rocha), cujo registro fossil
datando de 229-359 mya (Morton, 2015), pouco tempo depois do surgimento de Mytilus.

Desse modo, as relagdes filogenéticas baseadas em dados moleculares reforcam,
desde trabalhos pioneiros como Distel (2000) até o presente estudo, que as semelhancas
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morfologicas de alguns grupos com Mytilus, e consequentemente, Mytilinae, séo fruto de
convergéncias e ndo estdo relacionadas com uma histdria evolutiva compartilhada. Além
disso, em ambos trabalhos (Distel, 2000; presente estudo) Mytilinae é recuperada como
monofilética apenas com o género Mytilus.

4.2.5. Brachidontinae

Esta subfamilia é composta por Brachidontes, Ischadium, Geukensia,
Perumytilus, Semimytilus e Mytilisepta, sendo todos os géneros monofiléticos, com
divergéncia intergenérica variando de 2 a 15%. Mytilisepta virgata foi basal aos géneros
Perumytilus e Semimytilus, com distancia de 10% com Semimytilus e de 6-11% com
Perumytilus. A distancia entre Perumytilus e Semimytilus é de 4-9%. Brachidontes é
grupo irméo de Geukensia e Ischadium, com distancia intergenérica de Ischadium de 15
a 4% e de Geukensia de 12 a 8%. Geukensia e Ischadium divergem entre si por 4-2%.

Brachidontinae sempre foi considerada uma subfamilia de Mytilidae, tanto
baseado em caracteres associados a concha (Scarlato e Starobogatov, 1979a; Soot-Ryen,
1969), caracteres de morfologia interna (Morton, 2015) e por dados de sequéncia de DNA
(Trovant et al., 2015; Distel, 2000, presente estudo).

Historicamente, Brachidontes, Geukensia, Ischadium, Perumytilus foram
considerados morfologicamente relacionados por possuirem caracteristicas da
ornamentacdo da concha como, nervuras radiais, triangulares, além de caracteristicas
associadas aos dentes do ligamento (Trovant et al., 2015).

Outros dois géneros tém um passado de classificacBes taxonémicas incerto.
Semimytilus foi classificado morfologicamente como Mytilinae, contudo, a auséncia de
dentes no ligamento da concha, caracteristica amplamente utilizada para classificacdo
morfoldgica, gera controvérsias sobre as relacbes de parentesco do género (Huber, 2010).
Mytilisepta foi considerado um género de Septiferinae por diversos autores (Scarlato e
Starobogatov,1979a; Huber, 2010), sendo Mytilisepta virgatus um sinénimo de Septifer
virgatus (World Register of Marine Species). Contudo, Trovant et al. (2015) ja haviam
recuperado Mytilisepta em Brachidontinae e distante do género Septifer.

Reforcamos assim, a validade de Brachidontinae como uma subfamilia de
Mytilidae, e estabelecemos uma relacdo filogenética entre esse grupo e os demais,
possibilitando o entendimento futuro das relagdes evolutivas do grupo.

4.2.6. Dacrydiinae

Dacrydiinae é representada por Dacrydium zebra, e embora ndo tenha sido obtido
0 suporte na relacdo basal desse grupo, foi possivel recupera-lo dentro de Mytilidae, com
valores de divergéncia para os demais grupos de Mytilidae de 39-48%. Originalmente a
subfamilia Dacrydiinae Ockelmann, 1983 foi descrita com somente um género, e embora
tenha sido usada apenas uma especie de Dacrydium no presente estudo, esse grupo se
posicionou com alto suporte (IB=99%) em Mytilidae. As caracteristicas morfoldgicas
como a auséncia de concha nacarada e a auséncia do segundo ligamento na concha
permitem a identificagcdo dos Dacrydium.
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Os autores que consideraram Dacrydiinae uma subfamilia valida (Ockelmann,
1983; Morton, 2015; Bieler et al., 2010) sugeriram a relagdo desse grupo com a subfamilia
Crenellinae. Ockelmann (1983), além de descrever morfologicamente a subfamilia
Dacrydiinae, também indica peculiaridades ecoldgicas do grupo, principalmente a
ocorréncia de algumas espécies em profundidades de até 40m, habito diferente dentro de
Mytilidae. No registro féssil, Dacrydium € um grupo recente, datando de 66-72 mya
(Morton, 2015, The Paleobiology Database). Contudo, sua posicéo filogenética basal a
grupos muito antigos como Mytilinae sugere que Dacrydium descenda de uma linhagem
mais antiga ndo amostrada, ou que ja tenha sido extinta. Ainda é possivel observar que,
filogeneticamente, a profundidade dos ramos desse clado indica um grande acumulo de
mutacgdes, corroborando a ideia de que Dacrydiinae descenda de uma linhagem mais
antiga.

4.2.7. Lithophaginae

Lithophaginae é composta por Lithophaga lithophaga, e embora sua relacdo em
relacdo as demais subfamilias de Mytilidae ndo tenha sido esclarecida, o suporte para sua
inclusdo familia é alto (IB=99%). Os valores de divergéncia de Lithophaginae para as
demais subfamilias variaram de 31-42% (Anexo2).

O género Lithophaga, pertencente a subfamilia Lithophaginae, possui o habito
mais distinto dentro de Mytilidae, sendo reconhecidos como animais cavadores de pedra
e de corais mortos (Morton 2015), caracteristica compartilhada com o género Leiosolenus
(género ndo amostrado nesse trabalho). Além do habito diferente do restante de
Mytilidae, esses géneros possuem a concha alongada e diferente do “padrdo” Mytilus.
Contudo, mesmo diante de diferencas significativas, esses géneros costumeiramente
foram classificados em Mytilidae, exceto por Scarlato e Starobogatov (1979a), que
consideraram Lithophagidae como uma familia valida para agrupar esse grupo.

Owada et al. (2006) identificaram que Lithophaga e Leiosolenus séo
monofiléticos, embora ndo sejam géneros irmaos. Assim, em uma proposta hipotética de
se incluir os moluscos com habitos de cavadores de pedra em um Unico grupo, a
subfamilia Lithophaginae seria recuperada como parafilética. Assim, abortando a
proposta, Lithophaginae é composta apenas do género Lithophaga, como recuperado no
presente estudo, e Leiosolenus seria recuperado como possivelmente uma nova
subfamilia em Mytilidae.

4.3. Modiolidae, de rios a mares profundo

No presente estudo, Modiolidae esta sendo proposta pela primeira vez como uma
familia com quatro subfamilias, cada qual formada por um agrupamento monofilético,
com alto suporte (IB=91-100%), muito embora ndo tenha sido possivel recuperar as
relacGes hierarquicas entre os grupos. A subfamilia Modiolinae G. Termier & H. Termier,
1950 foi recuperada por conter Modiolus no subgrupo B2; Bathymodiolinae Kenk e B.
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R. Wilson, 1985 é reconhecida por conter Bathymodiolus; Limnoperninae Scarlato e
Starobogatov, 1979a é reconhecida por conter Limnoperna no subgrupo B3, e o subgrupo
B4 contém Aulacomya, género que ndo é tipo de nenhuma subfamilia ja descrita (Figura
2).

Similar ao observado em Mytilidae, as classificagdes morfoldgicas séo, na
maioria, parafiléticas quando comparadas com a recuperacdo filogenética aqui
apresentada, sendo dificil associar qualquer possivel sinapomorfia morfologica.

Morton (2015), por exemplo, ndo reconhece a presenca de Limnoperninae e
Bathymodiolinae dentro de Modiolidae, considerando apenas Modiolinae como
subfamilia valida. Ainda, Morton (2015) levanta duvidas sobre o monofiletismo de
Modiolus indicando que algumas espécies do género possam estar mais proximas de
outros géneros (Modiolus striatulus mais préximo dos géneros Perna e Musculista do que
de outros Modiolus).

Muito embora a classificacdo de Modiolidae proposta por Morton (2015) néo
apresente as mesmas subfamilias como as que foram recuperadas no presente estudo, para
ele Bathymodiolinae e Limnoperninae sdo classificadas como sendo subfamilias
préximas, dentro de outra familia (Musculidae).

4.3.1 Bathymodiolinae

Em Bathymodiolinae foram agrupados os géneros Bathymodiolus, Adipicula,
Idas e Gigantidas com alto suporte, embora a relacdo interna entre eles ndo tenha sido
esclarecida. Filogeneticamente, é um grupo com pouca divergéncia (9 a 25% dos demais
grupos de Modiolidae) e com ramos curtos.

Os quatro géneros do grupo correspondem aos animais de mar profundo,
colonizadores de 0ssos e que tem relagdo simbidtica com microrganismos (Miyazali et
al., 2010; Samadi et al., 2007). Morfologicamente, possuem semelhancas ao género
Modiolus (Huber, 2010) e é reconhecido em diversos trabalhos como um grupo véalido
(Bieler et al., 2010; Carter et al., 2011; Morton, 2015).

Em seu estudo, Miyazali et al. (2010) recuperaram a subfamilia com alguns
géneros parafiléticos, sendo a idade do grupo de cerca de 20 mya. Morton (2015) também
mostrou que esse grupo é recente quando comparado com outros grupos como
Modiolinae e Mytilinae, 0 que explica a pouca divergéncia dentro do grupo e 0s ramos
téo curtos.

4.3.2. Modiolinae

Modiolinae é composta exclusivamente pelo género Modiolus, recuperado como
monofilético, embora ndo seja possivel determinar se filogeneticamente ele é mais
relacionado com o grupo Bathymodiolinae ou Limnoperninae. A divergéncia entre
Modiolinae e Limnoperninae foi de 17%, enquanto que entre Modiolinae e
Bathymodiolinae foi de 9%.
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Diversos autores ja consideravam esse grupo como uma subfamilia valida
(Scarlato e Starobogatov 1979a; Bieler et al., 2010; Carter et al., 2011). Segundo Morton
(2015), alguns representantes de Modiolus foram inseridos em grupos distintos, sugerindo
que uma reviséo do género fosse realizada.

No presente estudo, Modiolus ndo foi recuperado como parafilético, como
proposto por Morton (2015), entretanto o baixo suporte observado, indica que é
necessaria a revisdo dos critérios apresentados por Morton (2015) e uma ampla revisao
do género, baseado em caracteres moleculares e morfoldgicos para solucionar o status do
género. Modiolus, assim como Mytilus, possui um amplo e antigo registro fossil, com
exemplares datando de cerca de 420 mya (Morton, 2015).

4.3.3. Limnoperninae

Em Limnoperninae, os géneros Limnoperna e Xenostrobus foram recuperados
como irmaos e, embora ndo seja possivel estabelecer as relacdes de parentesco desse
grupo com Bathymodiolinae e Modiolinae, a subfamilia foi recuperada como
monofilética.

Xenostrobus se mostrou parafilético, com X. securis mais proximo de L. fortunei
do que de X. atratus. L. fortunei diverge de X. atratus com 24%, enquanto que a
divergéncia entre X. atratus e X. securis é de 8%. Esse grupo apresenta ramos longos, o
que indica um grupo antigo que acumulou uma grande quantidade de muta¢des ao longo
do tempo. A distancia de Limnoperninae para o grupo B4 foi de 25%.

Depois da ser descrita por Scarlato e Starobogatov (1979a), todas as posteriores
revisdes de Mytiloidea consideraram Limnoperninae como uma subfamilia valida (Bieler
et al., 2010; Carter et al., 2011; Morton, 2015). Contudo, as subfamilias irmas de
Limnoperninae nunca foram consenso. Scarlato e Starobogatov (1979a) consideraram
Limnoperninae como subfamilia irm& de Crenellinae, ambas inclusas em Crenellidae.
Carter et al. (2011), por sua vez, consideraram-na subfamilia irma de Septiferninae, em
Septiferidae.

Apenas na classificacdo de Morton (2015) Limnoperninae foi considerada
préxima as subfamilias Modiolinae e Bathymodiolinae, como recuperado no presente
estudo, sugerindo a proximidade de grupos que irradiaram para habitats incomuns em
Mytiloidea, como a agua doce em Limnoperninae e o mar profundo em Bathymodiolinae.
Segundo Morton (2015), a capacidade de ocupar esses ambientes pode estar relacionada
a modificagOes principalmente nos caracteres relacionados & morfologia interna que
desempenha mudangas fisiologicas.

O género Xenostrobus foi recuperado como parafilético no presente estudo.
Quando descrito pela primeira vez, Xenostrobus securis (Lamarck, 1819) foi considerado
como sendo Limnoperna securis (Lamarck, 1819). Embora L. securis nao seja
considerado valido, alguns trabalhos ainda utilizam essa nomenclatura (Adarraga e
Martinez, 2011). A recuperacdo filogenética aqui apresentada, indica que o género
Xenostrobus seja parafilético, sendo X. securis espécie irma de Limnoperna fortunei.
Contudo, também baseados em dados moleculares, Colgan e Costa (2013) recuperaram
Xenostrobus como monofilético, mas com relagdes internas do género pouco resolvidas.
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Diante dessa incongruéncia entre os dados aqui recuperados e o0s apresentados
por Colgan e Costa (2013), sugerimos que as relagdes dentro desse clado sejam analisadas
em trabalhos com amostragem mais ampla e especificos pra o grupo.

4.3.4. Uma nova subfamilia em Modiolidae?

Aulacomya atra foi recuperado como um grupo monofilético, basal as demais
subfamilias de Modiolidae com suporte baixo de IB=91 e ML=52. A composic¢do do
género Aulacomya é motivo de discusséo.

A principio, Beu et al. (1997) indicaram que o género Aulacomya compreendia
apenas A. atra, que se comportava como uma espécie em anel no hemisfério sul. Apenas
anos depois (Beu, 2004), considerou que as diferencas morfologicas entre os grupos de
cada localidade seriam suficientes para reconhecer espécies distintas. Atualmente séo
aceitas quatro espécies: A. atra, A. maoriana, A. Capensis e A. regia (Huber, 2010).

Historicamente, o género ja foi considerado sinbnimo de Mytilus: Mytilus atra
Molina, 1782; Mytilus decussatus Lamarck, 1819 e Mytilus diluculum Morch, 1874
(World Register of Marine Species). Embora ausente da maioria dos trabalhos que
revisaram morfologicamente Mytiloidea, alguns trabalhos consideram o género
pertencente Aulacomya a familia Mytilidae (Diez et al., 2011). Os grandes trabalhos de
revisdo e classificacdo morfoldgica ndo revisaram as possiveis relagdes de Aulacomya
com os demais grupos de Mytiliodea (Morton, 2015).

Uma possivel contribuicdo para a classificacdo morfoldgica de Aulacomya veio
de Kafanov e Drozdov (1998) que analisaram a morfologia do espermatozéide de alguns
géneros de Mytiloidea, afim de propor uma classificacdo para o grupo. Tais autores
sugeriram gque Aulacomya fosse um género pertencente a subfamilia Modiolinae.

Entretanto, a subfamilia Modiolinae proposta por Kafanov e Drozdov (1998) era
composta por géneros como Choromytilus, Brachidontes, Septifer e Modiolus, o que
baseado nos dados filogenéticos aqui apresentados seria um grupo parafilético. Outras
subfamilias propostas no mesmo trabalho também sdo parafiléticas quando comparadas
como sugerido no presente estudo e possui poucas similaridades com outros estudos
morfoldgicos, indicando que a estrutura do espermatozoide nao fornece carater homologo
para a classificacdo de Mytiloidea.

Assim, morfologicamente, nenhum trabalho conseguiu indicar de forma robusta
a relacdo de Aulacomya com outros grupos, enquanto aqueles que classificaram
Aulacomya em algum grupo foram baseados em caracteres nao sinapomorficos.

Cariotipicamente, Aulacomya atra difere de outros grupos em Mytiloidea.
Quiévreux (1984) descreve o caridtipo dessa especie como tendo 2n= 26, sendo todos 0s
cromossomos acrocéntricos e telocéntricos. Essa morfologia cariotipica de Aulacomya
atra € muito diferente dos outros grupos de Mytiloidea, como por exemplo de Perna
perna que possui 2n = 28 com cromossomos metacéntricos e acrocéntricos (Jacobi et al.,
1990), do género Mytilus que apresenta um 2n=28 conservado nas espécies do grupo e
com a maioria dos cromossomos sendo cromossomos metacéntricos, submetacéntrico e
de Xenostrobus securis que apresenta um 2n=30 com cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos.
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Assim, diante das relacdes filogenéticas aqui obtidas, da alta divergéncia do gene
COl e da falta de caracteristicas morfoldgicas de incluam Aulacomya dentro de um grupo
valido, indicamos que esse género pertence a uma subfamilia ndo descrita, sugerimos o
reconhecimento de Aulacominae dentro de Modiolidae.

4.4. Surgimento, irradiacdo e convergéncias morfologicas de Mytiloidea

Diversos autores (Kafanov e Drozdov, 1998; Morton, 2015) discutem a
possibilidade de que Modiolus provavelmente é 0 género vivente mais proximo do
ancestral de toda superfamilia Mytiloidea, e que todos os grupos viventes irradiaram de
um animal com forma de Modiolus.

Essa ideia era corroborada pelo registro fossil, no qual animais com forma de
Modiolus sdo bem antigos, datando de até 416 mya (Morton, 2015). Contudo, o registro
fossil também apresenta animais com forma de Mytilus, em datas similares ou até mais
antigas (possivelmente até 427 mya), causando incertezas sobre qual a forma do ancestral
da superfamilia Mytiloidea. As duas familias aqui estabelecidas, Mytilidae e Modiolidae,
possivelmente representam o fruto da diversificacdo a partir desses depois tipos
morfolégicos.

Contudo, alguns géneros dentro de Mytilidae e Modiolidae apresentam
caracteristicas morfoldgicas derivadas, e em alguns casos carateristicas possivelmente
convergentes, o que em classificagcdes exclusivamente morfoldgicas pode levar a criacéo
de grupos parafiléticos.

Exemplo disso, o género Lithophaga que no presente estudo aqui foi recuperado
como Mytilidae, e que possuem caracteristicas da concha tdo derivadas que para Owada
(2006) poderia representar uma terceira subdivisdo morfolégica, a dos animais com forma
de Lithophaga. Entretanto, os estudos filogenéticos sugerem que essa forma derivada
ocorreu devido a uma evolugcdo morfoldgica e fisiologica rapida, a partir de um ancestral
Mytilidae, ideia corroborada pela presenca de Lithophaga no registro féssil a cerca de
320-359 mya (Morton, 2015).

Outro problema recorrente em analises morfologicas de Mytiloidea é a
possibilidade de varios caracteres serem frutos de convergéncias evolutivas e nao
representarem caracteristicas homologas. Dados morfoldgicos sdo amplamente utilizados
para a classificacdo de diversos grupos, sendo responsaveis pela maior parte do
conhecimento filogenético. Entretanto, caracteres morfoldgicos podem ser influenciados
por convergéncias evolutivas (Scotland et al., 2003).

Morton (2015) apresenta algumas convergéncias evolutivas observadas por ele
entre os géneros de Mytiloidea, como por exemplo o mesmo habito de “fazer ninhos”
presente nos géneros Musculista e Amygadalum, a ja citada semelhanga morfoldgica e
ecologica dos géneros Mytilus, Brachidontes e Septifer, a semelha da concha de
Fungiacava eilatensis (género com habito semelhante a Lithophaga) com o género
Crenella, dentre outros.
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Em estudos morfoldgicos, essas caracteristicas tratadas com convergéncias,
podem ter influenciado classificagdes que propunham a proximidade entre géneros que,
filogeneticamente, ndo sdo grupos irméo.

Entretanto, sugerimos aqui que algumas dessas caracteristicas tratadas como
convergéncias possam ser retencdes de caracteres ancestrais. Como ficou evidente,
Mytiloidea é um grupo muito antigo, com muitas espécies ocupando nichos semelhantes
e distribuidos por todo o globo.

A familia Mytilidae, por exemplo, existe no registro fossil a muito tempo,
mantendo a mesma forma em diversos grupos viventes até hoje. Como sugerido por
Morton (2015) se a forma dos géneros Mytilus, Septifer e Brachidontes esta diretamente
relacionada ao hébito, possivelmente o ancestral Mytilus (féssil mais antigo encontrado)
também apresentavam a forma de vida semelhante. Desse modo, o surgimento a vida em
costdo rochoso, fixacdo com bisso e compartilhamento de caracteres morfologicos da
concha para essa forma de vida séo retencdes da caracteristica do ancestral. Antes de
uma visao filogenética robusta, como a apresentada aqui, era dificil determinar quais
relacBes seriam retencdes de caracteres ou convergéncias.

Ainda assim, algumas caracteristicas dentro de Mytiloidea realmente parecem ser
fruto de convergéncias, como por exemplo, a reducdo da musculatura encontrada nos
géneros Crenella e Dacrydium, a semelhanca de Fungiacava eilatensis com Crenella,
evidenciado em Owada e Hoeksema (2011) e até mesmo as relagdes do musculo adutor
com a cavidade pericardica (figura 1).

Desse modo, a visdo filogenética aqui apresentada, possibilita uma grande
reinterpretacdo de Mytiloidea.
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clado ndo aceito. * representa 0s grupos que ndo foram examinados nesse estudo.** indica a nova subfamilia proposta nesse trabalho.

Scarlato e Starobogatov (1979a) | Bieler et al., 2010 Carter et al., Morton, 2015 | Presente estudo
Familias 4 1 3 4 2
Mytilidae S S S S S
Modiolidae N N N S S
Septiferidae S N S N N
Crenellidae S N S S N
Musculidae N N N S N
Lithophagidae S N N N N
Subfamilias 11 8 9 12 10
Arcuatulinae (Crenellidae) N (Mytilidae) (Musculidae) N
Adulinae ( Mytilidae) N N (Mytilidae) N*
Bathymodiolinae N (Mytilidae) (Mytilidae) (Musculidae) (Modiolidae)
Botulinae (Lithophagidae) N N (Mytilidae) N*
Brachidontinae (Mytilidae) N N (Mytilidae) (Mytilidae)
Crenellinae (Crenellidae) (Mytilidae) (Crenellidae) (Crenellidae) (Mytilidae)
Dacrydiinae N (Mytilidae) (Crenellidae) (Mytilidae)
Limnoperninae (Crenellidae) (Mytilidae) (Septiferidae) (Musculidae) (Modiolidae)
Lithophaginae (Lithophagidae) (Mytilidae) (Mytilidae) (Mytilidae) (Mytilidae)
Modiolinae (Lithophagidae) (Mytilidae) (Mytilidae) (Musculidae) (Modiolidae)
Musculinae N N (Crenellidae) N N
Mytilinae (Mytilidae) (Mytilidae) (Mytilidae) (Mytilidae) (Mytilidae)
Perninae (Mytilidae) N N N (Mytilidae)
Septiferinae (Septiferidae) (Mytilidae) (Septiferidae) (Mytilidae) (Mytilidae)
Aulacominae** N N N N (Modiolidae)

Tabela 1. Comparacao entre as principais propostas de classificagcdo de Mytiloidea e a sugestao de classificagdo proposta aqui. S= clado aceito, N=
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5. Concluséo e implicacges futuras

Mytiloidea é monofilético e dividido em duas possiveis familias Mytilidae,
Modiolidae. A classificagdo morfoldgica sozinha, mostrou-se mais uma vez insuficiente
para entender a evolucdo do grupo, e nesse sentido de analises moleculares sdo uma
importante ferramenta para ajudar a compreender a historia evolutiva do grupo. Contudo,
as incertezas nas relacbes de alguns grupos possivelmente sé serdo resolvidas com a
utilizacdo de abordagens mais amplas e com estudos que integrem abordagens
moleculares modernas com estudos morfologicos. Morfologicamente, o desafio serad
encontrar caracteres homologos, como o observado aqui, a morfologia interna pode

representar um caminho mais facil para solucionar esse desafio.

Dentre todas as informacg6es evolutivas apresentadas aqui, algumas podem ter
grande influéncias em novos estudos, como por exemplo as relagdes evolutivas de
Limnoperna, o parentesco de Perna e Mytella e o rapida evolucdo morfoldgica de alguns
grupos. A possibilidade de diversas caracteristicas compartilhadas dentro de Mytiloidea
serem frutos de retencdo de caracteres ancestrais e ndo convergéncias evolutivas também

podem influenciar em como a historia evolutiva do grupo sera abordada.

A partir desse trabalho, esperamos que novos passos sejam dados com a finalidade

de resolver problemas que ainda permanecem insoluveis.
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ANEXO 1

Amostras utilizadas neste trabalho com respectivos nimeros de acesso do GenBank.

Col ITS 18S
Perna perna 1 Sequéncia nova DQ640560 DQ640520
Perna perna 2 Sequéncia nova DQ640559 DQ640518
Perna canaliculus 1 DQ917613 DQ640566 DQ640523
Perna canaliculus 2 DQ917608 DQ640565 DQ640521
Perna viridis 1 DQ917612 DQ640572 DQ640525
Perna viridis 2 DQ917611 DQ640571 DQ640524
Muytilus edulis 1 DQ917606 AF441001 DQ640511
Mytilus edulis 2 KR084882 AF440966 DQ640512
Mytilus galloprovincialis 1F KP976300 AY130203 DQ640507
Muytilus galloprovincialis 2F KuU201444 AY130200 JO611492
Mytilus californianus 1 ue68777 - DQ640514
Mytilus californianus 2 u68776 - DQ640513
Muytilus trossulus 1 u68775 AF441060 DQ640516
Muytilus trossulus 2 u68774 AF441059 DQ640515
Choromytilus chorus 1 JF301719 DQ640585 DQ640540
Choromytilus chorus 2 JF301722 DQ640584 DQ640541
Musculista senhousia 1F AY570041 - AB201231
Musculista senhousia 1M AY570051 - AB201231
Musculista senhousia 2F AY570040 - AF124207
Musculista senhousia 2M AY570050 - AF124207
Mytella charuana 1F JO685156 JQ734971 DQ310715*
Mytella charuana 1M JQ685159 JQ734971 DQ310715*
Mytella charuana 2F JO685157 JQ734970
Mytella charuana 2M JQ685158 JQ734970
Crenalla faba 1 KF644331
Crenalla faba 2 KF644170
Semimytilus algosos 1 KC107227 DQ640535
Semimytilus algosos 2 KC107226 DQ640536
Perumytilus purpuratos 1M KF661973 KC844406 DQ640533
Perumytilus purpuratos 1F KF661953 KC844406 DQ640533
Perumytilus purpuratos 2M KF661972 KC844405 DQ640534
Brachidontes excusus 1 AYB825216 AY825245 KT318263
Brachidontes excusus 2 AY825215 AY825244 KT318264
Brachidontes modiolus 1 AY621918 AY621961
Brachidontes modiolus 2 AY621917 AY621960
Geukensia demissa 1 GQ282990 AY621962 L78853
Geukensia demissa 2 GQ282986
Geukensia granossisima 1 AY621927 AY621964
Geukensia granossisima 2 AY621926 AY621963
Ischadium recurvum 1 AY621932 AY621967
Ischadium recurvum 2 AY621933
Limnoperna fortunei 1 AB520626 AB377683
Limnoperna fortunei 2 AB520627
Septifer excisus 1 AB076922
Septifer excisus 2 AB076921
Mytilisepta virgatus AB076941 KJ453817
Modiolus barbatus 1 KR084927
Modiolus barbatus 2 KR084926
Modiolus modiolus 1 KR084900 AF124210
Modiolus modiolus 2 HM884246 EF526454
Modiolus kurilensis 1 KP243079
Modiolus kurilensis 2 KP243078
Idas simpsoni 1 KT216502 KF611731
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Idas simpsoni 2 KT216501

Idas iwaotakii 1 AB257523 KF611729
Idas iwaotakii 2 AB257522

Idas japonica 1 FJ937078

Idas japonica 2 FJ937077

Musculus discors 1 KR084795 AF124206
Gigantidas mauritanicus 1 KU597623 KF611712
Gigantidas crypta 1 AB257516 AB539008
Gigantidas crypta 2 AB257517 KF611714
Gigantidas gladius AY649802 AY649821
Gigantidas horikoshii HF545113

Adipicola pacifica 1 AB539005 AB539009
Adipicola pacifica 2 HF545115

Adipicola crypta 1 EU702321

Adipicola crypta 2 EU702320

Adipicola longissima 1 DQ340792 DQ340798
Bathymodiolus thermophilus 1 GQ473902 AF221638
Bathymodiolus thermophilus 2 GQ473901 AY649829
Bathymodiolus septemdierum 1 KP879563

Bathymodiolus septemdierum 2 KP879571

Xenostrobus atratus 1 GQ480327 AB377682 AB594348
Xenostrobus atratus 2 GQ480326

Xenostrobus securis 1 JF430154 AB377683 EF186014
Dacrydium zebra AB076945

Lithophaga lithophaga AF120644 AF124208
Aulocomya atra 1 JF301757 DQ924558 DQ640542
Aulocomya atra 2 DQ917615.1 DQ924557 DQ640543
Isognomon alatus KP455069 HQ329331
Ostrea stentina 1 KT317503 DQ640103 AH005582
Ostrea stentina 2 KT317502 DQ640097

Crassostrea iredalei 1 AB748821 EU073329 EU660790
Astarte sulcata 1 KR084803 KC429351
Astarte sulcata 2 KR084484 AM774480
Pecten maximus KC429102 J0Q611499
Venustaconcha ellipsiformis KC537303

Venustaconcha ellipsiformis 1 EF033296

Elliptio complanata KU906090 AF117738
Venerupis philippinarum HQ703311 GU358291 EU660737
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Anexo 2.

titulo
Perninae | Crenellinae | Septiferinae | Mytilinae | Brachidontinae | Dacrydiinae
Perninae
Crenellinae 16%
Septiferinae 28% 30%
Mytilinae 26% 25% 35%
Brachidontinae 32% 32% 32% 30%
Dacrydiinae 41% 39% 48% 40% 36%
Lithophaginae 40% 42% 42% 41% 33% 31%
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