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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1. Barcode

A utilizacdo de uma sequéncia de DNA curta para a identificacdo molecular de
espécies vem sendo utilizada h& décadas como auxiliar na identificacdo morfologica e
classificacdo de organismos (Chikuni et al., 1990; Arnason et al., 1991). Porém a
popularizagdo do DNA Barcoding data de 2003, quando foi proposta a criagédo e
desenvolvimento de um banco de dados de DNA, onde as sequéncias estariam
ligadas ao nome de uma determinada espécie; como uma ferramenta prética e

confidvel para auxiliar a identificacdo de espécies (Hebert et al., 2003).

Hebert et al. (2003), estabelecem a regido 5 do gene mitocondrial citocromo c
oxydase 1 (COl), com aproximadamente 600pb, como cerne de um sistema global de
identificacdo molecular de animais. Os autores concluem que “quando totalmente
desenvolvido, o sistema de identificacdo pelo COI fornecera uma solucao confiavel,
com bom custo-beneficio e acessivel para o problema da identificacdo de espécies” e
que “Este sistema de identificacdo microgendmico permitira a discriminagao da vida
pela analise de um pequeno segmento do genoma, representando uma abordagem

extremamente promissora para a diagnose da diversidade biol6égica”.

A partir de Hebert et al. (2003), o COIl se popularizou como marcador molecular
universal para geracdo de barcode. Isto se deve principalmente a confirmacéo da
diferenca entre a distancia genética intraespecifica e a distancia genética
interespecifica, caracteristica deste marcador para grande parte dos grupos animais
(Greenstone et al., 2005; Bucklin et al., 2007; Smith et al., 2007; Jennings et al., 2010;
Lowenstein et al., 2010) e essencial para uma identificacdo especifica confiavel.
Porém existem outras vantagens do COIl que reforcam a sua importancia como
barcode para estes grupos como: a padronizacdo do seu sequenciamento (com o
desenvolvimento de primers universais para a sua amplificacdo), a auséncia de
delecdes e insercdes (indels) em sua estrutura (o que poderia causar dificuldades de
alinhamento entre espécies evolutivamente distantes), a limitada recombinagdo que
este gene esta sujeito (por ser de heranca exclusivamente materna) e por possuir
muitas copias em uma mesma célula (o que otimiza a sua amplificagédo) (Bucklin et al.,
2011).
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A padronizacdo do meétodo de amplificacdo e sequenciamento do COI acabou por
tornar a geracéo de sequéncias deste marcador mais simples e eficiente, com reducéo
dos custos tanto financeiro como de tempo. Com isso, foi implantado em 2007 o
Barcode of Life Data System (BOLD) (http://www.boldsystems.org/), um banco de
dados de acesso publico, criado com o objetivo de arquivar sequéncias de COI para
todas as espécies conhecidas. O banco de dados cresceu ao longo dos ultimos anos e
oferece aos pesquisadores uma forma pratica de coletar, gerir e analisar dados de
DNA Barcode (Retnasingham & Hebert, 2007). Atualmente, existem mais de 3.000.000
sequéncias de DNA no banco de dados do BOLD. No Brasil foi criado o Br-BOL como
consorcio brasileiro ligado ao BOLD para identificacdo molecular da biodiversidade
brasileira (http://www.brbol.org/pt-br).

Porém o COI tem se mostrado problematico para alguns grupos animais. Dentre estes
incluem-se os Filos Porifera e Ctenophora, além de Cnidarios da Classe Anthozoa.
Para estes grupos animais, a evolugcédo do COI se mostrou lenta demais para permitir
uma discriminacdo confidvel entre espécies proximamente aparentadas (Calderén et
al., 2006). Além disso, de uma forma geral, o COI € conhecido por ndo apresentar um
bom sinal filogenético em um espectro variado de niveis taxondémicos. Estudos
demonstram sua utilidade em solucionar relagbes evolutivas entre espécies
proximamente aparentadas, mas perdendo a confiabilidade para niveis taxonémicos
mais abrangentes quando utilizado sem dados complementares (Bucklin et al., 1999,
2003; Goetze, 2003).

A descoberta de grupos probleméticos tem levado cientistas a buscarem novos
marcadores moleculares que possam servir como barcode em alternativa ao COI.
Para poriferos, por exemplo, o COI parece ter evolucdo muito lenta, ndo permitindo a
distincao entre diferentes espécies. Como alternativa tem se testado o 13-M11, que é
uma regido especifica presente no COIl, assim como o ITS (Internal Transcribed
Spacer), que é parte nao funcional do genoma nuclear (Erpenbeck et al., 2006; Park et
al., 2007).

Outro banco de dados publico de sequéncias de DNA é o GenBank, criado em 1982,
como parte do International Nucleotide Sequence Database Collaboration.

Diferentemente do BOLD, o GenBank possui sequéncias em seu banco de dados de
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outros marcadores moleculares que ndo o COIl, possuindo atualmente um total de

mais de 170.000.000 sequéncias arquivadas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

Para a subclasse Copepoda, o COI tem sido utilizado como marcador molecular para
identificacdo de espécies, inclusive com inUmeras descobertas de espécies cripticas
(Goetze, 2003; Chen & Hare, 2008; Blanco-Bercial et al., 2011). Por auxiliar na
identificacdo especifica, a identificagdo molecular tem sido de grande importancia para
o desenvolvimento de estudos de diversidade, pois possibilita a identificacdo de
organismos mesmo no estagio juvenil (copepoditos) e até mesmo a identificacdo de
organismos ainda no estagio larval (Llinas 2008). Além disso, o COIl também tem sido
utilizado para estudos populacionais biogeograficos envolvendo a ordem Calanoida;
com os padrdes de diversidade intraespecifica, em alguns casos, evidenciando uma

marcada estruturacdo populacional (Goetze, 2003; 2011).

Estes estudos tém demonstrando como este marcador possui taxa de evolucao
relativamente mais acelerada neste grupo animal, porém eles acabam ficando restritos
a algumas familias de Calanoida que possuem maior facilidade de amplificacdo deste
marcador, como a familia Calanidae por exemplo. E para outros estudos, que
objetivaram testar o COl como barcode para Calanoida foi necessario o
desenvolvimento de primers especificos para ampliacdo das espécies problematicas
(Blanco-Bercial et al., 2011; Prosser et al., 2013). As dificuldades de se trabalhar com
o COI em estudos com Calanoida ainda séo relativamente pouco documentadas na
literatura. Recentemente, no ano de 2013,foi publicado um estudo que avaliou a
sequéncia conjunta do ITS2 e 28S como barcode para Calanoida, em substituicdo ao
COl (Hirai et al., 2013). Neste estudo, a eficiéncia de sequenciamento do ITS2-28S foi
consideravelmente maior do que a do COI (79,5% e 31,6% respectivamente). Apesar
de menor em relacdo ao COIl, a diferenca entre a distancia intraespecifica e
interespecifica também existe entre as sequéncias de ITS2-28S, o que demonstra que
este marcador também pode ser utilizado para identificacdo molecular em nivel
especifico. Porém estudos neste sentido estdo em sua fase inicial, e mais testes
devem ser realizados para, possivelmente, uma futura consolidagdo de um marcador

molecular alternativo ao COI para identificacdo de espécies de Calanoida.

O marcador molecular nuclear Internal Transcribed Spacer (ITS) possui duas

subunidades: ITS1 e ITS2. Elas se repetem em tandem ao longo do genoma,
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possuindo muitas copias, o que facilita sua amplificagdo, mesmo a partir de pequenas
guantidades de tecido. Este pequeno trecho do genoma nuclear vem sendo utilizado
com sucesso na identificacdo de plantas medicinais (Chen et al., 2010; Han et al.,
2013), formigas (Pilgrim & Pitts, 2006), poriferos (Park et al., 2007), cnidarios
(Calderdn et al., 2006), copépodes (Chu et al, 2001) e ja foi utilizado, juntamente com
outras sequéncias, para auxiliar na identificacdo de espécies proximamente
aparentadas de calanoides marinhos (Chen & Hare, 2008; Goetze, 2010; Machida &
Tsuda, 2010). Além disso, também ja foi avaliada a sua utilidade para estudos
filogenéticos com plantas (Schultz et al., 2005), Cnidarios (Vollmer & Palumbi, 2004;
Grajales et al., 2007) e calanoides (Marszalek et al., 2009). Foi constatado que, apesar
de evoluir suficientemente rapido para permitir analises filogenéticas em nivel de
género e espécie (Wyngaard et al. 2010), este fragmento do genoma nuclear possui
uma porcdo bem conservada que também permite analises em niveis mais
abrangentes (Schultz et al., 2005; 2006).

1.2. Copepoda, Calanoida

Copépodes marinhos sao pequenos crustaceos (0,2-12mm de comprimento), podendo
apresentar habito de vida pelagico, bento-pelagico ou bentbnico. Sua distribuicdo
vertical engloba desde as camadas superficiais de agua, até profundidades abissais
(Bradford-Grieve et al., 1999). Sdo possivelmente o grupo animal mais abundante do
planeta, podendo representar cerca de 80% e 90% da densidade total do zooplancton
marinho (Ramaiah & Nair, 1997).

Atualmente 10 ordens de Copepoda sdo reconhecidas: Platycopioida, Calanoida,
Misophrioida, Harpacticoida, Monstrilloida, Mormonilloida, Gelyelloida, Cyclopoida,

Siphonostomatoida e Poecilostomatoida (Ho, 1990).

Calanoida é a ordem mais abundante e diversa de Copepoda, sendo provavelmente a
ordem animal mais abundante do mundo. E composta, em sua grande maioria, por
animais epipelagicos. Sdo sexualmente dimoérficos e a fertilizagcdo ocorre por cépula,
guando o macho transfere o espermatoforo para o somito genital da fémea, onde ele
fica estocado no receptaculo genital. Os ovos fertilizados ficam acoplados a fémea,

unidos por uma membrana externa, formando o saco ovigero. O desenvolvimento é
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indireto, com o organismos passando por uma fase larval (nauplio) e até cinco fases

juvenis (copepodito) (Huys & Boxshall, 1991).

Copépodes calanoides sdo extremamente bem sucedidos na colonizacdo de
ambientes tanto salinos, como salobros e de agua doce (Huys & Boxshall, 1991). A
distribuicdo horizontal e vertical destes organismos nos oceanos € ampla. Espécies
cosmopolitas e bipolares sao tipicas de aguas profundas. Espécies epipelagicas
raramente sdo cosmopolitas, devido ao fato deste ambiente ser fortemente
influenciado por mudancas climaticas e hidrogréaficas, dificultando a adaptacdo por
imprimir aos organismos diferentes condicdes ambientais. Apesar disso, algumas
espécies epipelagicas tém ampla distribuicdo geografica. O hébitat dos calandides
pelagicos pode ser dividido nas seguintes zonas verticais: ambiente epipelagico (0-
200m), ambiente mesopelagico (200-750m), ambiente batipelagico (750-3000m) e
ambiente abissal (>3000m). Muitos copépodes realizam migracdo vertical, podendo
ser encontrados em diferentes profundidades, em diferentes momentos do dia, do ano
e do ciclo de vida (Ambler & Miller 1987).

Os copépodes possuem reconhecida importancia ecolégica. Este grupo de
metazoarios é responsavel, por exemplo, pelo controle populacional do fitoplancton; o
gue pode ocorrer tanto por predacao direta, como por predagdo do microzooplancton
(protozoarios, ciliados, tintinideos, etc), que também se alimentam do fitoplancton
(Leising et al., 2005; Zervoudaki et al., 2007). Também séo importantes por realizarem
a transferéncia de energia para niveis troficos superiores do ambiente pelagico. As
diferentes espécies de copépodes preenchem nichos ecoldgicos de produtores
primarios, secundarios e até terciarios e sdo importante fonte de lipideos para peixes
por exemplo (Ratnayake & Ackman, 1979; Schukat et al., 2013). Os copépodes
também realizam a ciclagem vertical de nutrientes através da termoclina devido a sua
extensa migracao vertical diaria (Cushing, 1950; Ambler & Miller, 1987) e ao
afundamento das pelotas fecais (Urrere & Knauer, 1981).

Além da citada importancia ecoldgica, os copépodes também possuem importancia
cientifica. Por serem organismos de ciclo de vida curto e sensiveis aos padrdes fisico-
guimicos do ambiente, eles apresentam resposta populacional rapida as variacdes
ambientais, representando com isso uma importante ferramenta para o diagnéstico e

monitoramento de impactos ambientais (Veado & Resgalla 2005) e também de
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mudancas climéticas globais (Beaugrand & Reid, 2003; Beaugrand, 2003; Richardson,
2008 Reygondeau & Beaugrand, 2011). Além disso, séo utilizados também como
ferramenta para diagnosticos hidrodindmicos como eventos de ressurgéncia e
reconhecimento de massas de agua, por exemplo (Verheye & Field, 1992; Resgalla,
2011; Schukat et al., 2013;).

1.3. Filogenia de Calanoida

Analise filogenética com base em dados morfolégicos das diferentes Ordens de
Copepoda definiu a Ordem Calanoida como grupo irméao da Ordem Platycopioida (Ho,
1990), e estudos filogenéticos moleculares comprovaram a monofilia da ordem
Calanoida (Blanco-Bercial et al., 2011). Acredita-se que o0s copépodes calandides
tiveram origem bentdnica ou bentopelagica, evoluindo até se tornarem atualmente os
colonizadores de maior sucesso no ambiente pelagico. A marcante conservacdo de
formas e estruturas é caracteristica na evolucdo destes organismos (Bradford-Grieve,
2002). Como resultado disto, as diferencas morfologicas e morfométricas que
distinguem algumas espécies sdo muito sutis ou inexistentes (no caso das espécies
cripticas) (Bucklin et al., 1995).

A organizacédo taxondmica de Copepoda mais aceita hoje em dia é a estabelecida por
Andronov (1974) e modificada por Fosshagen e Lliffe (1985) e Park (1984), tendo
como base os caracteres morfoldégicos. Porém, nosso entendimento da histéria
evolutiva destes organismos é bastante limitado pela auséncia de registro féssil e
pelos efeitos complexos da variagdo ambiental através da historia geoldgica dos
oceanos. A filogenia com base em caracteres moleculares se apresenta entdo como
uma ferramenta de complementacdo da informacdo morfoloégica para dar maior
embasamento e precisdo na inferéncia de parentesco evolutivo entre as espécies.
Alguns estudos tém sido realizados utilizando genes nucleares e mitocondriais para
estabelecer as relacdes evolutivas de calandides em diversos niveis taxonémicos.
Genes de evolucdo mais acelerada como o COI tém se mostrado Uteis para analises
entre espécies proximamente aparentadas (Bucklin et al., 1999; Machida et al., 2005;
Costa et al., 2011), enquanto genes de evolugdo mais lenta como 0s nucleares tém
sido utilizados para analises em niveis taxondmicos mais abrangentes, pois sua

informacdo ndo se satura tdo rapidamente devido as mdltiplas substituicbes em um
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determinado sitio molecular (Bucklin et al., 2003; Hirai et al., 2013). Porém, para se ter
resultados mais confiaveis acerca das relacfes evolutivas entre as espécies deste
grupo é indicado a utlizagdo de ambos os tipos de marcadores moleculares
(Cummings et al., 1995, Braga et al., 1999). As relacdes evolutivas entre as espécies
desta ordem tém sido concordantes com o0 que se havia estabelecido com base nos
dados morfolégicos, com algumas excec¢bes, principalmente nas relagbes entre
Superfamilias (Bucklin et al., 2003; Blanco-bercial et al., 2011; Hirai et al., 2013).

2. HIPOTESE

O ITS1 e 0 ITS2 sdao marcadores moleculares mais indicados do que o COI para a

geracéao de barcode para Copepoda, Calanoida.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Avaliar se 0 ITS1 e 0 ITS2 sdo marcadores moleculares indicados para a geracao de

barcode para Copepoda Calanoida e construir a filogenia do grupo com base nas
sequéncias concatenadas de ITS1-ITS2-COl.

3.2. Objetivos especificos

1 - Gerar sequéncias moleculares de ITS1, ITS2 e COI de copépodes calandides do
Atlantico Ocidental.

2 - Avaliar a taxa de sucesso de amplificagdo e sequenciamento do ITS1, ITS2 de
copépodes calandides e comparar com as do COIl para 0 mesmo grupo animal.

3 - Analisar o hiato entre a maior distancia intraespecifica e a menor distancia

interespecifica do ITS1 e do ITS2 em copépodes calanoides para aferir sua eficacia
para identificacdo de espécies deste grupo animal.
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4 - Construir filogenia da ordem Calanodia com base em marcadores moleculares com
taxa de evolugéao diferentes (COI, ITS1 e ITS2).
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ITS2 como barcode para Calanoida (CRUSTACEA, COPEPODA) marinhos e como
marcador complementar para filogenia do grupo.

RESUMO

Calanoida € a ordem de Copepoda mais abundante do planeta, possuindo reconhecida
importancia ecologica e cientifica. Porém a acurada identificacdo taxondmica
morfoldgica deste grupo de animais ndo é simples, requerendo um elevado grau de
treinamento, principalmente quando se trabalha com animais em estagio larval e
juvenil. A identificagdo molecular por meio de barcode se apresenta como uma
alternativa para auxiliar na identificacdo especifica destes organismos. O marcador
mitocondrial Cytocromo Oxydase | (COIl) é tido como padrdo para identificacao
molecular de boa parte dos grupos animais, mas ndo se mostra tdo eficiente para
calandides. Este estudo teve como objetivo testar as duas subunidades do marcador
molecular nuclear Internal Transcribed Spacer (ITS1 e ITS2) como barcode para este
grupo animal. Foram sequenciados o ITS1, ITS2 e COI de 105 individuos
representando 14 familias de Calanoida. As taxas de eficiéncia de sequenciamento dos
marcadores nucleares foram bem superiores as do COI (98%, 91% e 34%,
respectivamente). Além disso, foi observado um hiato entre as distancias genéticas
intraespecificas e interespecificas nos marcadores moleculares nucleares que
permitiram o agrupamento em, clados monofiléticos, de 100% das sequéncias dos
individuos amostrados com as demais de sua mesma espécie para o ITS2 e com
apenas Pleuramamma xiphias como excec¢ao para o ITS1. A filogenia do grupo, gerada
com base nas sequéncias concatenadas de ITS1-ITS2-COIl, se mostrou congruente
com o0 que ja se tem estabelecido em relacéo as relacdes evolutivas do grupo. Apesar
da necessidade de estudos adicionais para confirmar os padrdes aqui encontrados,
podemos concluir que tanto o ITS1 como o ITS2 sdo marcadores moleculares de facil
sequenciamento para Calanoida e que o ITS2 possui variacdo genética suficiente para

ser utilizados para geracéo de barcode para calandides marinhos.

Palavras chave: Barcoding, COI, ITS1, ITS2, Zooplancton, Atlantico Ocidental
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ABSTRACT

Calanoida is the most abundant copepod Order in the world, having recognized
ecological and scientific importance. But the accurate morphological taxonomic
identification of this animal group is not simple, requiring years of experience and
practice, especially when working with specimens in larval and juvenile stages. Thereat,
molecular identification through DNA barcode is an important tool for assistance the
identification of these organisms on the species taxonomic level. The mitochondrial
marker Cytocromo Oxydase | (COl) is considered standard for molecular identification
of most animal groups, but it doesn’t seems as efficient for calanoid copepods. This
study aimed to test the two subunits of the nuclear molecular marker Internal
Transcribed Spacer (ITS1 and ITS2) as a barcode for this animal group. We tried to
sequence ITS1, ITS2 and COI from 105 individuals representing 14 families of
Calanoida. Sequencing success rates of nuclear markers were much higher than those
from COI (98%, 91% and 34%, respectively). In addition, it was found a gap between
intraspecific and interspecific genetic distances for the nuclear molecular markers that
allow grouping 100% of the sampled individual’s sequences with other individuals’ from
the same species in monophyletic clades for ITS2 and with one exception for ITS1.
Phylogeny of Calanoida, based on ITS1-ITS2-COIl concatenated sequences, proved to
be congruent with what has already been established in relation to the evolutionary
relationships of species in the group. Despite the need for additional studies to confirm
the patterns found here, we can conclude, based in our results, that both ITS1 and ITS2
are molecular markers that are easy sequenced and have enough variation to be used

for DNA barcoding of marine calanoids.

Key words: Barcoding, COI, ITS1, ITS2, Zooplankton, Western Atlantic
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INTRODUCAO

Calanoida é a ordem de Copepoda mais abundante do planeta. Trata-se de um grupo
de organismos extremamente diverso, com cerca de 1800 espécies marinhas
reconhecidas (Bradford-Grieve et al.,, 1999). Este grupo de metazoarios possui
reconhecida importancia ecologica. Sado responsaveis pelo controle populacional do
fitoplancton (Leising et al., 2005; Zervoudaki et al.,, 2007), pela transferéncia de
energia para niveis troficos superiores (Ratnayake & Ackman, 1979; Schukat et al.,
2013), além de realizarem a ciclagem vertical de nutrientes através da termoclina
devido a migracdo vertical (Cushing, 1950) e ao afundamento das pelotas fecais
(Urrere & Knauer, 1981). Por serem organismos sensiveis e de resposta rapida as
variacbes ambientais, sdo também importantes ferramentas para o monitoramento de
impactos ambientais (Veado & Resgalla, 2005) e de mudancas climaticas globais
(Beaugrand, 2003; Beaugrand & Reid, 2003; Richardson, 2008 Reygondeau &
Beaugrand, 2011). Além disso, sédo utilizados como ferramenta para diagnosticos
hidrodindmicos, como eventos de ressurgéncia (Verheye & Field, 1992; Lopes et al.,
1999; Schukat et al., 2013).

Para se realizar um estudo cientifico € necesséaria uma identificacdo confidvel do
organismo alvo em niveis taxondmicos especificos. Desta forma se possibilita uma
interpretacdo correta dos padrbes populacionais e das respostas das espécies aos

padrdes fisico-quimicos do ambiente (Chen & Hare, 2008).

A identificacdo toxondmica morfolégica de Copepoda ndo é simples, requerendo um
elevado grau de treinamento. Organismos em estagios larvais e juvenis podem ser
extremamente complicados de se identificar ao nivel de espécie. Além disso, tem-se
identificado muitas espécies cripticas dentro do grupo, mostrando que muitas vezes a
especiacdo em Copepoda pode ocorrer sem estar necessariamente associada a uma
alteracdo morfolégica (Goetze 2003, 2010; Machida & Tsuda, 2010; Blanco-Bercial et
al., 2011). A identificacdo molecular é uma ferramenta importante neste cenario, pois
possibilita uma identificacdo confiavel de organismos em qualquer estagio de vida;

além do reconhecimento de espécies cripticas. E com a padronizacdo da metodologia,
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0 processo vem se tornando cada vez mais eficiente (Shokralla et al., 2012; Lindeque
et al., 2013).

O Barcode of Life Data System (BOLD) € uma iniciativa mundial para criacdo de um
banco de dados genético para todas as espécies conhecidas a partir de um fragmento
curto de DNA. A variacdo genética deste fragmento deve possibilitar a identificacédo
confiavel de diferentes espécies. Esta técnica ficou conhecida como DNA Barcoding.
No Brasil foi criado Brazilian Barcode of Life (Br-BOL), como o consoércio brasileiro
ligado ao BOLD.

O gene mitocondrial Cytocromo Oxydase | (COIl) se estabeleceu como marcador
molecular para geracdo de barcode. O desenvolvimento de primers universais e a
diferenca na distancia genética intra e interespecifica, sem sobreposicdes, elevaram o
status deste como o marcador molecular padrdo para identificacdo de espécies
animais (Hebert et al., 2003).

Porém, existem problemas na utilizacdo de genes mitocondriais como marcadores
moleculares para identificacdo taxondmica e geracdo de barcode. O sequenciamento
acidental de pseudogenes (sequéncia de DNA homodloga a mitocondrial, mas
integrada ao genoma nuclear) pode levar a identificacdo errébnea de um determinado
organismo (Bucklin et al.,, 1999; Buhay, 2009). Além disso, estudos recentes
demonstram que para uma série de grupos animais, apesar do COI apresentar uma
boa resolucdo para a identificacdo em nivel de espécie, este marcador apresenta
grande dificuldade de amplificacdo, inclusive para grupos zooplanctonicos (Bucklin et
al., 2010). Um exemplo disso é a Subclasse Copepoda, principalmente a ordem
Calanoida (Bottger-Schnack & Machida, 2011; Hirai et al.,, 2013). A rapida taxa de
evolucdo do COI em Calanoida torna dificil a utilizacdo de primers universais para
amplificacdo do gene mitocondrial para este grupo, se fazendo necesséria a busca por

um marcador molecular alternativo para geracao de barcode para este grupo animal.

A regido do genoma nuclear ribossomal conhecida como Internal Transcribed Spacer
(ITS) é dividida em ITS1 e ITS2. Estes marcadores moleculares nucleares vém sendo
testados como barcode para muitos grupos de organismos que apresentam problemas
de amplificacdo para o COI (Chen et al., 2010). Também foi demonstrada a utilidade
do ITS1 e do ITS2 em estudos filogenéticos por apresentarem regides bem
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conservadas, mesmo em organismos filogeneticamente distantes (Chu et al., 2001;
Schultz et al., 2005). Alguns trabalhos demonstram que esta regido do genoma
nuclear contém informacdo que pode ser utilizada, com sucesso, para distincdo de
diferentes espécies de Copepoda (Machida & Tsuda, 2010). O trabalho mais recente
gue busca uma alternativa ao COI para identificacdo de Calanoida avaliou a utilizacéo
do ITS2-28S para estes fins; comparando os resultados obtidos a partir dele com os
obtidos pelo COI (Hirai et al., 2013).

Os objetivos deste trabalho sdo: avaliar a utilidade do ITS1 e do ITS2 como regides
moleculares diagnodsticas para a identificacdo de copépodes calandides marinhos,
comparar os resultados obtidos com estes marcadores com os obtidos utilizando-se o
COl, e construir a filogenia da ordem Calanoida tendo como base a sequéncia
concatenada do COI, ITS1 e ITS2.

MATERIAL E METODOS

Amostragem e triagem

Amostras de zooplancton foram coletadas no Embaiamento de Tubar&o, na a Cadeia
Vitéria-Trindade e sobre a Elevacdo de Rio Grande (Fig. 1) em trés campanhas
distintas em 2011. Todas as coletas foram realizadas utilizando os navios NOc.
Antares e NHo Cruzeiro do Sul, pertencentes ao Grupamento de Navios
Hidroceanograficos — GNHO da Diretoria de Hidrografia e Navegacdo — DHN (Marinha
do Brasil).

A amostragem foi realizada utilizando uma rede de plancton cilindro-cénica com 3 m
de comprimento, abertura de 1 m de diametro e malha de 200 um equipada com um
fluxébmetro mecanico (General Oceanics 2030R). Foi utilizado um lastro para manter o
conjunto submerso, sendo feito um arrasto vertical até a superficie a uma velocidade

de 1m™. Todas as amostras foram imediatamente fixadas em alcool 99%.

Foram selecionadas um total de 11 amostras para triagem de Calanoida. Destas
amostras, trés foram coletadas na regiao do Embaiamento de Tubarao, seis ao longo

da Cadeia Vitoria-Trindade e duas sobre a Elevacdo de Rio Grande (Tabela I). Os
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copépodos foram triados, em estereomicroscopio, sendo obtido um total de 108
individuos adultos, representando 21 espécies de Copepoda, sendo 20 pertencentes a
Ordem Calanoida e 1 a Ordem Poecilostomatioda (que foi utilizado como grupo
externo nas analises filogenéticas). Depois de triados 0s organismos foram mantidos
em alcool absoluto. A identificagdo em nivel especifico dos copépodas foi realizada
com base em literatura especializada (Bjornberg, 1981; Hernandez & Morales, 1994;

Bradford-Grieve et al., 1999; Dias & Araujo, 2006).
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Figura 1. Mapa amostral da area de estudo. Os ponto pretos mostram a localizagdo de cada ponto
amostral. Informacfes das legendas estdo na Tabela l. °
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Tabela I: Informacdes das coletas

Regido amostrada Ponto amostral c?citea:; ) Latitude Longitude Profundidade
P7 01/12/2011  20°40'76"s 034°45'95"0 56
P8 01/12/2011  20°58'38"s 34°05'52"0 180
Cadeia Vitéria-Trindade P11 02/12/2011  20°45'43"s 031°50'73"0 80
P18 04/12/2011  20°25'77"s 28°54'25"0 200
P20 05/12/2011  20°28'72"s 028°49'11"0 200
P21 05/12/2011  20°30'00"s 028°47'81"o 200
. #26 14/12/2011 21°24'28"s 38°39'74"0 500
Embaiamento de
Tubario #35 19/12/2011  21°22'09"s  37°11'02"0 1000
#42 18/12/2011 20°37'96"s 38°23'63"0 500
Elevacao de Rio RG11 15/11/2011 30°66'98"s 35°08'67"0 1124
Grande RG12 15/11/2011  30°67'15"s  33°08'67"0 1149

Extracdo de DNA, PCR e sequenciamento

Foi realizada extracdo do DNA de todos os 108 individuos utilizando kit de extracao
para reacao direta de PCR “Thermo Scientific Phire Animal Tissue Direct PCR Kit”
(Chum et al., 2012).

Apbs extracdo, o DNA foi amplificado através da técnica de PCR (Polymerase Chain
Reaction). Utilizou-se os primers universais para amplificacdo do mtCOIl: LC0O1490 (5'-
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3) e HCO02198 (5-TAAACTTCA
GGGTGACCAAAAAATCA-3’) (Folmer et al., 1994). Para amplificacéo do ITS1 utilizou-
se os primers F1665-18S (5-CCGTCGCTACTACCGATTGAACG-3’) e R73-5.8S (5'-
GTGTCGATGTTCATGTGTCCTGC-3’), e para amplificacdo do ITS2 utilizou-se os
primers: F26-5.8S (5-CTATACAGTGGATCATTTGGCTC-3') e R52-28S (5-
TGGCCTGTTCCCGTTTCATTCGC-3’) (Nonomura et al., 2008).

Todos os PCRs foram feitos com controle negativo e o protocolo foi realizado como
segue: denaturacao inicial de 5 minutos, 35 ciclos de denaturagéo por 5 segundos a
98°, anelamento de 5 segundos a 45° para 0 COIl e 50° para 0 ITS1 e ITS2 e extenséo
por 20 segundos a 72° e por fim a extenséao final de 1 minuto a 72°. Para o COI foram
testados diferentes parametros e metodologias, como alteragdo da temperatura de
anelamento e nas concentracdo dos reagentes, sendo a acima citada, a metodologia

de maior eficiéncia.
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O produto de PCR foi analisado em gel de agarose 1% e quantificado utilizando Low
Mass Ladder. A purificagdo do produto de PCR foi realizada utilizando Polietilenoglicol
20% (PEG) e posteriormente enviado para sequenciamento na Macrogen, Coréia do
Sul.

Analises moleculares: distancia genética

Foram geradas sequéncias consenso utilizando as leituras dos primers forward e
reverse para cada individuo utilizando o programa ChromasPro, versdo 1.7.5
(Technelysium Pty Ltd, 2013). A edicdo das sequéncias de todos os marcadores foi
realizada no programa Mega 6 (Tamura et al., 2013), bem como o alinhamento das
sequéncias de COI utilizando o método de Clustal W. A autenticidade das sequéncias
do marcador mitocondrial foi aferida apos realizacdo de BLAST de cada uma delas,
com eliminacdo das que apresentaram identidade menor do que 95%. O alinhamento
das sequéncias de ITS1 e ITS2 foi realizado no MAFFT versao 7 (Katoh 2013), mais
indicado para sequéncias que apresentam muitas delecdes e inser¢cdes. Foi utilizado o

modo automatico para escolha do método para alinhamentos multiplos.

A distancia genética intra e interespecifica foi calculada para cada um dos marcadores
moleculares utilizando o modelo evolutivo de 2 Parametros de Kimura com Pairwise

deletion e 1000 replicacbes de bootstrap (Mega 6).

Distin¢cdo entre espécies com base nos indels - nova metodologia

Uma nova metodologia foi testada para utilizacdo do ITS1 e do ITS2 como barcode
para Calanoida. O objetivo era testar se, apenas com base nos indels (insercdes e
delecBes), representados no alinhamento por espacos em branco, seria possivel obter
uma distincdo entre diferentes grupos taxondémicos. Como o MEGA versdo 6 nao
possui nenhuma ferramenta para que se leve em conta apenas a posi¢cao dos espacgos
em branco e ndo as substituicdes, com finalidade de calculo de distancia genética, uma
nova abordagem teve que ser desenvolvida. Foi realizada substituicdo de todas as
bases nitrogenadas por “G”, e todos os espagos em branco por “A”. A escolha de duas

bases nitrogenadas puricas foi baseada no equilibrio (mesmo peso) no calculo de
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distancia genética. Este calculo de distancia genética intraespecifica e interespecifica
foi realizado utilizando o modelo evolutivo de 2 Parametros de Kimura com Pairwise

deletion e 1000 replicacdes de bootstrap.

Anélises moleculares: filogenia

As analises filogenéticas foram realizadas utilizando os métodos de Neighbor-Joining,
Méaxima Verossimilhanca e Inferéncia Bayesiana (MEGA 6, ATGC: PhyM| e MrBayes).
Também foram construidas arvores filogenéticas das superfamilias de Calanoida
presentes no estudo a fim de se esclarecer os parentescos evolutivos dentro de cada

uma delas.

A andlise de Neighbor-Joining foi realizada tendo como base cada um dos trés
marcadores moleculares de forma separada, para posterior comparacao dos resultados
com o que se tem estabelecido como filogenia de calandides. Também foi realizada
analise de Neighbor-Joining tendo como base a sequéncia concatenada do ITS1-ITS2-
COIl. Também foi obtida uma arvore filogenética pelo método de Neighbor-Joining para
Lucicutia flavicornis, que apresentou diversidade intraespecifica relativamente alta.
Para todos os casos foi utilizado o modelo evolutivo de 2 Parametros de Kimura com

Pairwise deletion e 1000 replicacdes de bootstrap.

As analises de Maxima Verossimilhanca e de Inferéncia Bayesiana foram realizadas
tendo como base os trés marcadores concatenados. Primeiramente foram analisadas,
de forma separada, cada uma das superfamilias que tiveram mais de trés espécies
sequenciadas. Depois a andlise foi realizada para todas as espécies de Calanoida
presentes no estudo. A analise de Maxima Verossimilhanca foi realizada utilizando o
programa online ATGC: PhyMI (Guindon et al. 2010). J4 a Inferéncia Bayesiana foi
realizada utilizando o software MrBayes v 3. 2. 2 (Ronquist & Huelsenbeck 2003). Foi
rodada a Markov Chain Monte Carlo Chains até que o desvio padrao entre as arvores
fosse menor do que 0,01. O modelo evolutivo utilizado para as analises filogenéticas de
Clausocalanoidea (Calanoides carinatus como grupo externo) e Centropagoidea
(Scolecithrix danae como grupo externo) foi GRT + G; jA& para Megacalanoidea
(Clausocalanus arcuicornis como grupo externo), Augaptiloidea (Neocalanus robustior

como grupo externo) e para Calanoida (Corycaeus flaccus como grupo externo) foi
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GTR + | + G. Os modelos evolutivos foram gerados utilizando o software JModel Test
(Posada, 2008). As arvores filogenéticas geradas com base em dados moleculares
foram entdo comparadas com as informacdes sobre a filogenia do grupo baseada nos

caracteres morfoldgicos disponiveis na literatura.

RESULTADOS

Taxa de sucesso de cada marcador molecular (COI, ITS1 e ITS2)

Os 105 copépodes Calanoida, analisados no presente estudo, representam cinco
Superfamilias, contendo: 14 Familias, 17 géneros e 20 espécies morfolégicas (Tabela
I). A taxa de sucesso de amplificacdo do COI foi espécie-especifica, com espécies que
amplificaram com muita facilidade e outras que ndo amplificaram nem mesmo com a
utilizacao de diferentes parametros e metodologias. Foi obtida uma boa amplificacao do
COl para todos os individuos analisados de apenas sete espécies. Nenhum individuo
foi amplificado com sucesso para este marcador para oito outras espeécies (Tabela Il).
Foram detectados problemas de contaminacdo pela visualizacdo do produto de PCR
em gel de agarose, onde por muitas vezes foi constatada bandas de tamanho
equivalente a do COIl no controle negativo (Fig. 2). Ao todo, foram geradas 36
sequéncias de COI com tamanho aproximado de 670pb, 0 que representa uma taxa de
eficiéncia de sequenciamento de 34,28% do total de individuos que tiveram o DNA
extraido. Dentre estas, ndo foram encontrados indels e nem cédons de parada, 0 que
indica que ndo se tratavam de pseudogenes. Para o ITS1, todas as espécies tiveram
todos os individuos amplificados com sucesso. Foram geradas um total de 103
sequéncias com aproximadamente 590pb, tendo, portanto, uma taxa de eficiéncia de
sequenciamento de 98,09% do total de individuos que tiveram o DNA extraido (Tabela
II). J& para o ITS2, apenas Candacia pachydactyla ndo teve uma taxa de sucesso de
amplificacéo de 100%; dentre sete individuos, apenas um nao foi amplificado para esta
espécie. Foram geradas um total de 96 sequéncias com tamanho aproximado de
440pb, tendo, portanto, uma taxa de eficiéncia de sequenciamento de 91,42% do total

de individuos que tiveram o DNA extraido (Tabela II).
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Figura 2. Imagem de gel de agarose, iluminado por luz UV, para visualizacdo de bandas de PCR de COIl. No
canto direito observa-se uma banda no pogo determinado para o controle negativo (CN), evidenciando a
contaminagédo do PCR.

Tabela II: Lista de espécies identificadas no estudo com as respectivas taxas de
amplificacdo e sequenciamento para cada marcador molecular.

Amostra-
Amostra-PCR Seguenciamento
Localde COl ITS1 ITS2 COl ITS1 ITS2
Taxon Espécie N coleta (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Clausocalanoidea
Clausocalanidae Clausocalanus furcatus 8 1-2-3 0 100 100 0 100 100
Clausocalanus arcuicornis 7 1-2-3 0 100 100 0 100 100
Aetideidae Euchirella bitumida 1 2 0 100 100 0 100 100
Euchaetidae Euchaeta marina 6 1-2-3 17 100 100 17 100 83
Euchaeta media 1 3 100 100 100 100 100 100
Scolecitrichidae Scolecithix danae 9 1-2-3 44 100 100 22 100 89
Megacalanoidea
Calanidae Neocalanus robustior 9 1-2-3 100 100 100 56 100 100
Undinula vulgaris 6 1-2 100 100 100 100 100 100
Calanoides carinatus 2 2 100 100 100 100 100 100
Nannocalanus minor 3 1 100 100 100 67 100 100
Paracalanidae Mecynocera clause 4 1-3 0 100 100 0 100 100
Eucalanoidea
Rhincalanidae Rhincalanus cornutus 8 0 100 100 0 100 100
Eucalanidae Pareucalanus sewelli 7 2-3 86 100 100 71 100 100
Continua
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Tabela II: Continuagao

Amostra-
Amostra-PCR Seguenciamento
Localde COI ITS1 |ITS2 COIl ITS1 ITS2
Taxon Espécie N coleta (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Augaptiloidea
Augaptilidae  Haloptilus spiniceps 4 2/3 0 100 100 0 100 100
Lucicutidae Lucicutia flavicornis 4 1 75 100 100 0 100 100
Metridinidae ~ Pleuromamma xiphias 8 2/3 100 100 100 75 100 100
Pleuromamma abdominalis 6 1/2/3 83 100 100 50 100 100
Centropagoidea
Candaciidae = Candacia pachydactyla 7 1/2 0 100 86 0 29 0
Temoridae Temora stylifera 4 2 100 100 100 100 100 100
Pontellidae Labidocera acutifrons 1 2 0 100 100 0 100 100
TOTAL 105 49 100 99 34 98 91

Numero de individuos analisados por espécie, local de coleta, sucesso de PCR por individuos analisado e

sucesso do sequenciamento por individuo analisado para cada um dos 3 marcadores moleculares
utilizados no estudo: COI, ITS1, ITS2.

N- NUumero de individuos analisados

1 - Cadeia Vitéria-Trindade

2- Embaiamento de Tubarao

3- Elevacéao de Rio Grande

Distancias genéticas

A distancia genética intraespecifica (d) para o COI variou entre 0,000 e 0,017. A
espécie que teve a maior variacao intraespecifica foi Neocalanus robustior. Duas
espécies nao apresentaram variacdo intraespecifica para este marcador:
Pleuromamma abdominalis e Scolecithrix danae. A distancia intraespecifica média do
COI para as nove espécies que tiveram mais de um individuo sequenciado foi de
0,004. A menor distancia genética interespecifica (d) foi de 0,129 entre as espécies
Undinula vulgaris e Nannocalanus minor, ambos da familia Calanidae. Esta foi menor
do que a distancia genética interespecifica entre as duas Unicas espécies congéneres
presentes no estudo, para este marcador, que foi de 0,240 entre Pleuromamma

abdominalis e Pleuromamma xiphias (Tabela Ill).

Para o ITS1, a distancia genética intraespecifica variou de 0,000 até 0,008, com média
de 0,001. Sendo que a espécie que apresentou maior variacao foi Lucicutia flavicornis.
Das 17 espécies que tiveram mais de um individuo sequenciado para este marcador,

nove nao apresentaram nenhuma variacao intraespecifica. A menor distancia genética
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interespecifica foi de 0,009 entre Pleuromamma abdominalis e Pleuromamma xiphias
(Tabela 111).

J& para o ITS2, a distancia genética intraespecifica variou entre 0,000 e 0,004, com
média de 0,000. Novamente a espécie com maior varia¢ao intraespecifica foi Lucicutia
flavicornis. Dentre as 16 espécies com mais de um individuo sequenciado para este
marcador, 13 ndo apresentaram nenhuma variacdo intraespecifica. A menor distancia
genética interespecifica foi de 0,007 entre Pleuromamma abdominalis e Pleuromamma

xiphias (Tabela IlI).

Tanto para o ITS1 como para o ITS2, a espécie Lucicutia flavicornis apresentou
diversidade intraespecifica bem maior do que a média das demais espécies para estes
marcadores, sendo de 0,008 e 0,004 respectivamente. A filogenia dos quatro
espécimes amostrados desta espécie demonstra que um deles é mais distante dos
demais em termos de distancia genética (Fig. 3). Ao se retirar este individuo do calculo
de distancia genética intraespecifica para esta espécie e considera-lo um
agrupamento genético independente, a distancia intraespecifica de Lucicutia
flavicornis para o ITS1 e ITS2 diminui consideravelmente, passando a ser de 0,002 e
0,001 respectivamente. Com isso, as maiores distancias genéticas intraespecificas
para o ITS1 e ITS2, encontradas no estudo, passam de 0,008 e 0,004 para 0,003 e
0,001 respectivamente (Tabela IV).

Tabela lll: Distancia genética intraespecifica e interespecifica para cada

marcador molecular analisado.

Variagcao Menor distancia interespecifica (d)
intraespecifica (d) (n1-n2)

Espécies COl ITS1 ITS2 COl ITS1 ITS2
1- Clausocalanus furcatus x 0,000 0,000 X 0,042- 2 0,014- 2
2- Clausocalanus arcuicornis X 0,001 0,000 X 0,042-1 0,014- 1
3- Euchirella bitumida X X X X 0,104- 5 0,099- 5
4- Euchaeta marina X 0,000 0,000 X 0,109-5 0,113-5
5- Euchaeta media X X X 0,195- 8 0,104- 3 0,099- 3
6- Scolecithix danae 0,000 0,000 0,000 0,211-8 0,222- 3 0,163- 2
7- Neocalanus robustior 0,017 0,000 0,000 0,243-5 0,136- 10 0,085- 9-10
8- Undinula vulgaris 0,012 0,000 0,000 0,129- 10 0,188- 10 0,088- 10
9- Calanoides carinatus 0,002 0,000 0,000 0,213-8 0,145- 10 0,049- 10
10- Nannocalanus minor 0,006 0,000 0,000 0,129- 8 0,138-7 0,049- 9

Continua
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Tabela Ill: Continuacao

Variagcao Menor distancia interespecifica (d)
intraespecifica (d) (n1-n2)

Espécies COl ITS1 ITS2 COl ITS1 ITS2
11- Mecynocera clausi X 0,000 0,001 x  0,233-10 0,213-9
12- Rhincalanus cornutus X 0,001 0,000 X 0,192- 13 0,159- 10
13- Pareucalanus sewelli 0,001 0,000 0,000 0,263-8  0,192- 12 0,168- 12
14- Haloptilus spiniceps X 0,001 0,000 X 0,164- 17 0,134- 15
15- Lucicutia flavicornis X 0,008 0,004 x  0,196- 14 0,105- 16
16- Pleuromamma Xiphias 0,002 0,003 0,000 0,240-17  0,009- 17 0,007- 17
17- Pleuromamma abdominalis 0,000 0,003 0,000 0.240- 16 0,009- 16 0,007- 16
18- Candacia pachydactyla X 0,003 X x  0,367-13 X
19- Temora stylifera 0,002 0,002 0,000 0,220-8  0,335-20 0,348- 17
20- Labidocera acutifrons X X X x 0,335-19 0,531- 16
Distancia genética intraespecifica e a menor distancia interespecifica para cada uma das espécies analisada para o COl,
ITS1elITS2.
Para as distancias interespecificas foi computado o menor valor para cada espécie (n1-n2) sendo: nl = (d) en2=

numero da espécie com a menor distancia interespecifica.

X - Nao foi possivel fazer o calculo de distancia genética.

100

52 Lucicutia flavicornis P20_01
| Lucicutia flavicomis P20 _03

0.02

A

Haloptilus spiniceps #26 02

Lucicutia flavicornis P20 02
- Lucicutia flavicornis P20 04

Figura 3. Arvore filogenética construida com base no ITS1 e ITS2 para a espécie Lucicutia flavicornis;
utilizando o modelo evolutivo de 2 Pardmetros de Kimura, com Pairwise deletion e 1000 replicacdes de

bootstrap.
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Tabela IV: Distancia genética intraespecifica tendo L.
flavicornis como dois grupos genéticos separados.

Variacdo intraespecifica (d)

Espécies COl ITS1 ITS2
Clausocalanus furcatus X 0,000 0,000
Clausocalanus arcuicornis X 0,001 0,000
Euchirella bitumida X X X
Euchaeta marina X 0,000 0,000
Euchaeta media X X X
Scolecithix danae 0,000 0,000 0,000
Neocalanus robustior 0,017 0,000 0,000
Undinula vulgaris 0,012 0,000 0,000
Calanoides carinatus 0,002 0,000 0,000
Nannocalanus minor 0,006 0,000 0,000
Mecynocera clausi X 0,000 0,001
Rhincalanus cornutus X 0,001 0,000
Pareucalanus sewelli 0,001 0,000 0,000
Haloptilus spiniceps X 0,001 0,000
Lucicutia flavicornis tipo 1 X 0,002 0,001
Lucicutia flavicornis tipo 2 X X X
Pleuromamma xiphias 0,002 0,003 0,000
Pleuromamma abdominalis 0,000 0,003 0,000
Candacia pachydactyla X 0,003 X
Temora stylifera 0,002 0,002 0,000
Labidocera acutifrons X X X

Distancia genética intraespecifica das espécies analisadas para o
COl, ITS1, ITS2; considerando Lucicutia flavicornis como sendo
formada por dois grupos genéticos distintos.

x - Nao foi possivel fazer o calculo de distancia genética
intraespecifica.

Distingcédo entre espécies com base nos indels - nova metodologia

Tanto as sequéncias de ITS1 como de ITS2 apresentaram uma quantidade muito
grande de espacos em branco no alinhamento; que sao representagcdes de insercdes
e/ou dele¢des no marcador molecular. Como estes ndo entram no calculo de distancia
genética com base em Pairwise deletion, foi testada uma nova metodologia para
utilizacdo do ITS1 e ITS2 como barcode. Utilizamos apenas as posi¢cées dos espacos
em branco como base de calculo da distancia genética intraespecifica e
interespecifica. Neste caso, tanto para o ITS1 como para o ITS2, todas as espécies
apresentaram 0,000 de variacdo intraespecifica. Para o ITS1 a menor distancia

interespecifica se deu entre Pleuromamma abdominalis e Pleuromamma xiphias, que
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foi de 0,000, sendo o Unico caso de sobreposicao de valores entre a distancia intra e
interespecifica. JA para o ITS2, tanto para este par de espécies como para
Clausocalanus furcatus e Clausocalanus acuicornis a variacao interespecifica foi de

0,000. Os demais valores podem ser visualizados na Tabela V.

Tabela V: Distancia genética intraespecifica e interespecifica, com base
nos indels, para cada marcador molecular analisado.

Variagcao Menor distancia interespecifica (d)
intraespecifica (d) (n1-n2)

Espécies ITS1 ITS2 ITS1 ITS2

1- Clausocalanus furcatus 0,000 0,000 0,004 - 2 0,000 - 2
2- Clausocalanus arcuicornis 0,000 0,000 0,004 -1 0,000-1
3- Euchirella bitumida X X 0,019 -5 0,014 -5
4- Euchaeta marina 0,000 0,000 0,059 -5 0,031-5
5- Euchaeta media X X 0,019 -3 0,014 -3
6- Scolecithix danae 0,000 0,000 0,080 -5 0,048 -4
7- Neocalanus robustior 0,000 0,000 0,084 -8 0,008 - 10
8- Undinula vulgaris 0,000 0,000 0,074 -9 0,010-10
9- Calanoides carinatus 0,000 0,000 0,049 - 10 0,002 - 10
10- Nannocalanus minor 0,000 0,000 0,049 -9 0,002 -9
11- Mecynocera clausi 0,000 0,000 0,050 - 13 0,029 -16 - 17
12- Rhincalanus cornutus 0,000 0,000 0,020 - 13 0,008 - 13
13- Pareucalanus sewelli 0,000 0,000 0,020 - 13 0,008 - 12
14- Haloptilus spiniceps 0,000 0,000 0,023-16e 17 0,008 - 15
15- Lucicutia flavicornis 0,000 0,000 0,024 - 14 0,006 - 16 e 17
16- Pleuromamma Xiphias 0,000 0,000 0,000 - 17 0,000 - 17
17- Pleuromamma abdominalis 0,000 0,000 0,000 - 16 0,000 - 16
18- Candacia pachydactyla 0,000 X 0,290 - 19 X
19- Temora stylifera 0,000 0,000 0,192 -7 0,054 - 10
20- Labidocera acutifrons X X 0,294 -7 0,330 -4

Distancia genética intraespecifica e a menor distancia interespecifica, com base nos
indels, para cada uma das espécies analisada para ITS1 e ITS2.

Para as distancias interespecificas foi computado o menor valor para cada espécie (nl-
n2) sendo: nl = (d) e n2 = namero da espécie com a menor distancia interespecifica.

x - Nao foi possivel fazer o céalculo de distancia genética.
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Filogenia para cada marcador molecular (COI, ITS1 e ITS2)

A arvore filogenética utilizando-se Neighbor-Joining, construida com base no COl, foi
do tipo néo enraizada, pois todas as sequéncias deste marcador, de organismos de
outra ordem de Copepoda que ndo Calanoida, eram muito divergentes para serem
alinhadas. Apesar de agrupar com sucesso 0s géneros de Calanoida analisados no
estudo, nenhuma das familias de Calanoida, presentes no estudo, que ndo fossem

compostas por espécies congéneres, foram agrupadas. (Fig. 4).

Para o ITS1 foi possivel sequenciar trés individuos de Corycaeus flaccus, da ordem
Poecilostomatoida, para serem utilizados como grupo externo. Para este marcador, a
maior parte das espécies foram agrupadas com 100% de suporte de bootstrap, com
excecdo de Clausocalanus arcuicornis, que teve 98%. O género Pleuromamma teve
100% de suporte de bootstrap, porém a espécie Pleuromamma Xiphias ndo formou um
grupo monofilético, tendo individuos agrupados com Pleuromamma abdominalis. Todas
as familias ficaram agrupadas com mais de 98% de suporte de bootstrap, com excec¢ao
de Euchaetidae que teve 91%, Calanidae, que teve 71% e Eucalanidae que teve 73%.
Em nivel de superfamilia, Megacalanoida ndo formou grupo monofilético, pois
Pareucalanus sewelli e Rhincalanus cornutus (Eucalanoida) ficaram mais proximos das
espécies da familia Calanidae do que Mecynocera clausi. Eucalanoidea foi agrupado
com 73% de bootstrap, Centropagoidea com 65%, Augaptiloidea e Clausocalanoidea
com 100% (Fig 5-A).

N&o obtivemos sequéncia do ITS2 para a espécie Corycaeus flaccus, e por isso foi
necessaria a adicdo de sequéncias provenientes do GenBank, para que servissem de
grupo externo para a filogenia com base neste marcador. Foi possivel alinhar
sequéncias de trés espécies de crustaceos Decapoda: Lithodes aequispinus, Pandalus
eous e Chionoecetes tanneri. A maior parte das espécies foram agrupadas com mais
de 98% de suporte de bootstrap, com exce¢do de Pleuromamma abdominalis, que
obteve 88% de suporte e Pleuromamma Xxiphias, que teve 72%. Todas as familias
foram agrupadas com valores maiores que 98% de suporte de bootstrap, com excec¢ao
de Calanidae, que teve 94% e Euchaetidae, que ndo formou um grupo monofilético. Em
nivel de superfamilia, Megacalanoidea n&o formou um grupo monofilético,

Centropagoidea foi agrupado com 46% de suporte de bootstrap, enquanto
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Augaptiloidea, Clausocalanoidea e Eucalanoidea foram agrupados em clados com
96%, 97% e 98% de suporte de bootstrap respectivamente. (Fig. 5-B).

Filogenia com sequéncias concatenadas (COI-ITS1-ITS2) para cada Superfamilia

A andlise filogenética por Neighbor-Joining, Maxima Verossimilhanca e Inferéncia
Bayesiana com base nas sequéncias concatenadas ITS1-ITS2-COl para cada uma das
superfamilias de Calanoida presentes no estudo permitiu afericdo do parentesco
evolutivo entre alguns géneros e familias de Calanoida. Para a superfamilia
Megacalanoidea, foi confirmado parentesco entre Neocalanus robustior, Nannocalanus
minor, Calanoides carinatus e Undinula vulgaris; pertencentes a familia Calanidae.
Estes formaram um grupo monofilético com altos valores de suporte em todos os trés
casos, com Mecynocera clausi (Paracalanidae), em um ramo mais externo da arvore.
Porém as relacBes evolutivas dentro da familia Calanidae ndo puderam ser bem
estabelecidas, uma vez que os resultados variaram de uma analise para outra (Fig. 6).
J4 para a superfamilia Clausocalanoidea as relagBes evolutivas foram mais
esclarecidas. Nos trés métodos utilizados para andlise filogenética, as espécies
Clausocalanus furcatus e Clausocalanus arcuicornis (Clausocalanidae) foram
agrupadas em um grupo monofilético irm&o do clado que agrupou Euchaeta marina,
Euchaeta media (Euchaetidae) e Euchirella bitumida (Aetidae); com Scolecithrix danae
(Scolecitrichidae), ficando em um ramo externo (Fig. 7). Para a superfamilia
Augaptiloidea, as relacfes evolutivas entre as espécies analisadas também ficaram
bem estabelecidas. Pleuromamma abdominalis e Pleuromamma xiphias (Metrinidae)
foram agrupadas em um grupo monofilético com alto valor de suporte, irméo ao clado
composto pelas espécies Lucicutia flavicornis (Lucicutidae) e Haloptilus spiniceps
(Augaptilidae) (Fig. 8). Dentro da superfamilia Eucalanoidea, foram sequenciadas
apenas duas espeécies, ndo sendo possivel, portanto, analisar o parentesco evolutivo
dentro deste clado. Por sua vez, a filogenia da superfamilia Centropagoidea mostra
espécies bem distantes entre si evolutivamente. Temora stylifera e Candacia
pachydactyla formaram um grupo monofilético com alto suporte de bootstrap, tendo

Labidocera acutifrons como espécie irma deste grupo (Fig. 9).
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Figura 4. Arvore filogenética de 36 individuos de Calanoida por Neighbor-Joining, construidas com base
no COI; utilizando o modelo evolutivo de 2 Pardmetros de Kimura, com Pairwise deletion e 1000

replicagBes de bootstrap.
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Figura 6. Arvore filogenética de Neighbor-Joining, construida com base no ITS2; utilizando o modelo
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Figura 7. Arvore filogenética construida com base na sequéncia concatenada do ITS1-ITS2-COl para as
espécies da superfamilia Megacalanoidea, tendo Clausocalanus arcuicornis como grupo externo. Os
valores de suporte de bootstrap séo relativos as andlises por. Maxima Verossimilhan¢a, Inferéncia

Bayesiana e Neighbor-Joining respectivamente.

X = Valores inferiores a 50%.
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Figura 8. Arvore filogenética construida com base na sequéncia concatenada do ITS1-ITS2-COI para as
espécies da superfamilia Clausocalanoidea, tendo Calanoides carinatus como grupo externo. Os valores
de suporte de bootstrap sao relativos as andlises por: Maxima Verossimilhanca, Inferéncia Bayesiana e

Neighbor-Joining respectivamente.
X = Valores inferiores a 50%.
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Figura 9. Arvore filogenética construida com base na sequéncia concatenada do ITS1-ITS2-COl para as
espécies da superfamilia Augaptiloidea, tendo Neocalanus robustior como grupo externo. Os valores de
suporte de bootstrap sdo relativos as andlises por: Maxima Verossimilhanca, Inferéncia Bayesiana e

Neighbor-Joining respectivamente.
X = Valores inferiores a 50%.
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Figura 10. Arvore filogenética construida com base na sequéncia concatenada do ITS1-ITS2-COI para
as espécies da superfamilia Centropagoidea, tendo Scolecithrix danae como grupo externo. Os valores
de suporte de bootstrap sao relativos as andlises por: Maxima Verossimilhanca, Inferéncia Bayesiana e
Neighbor-Joining respectivamente.

X = Valores inferiores a 50%.

Filogenia com sequéncias concatenadas (COI-ITS1-ITS2) para Calanoida

Nas analises filogenéticas com base em Neigboor-Joining, Maxima Verossimilhanca e
Inferéncia Bayesiana para as sequéncias concatenadas do ITS1-ITS2-COI de todas as
espécies de Calanoida sequenciadas no estudo, a espécie Corycaeus flaccus, da
ordem Poecilostomatoida, foi utilizada como grupo externo. As filogenias geradas
pelas trés formas de andlise resultaram em arvores com resultados concordantes
guanto ao parentesco evolutivo das espécies de Calanoida. Todos os géneros,

familias e superfamilias foram agrupados, e todas as espécies foram agrupadas com
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mais de 98% de valor de suporte nas trés formas de andlise. As excecdes foram
Pleuromamma abdominalis e Pleuromamma xiphias, que apresentaram valores um

pouco inferiores em pelo menos uma das analises mencionadas (Fig. 10).
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X = Valores inferiores a 50%.
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DISCUSSAO

Utilidade do ITS1 e do ITS2 como barcode

Tanto o ITS1 como o ITS2 apresentaram sucesso superior ao do COI guanto as taxas
de sequenciamento; respectivamente 98,09% e 91,42%. Quanto a resolucao
taxondmica, ambos apresentaram hiatos entre a distancia intraespecifica e
interespecifica (Tabela Ill), o que os qualifica como potenciais marcadores moleculares
Uteis para geracdo de barcode para Copepoda da ordem Calanoida do Atlantico
Ocidental. Para tal seria indicado a padronizacdo dos primers utilizados para
amplificacdo e sequenciamento, garantindo assim o poder de comparacdo entre
estudos em diferentes regidbes do mundo. Os primers utilizados neste estudo
(Nonomura et al., 2008), se mostraram muito Uteis para esta funcédo. As taxas de
eficiéncia de sequenciamento obtidas no presente estudo sdo as maiores que temos
conhecimento para este grupo de organismos (Llinas, 2008; Fangping et al., 2013;
Hirai et al., 2013;).

O segmento ITS2 apresentou vantagens em relacdo ao segmento ITS1 como possivel
marcador molecular para barcode uma vez que, apesar de apresentar taxa de
eficiéncia de sequenciamento um pouco menor (Tabela Il), teve um hiato mais amplo e
o seu sinal filogenético é melhor. O ITS2 agrupou corretamente todas as espécies
analisadas por Neighbor-Joining, em clados monofiléticos, enquanto o ITS1 néo
formou um clado monofilético para a espécie de Pleuromamma xiphias (Fig. 5). Uma
vantagem adicional do ITS2 sobre o ITS1 e sobre o COI € o seu menor tamanho, de
aproximadamente 440pb. A vantagem de se usar uma sequéncia curta € devido a
maior facilidade de amplificacdo de individuos, independentemente da idade da
amostra e da qualidade da sua preservacéo (Hajibabaei et al., 2006). No entanto, este
aspecto ndo pode ser testado no presente estudo visto que todas as amostras foram

coletadas no mesmo ano e com a mesma metodologia de preservagao.

Para o ITS1 e ITS2, a média das distancias intraespecificas foi de 0,001 e 0,000
respectivamente. Estes valores estdo em concordancia com os valores obtidos em

outros estudos que avaliaram especificamente a diversidade intraespecifica desta
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regido do genoma nuclear em crustaceos e copépodes (Chu et al., 2001; Machida &
Tsuda, 2010). No presente estudo a menor distancia genética interespecifica tanto
para o ITS1 como para o ITS2 foi entre as espécies Pleuromamma abdominalis e
Pleuromamma xiphias. Hirai e colaboradores (2013) também observaram estas duas
espécies como as mais proximas em um estudo desenvolvido com copépodes
calanoides do oeste do Pacifico Norte, levantando a hipétese da especiacdo que

originou as duas espécies ter ocorrido em um tempo relativamente recente.

Lucicutia flavicornis e especiagao criptica

Tanto para o ITS1 como para o ITS2, a espécie Lucicutia flavicornis apresentou
diversidade intraespecifica bem maior do que a média das demais espécies para estes
marcadores (Tabela 1ll). Isso indicou a possibilidade de estarmos amostrando
espécies cripticas. Este fato poderia estar erroneamente aumentando o limite maximo
da distancia intraespecifica dos dois marcadores nucleares para Calanoida e
contribuindo para um estreitamento irreal do hiato para identificacdo molecular. Ao se
retirar o individuo mais distante dos demais, segundo a filogenia por Neighbor-Joining,
do célculo de distancia genética intraespecifica para esta espécie e considera-lo uma
espécie separada, a distancia intraespecifica de Lucicutia flavicornis para o ITS1 e o
ITS2 diminui consideravelmente (de 0,008 e 0,004 para 0,002 e 0,001
respectivamente), ficando assim bem préximo da média encontrada para as demais
espécies que foi de 0,001 e 0,000 respectivamente. Em estudo recente, foi observada
distancia intraespecifica acima da média geral para quatro espécies de calandides,
Lucicutia flavicornis foi uma delas. Para estes casos, foi discutida a possibilidade de
evidéncia para amostragem de espécies cripticas (Hirai et al., 2013). Considerando
esta possibilidade, o hiato de identificacdo dos marcadores moleculares do presente
estudo é expandido. O ITS1 passa a ter a maior distancia intraespecifica de 0,003 e
menor distancia interespecifica de 0,009; ja estes valores para o ITS2 ficam em 0,001
e 0,007 respectivamente (Tabela 1V), aumentando ainda mais o grau de confiabilidade

destes marcadores moleculares para a identificacdo molecular.

Por possuir uma maior taxa de mutacdo em Copepoda, o COI é utilizado para analise
de grupos recentes em muitos estudos (Chen & Hare, 2008; Goetze, 2003; Blanco-

Bercial et al., 2011), inclusive para analise populacional (Goetze, 2003; 2011). Com

51



isto ele poderia ter sido muito Util para elucidar a questédo de estarmos lidando ou néo
com espécies cripticas. Porém, assim como para 50% das espécies analisadas neste
estudo, ndo foi possivel sequencia-lo para Lucicutia flavicornis. Uma explicacéao
alternativa para esta questdo, em oposicdo a amostragem de espécies cripticas, seria
a possibilidade de variabilidade intragenémica; um risco quando se trabalha com
marcadores nucleares (Chu et al., 2001). Porém o fato do mesmo padréo ter sido
encontrado em dois marcadores moleculares de forma independente para o0 mesmo

individuo minimiza muito esta possibilidade.

COl

Foi evidenciada a grande dificuldade de amplificacdo do COIl. Um problema para a
amplificacdo deste marcador molecular, utilizando os primers universais, é a
contaminacdo do PCR por material genético de organismos que ndo oS organismos
alvo, uma vez que os primers tem carater generalista. Foram seguidos problemas com
contaminacao utilizando os primers universais de Folmer, além da ndo amplificacdo de
muitas das espécies selecionadas para o estudo. A taxa de sucesso de geracdo de
sequéncia foi de apenas 34,28%. Apenas trés espécies: Undinula vulgaris, Calanoides
carinatus e Temora stylifera tiveram 100% de eficiéncia de sequenciamento. Outras
como Clausocalanus furcatus, Clausocalanus arcuicornis, Euchirella bitumida
Euchaeta marina, Rhincalanus cornutus, Mecynocera clausi, Haloptilus spiniceps,
Candacia pachydactyla, Lucicutia flavicornis e Labidocera acutifrons nao tiveram
nenhum individuo sequenciado, apesar de esfor¢os repetitivos de amplificar individuos
gue as representam. Foram encontrados resultados muito similares a estes em
trabalhos anteriores (Hirai et al., 2013) ficando evidenciada a dificuldade de

amplificacdo do COI para copépodes Calanoida.

Alguns estudos focaram em desenvolver novos primers especificos para determinadas
espécies de Copepoda (Blanco-Bercial et al., 2011; Costa et al., 2011) e para outros
grupos zooplancténicos (Prosser et al., 2013). Porém desta forma obtém-se
sequéncias de tamanhos diferentes, o que dificulta a comparacdo destas com as de
outros estudos, além de impossibilitar a padronizacdo da metodologia para geracao de
barcode, o que € muito importante para a maior eficiéncia do processo. Isso é

especialmente importante para Copepoda, pois se trata de organismos muito
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abundantes, necessitando da identificagdo de um grupo muito grande de individuos
tanto em estudos ecoldgicos como de genética populacional. O COIl é um marcador
com alta taxa de evolucdo para Calanoida, sendo inclusive utilizado para analises
populacionais envolvendo espécies deste grupo taxondémico (Bucklin et al. 2003;
Goetze 2011). Esta pode ser uma possivel explicacdo para a dificuldade de
amplificacdo, uma vez que algumas espécies provavelmente sofreram mutacdes no
sitio de ligacédo dos primers universais, 0 que nao permitiria a amplificacdo destas. O
fato do COI possuir taxa de evolucao rapida foi evidenciado no presente estudo pelos
grandes valores de distancias genéticas intra e interespecificas encontrados para este
marcador (Tabela Ill). Por outro lado sua capacidade de resolucdo taxondémica foi
atestada para aquelas espécies que foram sequenciadas com sucesso. Existe um
hiato entre a maior distancia intraespecifica e a menor distancia interespecifica que
permite uma resolucdo taxondmica de confianca em nivel de espécie (Tabela III).
Estes resultados concordam com outros ja obtidos para Copepoda (Bucklin et al.,
1999; Bucklin et al., 2003).

J& foram testadas outras alternativas ao COI como barcode para Calanoida em outros
estudos, como o marcador molecular ITS2-28S por exemplo (Hirai et al., 2013). Este
apresentou taxa de eficiéncia de sequenciamento de 79,5% para um total de 244
individuos. A maior distancia genética intraespecifica encontrada foi de 0,001, e a
menor distancia interespecifica foi 0,005. O segmento 28S também foi avaliado quanto
a sua utilidade para identificacio de espécies de copépodes calandides do Artico em
um outro estudo, desenvolvido por Llinds (2008). Neste foi obtida uma taxa de
eficiéncia de sequenciamento de 85%. Os animais analisados estavam todos em

estagio naupliar, totalizando 1800 individuos.

Distincdo entre espécies com base nos indels - nova metodologia

A nova metodologia para utilizagdo do ITS1 e do ITS2 para identificacdo molecular de
Calanoida desenvolvida no presente trabalho se baseia na constatacdo da presenca
de muitos indels nas sequéncias destes marcadores nucleares neste grupo de
organismos. Este fato também foi constatado para outros grupos animais (Chu et al.,
2001; Calderon et al.,, 2006). A grande quantidade de indels ndo impediu o

alinhamento das sequéncias no presente estudo. Esta nova metodologia possui
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vantagens em relagdo a metodologia tradicional uma vez que néo € preciso verificar a
gualidade de cada um dos pares de base de todas as sequéncias antes de se fazer o
alinhamento. A edicdo das sequéncias se torna mais facilitada, bastando apenas que o
software possua um comando de substituicdo de um conjunto inteiro de bases de uma
s6 vez. Para o0 ITS1, ela se mostrou eficiente para distingcdo de espécies em todos os
casos, com excecao das espécies do género Pleuromamma. Ja para o ITS2 a
metodologia ndo se mostrou eficiente para as espécies do género Pleuromamma e
nem do género Clausocalanus, uma vez que as distancias interespecificas dentro
destes grupos taxonémicos foi de 0,000, assim como para as distancia intraespecificas
de todas as espécies de Calanoida sequenciadas. Apesar de nédo ter tido sucesso de
distincdo de espécies em 100% dos casos, esta € uma metodologia que pode ser
testada com outros grupos taxonémicos que ndo Calanoida, bastando que também
apresentem grande quantidade de delecdes e insercbes sem que este fato impeca o
alinhamento das sequéncias. Ja foram realizados calculos de distancia genética para
identificac@o especifica com base no ITS1 e ITS2 levando em conta as mutagfes e

insercoes-delecbes para formigas (Pilgrim & Pitts, 2006).

Filogenia

A organizacao taxondmica de Copepoda mais aceita hoje em dia € a estabelecida com
base em dados morfolégicos por Andronov (1974) e modificada por Fosshagen e Lliffe
(1985) e Park (1984). Mais recentemente, Bradford-Grieve et al. (2010) realizaram um
novo estudo filogenético baseado em caracteres morfologicos, obtendo resultados
concordantes com os previamente estabelecidos. Em termos de taxonomia baseada
em dados moleculares, a monofilia da ordem Calanoida foi confirmada (Blanco-bercial
et al., 2011) e as relagcbes evolutivas entre as espécies desta ordem tem sido
concordantes com o0 que se havia estabelecido com base nos dados morfoldgicos,
com algumas excecoOes, principalmente nas relacdes entre Superfamilias (Bucklin et
al., 2003; Blanco-Bercial et al., 2011; Hirai et al., 2013).

A analise filogenética por Neighbor-Joining tendo como base apenas as sequencias de
COl foi bastante diferente daquela pré-estabelecida com base na anéalise morfologica
para o nivel de familia. Estudos demonstram que o COI possui uma taxa de variacédo

muito grande em Calanoida e por esta razdo ndo seria um marcador molecular muito
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indicado para reconstrugdes filogenéticas para niveis mais abrangentes, sendo, porém
recomendado para esclarecimento das relagdes evolutivas entre espécies congéneres
(Bucklin et al., 1999; Costa et al., 2011). O COI tende a ter a sua informacéo saturada
guando em estudos filogenéticos envolvendo niveis mais abrangentes, pois a maior
parte das diferencas entre as sequéncias deste marcador sdo causadas por
substituicdes, podendo resultar em multiplas substituicdes em um mesmo sitio (Bucklin
et al., 2003).

Chu et al., (2001) e Schultz et al., (2006) concluiram que 0 ITS1 e o ITS2 seriam bons
apenas para analise taxondmica até o nivel de género. Em outros estudos foi
evidenciada a possibilidade de se analisar sequéncia de ITS2 entre espécies distantes
filogeneticamente devido & manutencdo de um trecho bem conservado neste
marcador (Schultz et al., 2005). Com base nas sequéncias geradas pelo presente
estudo pode-se aferir que a maior parte das diferencas entre as sequéncias de ITS1 e
ITS2 se devem as insercdes e delecbes (indels), com isso o risco de saturacdo da
informacao filogenética € bastante reduzido, possibilitando estudos filogenéticos com

niveis mais abrangentes.

Como mencionado nos resultados, mesmo quando analisado de forma independente,
o ITS1 demonstrou bom sinal filogenético desde o nivel de espécie até o nivel de
superfamilia, tendo a Unica exce¢do com as espécies do género Pleuromamma. Ja o
ITS2 demonstrou bom sinal filogenético desde o nivel de espécie até o nivel de
Subclasse, ja que os Calanoida da Subclasse Copepoda puderam ser alinhados com
trés espécies de Decapoda, da Subclasse Eumalacostraca, que ficaram como grupo
externo em uma arvore ndo enraizada. Tanto o ITS1 como o ITS2 agruparam todas
as Superfamilias de Calanoida com altos valores de suporte de bootstrap, com
excecdo da Superfamilia Megacalanoidea. Em estudos filogenéticos anteriores, tanto
com bases moleculares (Blanco-Bercial et al., 2011) como com bases morfologicas
(Bradford-Grieve et al.,, 2010), também foi observado pouco suporte para a

Superfamilia Megacalanoidea.

De uma forma geral os marcadores nucleares, ITS1 e ITS2 demonstraram um bom
sinal filogenético desde o nivel de espécie até niveis mais abrangentes, de familia e
superfamilia, principalmente quando utilizados conjuntamente com marcadores com

taxa de evolugdo mais rapida, como foi o caso do COI para este estudo. A analise
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filogenética das sequéncias concatenadas COI-ITS1-ITS2 agrupou as espécies
pertencentes as superfamilias propostas por Andronov (1974) e Park (1984). Desta
forma, este estudo apresenta o ITS1 e o ITS2 como marcadores moleculares que
podem ser utilizados para dar mais embasamento e suporte para a filogenia de

Calanoida, permitindo analises tanto entre espécies, géneros e familias.

Grandes distancias genéticas foram observadas entre as espécies de Centropagoidea,
0 que corrobora com os resultados obtidos anteriormente em outro estudo (Blanco-
Bercial et al., 2011). As espécies desta superfamilia ocupam uma grande variedade de
nichos ecolégicos, colonizando ambientes oceéanicos, neriticos, estuarinos e de agua
doce (Huys & Boxshall, 1991). Desta forma sdo esperados eventos de especiagéo
alopatrica mais frequentes, resultando em um menor tamanho populacional efetivo e
consequentemente maior taxa de evolucdo. Uma explicacao alternativa para este fato
seria que as linhagens da superfamilia surgiram a partir da sobrevivéncia a extincdo
do Cretaceo-Terciario e mais recentemente as variacdes do nivel do mar levando-as a
divergirem (Bradford-Grieve, 2002).

CONCLUSAO

O ITS2 se mostrou mais efetivo na identificacdo de espécies de Calanoida do que o
ITS1. O hiato entre a maior distancia intraespecifica e a menor distancia
interespecifica do ITS2, para as espécies deste grupo animal, foi suficiente para
permitir e identificacdo correta em 100% dos casos analisados. Para o ITS1 a Unica
excecdo se deu com o género Pleuromamma. Além disso, a taxa de eficiéncia de
sequenciamento, de ambos os marcadores nucleares, utilizando-se os primers de
Nonomura e colaboradores (2008) foi significativamente maior do que a do COl,
utilizando-se os primers universais de Folmer e colaboradores (1994) possibilitando

uma maior eficiéncia para geragdo de barcodes.

Os marcadores nucleares analisados no presente estudo também se mostraram de
grande utilidade para analises filogenéticas até mesmo entre niveis taxonémicos mais

abrangentes. Por outro lado, a acelerada taxa de evolucdo do COI permite apenas
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analises entre espécies proximamente aparentadas, devido a saturacdo de sua

informacgéo.

CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo é um passo importante para o estudo dos Calanoida do Atlantico
Ocidental, por indicar uma metodologia que permite a identificacdo molecular confiavel
e de forma eficaz das espécies pertencentes a este grupo. Este foi o primeiro passo
para a criacdo de um banco de dados com sequéncias de um marcador molecular que
mostrou ser de grande utilidade para identificacdo especifica de copépodes da ordem
Calanoida, o grupo animal mais abundante da regiéo.

Futuras perspectivas de estudo sdo de estabelecimento e expansdo do banco de
dados molecular contendo sequéncias de ITS2, de forma a servir de suporte para
futuros projetos zooplanctdnicos que necessitem de bases de identificacdo especifica.
Utilizando os dados moleculares em associacdo com o0s caracteres morfolégicos,
pode-se ter uma identificacdo mais precisa em nivel de espécie, independente do
estagio do ciclo de vida do animal. Com isso, abre-se a possibilidade para estudos de
diversidade naupliar, cuja identificacdo morfolégica em nivel de espécie é
extremamente complicada. Isto possibilitara aos pesquisadores fazerem novas
perguntas ecoldgicas que poderdo ser respondidas tendo como base, também, a
ecologia larval. Apesar deste estudo ter sido realizado com uma ampla abrangéncia
geografica, estudos adicionais analisando uma maior quantidade de espécies
congéneres, abrangendo uma area geografica ainda maior, serdo de extrema
importancia para certificacdo da manutencéo do hiato entre a distancia intraespecifica
e interespecifica dos marcadores nucleares aqui analisados, algo essencial para se

utilizar um marcador molecular como barcode para identificagdo de espécies.
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