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RESUMO

O grupo Ecdysozoa é composto por invertebradesfagem troca de cuticula
ou ecdise. Esse grupo foi proposto por Aguinatal, 1997 em sua analise molecular
com subunidade ribossomal 18S e contrasta com @ekg morfoldgica do grupo
Articulata. Dentro do Ecdysozoa, h4 um grupo demais com caracteristicas em
comum denominado Panarthropoda. Este € compostOmparhophora, Tardigrada e o
Euarhtropoda. Muito se tem discutido sobre o giogeal do Panarthropoda e tambéem
sobre as relacdes filogenéticas dos integranteés dagpo. O marcador molecular 18S é
um gene ortélogo e tem sido utilizado em muitobataos de filogenia com boa
eficiéncia para a resolucéo das relacdes entréadesc O presente trabalho teve como
objetivo resolver a posicao filogenética do Filo yemophora dentro do grupo
Panarthropoda utilizando como marcador sequénciagede 18S. Para esta analise,
foram utilizados os métodos de maxima parciménéima verossimilhanca e analise
bayesiana. Embora se tenha encontrado suportésestapara a relacdo entre alguns
grupos do Panarthropoda, ndo houve suporte estatistificiente para resolver a

posicdo do Filo Onychophora.



ABSTRACT

The group Ecdysozoa is compounded by invertebtatesmake cuticle exchange or
ecdise. This group was proposed by Aguinatal 1997 in his molecular analysis with
the 18S ribosomal subunit and it contrasts with i@phological hypothesis of the
Articulata group. In the Ecdysozoa, there is a pgroaf animals with similar
characteristics called Panarthropoda. This grougosipounded by Onychophora,
Tardigrada and Euarhtropoda. It has been discussddt about basal group of
Panarthropoda and also about the phylogeneticiae$dtips among members of this
group. The 18S is a molecular orthologue markeegam it has been used in many
studies of phylogeny with good acceptance for tesolution of the relationships
between clades. This study aimed to solve the pleyletic position of the phylum
Onychophora within the group using Panarthropodaeagience markers of the 18S
gene. For this analysis it was used the methods)a{imum parsimony, maximum
likelihood and Bayesian analysis. Although it haer found statistical support for the
relationship between some groups of Panarthropbdae was no sufficient statistical

support to solve the position of the phylum Onydiapa.



1. INTRODUCAO
1.1 A filogenia dos metazoarios

A analise filogenética dos metazoarios € um desadia os pesquisadores. Os
metazodrios constituem, do ponto de vista evolutive grupo muito complexo, mas de
interesse central na Biologia. Existe uma grandeudisdo sobre o posicionamento dos
clados, que se intensificou com o surgimento dengitica Filogenética, em meados do
século XX, com o trabalho de Hennig (Matioli, 2000) avan¢co dos métodos e das
técnicas de pesquisa filogenética tem proporcionatmos de enfrentar muitas
dificuldades, mas frequentemente aponta novos gmudd a serem resolvidos (Adoutte
et al. 2000)

A morfologia ha muito tempo é usada para o enteadimda evolucéo biologica e
para as andlises filogenéticas. Entretanto, assszade dados fésseis dificultava a
reconstrucao de filogenias com este tipo de dadaoblema com a falta de dados era
devido as linhagens evoluirem rapidamente, o queadema auséncia de sinal
filogenético, ou a perda dos dados devido a extirdg& grupos ancestrais que nao
deixaram fosseis ou também devido a evolucdo cgewméx e a hibridizacao

introgressiva (Jenner & Littlewood, 2007).

Atualmente a analise molecular vem sendo utilizeeta muitos estudos
filogenéticos. O uso de marcadores genéticos trouxe nova interpretacdo da
evolucdo dos metazoarios e altera principalmentias/gosicoes filogenéticas dentro
do grupo dos invertebrados. Uma das filogenias mtigisutidas dos invertebrados é a
dos protostdomios, principalmente a do grupo Pargptida. A analise de sequéncias
do gene de rDNA 18S trouxe uma nova idéia da fil@eestes grupos que sao cruciais

para o entendimento da evolucéo dos bilaterais.

1.1.2. O grupo Ecdysozoa

A filogenia dos bilaterais por muito tempo foi bada em caracteristicas
morfolégicas e embrioldgicas e propunha um aumgradual da complexidade: teriam
surgido primeiro os organismos mais simples, depsisacelomados seguidos pelos

pseudcelomados e posteriormente os celomados (Hr84a).
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Uma das filogenias mais discutidas € a dos invextiels, particularmente entre os
Arthropoda e seus grupos préoximos. Os Arthropodaamer relacionados
filogeneticamente mais préximos dos Annelida e Gopbora (Snodgrass, 1938) que

estavam incluidos no clado dos celomados (Hymat())19

Entretanto, esta idéia vem sendo alterada aposalseanlas sequéncias da pequena
subunidade ribossomal de um grupo de animais (Atporet al 1997). Segundo esta
analise, ha uma nova filogenia em que sdo agrupaldoss pseudocelomados, mais
préximos dos Nematoda do que dos celomados (Amlaie@ Tardigrada) num grupo
denominado Ecdysozoa (figura 1 e 2). Outros psdomheelos (como os Rotifera)
foram agrupados com acelomados e protostomios eeasn(Annelida) no grupo
Lophotrocozoa. Este e Ecdysozoa sdo monofilétidosneam o clado dos protostdmios
(Aguinaldoet al 1997)

Os grupos que compdem o clado Ecdysozoa sdo oshEymoda (Hexapoda,
Crustacea, Myriapoda, Chelicerata), os grupos prégidos Arthropoda (Onychophora
e Tardigrada) e mais cinco filos: Nematoda, Nematpima, Priapulida, Kinorhyncha e
Locyfera. O Ecdysozoa € o clado com maior nimeresgecies e de diversidade de
nichos, sendo estimados 4,5 milhdes de espécias.\Bua cuticula resistente significa
gue esse grupo pode estar representado por vasesig 0 que aumentaria mais ainda o

namero de espécies (Chapman, 2005).

O plano corporal basal dos Ecdysozoa é bastanten@do. Os organismos
relacionados aos Hexapoda possuem corpo segmenigoiEndices unidos e 0s grupos
relacionados aos Onychophora possuem um nervodmr d® esdfago e uma boca
terminal que é encontrada em alguns individuos.o3ams grupos perderam a larva
primaria e apresentam troca de cuticula com corteoiei perda da locomocao. Esta
troca de cuticula ou ecdise € a principal caratieai que nomeia o grupo (Telfoetal
2008).
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Dados morfoldgicos Dados moleculares

: CHORDATA .
(Nielsen, 2002) Enteropneusta (Aguinaldoet al 1997)

Pterobranchia
Echinodermata

Brachiopoda Deutero-
Dteut@ro- Phoronida “*stomia
stomia sensu stricto
Ar— Entoprocta
sensu lato LI: Ectoprocta
Br= Platyhelminthes -
— Nemertini
| Rotifera ]
Proto- B |—I - Proto-
stomia—" Cl| 15 Gnathostomulida *stomia
Chaetognatha
Spiralia— Sipuncula | Lopho=
. T — Wollusca frochozoa
U= _
articulata=§—3|[| — A\nnelida —

\_|_l Onychophora
Cyclo= ___ | E Tardigrada meey Iq Fcdysozoa
neuralia L5 Arthropoda s y
e Gastrotricha
Nematoda s
Nematomorpha =
Priapula 1
Kinorhyncha

Loricifera

Figura 1: A controvérsia entre dados molecular@ad®s morfologicos (Nielsen,
2002).
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Deuterosiomia

Protostamia

B SN

Euarthropioda
Chelicerata  Mandibulata

Lophotrochozna

Figura 2: Provavel filogenia do Ecdysozoa de acaaln dados moleculares da
unidade ribossomal 18S (Aguinaldbal.1997; Telfordet al 2008)

1.1.3. O grupo Euarthropoda

O grupo Euarthropoda é formado pelos clados ChateeCrustacea, Myriapoda e
Hexapoda. As relacbes filogenéticas entre essgmogriém sido debatida através da
morfologia e dados moleculares. Algumas analisesecutares tém suportado a
monofilia dos Euarthropoda e uma Unica origem de @@po cuticularizado com
apéndices unidos (Telfoet al. 2008).

Estudos morfolégicos propuseram que Myriapoda eapeda formavam um grupo
denominado Atelocerata (que significa chifres naimfados e refere-se a perda do
segundo segmento da antena) definido por apéndigesramificados, tubulos de
malphighi e traquéias respiratérias. Alguns autoaggupam o Aterocerata com
Onychophora num clado denominado Uniramia (Tel&fithomas, 1995).
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Entretanto, o mais claro resultado na filogenia daothropoda mostra que os
Hexapoda s&o mais relacionados aos Crustacea gudyaiapoda (Booret al 1995).
O grupo formado pelos Crustacea mais Hexapoda sd?Pi@ncrustacea ou Tetraconata

devido aos cones cristalinos dos omatideos (D&BR7; Harzsch, 2004).

1.1.4. O grupo Panarthropoda

Ha mais de 60 anos foi proposta uma relacdo entmeella, Arthropoda e
Onychophora (Snodgrass, 1938) que € muito pareocigtea recente hipotese Articulata
(Nielsen, 1997). Os estudos morfologicos postesidoram contra essa proposicao
devido a grande variacédo da articulacado e da matscaldas pernas dos Arthropoda e
foi sugerido que este grupo nao teria surgido deancestral comum (Anderson, 1973;
Manton, 1977; Tiegs & Manton, 1958). Os Arthropddeam entdo considerados um
clado superior a filo e foram divididos em dois @os: 0s que tinham um ancestral
comum do grupo Annelida e aqueles que ndo se avigm de um ancestral Annelida
(Tiegs & Manton, 1958).

O grupo que possuia 0s Annelida como ancestral @ofoudenominado Uniramia
e era composto por Onychophora, Myriapoda e Ins€ctaitro grupo era composto por
Crustacea, Trilobita e Chelicerata (Manton, 1978).hip6tese do Uniramia foi
corroborada por estudos morfolégicos (Anderson31%/ desta maneira, a evolucao
dos membros articulados (artropodizacéo) foi caraida ter surgido mais de uma vez

dentro do grupo (Fryer, 1992).

Os estudos de morfologia que propunham os Arthapmno polifiléticos néo
levavam em consideracdo a alfa quitina. Esta es&rdsta presente nos Arthropoda e
Onychophora e sugere que estes sejam monofiléttascteristicas como apéndices
com garras e mixoceloma com metanefrideos desteegtambém sdo compartilhadas
com alguns individuos dos Tardigrada. Arthropddagdigrada e Onychophora formam
0 grupo Panarthropoda (Nielsen, 1997).

Os Tardigrada ja foram relacionados filogeneticamemais préximos com o
Nematoda que com os Euarthropoda (Lartillot & Pp#, 2008). Entretanto, caso se
assuma que o pequeno tamanho dos Tardigrada sejadidee se considere a auséncia
de celoma, coracdo e nefrideos (Schmidt-Rhaesal).2@aracteristicas que sé&o

encontradas em Onychophora e Euarthropoda, podegsgir que as similaridades de
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cuticulas, corddo nervoso ventral e apéncides erdigfada e Euarthropoda podem

indicar uma relagéo de grupos irmaos (Telfetrdl 2008).

1.1.4.1. Aspectos gerais dos organismos do cladarfa&opoda
1.1.4.1.1 Onychophora

Onychophora é um grupo de invertebrados terrestise sao
predominantemente encontrados no solo, serrapibeirronco de arvores e mostram
uma disjuncdo datada de Gondwana (Monge-Najera; R8s, 1996). Este taxon é
muito importante para o entendimento do grupo Repmda (grupo com
Euartrhopoda, Tardigrada e Onychophora) (Monge+idaje995; Telfordet al 2008)
porque estes animais sao relacionados com Artheog@helicerata, Myriapoda,
Crustacea, e Hexapoda) (Mayer al. 2004), ou alternativamente com Chelicerata
(Strausfeldet al. 2006), ou unindo Tardigrata e Nematoda (Rar&l. 2006) e também
porque o corpo destes animais € um mosaico detesra@natdmicos encontrados em
Arthropoda e alguns vermes ancestrais (Nielsen7)19®té algum tempo atrés, foi
assumido que estes vermes ancestrais estavanonados aos Annelida e, entédo, os
animais do grupo Onychophora foram interpretadosocderivados da forma do corpo
dos Annelida (Anderson 1973; Scholtz, 2002; Sch&lZdgecombe, 2005; Wagets
al. 1999; Wagele & Misof, 2001).

Dados moleculares ndo corroboram essa idéia e anosjue nem Arthropoda
nem Onychophora sao relacionados com Annelida. BfEs membros do grupo
Ecdysozoa, que inclui um nimero de animais ndo sedos assim como Tardigrada,
Onychophora e Arthropoda, mas nao Annelida. Apéssta classificacdo ainda n&o ser
muito clara, ha fortes indicios moleculares (Eksst al. 2009; Telfordet al. 2008).

As espécies de Onychophora estao divididas emfduodBas: Peripatopsidae e
Peripatidae (Monge-Najera, 1995) que se distingpeta posicdo de suas aberturas
genitais. As espécies de Peripatidae sdo encostedaareas intertropicais (leste da
Africa, Sul do México, América Central e do Sul,titmas e sudeste da Asia) e espécies
da Peripatopsidae apresentam distribuicdo no hénaséul com clima temperado
(Africa do Sul, Oceania e Chile) (Monje-Najera, 529
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1.1.4.1.2 Hexapoda

Este grupo contém aproximadamente 1.200.000 espdescritas sendo o maior
taxon dos animais. A diversidade desse grupo se @leua adaptacdo ao meio terrestre,
ao vOo e a coevolugdo com as plantas com floresesEanimais conseguiram invadir
uma grande diversidade de habitats, inclusive atazpde agua doce e agua salgada. O
sucesso adaptativo estad diretamente ligado ao ptanpdreo dos Arthropoda, a
resisténcia a dessecacao, ao voo e ao desenvotuitnelometibolo (indireto). Como
os adultos necessitam de recursos diferentes dass|ando ha competicdo entre eles
(Barneset al. 2005).

A cuticula encouracada dos Arthropoda oferece géiotecontra predadores,
patogenos, dessecacdo além de oferecer ancoragemmpaculatura esquelética e
adaptacOes para retencdo de agua. Entre as cestacdsrque distinguem os Hexapoda
dos demais traqueados, pode-se citar o troncoiddviem térax e abdome, trés pares de
patas e pernas e asas sempre no térax (Bruscaskd@3r2007).

Atualmente os entomodlogos dividem os Hexapoda ems gmpos irmaos:

Entognatha e Insecta, este ultimo com mais de @&€nar(Barnest al. 2005).
1.1.4.1.3 Chelicerata

Os Chelicerata sdo compostos pelos Arachnida tersegaranhas, acaros,
escorpioes e outros), os extintos Eurypterida ¥yghosura marinhos. O corpo destes
animais é formado por dois tagmas: cefalotéraxdeme. O cefalotorax € formado pela
fusdo no embrido da cabeca e do térax. Os apéndmeprimeiro segmento do
cefalotorax foram perdidos. O primeiro apéndicecdfalotérax dos Chelicerata é um
par de queliceras preénsil (caracteristica que i@moongrupo). O segundo apéndice € um
pedipalpo e os apéndices restantes sao pernasdumams (quatro pares). O abdome é
constituido de 12 segmentos ou menos e € divididpré abdome (7 segmentos) e pds
abdome (5 segmentos). Apéndices abdominais quamneenges possuem funcgao

respiratoria (Barnest al. 2005; Brusca & Brusca, 2007).
1.1.4.1.4 Crustacea

Os Crustacea sdo um taxon com cerca de 42.000iespiéscritas. Dentre estas,

destacam-se carangueijos, tatuzinhos de jardimsiag, camardes entre outros. Estes
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animais possuem uma enorme heterogeneidade madml@&g ecologica. Ha desde
animais com menos de 1 milimetro de comprimentaimas com mais de 3 metros
(Barneset al.2005).

Uma caracteristica especifica desse grupo séo aisoqpares de antenas e 0s
trés ou quatro ocelos simples em forma de tacaeitpda. Poucos sdo os caracteres

que podem ser generalizados entre os seres degge(Brusca & Brusca, 2007).

Os organismos desse taxon possuem mandibula, essim os Hexapoda e os
Myriapoda. O clado formado por estes seres foi am@do Mandibulata, devido a
presenca da mandibula e outras similaridades @stes individuos (Barnest al.
2005).

Vérias andlises moleculares (Delset al. 2003; Friedrich & Tautz, 1995;
Hwanget al. 2001; Nardiet al. 2003; Regieet al. 2005) sugeriram que os Crustacea
estariam relacionados com os Hexapoda num cladondeado Pancrustacea. Alguns
aspectos morfolégicos sdo compartilhados por ekiés grupos como neuroblastos,
dois pares de neurbnios serotonérgicos por hendinEs, um numero fixo de
motoneurdnios excitatorios por musculo e aspectosiltta estrutura lateral do olho
(Brusca & Brusca, 2007)

1.1.4.1.5 Myriapoda

O Subfilo Myriapoda possui quatro grupos ou clas§dslopoda, Diplopoda,
Symphyla e Pauropoda. Sdo seres traqueados gse@iam® um corpo constituido por
cabeca e um tronco alongado que contém muitos segsnportadores de pernas. Na
cabeca existe um par de antenas. Os ocelos medkatis ausentes nos Myriapoda,
entretanto, os olhos laterais simples, talvez ddog dos olhos compostos, estao
presentes nos Chilopoda e Diplopoda. Os Pauropdshamphyla ndo possuem olhos
(Barneset al.2005).

A maioria dos Myriapoda necessita de um ambientaddinporque sua
epicuticula € relativamente permeavel e ndo api@esas mesmas caracteristicas
quimicas dos Chelicerata e Hexapoda. Os Myriap@daasnplamente distribuidos e
vivem sob pedras e madeira, dentro do solo e noubumas regibes temperadas e

tropicais (Barnes, 2005; Brusca & Brusca, 2007).
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1.1.4.1.6 Tardigrada

Tardigrada, também chamados de ursos d’agua, psdeencontrados em agua
ou em ambientes Umidos. A primeira espécie destpogfoi descoberta em 1773 e
desde entdo mais de 960 espécies tém sido eq@itadetti & Bertolani, 2005). O filo
Tardigrada possui trés classes: Heterotardigradasodrdigrada e Eutardigrada
(Ramazzotti & Maucci, 1983).

Enquanto Heterotardigrada € primariamente mariosoindividuos da classe
Eutardigrada podem ser encontrados em agua do@moambientes terrestres e so
existe uma espécie da classe Mesotardigrada qukegorita num manancial quente no
Japao por Rahm (1937) e nunca mais foi encontRyladt al 2007).

A posicao filogenética dos Tardigrada no grupo ehetazoarios é incerta. Os
estudos mais recentes de morfologia e de DNA eejmas consideram os Tardigrada
como um filo separado pertencente ao Panarthrogpeainclui os Arthropoda e seus
grupos relacionados (Brusca & Brusca, 2003; Gategl. 1996; Giribetet al. 1996;
Mallatt et al. 2004; Nielsen, 2001; Regier & Shultz, 2001).

1.2 Evolucéo dos genes nucleares de RNA ribossofridddA)

1.2.1 MutacgOes génicas

Mutacdes génicas sao modificacdes que ocorremeggeiscias de DNA dentro
de genes especificos. Se considerarmos apenasdasgas nas sequéncias, elas podem
ser classificadas como transigoes, transversdesciies ou delegcbes. Na transicdo uma
base é trocada por outra que possui caracterggticaica mais semelhante (purina por
purina ou pirimidina por pirimidina). Em contrapda, na transversdao a base €
substituida por outra com caracteristica quimidarehte (purina por pirimidina). As
transicbes sdo mais frequentes que as transvgrefpse modificam menos a estrutura
do DNA (Page & Holmes, 1998). A insercdo é umaatdh que adiciona uma ou mais
bases na fita de DNA e a delecdo remove basesadéGhiiffths et al. 2008; Page &
Holmes, 1998).

Ha uma relacdo entre o numero de substituicdetempo de divergéncia entre
duas sequéncias. O numero de diferencas entre sgg@agncias com o aumento do

tempo se torna uma medida cada vez menos acuradalag@o ao verdadeiro nimero
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de substituicdes que ocorreram desde a divergéasigequéncias do ancestral comum.
A medida que aumenta a divergéncia entre duas iespécnimero de transicdes em
relacdo ao de transversdes decresce (Schneide; 28fAg, 2006). A relacdo entre a
diferenca da sequéncia e o tempo decorrido destleesgéncia ndo € linear e sim,
hiperbolica, devido a ocorréncia de mudltiplas mg@dsnno mesmo sitio. Com o
acumulo das substituicdes entre as duas sequépoide,ocorrer saturacdo dos dados,
ou seja, os sitios observados mudaram tanto gomaeam ao estado ancestral. (Page
& Holmes, 1998).

Entdo, ao se trabalhar com um conjunto de se@&rm@ara o estudo de
relacdes filogenéticas, deve-se fazer a analisateacdo dos dados. Dar continuacao a
uma analise filogenética quando se evidencia sgtarde substituicdo nas sequéncias
pode levar a subestimar os eventos evolutivos itaptas que possam ter ocorrido
durante o tempo, desde a divergéncia inicial. Arsgéo de substituicdes, no entanto, &
dificil de ser estimada de acordo com o tempo dergéncia, pois na maioria das vezes
se trabalha com taxons de existéncia atual. Umain@ade contornar este problema é
relacionar o numero de substituicdes com a dist@meitematica entre as sequéncias, ja
que a distancia entre estas € proporcional ao telamlvergéncia (Matioli, 2001; Page
& Holmes, 1998)

1.2.2 Homologias

E possivel distinguir entre estados de caratersaraie (primitivos) e derivados.
Se uma sequéncia tem a mesma base em comum carestrahde todas as sequéncias
estudadas, ela é considerada primitiva ou plesiicadérCaso contrario ele sera
considerado apomorfica. Um Unico carater derivadoréiderado autapomorfia e um

carater derivado compartilhado € considerado smapita (Futuyma, 2005).

Dado dois estados de carater que sdo idénticose@mm nucleotideo) e a
similaridade entre eles foi herdada diretamenterde@ncestral (que também o possuia),
isto € denominado homologia. Homoplasia seria dagiolade compartilhada que nao
foi herdada de um ancestral (Futuyma, 2005; Mat28l01; Page & Holmes, 1998).

Os genes homoélogos podem ser considerados paralggasdo sofrem
duplicacdo ou ortélogos quando seu ancestral raaente ndo sofreu duplicacédo e eles

passam a ter histérias evolutivas diferentes (Maf601).
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Na reconstrucdo de filogenias a preocupacéo prialodgve ser a busca por
homologias, isto é, a comparacdo de caracteres lbgasbentre as sequéncias. Para
cada tipo de trabalho deve haver a escolha certipalde gene e as sequéncias a serem
trabalhadas. Para fenbmenos de duplicacédo, devesssmhidos genes paralogos; para
reconstrucdes filogenéticas devem ser escolhidossgertdlogos (Matioli, 2001; Page
& Holmes, 1998). Apesar disto, eventos antigos dglicacdo podem ser Uteis para
reconstrugdes filogenéticas quando empregados goupms externos reciprocos. Um
exemplo desta pratica foi a utilizacdo de cOpiadlpgas para enraizar a arvore da vida
e determinar as relacdes filogenéticas entre s dodninios: Bacteria, Archaea e
Eukarya (Woeset al 1990).

Um exemplo de genes com coépias mdltiplas frequesriéenutilizados em
filogenias sdo os rDNA (genes de rRNA). H4 inimex@gias deste gene no genoma
dos vertebrados, o que torna provavel que houwpkcdcao antes da divergéncia entre
os vertebrados. As copias deste gene num indivédimovirtualmente idénticas mas

diferem entre espécies (Matioli, 2001)
1.2.3 Os genes de RNA ribossémico como marcadooéscmiares

As sequéncias que codificam o rRNA sdo reiteradasrrendo em numero
variavel nos diversos grupos de organismos. Nosreuntes essas coOpias estao
organizadas em tandem e agrupadas em uma ou mi@sseromossomicas. Os rRNA
sao classificados conforme seu coeficiente de sadagado sob campo centrifugo, que
depende tanto do tamanho quanto da unidade da ufeoléas unidades Svedberg (S).
Cada unidade de repeticdo do rDNA possui uma argedid conservada, constituida
de: um espacgador externo (ETS, do inglés exteraa$tribed spacer), transcrito numa
sequéncia que contém a extremidade 5’ da molécatarsora do rRNA, esta com alto
coeficiente de sedimentacéo (até 45S); uma regi@ocqdifica para rRNA 18S; um
espacador interno que € transcrito (ITS, do ingiésrnal transcribed spacer) e que
possui uma regido que codifica para rRNA 5,8S; a usgido que codifica para rRNA
25-28S e um espacador externo que nao € tranghit8, do inglés non transcribed
spacer) (Figura 3). (Griffthst al. 2008; Lewin, 2004; Matioli, 2001).
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Figura 3: Gene de rDNA (Matioli, 2001)

Os ribossomos séo formados por grandes complexdgigrs juntamente com
acidos nucléicos, formando subunidades. Nas céuaariontes sdo observadas duas
subunidades, a primeira chamada de subunidade meegsmall subunit — SSU) que é
formada pelos RNA’s 18S e 5S e mais um total dpr8&inas formando a subunidade
30S. A segunda subunidade denominada de suburigadée (large subunit — LSU) é
formada pelos rRNA’s 26S, rRNA 5,8S e 50 protefioasiando a subunidade 50S. A

funcdo do rRNA esta relacionada com a formacaaateinas (Lewin, 2004).

O gene que codifica a subunidade pequena do rRNAJ(Slo inglés small
subunit) tem baixa taxa de mutacdo, € resistenterdsferéncia lateral de genes,
funcionalmente conservado e amplamente distribiddte o0s organismos. Estas
caracteristicas sdo fundamentais para sua utibzagdno marcador molecular
(Brocchieri, 2001).

Os genes de rRNA sado essenciais para o organigonigso evoluem de forma
mais lenta. Entdo, modificacbes pontuais em simsecificos podem determinar a
inativacdo da funcdo da subunidade comprometergintese protéica. O gene rDNA
18S possui uma taxa de mutacdo menor que o genk PBN e é mais utilizado para as

reconstrucdes filogenéticas (Bargues & Mas-Coma7 L9

1.3 Filogenia

1.3.1 Arvores filogenéticas

O conceito de filogenia surgiu com Darwin, juntanco proprio conceito de
ancestralidade comum entre espécies e seu Unigpadia publicado de filogenia
representa, por meio de uma arvore, relacdes fikgms. Assim as filogenias nada
mais sdo que a indicacédo das relagbes de anadati@lsupostas para um conjunto de
espécies (Matioli, 2001).
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Uma arvore é uma representacdo de uma hipoteseaddil como modelo da
mais provavel histéria evolutiva de um grupo deugegias ou de organismos. Uma
arvore consiste de ndés conectados por bracos.ed@éngis representam sequéncias ou
organismos que estdo sendo estudados (também demmsiunidades taxondémicas
operacionais — OTU). Nés internos representam s dticos ancestrais. O ancestral de
todas as sequéncias da arvore € a raiz desta &Rdgnes, 1998; Yang, 2006).

A reconstrucdo filogenética consiste em estimarei;des de ancestralidade
para um determinado numero de organismos (txdds)a arvore filogenética
representa graficamente a historia evolutiva dgarsmos representados nela (Matioli,
2001).

1.3.2 Algoritmos para filogenética

Para a obtencdo de uma arvore filogenética, fazespessaria a escolha de
algoritmos. H& dois grupos basicos de algoritmosteneaso: no primeiro grupo, o
principio do método esta embutido no algoritmo ¢esulta em uma &rvore final; o
segundo grupo, o principio do método € o critésado para a escolha da melhor arvore
dentre um conjunto delas (Matioli, 2001).

No caso do segundo grupo, os algoritmos fardo aabde arvores de acordo
com o método de otimizacao de caracteres escolBidonjunto de arvores pode conter
todas as arvores possiveis (algoritmos exatos), @amsque o método necessariamente
encontrara a arvore (ou as arvores) que satisfacanterio de otimizacao. Entretanto,
isto pode ser inviavel por causa do tempo computati requerido. Uma solucéo
possivel para este problema é procurar uma aneseadde um subconjunto de arvores
(algoritmos heuristicos), gastando menos tempo otaomnal para a estimativa da
arvore. Entretanto, a arvore estimada pode na@ s#ima para o critério escolhido
(Matioli, 2001).

1.3.3 Reconstrucgdes filogenéticas

A tarefa da filogenética molecular é converterirfermacdes contidas nas
sequéncias numa arvore evolutiva. Um grande numermétodos tem sido descritos
para fazer isto. Os métodos de distancia sdo basemdidéia de que se conhece a real
distancia evolutiva entre todos os membros de wpade sequéncias. As distancias

evolutivas, na pratica, sdo raramente as melhoveses métricas, e por isso uma classe
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de métodos de qualidade de ajuste busca a arvdrecanque melhor representa as
distancias observadas. A segunda classe de métodarg a arvore cuja soma dos
comprimentos dos bracos é o minimo (Page & Hol1@33).

Ja os métodos discretos atuam de uma maneira et Kas sequéncias ou nas
funcdes derivadas delas do que nos pares de nsatigees métodos tentam impedir a
perda de informacdo que ocorre quando sequénmasos@ertidas em distancias. Os
dois métodos discretos mais utilizados sdo a M&@#aximbénia (MP) e a Maxima
Verossimilhanca (ML do inglés: Maximum LikelihoodMatioli, 2001; Page &
Holmes, 1998; Yang, 2006).

1.3.4 Maxima parcimonia (MP)

O método de maxima parciménia € baseado na s@pode que a arvore mais
provavel é a que requer o menor nimero de mudgaasexplicar toda a variacao
observada em uma matriz de caracteres ou de alerttamde sequéncias. O método se
baseia no principio de homologias, ou seja, se d@®ns compartiham uma
caracteristica € porgue esta foi herdada do ulinoestral comum a ambos (Schneider,
2003).

Nesse método, nem toda variabilidade das sequeédidil porque aquelas que
apresentarem variacdo numa unica sequéncia adi@mnan passo para qualquer uma
das arvores consideradas, ou seja, aquela queotivemor nimero de mudancas. Em
seguida, para cada uma das arvores possiveis, eroa substituicdes de cada sitio
informativo é inferido e o total, para cada uma éasres possiveis é calculado. A
arvore com menor comprimento € selecionada coma peicimoniosa. Pode haver
mais de uma arvore parcimoniosa e todas devenossideradas (Matioli, 2001).

O método da parcimbnia apresenta como vantageécikiriterpretacdo dos
dados, uma vez que escolhe o caminho mais simpldssvantagem ocorre quando os
marcadores usados apresentam grande numero de lasiagprelativamente a
quantidade de sitios informativos. As sequéncias icwitas substituicbes apresentarao
ramos longos comparativamente aquelas com menaresras de substituicdes. Estas
entdo serdo agrupadas erroneamente pelo métoda@rdam@nia. Este problema é
denominado atracdo de ramo longo. Ele pode seom@uo com o0 uso de marcadores

com menores taxas de evolucédo (Page & Holmes, X¥388), 2006).
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1.3.5 Método da maxima verossimilhanca (ML)

O principio basico do método da verossimilhancasisbe em estimar a
probabilidade, com base em um determinado modelajndl conjunto de dados estar
representado num processo que realmente ocorraianto-se de sequéncias de DNA,
0 método ira calcular a probabilidade de que agusdguéncias em estudo tenham sido
geradas seguindo as premissas do modelo evolgoathedo. Nesse caso, a topologia e
o comprimento dos ramos de uma arvore sao 0s padngeserem estimados, dadas as
sequéncias finais nas extremidades dos ramos.eDiier pouco da probabilidade
porgue esta pode ir de zero a um enquanto na masmasimilhanca nunca sera zero
(Page & Holmes, 1998; Schneider, 2003).

A probabilidade deve ser calculada para todaspsddgias possiveis, variando
o0 tamanho dos ramos para um grupo de unidades@amoss operacionais e a arvore
que demonstrar a maior verossimilhanca é considexadelhor estimativa da filogenia.
A vantagem deste método é que ele apresenta manansia que a parciménia porque
€ menos afetado por erro de amostragem mesmo @préregas curtas. Entretanto ele
pode ser mais demorado, especialmente quando s@venym grande nuamero de
OTU’s (Matioli, 2001).

1.3.6 Inferéncia bayesiana

Um dos fundamentos da analise bayesiana propd@dmuda distingdo logica
entre pardmetros do modelo e dados. Ambos sdoveaialeatérias com uma
distribuicdo de probabilidades conjuntas que s&peaficadas por um modelo
probabilistico. Desta maneira, os dados sdo vasiaeservadas e 0s parametros sao
variaveis ndo observadas. A distribuigigriori engloba informacao sobre os valores
de um paréametro antes de examinar os dados na fdemama distribuicdo de
probabilidade. A verossimilhanca € a distribuicdondicional que especifica a
probabilidade de dados observados, dado um paticalor para os parametros. Essas
duas funcdes juntas combinam todas as informagii@e ®s parametros. O principal
objetivo da inferéncia bayesiana é calcular aibisigdo posterior dos parametros que é

a distribuicdo condicional dos parametros dadoaol®sl (Beamount & Ranala, 2004).
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Os fundamentos do método bayesiano consistem eoreder todos os erros
gue podem existir em torno de um parametro, usawoo medida do erro a
probabilidade de que o parametro tome determinaaloses (Fariat al. 2007)

A analise bayesiana € um pouco semelhante a maxmessimilhanca mas
difere na nocdo de probabilidadasposteriori probabilidades que sdo estimadas,
baseadas em algum modelo (expectatavgsriori) apés se ter algum conhecimento
sobre os dados (Schneider, 2003).

1.4 Banco de dados

Com o desenvolvimento da tecnologia, os sequena@mme@stao cada vez mais
rapidos, com mais qualidade e com menores custestalforma, a quantidade de
sequéncias de acidos nucléicos e de proteinaszpdadicresceu e houve a necessidade
da criacdo de um banco para servir de reposit@estas sequéncias (Meidanis &
Setubal, 1994). Com este intuito foi criado o Gesbaim dos bancos de dados mais
acessados na atualidade. O Genbank é parte daokagédb internacional de base de
dados de sequéncias nucleotidicas (Internationatledtide Sequence database
collaboration) que é composto pelo banco de dadd3NA do Japdo (DNA Databank
of Japan - DDBJ), o Laboratério de Biologia MolexuEuropeu (European Molecular
Biology Laboratory - EMBL) e o Genbank no Natiorn@enter for Biotechnology
Information (NCBI). Estas trés organizacdes trocaformacdes entre si e o Genbank

gue é atualizado a cada dois meses (NCBI-Genb04ak) 2

1.5 Busca de sequéncias em banco de dados

Para que se busquem as sequéncias em bancosade @atkcessario utilizar
uma ferramenta que reconheca as sequéncias méeraspara facilitar a comparacao
e o alinhamento entre elas (Matioli, 2001; Schnei@@03). O programa BLAST (Basic
Local Alignemnt Search Tool) procura regides deilaimdade local entre as sequéncias.
O programa compara sequéncias de nucleotideosadeimas no banco de dados e
calcula a significancia estatistica da diferenciaeeelas. O BLAST pode ser utilizado
para inferir relagdes evolutivas e funcionais eld&m identificar membros de familias
génicas (NCBI-BLAST, 2010).
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1.6 Alinhamento

O alinhamento de sequéncias possui uma diversidbedeaplicagbes na
bioinformética, sendo considerada uma das operagéesimportantes desta area. Este
método de comparacao procura determinar o graund&rsdade entre duas ou mais
sequéncias, ou a similaridade entre fragmentossiasigliéncias. No caso de mais de
duas sequéncias o processo é denominado alinhammafitiplo (Page & Holmes,
1998).

O alinhamento pode ser classificado em globaboall No alinhamento do tipo
global as sequéncias sédo alinhadas de um extremmutao. Em contrapartida, no
alinhamento local, alinha-se apenas as sequéna@ss aonservadas, independente da
localizacdo destas. Enquanto o alinhamento globaltikzado para determinar
sequéncias conservadas, o local é utilizado naabpec homologias. O algoritmo
utilizado pelo BLAST (Basic Local Alignment Seardrool) realiza este tipo de
alinhamento (Prodoscinet al. 2002).

1.7 Justificativa

Dentre as razdes para se propor um estudo filogen&am dados moleculares
do grupo Panarthropoda, pode-se destacar:
* Na&o se sabe quem é o grupo basal dos Panarthropoda
* A posicdo dos subgrupos do grupo Panarthropoda &macerta;
e Ainda ndo ha suporte molecular suficiente para ody&mzoa e

consequentemente para os Panarthropoda;
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1.8 Objetivos

1.8.1 Objetivo geral
Investigar as relacdes filogenéticas do grupo Rlarmgooda através de sequéncias
do gene rDNA 18S.

1.8.2 Objetivos especificos
* Resolver as relagdes dos Onychophora com os gdgoBanarthropoda

» Resolver as relagdes filogenéticas entre os grdpdxanarthropoda.

1.9 Hipotese
» Hipdtese: O grupo Panarthropoda é monofilético grupo Onychophora € o

grupo basal.

2 METODOLOGIA
2.1Sequéncias
As sequéncias foram obtidas no banco de dados dbaBGk no site do NCBI.
Foi feito o download de cinqlienta e uma sequérdnagene ribossémico 18S de
invertebrados do grupo Panarthropoda e duas seageéae individuos do grupo
Annelida para serem utilizadas como grupo extegoadro 1). As sequéncias foram

baixadas no formato Fasta e armazenadas em blecusak.
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Quadro 1 Sequéncias dos clados dos Panarthropoda baixadas no

genbank

Acesso no
Individuo Grupo genbank
Colossendeis sp Chelicerata |FJ862859.1
Achelia hispida Chelicerata |FJ862857.1
Pallenopsis sp Chelicerata |FJ862856.1
Pallenopsis macneilli Chelicerata |DQ389931.1
Sericosura venticola Chelicerata |DQ389925.1
Callipallene sp Chelicerata | DQ389899.1
Achelia hoekii Chelicerata |AY210808.1
Ammothella appendiculata | Chelicerata |DQ389888.1
Ooperipatellus viridimaculatus Onychophora | GQ911190.1
Peripatopsis moseleyi Onychophora | GQ911189.1
Opisthopatus cinctipes Onychophora | GQ911188.1
Euperipatoides leuckarti Onychophora | GQ911187.1
Peripatoides novaezealandiagOnychophora | AF342794.1
Metaperipatus inae Onychophora | GQ911184.1
Peripatopsis sedgwicki Onychophora | ELU49910
Scolopendra mutilans Myriapoda | DQ666178.1
Theatops posticus Myriapoda  |AY288695.1
Alipes crotalus Myriapoda |AY288691.1
Tuoba sydneyensis Myriapoda  |AF173260.1
Schendylops pampeanus Myriapoda |AF173257.1
Pectiniunguis argentinensis | Myriapoda |AF173256.1
Cormocephalus monteithi Myriapoda  |AF173253.1
Ethmostigmus rubripes Myriapoda |AF173249.1
Scolopocryptops nigridus Myriapoda |AF173250.1
Anthocomus rufus Hexapoda |AY748136.1
Lepicerus inaequalis Hexapoda |GU591994.1
Canthidium guanacaste Hexapoda |DQ012276.1
Attalus analis Hexapoda |EF209726.1
Attalus varitarsis Hexapoda |EF209723.1
Charopus flavipes Hexapoda |EF209718.1
Ebaeus humilis Hexapoda |EF209722.1
Haplomalachius hispanus Hexapoda EF209715.1
Axinotarsus ruficollis Hexapoda |EF209717.1
Cyrtosus semimarginatus Hexapoda EF209729.1
Pseudosquillopsis marmorata Custacea HM138889.1
Triops australiensis Custacea EF189637.1
Lepidurus apus Custacea EF189623.1
Lepidurus packardi Custacea AF144212.1
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Quadro 1 Sequéncias dos clados dos Panarthropoda
baixadas no genbarf€ontinuagao)

Acesso no

Individuo Grupo genbank

Triops longicaudatus Custacea |AF144219.1
Triops cancriformis Custacea |EF585454.1
Austinogebia narutensis | Custacea |EF189638.1
Echiniscus canadensis Tardigrada | FJ435714.1
Testechiniscus spitzbergensisrdigrada | EU266967.1
Pseudechiniscus sp Tardigrada | EU266965.1
Cornechiniscus lobatus Tardigrada | EU038079.1
Bryodelphax sp. Tardigrada | EU266963.1
Echiniscoides sigismundi | Tardigrada | GQ849021.1
Minibiotus sp Tardigrada | FJ435728.1
Hebesuncus ryani Tardigrada | EU266933.1
Hebesuncus sp. Tardigrada | EU266958.1
Ramazzottius oberhaeuseri Tardigrada | EU266956.1
Syllis westheidei Annelida |EF123877.1
Syllis ferrani Annelida |EF123874.1

O programa BLAST, disponivel na pagina do NCBI, ftdilizado para o
download das sequéncias. A sequéncia inicial athzfoi de um Onychophora da
espécieEuperipatoides leuckartiPara a busca de sequéncias de outros individuos
foi selecionado o icone com mais baixa similaridadle amostras com mais de
setenta e cinco por cento de similaridade, com nbaisil pares de bases (pb) e

menos de dois mil pb de todos os grupos do Papnadta foram selecionadas.

2.2Edicao das sequéncias
Para fazer o alinhamento foi utilizado o programegh4 (Tamurat al. 2007).
As sequéncias salvas em blocos de notas foram fagas para o programa Mega4
que fez o alinhamento.
As sequéncias foram editadas manualmente. O imicm final de algumas
sequéncias foram desprezados para que toda a arficagse do mesmo tamanho.
Os espacgos (gaps) foram deletados e todas as serpuéditaram do mesmo

tamanho e com mil e noventa e dois nucleotideos.
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2.3 Andlise das sequéncias

Apés o alinhamento multiplo, as sequéncias forafmaiidas a anélise de
modelo evolutivo com o programa Modeltest3.7fol(feosada & Crandal, 1998).
Este programa atua em conjunto com o PAUP*4.0 Betsion (Phylogenetic
Analysis Usisng Parsimony) (Swoford, 2002) seleaimo o melhor modelo de
substituicdo nucleotidica para as sequéncias aathdentro aqueles existentes no
programa (Swoford, 2002).

A analise de maxima verossimilhanca foi feita gelmgrama PHYML (Guindon
et al 2010) apds descobrir o melhor modelo evolutiva proporcdo de sitios
invariaveis para as sequéncias feito pelo Mod@&ltéfstider.

A andlise de maxima parciménia foi feita pelo peoga PAUP*4.0 Beta version
(Swoford, 2002) e a analise Bayesiana foi feita comprograma Mrbayes
(Huelsenbeck & Ronquist, 2001).

As andlises de bootstrap para testar a confiangaapmlogias obtidas foram
realizadas para a parcimonia e para a verossinggheom mil repeticoes.

Para facilitar a visualizacdo, as arvores forampamtadas para serem exibidas

nos resultados. Na discussdo serdo mostradassetfiéervores com as espécies.

3. RESULTADOS

3.1 Modelo evolutivo, proporcao de sitios invari@weparametro de distribuicéo

O programa Modeltest3.7folder apresentou como onettodelo evolutivo para
as sequéncias o Modelo Geral de Reversdo ao Longdecthpo (GTR, do inglés
General Time Reversible). Este modelo leva em dena¢éo a taxa de substituicdo de
um nucleotideo para cada um dos demais, levandmseonta a sua frequéncia e taxa
de substituicdo (Matioli, 2001; Page & Holmes, 1998s sitios possuem baixa
variacdo ou sdo préximas de invariaveis. Entrefdmoalguns sitios que sdo alvos de
muitas variagfes (hotspots, pontos quentes de Ea)tdyang, 2006). Os resultados

apresentados pelo Modeltest3.7folder estao repeetenna tabela abaixo:
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Tabela 1- Resultado do teste modelo utilizando o
programa Modeltest3.7folder para dados das
sequéncias de rDNA 18S

Modelo selecionado: GTR+I+G

(Logaritmo da verossimilhanca)-InL 84.203.262
Frequéncia de bases:

Freq. de A 0.2617
Freq. de C 0.2313
Freq. de G 0.2761
Freq.de T 0.2308

Variacao entre sitios:
Proporcao de sitios invariaveis (I) 0.3454
sobre sitios variaveis (G)

3.2 Arvores filogenéicas

As arvores de méxima verossimilhanca e analiseedi@ya apresentam o0s
comprimentos dos ramos de tamanhos proporcionaisuatero de substituicoes. A
arvore é enraizada por um grupo externo, formadospAnnelida, que é distante
filogeneticamente dos clados analisados. Os nunoemsdos nos nés da topologia de
méxima verossimilhanca sdo do teste de confiangmtgtvap) e representam a
frequéncia que os grupos foram amostrados da fapnesentada nos ramos. Ja os
nameros mostrados na analise bayesiana represanpaobabilidade posterior. Acima
de 70, esses dados sdo confiaveis. A arvore demmaagarcimonia ndo possui seus
ramos proporcionais ao numero de substituicbes. n@weros nos nos também

representam o bootstrap.

Os Onychophora foram basais em todas as topolo@aando se utilizou a
méxima verossimilhanga, o grupo Tardigrada se eptes como grupo irmdo dos
Euarthropoda. O grupo Euarthropoda se mostrou niétiod e foi dividido em dois
grupos: O grupo Myriochelata (formado pelo Cheltare Myriapoda) e Pancrustacea

(Hexapoda e Crustacea) (figura 4).
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bootstrap.
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Quando foi utilizada a andlise bayesiana, os Teaday foi posicionado
juntamente com os Euarthropoda. Todo o grupo Ewmgntida foi monofilético e
também foi observado o grupo Myriochelata e o gfaocrustacea (figurab).

e 4 111E] 10

~a] Orychophora

57 —< Chelicerata

—< byriapoda

i‘« T ardigrada

BE| 99 Crustacea

—— 4 Crustacea

54 << Hexapoda

—

Figura 5: Resultado da filogenia do Panarthropama sequéncias do gene 18S utilizandp a
andlise bayesiana. Os nimeros nos nos indicamlglidlbae posterior.

Quando foi utilizada a maxima parcimbnia, os Euapbda ndo foram
monofiléticos. Os Tardigrada foram posicionadoggorente com o Hexapoda e alguns
membros dos Crustacea foram grupos irmaos dos Hfopoda mais Tardigrada.

Dentro do Euarthropoda ha o grupo Myriochelatau(Bgp).
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Figura 6: Resultado da filogenia dos Panarthropoda sequéncias do gene 18S
utilizando maxima parcimonia. Os numeros nos ndgam os valores de bootstrap.

4. DISCUSSAO

A maioria dos estudos de filogenia dos Arthropodelui apenas 0s grupos
Chelicerata, Crustacea, Myriapoda e Hexapoda cersids como membros do grupo
Euarthropoda. Dois grupos, os Onychophora e osigrath, s&o comumente utilizados
cComo grupos externos para a compreensao da fimgs Euarthropoda. Entretanto,
esses dois grupos séo cruciais para a compreeaséwollicdo tanto dos Euarthropoda
quanto do grupo Panarthropoda (Aguinaldb al 1997) porque eles podem ser
considerados como basais deste grupo @ 2007).

Estudo molecular com a familia da proteina hemawsamne Onychophora
revelou que este grupo possui um tipo de proteifemedte daquele encontrado nos
Euarthropoda. Este resultado sugere que os Onyoho@eriam posicionados como
grupo irmao dos Euarthropoda (Kusdtel 2002).

Ainda nao se tem certeza da real posicao filogemdbs Onychophora. Alguns
estudos morfologicos os relacionam com os Cheliaef&trausfeldet al. 2006) ou
como sendo os basais do grupo Panarthropoda (Kusche 2002) e estudos
moleculares colocam os Onychophora como sendo gnid@ do Euarthropoda (Rota-
Stabelliet al. 2010).

Os dados analisados deste trabalho resultaram sigdpofilogenética dos

Onychophora sendo basal dentro dos Panarthropodandlése bayesiana, maxima
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parcimonia e maxima verossimilhanca (Figuras 4e %). Estudos moleculares com
gene rDNA 18S (Aguinaldet al. 1997), genes de histonas (Colgdral 1998) e Hox
genes (Erikssoat al. 2009; Grenieet al 1997) ratificam esse resultado.

A posicédo do grupo Tardigrada tem sido bastanteutida e ainda permanece
incerta. Alguns estudos moleculares consideram gsspo um filo separado do
Panarthropoda (Mallatet al 2004; Regier & Shultz, 2001), e alguns estudos
morfolégicos os posicionam mais relacionados coril@satoda devido a sua faringe
com estilete (Dewel & Clark, 1973; Kinchin, 199Entretanto, o posicionamento mais
proximo dos Tardigrada aos Nematoda pode ser ef&it@tracdo do ramo longo.
Estudos com genoma mitocondrial e analises multigén resultaram nesse
posicionamento. O resultado foi testado em outrodaios evolutivos e com genes com
namero de substituicdes moderadas. Desta maneifardggrada foram posicionados
juntamente com os Euarthropoda (Philigpal 2005; Rota-Stabelli, 2009).

Ha trés possibilidades de posicionamento dos gr@myshophora e Tardigrada
dentro do Panarthropoda: os Onychophora como ghgsal e Tardigrada mais
Euarthropoda como grupos irméos, Onychophora maertlifopoda como grupos
irmaos e Tardigrada como grupo basal ou Onychopmaia Tardigrada como grupos
irmaos (Figura 7). Morfologicamente, Euarthropodeaedigrada como grupos irmaos e
suportado por trés caracteristicas: esclerotizagas placas dorsal e ventral,
desintegracéo das fibras musculares abaixo darepede coloracdo do complexo de
golgi por bismuto (Schmidit-Rhaesa, 2001).

Estudos da filogenia dos Arthropoda com DNA mitatad, micro RNAs e
proteinas encontrou suporte para Tardigrada marshi@phora como grupos irméos e a
monofilia dos Panarthropoda (Rota-Stabellial, 2009). Os resultados da maxima
verossimilhanca do presente trabalho demonstraranTasdigrada e Euarthropoda
como grupos irmaos apenas na analise de maximasiaithanca, entretanto, com

baixo valor de bootstrap (44) (figura 4).
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Figura 7 (Schmidit-Rhaesa, 2001): Trés possibikdaghara a filogenia do
Panarthropoda. E= Euarthropoda; O= Onychophora €ardigrada.

Nas topologias de analise bayesiana e parciméni@néa-se um alto valor de
probabilidade posterior e de bootstrap para os iJmadh sendo grupo irmao de
Malacostraca (Crustacea) (Figura 5 e 6). Esta aelppssivelmente pode ser ter sido
efeito de atracdo do ramo longo (Matioli, 2001).tuHes filogenéticos do
Panarthropoda com DNA mitocondrial também tiveraobfgmas com atracdo do ramo
longo e tiveram como resultado os Tardigrada compairmao dos Chelicerata, com
altos valores de probabilidade posterior e bogistRota-Stabellet al. 2010) (figura
8).
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Triops cancriformis
Lepidurus packardi Crustacea/Branchiopoda

Lepidurus apus

Triops australiensis

Lepicerus inaequalis

Canthidium guanacaste

Ebaeus humilis

Haplomalachius hispanus
Axinotarsus ruficollis

. . Hewapoda
Cyrtosus semimarginatus
Charopus flavipes
Attalus varitarsis

t Attalus analis

Anthocomus rufus

0.05

Figura 8: Regido da topologia analisada com anbhgesiana incluindo o Tardigrada
juntamente com o Crustacea. Possivel atracdo dogo blango. Os numero
representam probabilidade poste

12}

As amostras de Crustacea deste trabalho sé&o decthsses: Malacostraca
(Pseudosquillopsis marmoratAustinogebia narutengi® Branchiopoda. Em estudos
de filogenia do grupo Pancrustacea (Hexapoda maistétea) (Aguinaldet al 1997;
Giribet et al 2007; Telfordet al 2008) estas duas classes tiveram relagdo mais
proximas com os Hexapoda (Insecta) que com outresbros dos Crustacea,
corroborando a hipétese que nem Hexapoda e nentaCeassdo grupos monofiléticos
(Regieret al. 2005; Capellet al 2007). Coolet al 2005 em seu estudo com proteinas,
demonstrou que o Malacostraca e Branchiopoda sgmgirmaos de Hexapoda e que
o grupo dos Crustacea ndo é monofilético.

Neste trabalho ndo houve suporte estatistico pagparacdo de Hexapoda e
Crustacea como grupos irmaos formando o Pancrast&t@retanto, na andlise de

maxima verossimilhanca, os individuos da classebddsitraca foram separados com
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bom suporte estatistico do grupo que contém HexapodBranchiopoda (83 de

bootstrap), ratificando a hipotese que os Malaaoatseriam grupo irmao de Hexapoda
e este ndo seria monofilético (figura 9). Na aedfiayesiana e na maxima parciménia
os valores de bootstrap e probabilidade posteorani baixos (Figura 5 e 6). Dados

morfologicos da anatomia do cérebro suportam est#at(Harzsch, 2002) (figura 7).

Pseudosquillopsis marmorata
Crustaca/Malacostraca
Austinogebia narutensis

Triops australiensis

Triops longicaudatus
Triops cancriformis Crustaca/Branchiopoda
83 [ Lepidurus packardi
(Lepidums apus

Haplomalachius hispanus ]

Axinotarsus ruficollis

7 Cyrtosus semimarginatus

Charopus flavipes
Attalus varitarsis

Hexapoda
Anthocomus rufus

Attalus analis

Ebaeus humilis

Canthidium guanacaste

Lepicerus inaequalis

0.08

Figura 9: Regido da topologia de maxima verossanifla mostrando o Pancrustacga.
Os numeros representam o valor de bootstrap. Aselde Crustacea denominada
Malacostraca se apresentou como grupo irmdo depddaamais outra classe de
Custacea, a Branchiopo

A posicdo do grupo Myriapoda ainda é incerta ege&lo bastante debatida. Eles
ja foram considerados grupo irmédo do Hexapoda aquwo$ formavam o grupo
denominado Aterocerata. Unindo os Aterocerata carycophora formavam o grupo
Uniramia (Telfordet al 2008).

O presente trabalho resultou num suporte molecpma a hipotese do
Myriochelata ou Paradoxopoda (Jansseal 2011; Mayer & Whintington, 2009) pois
os Myriapoda foram posicionados como grupo irm&doelicerata com um valor alto

de boostrap para a analise de maxima verossimah@ig (figura 10). A analise de
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parcimbnia resultou num valor ndo significativo erglise bayesiana resultou num

moderado valor de probabilidade posterior (57){Fac e 6).

Achelia hoekii

Achelia hispida
Ammothella appendiculata
Sericosura venticola

) Chelicerata
Pallenopsis sp.

Pallenopsis macneilli

Callipallene sp.

| Colossendeis sp.
Cormocephalus monteithi
o Scolopocryptops nigridus
Theatops posticus
Ethmostigmus rubripes
Alipes crotalus Myriapoda

Scolopendra mutilans

— Pectiniunguis argentinensis

- - Schendylops pampeanus

Tuoba sydneyensis

Figura 10: Regido da topologia de maxima veroskamita demonstrando o grupo
Myriochelata. Os numeros nos nés representam osegatle bootstr..

O grupo Myriochelata também foi encontrado com sdigp@statistico em
estudos com DNA mitocondrial (Podsiadlowski al 2008), no trabalho com Hox
genes (Coolket al 2005) e vai contra a teoria do grupo Mandibulatade seriam
irmaos os grupos Hexapoda, Crustacea e Myriapodaifaldoet al. 1997; Telfordet
al. 2008; Erikssonet al 2009). Isto pode ser um indicio que a mandibstava
presente no ancestral e foi perdida no grupo dadicghata ou entdo houve evolugcao

convergente da mandibula nos Myriapoda e no graperBstacea (Coalt al 2005).

Em seu trabalho com genoma mitocondrial, Rota-8ia#)09 encontrou
suporte molecular para o Myriochelata. Entretamfoando se alterava o modelo
evolutivo e se retirava as amostras com maior thxavolucdo, o suporte para o
Myriochelata diminuia e aumentava o suporte palandibulata, o que o levou a
conclusdo que a hipétese do Myriochelata poderiacaesada pela atracdo do ramo

longo e que a posicdo do Myriapoda é modelo depeede

A tabela abaixo contém os artigos presentes naisio com os marcadores

utilizados e seus respectivos resultados.
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Tabela 2 — Lista artigos utilizados na discussgarmizados de acordo com o tipo de estudo e resultad

Autor

Tipo de estudo

Resultado

Aguinaldoet al, 1997

Molecular - Gene de rRNA

Onychophora consabdos Panarthropoda

Capelliet al.2007

Molecular - genes de proteinas
mitocondriais

Malcostraca e Branchiopoda mais relacionados con
Hexapoda

Colganet al. 1998

Molecular - Genes de Histonas

Onychophoraodeasal dos Panarthropoda

Cooket al 2005

Molecular - Hox genes

Myriapoda como griip@io de Chelicerata

Dewel & Clark, 1973

Morfologico - Anatomia da
faringe

Tardigrada relacionados com Nematoda

Erikssonet al. 2009

Molecular - Hox genes

Onychophora como bdssPanarthropoda

Grenieret al. 1997

Molecular - Hox genes

Onychophora como @ssPanarthropoda

Harzsch, 2002

Morfolbgico - anatomia do
cérebro

Malcostraca e Branchiopoda mais relacionados con
Hexapoda

Janssemet al. 2011

Molecular - expressao do gene
collier

Myriapoda como grupo irméo de Chelicerata

Kinchin, 1992

Morfolégico - Anatomia da
faringe

Tardigrada relacionados com Nematoda

Kuscheet al, 2002

Molecular - Hemocianina

Onychophora com@bass Euarthropoda

Mallat et al. 2004

Molecular - Gene de rRNA

Tardigrada como um filo separado dos

Panarthropoda

Mayer & Whintington
2009

Morfologico - caracteres
embrionérios

Myriapoda como grupo irméo de Cheditzer

Nielsen, 2001

Morfolbgico - Segmentac¢ao

Viséo tiadial

Philippeet al. 2005

Molecular - Analise multigénical

Tardigradeaceonados com Euarthropoda

Podsiadlowski et al

2008

Molecular - DNA mitocondrial

Myriapoda comaugo irmao de Chelicerata

Regieret al. 2005

Molecular - gene de proteinas
nucleares

Malcostraca e Branchiopoda mais relacionados con
Hexapoda

Molecular - Gene de fator de | Tardigrada como um filo separado dos
Regier & Shultz, 2001| elongacao Panarthropoda
Rota-Stabelli et al.
2009 Molecular - Genoma mitocondridlardigrada Relacionados com Euarthropoda
Rota-Stabelli et al.
2010 Molecular - Genoma mitocondrigDnychophora como grupo irmao dos Euarthropoda

Ryuet al. 2007

Molecular - Genoma mitocondr

Onychophora e Tardigrada como basais do
dranarthropoda

Schmidit-Rhaesa, 200

Morfologico -Fibras musculares

Tardigrada como griumao de Euarthropoda

Strausfeldet al. 2006

Morfolbgico - anatomia cerebra

Onychophanae grupo irméo de Chelicerata

Telford et al.2008

Molecular e morfoldgico

Malcostraca e Branchiopoda mais relacionados con
Hexapoda

40



5. CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho foram simik@wesde outros trabalhos sobre
0 mesmo tema. Entretanto, ndo apresentaram sugstdtistico para a resolugdo da
posicao filogenética do Filo Onychophora.

Dentro do grupo dos Euarthropoda, o grupo Myritatheapresentou bom

suporte estatistico e foi de acordo com os tralatbasultados.

Para um melhor entendimento da filogenia do Fihy&dophora sdo necessarios
mais estudos envolvendo concomitantemente variogeesgee também caracteres
morfolégicos para dar maior suporte estatisticond@ise. Estes estudos filogenéticos

devem envolver todos os subgrupos do grupo Panpdta.
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