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Conectividade Populacional em Lychnorhiza lucerna
(Cnidaria: Scyphozoa) no Atlantico Sul

RESUMO

O estudo da conectividade entre as populagdes é de grande relevancia para
entender como variantes ambientais podem afetar estes eventos, reconhecendo os
padrdes de estrutura genética e filogeograficos. Grande parte das espécies marinhas
possuem, ao menos, uma fase larval com alto potencial de dispersdo, onde
possivelmente possa resultar numa populagdo homogénea e com maior
conectividade, comparado a outros grupos de animais. Para a compreensédo dos
padroes variaveis, as analises moleculares trazem informacgdes importantes sobre a
variabilidade genética, evolucdo e mudangas demograficas na histéria. Por este
motivo torna-se cada vez mais importante o uso destes dados em pesquisas que
abordam conceitos populacionais. Os acompanhamentos dos cenarios em
organismos planctonicos ainda s&o escassos, mesmo com sua grande abundancia no
ambiente marinho. Sob o cenario da representativa espécie de medusa, endémica do
Atlantico Sul Ocidental, Lychnorhiza Iucerna Haeckel 1880 (Scyphozoa;
Rhizostomeae) diante de lacunas ainda existentes sobre a estrutura populacional foi
analisado como as populagdes estao se comportando geneticamente ao longo de toda
sua distribuicao e para isto foram utilizados os marcadores COI, ITS-1 e 2 para inferir
a divergéncia intra e inter-populacional. Os resultados obtidos indicaram um padrao
histérico de alta conectividade entre as subpopulagdes de Lychnorhiza lucerna

evidenciando a existéncia de uma Metapopulagdo em grande escala.

PALAVRAS CHAVE: Cnidaria, Medusozoa, Ecologia molecular, Populagéao,

Metapopulacéo
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Population Connectivity of Lychnorhiza lucerna (Cnidaria;
Scyphozoa) in South Atlantic

ABSTRACT

The study of connectivity between populations is relevant to understand the
environmental diversity impact on the populations, acknowledging both genetic
structural and phylogeographic patterns. Most of the marine species exhibit at least
one larval stage with a high dispersal potential that possibly results in a homogeneous
population with a wide connectivity when compared to other groups of animals.
Molecular analysis provide essential informations concerning the genetic variability,
evolution and demographic changes along the history supporting the recognition of
variable patterns. Thus, it is essential the use of these data in researches approaching
population concepts. Even though planktonic organisms are very abundant in the
marine environment, studies regarding the scenario comprising these organisms are
scarce. Owing to existing gaps about that, populations of the remarkable medusa
specie endemic in the South Western Atlantic, Lychnorhiza lucerna Haeckel 1880
(Scyphozoa; Rhizostomeae), were genetically assessed along the geographic
distribution known . For this were used COIl and ITS 1-2 molecular markers to conclude
about intrapopulation/ interpopulation divergence. The results obteined indicated a
historic pattern of high connectivity between subpopulations of Lychnorhiza lucerna

evidencing a metapopulation existence on a large scale.

KEYWORDS: Cnidaria, Medusozoa, Molecular Ecology, Connectivity,

Metapopulation
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INTRODUCAO

Caracteristicas sobre o grupo da espécie envolvida

O filo Cnidaria abrange animais relativamente simples, mas com grande
plasticidade e capazes de produzir um produto celular complexo denominado cnida
(Daly et al., 2007). Cnidas sao capsulas com tubulos capazes de se projetarem para
fora, possiveis de se dividir em 3 tipos sendo nematocisto, pticocisto e espirocisto
(Daly et al., 2007). O filo Cnidaria provavelmente se originou durante o periodo
Ediacara e até entao o filo evoluiu com grande diversidade de formas e ciclos de vida
(Collins, 2009). Apresentam hoje cerca de 11.300 espécies, primariamente divididos
em 2 grandes grupos (com ciclo de vida apenas com fase de pélipo; com ciclo de vida
apresentando polipos e medusas). Atualmente, a classificagdo segue esses grupos
compreendendo 2 subfilos (Anthozoaria e Medusozoa), levando em conta que
Anthozoa seja grupo irmao dos restantes cnidarios. Ja Medusozoa foi agrupado com
evidéncias convincentes de compartilharem caracteristicas intrinsecas, como genoma
mitocondrial linear e a presenga de medusas em seu ciclo de vida (Collins, 2002). O
subfilo Medusozoa abriga representantes medusoides no plancton gelatinoso e que
compreendem 4 classes (Cubozoa, Hydrozoa, Scyphozoa e Staurozoa) (Daly et al.,
2007).

Iniciamente a classe Scyphozoa abrigava 5 grupos (coronados, cubomedusas,
rhizostomes, semaeostomes e stauromesusas), entretanto através de estudos mais
recentes a classe Scyphozoa abrange hoje somente as ordens Coronatae,
Rhizostomeae e Semaeostomeae com aproximadamete 200 espécies
exclusivamente marinhas popularmente chamadas de aguas-vivas (Daly et al., 2007),
no entanto estimativas (Appeltans et al., 2012) indicam que este numero pode ser
maior (338-383). No Brasil estdo registradas 16 espécies (Morandini et al., 2005;
Oliveira et al., 2016). A ordem Rhizostomeae € a mais diversa dentro de Scyphozoa e
compde um clado monofilético que dispde de caracteristicas do qual as separam de

outros grupos como por exemplo a presenga de bragos orais (Daly et al., 2007)
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Cifozoarios tém ocorréncia transitéria por blooms ou aumento populacional, em
quase todos os casos. Em relagdo ao topo da variagdo populacional interanual,
estudos indicam que para algumas espécies apresentam ganhos liquidos globais ou
perda em numeros em determinados lugares (Mills, 2001). A preocupagao sobre o
crescimento das populagdes de medusas esta maior, assim como os indicativos das
possiveis causas deste evento que se faz cada vez mais frequente, incluindo
eutrofizacdo e mudangas climaticas (Purcell et al., 2007). Entretanto, diversos casos
relacionados a blooms sao incorretamente classificados e nao fundamentados (Sanz-
Martin et al., 2016), pois possivelmente pode ocorrer a falsa impressao de um tamanho
populacional anormal devido consequéncias oceanicas que podem concentrar uma

populacdo (Marques et al., 2014)

Por muitas vezes os animais pertencentes a classe Scyphozoa sdo temidos por
conta dos tentaculos urticantes. Algumas espécies dessa classe possuem grande
importancia econdmica para algumas culturas (pratos exoticos). Entretanto varias
espécies afetam negativamente a pesca com o entupimento de redes ou competicéo
de alimento com outras espécies comerciais e ao turismo sendo responsaveis por
alguns acidentes nas praias (Marques et al., 2014; Nagata et al., 2009). Medusas
também tem uma importéncia ecologica tendo papel relevante nas cadeias
alimentares marinhas, por atuarem tanto como fortes predadores para niveis troficos

mais baixos, como presas para outros animais (Morandini et al., 2005).

Dentre as 16 espécies da classe Scyphozoa que ocorrem na costa do Brasil
(Oliveira et al., 2016), a espécie Lychnorhiza lucerna Haeckel, 1880 (Cnidaria:
Scyphozoa: Rhizostomeae) é uma das mais comuns (Morandini et al., 2005) e das
mais prevalentes (Nogueira Jr. et al., 2010). A espécie pertence a familia
Lychnorhizidae, que contém apenas 3 géneros (Anomalorhiza, Pseudorhiza,
Lychnorhiza) com poucas espécies descritas (Kramp, 1961; Cedefo-Posso & Pérez,
2013). Lychnorhiza lucerna é uma espécie abundante e endémica do Atlantico Sul
Ocidental, delimitada entre a regiao de Magdalena (Colémbia) e ao norte da provincia
de Buenos Aires (Argentina) (Mianzan & Cornelius, 1999; Morandini et al., 2005;
Cedefo-Posso & Pérez, 2013).

13



Como na maioria dos cifozoarios com ciclo de vida conhecido, Lychnorhiza
lucerna tem ciclo de vida metagenético, com alternancia de geragdes, onde os polipos
se reproduzem assexuadamente e as medusas adultas de forma sexuada (Schiariti et
al., 2008). Em seu ciclo de vida o ovo fertilizado se transforma em uma larva planula,
livre natante, e apds o assentamento se metamorfoseia em um pequeno podlipo
(cifistoma) com 4 tentaculos. Estes pdlipos crescem, aumentam os numeros de
tentaculos e adquirem uma estrutura chamado podocisto e apos desenvolvimento
completo, através do processo de estrobilizac&o liberam éfiras no ambiente (Schiariti
et al., 2008).

Em cultivo, alguns estudos mantiveram os poélipos a uma salinidade de 20
(Nagata, 2015) e até mesmo com salinidades mais altas, entre 32-35 (Morandini,
2003). Evidenciando a capacidade da espécie em suportar diferentes taxas de
salinidade, sobrevivendo e se reproduzindo em um amplo alcance destes fatores
(Schiariti, 2008). Entretanto, somente foi possivel elucidar o ciclo de vida da espécie
com os polipos mantidos a salinidade 17 (Schiariti et al., 2008). Este fator poderia
indicar uma eventual segregagédo espacial, mas nunca foi encontrado podlipos na

natureza para confirmar esta hipotese.
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Sobre populagées marinhas e conectividade populacional

A conectividade de uma populacédo animal € mantida pelo fluxo génico e pode
ser mensurada pelo sucesso reprodutivo da mesma (Pineda et al., 2007). Para muitas
espécies marinhas cujo ciclo de vida possua ao menos um estagio larval
potencialmente dispersivo, observa-se que muitas populagbes sdo homogéneas em
grandes escalas espaciais, pois as larvas sdo transportadas regularmente entre
populacdes restritas e distantes (Cowen et al., 2000). Estudos sobre padrbes
populacionais em invertebrados marinhos apresentam desafios unicos. Apesar dos
dados obtidos serem, na maioria das vezes, consideraveis sobre a distribuicdo das
espécies, ainda permanecem obscuros o0s processos ecoldgicos e evolutivos

fundamentais que geram tais padrdes biogeograficos (Holland et al., 2004).

Os possiveis limites no potencial de dispersao, que podem definir a conectividade,
dependem da espécie, habitat, condicbes oceanograficas e podem criar grande
oportunidade para a divergéncia génica sugerindo que a conectividade populacional
depende das capacidades de dispersao intrinsecas das espécies (Mokhtar-Jamai et
al., 2011). Apesar desses limites quase nunca criarem barreiras efetivas para o fluxo
génico estes podem restringir o fluxo de genes em algumas diregbes, e
consequentemente populagdes parcialmente isoladas podem ocorrer (Palumbi,1994).
Se os espécimes dentro de uma mesma populacdo nao tém sucesso reprodutivo
(sucesso reprodutivo ou “fitness” se refere a contribuigdo do individuo em novas proles
para a proxima geragao) a dispersao € prejudicada e o crescimento populacional é
afetado. Em muitos casos a troca de informagdes genéticas ocorrem dentro de uma
populagao restrita, entretanto em muitas espécies ha o cruzamento entre individuos
de populagdes distintas e é a troca génica entre populagdes que define o fluxo génico
(Templeton, 2011). Nos referimos a fluxo génico todos os mecanismos que envolvem
movimentos de genes de uma populagdo para outra, onde as populagées de uma
determinada espécie podem trocar genes em maior ou menor grau, podendo ser
genes nucleares ou genoma uniparental como o das mitocéndrias (Eguiarte et al,
2007).

Desta forma, o que define a conectividade populacional € a troca génica entre

individuos separados geograficamente. Para entender os padrdes de conectividade e
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como se da essa troca génica entre individuos e populagdes a chave esta no
reconhecimento do processo de reabastecimento populacional (Pineda et al., 2007).
Portanto, a capacidade de uma populacdo marinha de se reestabelecer apds
disturbios, a persisténcia ou conservacao de populacdes isoladas e o fluxo de
informacgdes genéticas dentro e entre as sub-populagdes, determinam a conectividade
populacional (Treml et al., 2008). Isto acontece porque novos espécimes (formas
larvais e jovens) podem ser providos por individuos de outras regides, como uma
consequéncia desta conectividade (Weersing & Toonen, 2009). Todos os parametros
de potencial de dispersao, velocidade de deslocamento da larva, devem também ser
considerados juntamente com a duragdo da fase larval, onde na maioria dos
medusozoarios envolve larvas planulas que possuem uma duracio variavel de horas
a dias em condi¢des planctdnicas, além da fase adulta reprodutiva e dispersiva (Ale,
2008).

Uma populagao que contenha subpopulagdes que nao se encontram diretamente
ligadas pela geografia € definido como uma Metapopulag¢ao. Pressupondo desta forma
uma possivel barreira de diferenciacdo de habitat adequado, com intervalos
inadequados, permitindo apenas a passagem dos individuos entre subpopulagdes
(migracdo/ dispersdo) (Anderson et al.,, 2004; Kritzer & Sale, 2006) e
consequentemente uma possivel proximidade genética. No ambiente marinho, as
metapopulacdes persistem quando a relagdo entre demografia e conectividade das
subpopulagdes (troca de larvas) assegura que um individuo adulto pode ser
substituido por ao menos uma larva recrutada que sobrevivera para se reproduzir
(Puckett & Eggleston, 2016).

A influéncia na dindmica de metapopulagbes em espécies marinhas ja foi
reconhecida na literatura. Entretanto os estudos ndo tém classificado as diferentes
maneiras pelas quais as metapopulagcbes podem impulsionar os processos de
reabastecimento populacional (Lipcius et al., 2008).

Entre as subpopulagdes temos basicamente a origem do fornecimento de larvas,

uma regido de transporte larval (onde larvas de diferentes subpopulagbes podem se

misturar), perda de larvas para ambientes ndo propicios e um auto reestabelecimento
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das subpopulag¢des com as novas larvas para manter a populagao (Lipcius et al., 2008)
(Figura 1). Associado as subpopulagdes temos o que chamamos de “Pool” génico,
que significa um conjunto de genes compartilhados pelos individuos intercruzantes
que vivem em proximidade geografica mantendo um acasalamento em comum
(Templeton, 2011).

e -’ \ [ \)

Regido de
Jlutr.:r Transporte
reabastecimento Larval Perda

| (\ , \ r-} Larval

Origem

>
L= Sitio de
repbvoamento

Figura 1: Fluxograma do direcionamento das larvas em uma metapopulagéo onde taxas de demografia

se diferem entre as subpopulagbes (adaptada de Lipcius et al., 2008)

Para elucidar a perspectiva historica destes processos genéticos responsaveis
pela distribuicdo geografica atual de uma espécie, utiliza-se a filogeografia. A
filogeografia abrange conceitos de micro e macro evolugao, relacionando ecologia e
evolucdo, bem como padrdes historicos de variagdo dentro e entre de espécies
(Dawson, 2005). A filogeografia se encontra em uma area ampla denominada ecologia
molecular, que se define pela aplicagdo de marcadores genéticos moleculares para
responder questdes de ecologia e evolugao, promovendo o conhecimento de relagdes
genéticas entre individuos e populagdes (Eguiarte et al, 2007). A abordagem
molecular fornece uma base para a compreensao de distribuicdo da variabilidade

genética entre os individuos e populagdes (Poll et al., 2010).

Para compreender as variantes da conectividade entre populacdes as analises
moleculares sao extremamente importantes, onde o sinal apresentado pelos

marcadores moleculares oferece fortes evidéncias para a existéncia de barreiras
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reprodutivas (Knowton, 2000). Além disso, as analises auxiliam a inferir dados sobre
a identificagdo de populagdes, inferir taxas criptogenicas e verificagdo taxonémica
(Dawson et al, 2005), pois outras explicagbes para compreender diferentes niveis de
conectividade sao geralmente menos convincentes ou plausiveis. O gene mitocondrial
Citocromo Oxidase | (COl), assim como os nucleares Espacgador Interno transcrito
(ITS) 1 e 2 sdo marcadores que ajudam na compreensao da diversidade genética e
padrdes de evolugdo em organismos plancténicos, possibilitando o monitoramento de

mudanc¢as demograficas historicas (Miller et al., 2012).

O entendimento da dinamica, fluxo génico e conectividade das populagbes
fornecem informacdes para elucidar como certos fatores ambientais fisico-quimicos
podem atuar sobre a reproducdo da espécie em distintas areas geograficas e como
0s impactos positivos e negativos destas modificagdes ambientais podem influenciar
tais populagdes (Lowe & Allendorf, 2010). Os niveis de conectividade populacional
nao sao dependentes somente em funcdo da dispersdo e duragao da larva, mas
envolve fatores fisicos, biolégicos e de comportamento (Goodbody-Gringley et al,
2011). Além das caracteristicas oceanograficas, a variabilidade genética pode ser
resultado de outros fatores como a heterogeneidade do ambiente, a qual pode
também influenciar na sobrevivéncia ou deriva genética de organismos com polipos
bentdnicos (Dong et al., 2016). Desta forma, a andlise dos padrées genéticos das
populagdes pode ajudar a compreender os possiveis efeitos ambientais sobre a
especie (Mokhtar-Jamai et al., 2011).

A estrutura genética de uma comunidade é determinada pela distribuicdo espacial
da espécie dentro de sua delimitagdo geografica (Gili & Ballesteros, 1991). A estrutura
populacional e a area minima estdo fortemente relacionadas e mesmo que a area
amostral possa variar de acordo com cada estudo, uma série de parametros
numeéricos podem ser obtidos para compreender a complexidade da estrutura

genética populacional (Gili & Ballesteros, 1991).
Pesquisas sobre padrdes filogeograficos e distribuicdo em cnidarios estdo em

andamento e maior foco nos ultimos anos. Em escalas globais, diversos autores

descrevem a evolugéo histérica da distribuicdo atual, migracdo e especiagdo das
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espécies através de evidéncias moleculares (p. ex. Dawson & Jacobs, 2001;
Dawson,2005; Stampar et al., 2012). Entretanto, poucos s&o os trabalhos em Cnidaria
voltados para escalas regionais e até pouco tempo inexistentes para o Atlantico sul
(p. ex. Ale, 2008). Esse cenario acaba refletindo em uma incompreensao dos
ecossistemas regionais, onde espécies de medusozoarios sdo comuns e endémicas,
entretanto ndo ha pesquisas suficientes para elucidar como essas populag¢des ficam
restritas ou dispersas por condigdes oceanograficas em seu ambiente (Ale, 2008).

Caracteristicas do ambiente no Atlantico sul ocidental

O ambiente marinho possui caracteristicas que formam sua estrutura e
influenciam outros processos bioldgicos, como a disperséo. A corrente sul-equatorial
se divide em duas ao chegar préxima a costa ocidental do Atlantico, seguindo ao norte
como corrente das Guianas que segue em diregdo ao equador e ao sul como corrente
do Brasil que flui até a regiao de Convergéncia Subtropical, onde se forma a corrente

das Malvinas e se afasta da costa (Cirano et al., 2006).

As massas d’agua mais profundas que sao associadas ao movimento destas
correntes apresentam uma variacdo de temperatura entre 6°C-20°C (Agua central do
Atlantico Sul) e superiores a 20°C (Agua tropical) (Cirano et al., 2006). A salinidade
destas massas varia entre 34-36 e superior a 36, contudo, como se sabe, ha um
deslocamento sazonal na plataforma continental da camada superior de baixa
salinidade (Piola et al., 2008). A circulagdo préxima a superficie ao longo da bacia
ocidental € denominada na literatura como convergéncia originada pelo giro sub-
tropical (Campos et al., 1999). Também associado ao movimento das correntes
oceanicas temos préoximo a costa massas d’agua (Corrente da Plataforma Interna,
Média e Externa) que correm sobre a plataforma continental, cujo o limite externo

destas altera-se sazonalmente.

Em termos de movimentagao de agua e sedimento mais proximos a costa temos
a deriva litoranea. As ondas que s&o direcionadas a costa formam um angulo obliquo

ao se aproximar do continente, entretanto ndo sao totalmente refratadas, dando
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origem a uma corrente relativamente lenta que ocorre somente na zona de
arrebentacdo (Schimiegelow, 2004). Tal corrente, denominada corrente de deriva
litordnea) tem maior forga juntamente com a agdo das ondas que suspende todo
material e sua diregado n&o tem um padrao definido, se alterando de regido para regiao.
E certo que o fluxo de materiais é relativamente muito mais complexo em aguas mais
proximas a costa do que em aguas profundas, pois muitos processos agem nesta
regido (Pineda et al, 2007).

O fluxo de agua doce e correntes paralelas a costa produzem a estratificacéo do
corpo d’agua e tais fatores fisico-quimicos da salinidade e estratificagdo da coluna
d’agua sao importantes para o transporte larval (Pineda et al, 2007). No Atlantico sul
ocidental temos grandes descargas continentais de agua doce como por exemplo
Orinoco, Amazonas e Rio da Prata, com grande influéncia no ambiente e nos

organismos que ali vivem (Ramirez, 2002).
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OBJETIVOS

O objetivo central deste estudo foi testar a hipotese de que a espécie
Lychnorhiza lucerna apresenta uma estruturagao populacional bem definida. Para
isso, a hipotese nula (HY) é de que Lychnorhiza lucerna tenha uma forte estruturagao,
na qual duas populagdes (espécies?) sejam reconhecidas. A hipétese alternativa (H)
€ de que as populagdes de Lychnorhiza lucerna tenham uma alta conectividade e

baixa estruturacéao.

Para testar essa hipotese, o estudo comparou sequéncias de DNA mitocondrial
e ribossomal de 12 pontos de coleta. Estes dados foram utilizados para a composi¢ao

de um cenario evolutivo pela sua interpretacao.
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MATERIAIS E METODOS

Obtencao do Material

Os exemplares de Lychnorhiza lucerna foram coletados em 12 pontos de coleta
cobrindo a area da distribuigcdo geografica da espécie (Figura 2). Dez desses pontos
foram ao longo da costa do Brasil (Maruda/PA, Ajuruteua/PA, Sao Joao/PA; Praia de
Atins/MA; Nova Vigosa/BA; Sdo Sebastiao/SP; llha Bela/SP; Praia Grande/SP; Pontal
do Parana/PR; Porto Belo/SC,), 1 ponto na costa da Venezuela (Delta del Orinoco/VE)
e 1 ponto no litoral da Argentina (Rio de la Plata/ARG).

SOUTH ATLANTIC
OCEAN

DISTRIBUTION SAMPLING MAP

® 1-5 specimens
® 6-10 specimens
. 11-15 specimens

. distribution range

Figura 2 - Area de distribuicéo atual de Lychnorhiza lucerna, ponto das amostras (Delta del Orinoco/VE;
Maruda, Ajuruteua e Sdo Joao/PA; Praia de Atins/MA; Nova Vigosa/BA; Sdo Sebastido/SP; llha
Bela/SP; Praia Grande/SP; Pontal do Parana/PR; Porto Belo/SC; Rio de la Plata/ARG) e o respectivo
numero de espécimes analisadas por regiao.
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Parte do material de coleta ja estava disponivel no Laboratério de Evolugéo e
Diversidade Aquatica (UNESP-Assis) e no Laboratério de Cultivo e Estudos de
Cnidaria (USP). Os espécimes dos locais nao disponiveis foram coletados por
encalhe na areia, através de coleta de fauna acompanhante em rede de espera e

arrasto.

Tabela 1: Espécimes de Lychnorhiza lucerna utilizados neste estudo.

LOCALIDADE DISPONIBILIDADE TIPO DE COLETA QUANTIDADE
VE Delta del Orinoco Disponivel-Unesp Arrasto 3
PA Maruda Disponivel-Unesp Arrasto 5
PA Ajuruteua Disponivel-Unesp Arrasto 5
PA Sao Joao Disponivel-Unesp Arrasto 5
MA Atins Nova coleta Encalhe 5
BA Nova Vigcosa Nova coleta Arrasto 4
SP Sao Sebastiao Disponivel- USP Arrasto 5
SP llha Bela Disponivel- USP Arrasto 4
SP Praia Grande Nova coleta Rede de Espera 4
PR Pontal do Parana Disponivel- USP Arrasto 5
SC Porto Belo Disponivel- USP Arrasto 7
ARG Rio de la Plata Disponivel- USP Arrasto 5

Os exemplares foram identificados morfologicamente seguindo as descri¢gdes de
Mianzan & Cornelius (1999), Silveira & Cornelius (2000), Morandini et al. (2005).
Amostras de bracos orais das medusas foram preservadas em etanol absoluto e
armazenadas em freezer (-20°C) para posterior processamento e extragdo de DNA.

Obtencgao das informagoes moleculares

A extracdo de DNA foi realizada a partir de pequenos pedagos (3mm) do tecido da

ponta dos bracos orais das medusas, preservados em etanol. Para a extragao foi
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utilizado o kit de extracdo Agencourt® DNAdvance™ (Genomic DNA Isolation kit)
(protocolo padrao do kit).

Apés a extracao foram amplificados 3 marcadores moleculares: COI, ITS1 e ITS2.
A técnica de PCR foi utilizada com o perfil térmico de 95°C/3min seguidos de 35 ciclos
(95°C/30s, 46°C/45s, 72°C/1min) com extensdao final de 72°C/10min para
amplificagdes de COI, e perfil térmico de 95°C/30s seguidos de 35 ciclos (95°C/30s,
57°C/40s, 72°C/55s) com extensdo final de 72°C/7min para ITS. Foram utilizados os
primers LCOjf e HCOcato para COIl (Dawson, 2005) e os primers jf_ITS-5f e
ITS 28S_R15 para ITS (Dawson, 2004; Maronna, nao publicado) (definigdo e busca

dos primers descrita no anexo).

Depois de amplificadas, as amostras foram purificadas com o kit AMPURE®
(Agencourt®). O produto da purificagdo foi preparado para o sequenciamento por
marcacao fluorescente através de PCR com as fitas separadas (forward e reverse)
utilizando o reagente BigDye® (Applied Biosystems), com os mesmos primers da
amplificagdo. As sequencias foram processadas pelo servigo de sequenciamento do
centro analitico do Instituto de Quimica (USP) e pelo departamento de Botanica do
Instituto de Biociéncias (USP). As sequéncias foram obtidas através da técnica do
método Sanger. Uma lista de primers mais utilizados para Medusozoa foi compilada

e esta apresentada como material suplementar (Anexo 1).

Andlise dos dados moleculares

As sequéncias obtidas foram editadas e analisadas através do programa
Geneious™ 9 e alinhadas com o mesmo programa seguindo parametros padrao via
MUSCLE (Edgar, 2004). Através do programa Geneious™ 9 foram separadas as
sequéncias de cada amostra nos marcadores ITS-1 e ITS-2, ja que estes marcadores

foram amplificados de forma conjunta.

O software MEGAY foi usado para estabelecer a distancia Kimura-2 parametros
(K2P) (Kimura, 1980; Tamura et al., 2011), p-distance (Felsenstein, 1984) e a arvore
de estimativa por maxima verossimilhanga (Maximum Likelihood — ML) com analise
de confiabilidade dos ramos através do teste bootstrap de 1000 replicacbes. Este
modelo estatistico analisa dentre varias hipéteses a arvore da qual se obteve maior

verossimilhanga entre os dados a partir de uma probabilistica de substituicdo de
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nucleotideos, apresentando os dados da forma mais provavel, tomando como

verdadeira.

Utilizando o Software PopArt 1.7 (Population Analysis with Reticulate Trees-
http://popart.otago.ac.nz/index.shtml) realizamos a constru¢cdo de 3 redes de
haplétipos (Haplotype Network) feita através do teste Median-Joining Network com
amostras de COI, ITS-1 e ITS-2, dos diferentes pontos de coleta, inferindo a

diversidade genética haplotipica.

Pelo mesmo software foi calculada a variabilidade genética entre as regides com
as amostras utilizando o teste AMOVA (Analysis of molecular variance), divergéncia
nucleotidica e a estatistica D (Tajima, 1989), ou teste de neutralidade, que analisa a
influéncia das mutagdes sobre a histéria das populagdes, onde valores positivos de D
indicam um gargalo populacional recente e valores negativos indicam expanséao
populacional. O teste AMOVA infere o coeficiente de endogamia através do indice Fst
de Wright (1978) que mede a razdo entre a deriva genética e o fluxo génico
(Templeton, 2011) usado como referéncia de diferenciagao genética, onde o alcance

varia de 0-1 do qual 0 representa total panmixia e 1 alta estruturagao genética.
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RESULTADOS

Foram amostrados 57 individuos de Lychnorhiza lucerna em 12 pontos de coleta
(Fig. 1). Obtivemos um total de 38 sequéncias de COl e 24 de ITS-1 e 2.

Tabela 2: Quantidade de sequencias obtidas de cada marcador molecular por localidade
(Venezuela/VE; Para/PA; Maranhdao/MA; Bahia/BA; Sao Paulo/SP; Parana/PR; Santa Catarina/SC;

Argentina/ARG)
LOCALIDADE col ITS1 ITS-2
VE Delta del Orinoco 2 - -
PA Maruda 2 1 1
PA Ajuruteua 5 5 5
PA Sao Jodo 3 4 4
MA Atins 3 3 3
BA Nova Vigosa 1 - -
SP Sao Sebastido 1 - -
SP llha Bela 3 1 1
SP Praia Grande 4 - -
PR Pontal do Parana 5 4 4
SC Porto Belo 7 5 5
ARG Rio de la Plata 2 1 1
TOTAL 38 24 24

Apds a edigao das sequéncias, conseguimos obter cerca de 600 pares de base
para COIl. Para os marcadores ribossomais, que foram amplificados em conjunto (ITS-
1 e ITS-2) obtivemos um total de uma sequéncia de 1.150pb que foram separadas,
obtendo cerca de 340pb para ITS-1, 340pb para 5.8S (que foi descartado) e 500 pb
para ITS-2.

De acordo com as analises das sequéncias foi possivel verificar inicialmente que
os espécimes em diferentes populacdes de L. lucerna tém uma baixa variabilidade
genética de acordo com os resultados obtidos em distancia génica P-distance e
Kimura 2-parametros. As distancias pelo modelo P-distance (ver tabela 3 e 4). foram
exatamente iguais as de K2P (ver tabela 5 e 6).
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O valor de maior distancia para COI foi de K2P=0,007 entre Atins (Maranhao) e

Rio de la Plata (Argentina) e o minimo foi de K2P=0,001 entre algumas localidades

(ver tabela 3 e 5). Para ITS-1 ndo houve qualquer variagéo, todas as sequencias sao

exatamente iguais para todos os espécimes.

Tabela 3 : Distancia no modelo P-distance com sequencias de COI entre as populagdes de
Lychnorhiza lucerna (Venezuela/VE; Para/PA; Maranhdao/MA; Bahia/BA; Sdo Paulo/SP; Parana/PR,;
Santa Catarina/SC; Argentina/ARG)

VE
PA
MA
BA
SP
PR
SC
ARG

VE
0,005
0,006
0,004
0,005
0,005
0,004
0,006

PA

0,005
0,003
0,004
0,004
0,003
0,006

MA

0,002
0,004
0,004
0,004
0,007

BA

0,001
0,001
0,001
0,003

SP PR SC ARG

0,002
0,002 0,001
0,004 0,004 0,004 -

Tabela 4: Distancia no modelo P-distance com sequencias de ITS-2 entre as populagdes de
Lychnorhiza lucerna (Para/PA; Maranhdo/MA;; Sao Paulo/SP; Parana/PR; Santa Catarina/SC;

Argentina/ARG)
PA

PA

MA 0,006
SP 0,000
PR 0,004
SC 0,006
ARG 0,005

MA

0,000
0,007
0,008
0,008

SP

0,000
0,000

n/c

PR SC ARG
0,000
0,000 0,000 -

Tabela 5 — Distancia de Kimura 2 parametros para sequencias de COIl entre as populacbes de
Lychnorhiza lucerna (Venezuela/VE; Para/PA; Maranhdo/MA; Bahia/BA; Sdo Paulo/SP; Parana/PR;
Santa Catarina/SC; Argentina/ARG)

VE
PA

VE

0,005

PA

MA

BA

SP PR SC ARG
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MA 0,006 0,005

BA 0,004 0,003 0,002

SP 0,005 0,004 0,004 0,001

PR 0,006 0,004 0,004 0,001 0,002

SC 0,004 0,003 0,004 0,001 0,002 0,001

ARG 0,006 0,006 0,007 0,003 0,004 0,004 0,004 -

Tabela 6 — Distancia de Kimura 2 parametros para sequencias de ITS-2 entre as populagdes de
Lychnorhiza lucerna (Para/PA; Maranhdao/MA;; Sao Paulo/SP; Parana/PR; Santa Catarina/SC;
Argentina/ARG)

PA MA SP PR SC ARG
PA -
MA 0,006
SP 0,000 0,000
PR 0,004 0,007 0,000
SC 0,006 0,008 0,000 0,000
ARG 0,005 0,008 n/c 0,000 0,000 -

Os valores para ITS-2 variaram um pouco mais que COI (vide Tabela 4 e 6) com
K2P=0,008 em dois pontos (entre Porto Belo (Santa Catarina) e Atins (Maranh&o);
entre Rio de la Plata (Argentina) e Atins (Maranh&o)) desta forma apresentando uma
maior variabilidade comparado com COI. Entretanto, foi através de outros testes que
pudemos observar uma diferenga mais significativa entre os marcadores COl e ITS-
2. O teste de AMOVA nos revelou uma baixa estrutura genética entre as regides e
uma diferenciagdo molecular ndo significativa (Fst = 0,21703/ p=0,041) entre os
individuos para COI. Contudo, uma estruturagdo maior para ITS2 (Fst =0,95499/ p=
<0,001).

A taxa de variagao nucleotidica amostrada foi de m = 0.00108963 para COl e de
1T =0.00287388 para ITS-2. A rede de haplétipo também apresentou estruturagado bem
definida entre as populag¢des para o marcador ITS-2 (Figura 4) e baixa estruturagéao
com alta conectividade entre as populagdes para COIl (Figura 3). A estatistica de
Tajima revelou D= -2.41723 para COl e para ITS-2 revelou D= 0.638054.
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A reconstrucdo em maxima verossimilhanga (Figura 5) resultou em um unico
clado sem definicao de populacdes pelas areas. Por outro lado, os resultados em ITS-

2 (Figura 6) ha segregac&o mais significativa entre os individuos.

Argentinad

Para_AJ_13

Para_AJ_14

LN

10 samples |

1 sample
Para_S1_10

Venezuela
SaoPaulo
SantaCatarina
Parana

Maranhao3

Para
Maranhao
Bahia
Argentina

Para_Maruda5

0000000

Figura 3- Rede de haplétipos (Median-doining Network) com sequéncias de COIl das diferentes
populagdes de Lychnorhiza lucerna ao longo da regido amostral (Atlantico Sul Ocidental).

Santa_Catarina_3

Maranhao_2

1 sampie

Parana
Santa_Catarina
Maranhao
Argentina

Para

Para_AJ_15

Figura 4 — Rede de haplétipos (Median-Joining Network) com amostras de ITS 2 das diferentes
populagdes de Lychnorhiza lucerna ao longo da regido amostral (Atlantico Sul Ocidental).
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Figura 5: Hipdtese de relagdo evolutiva das sequéncias de COI entre diferentes exemplares de Lychnorhiza
lucerna utilizando reconstrugdao em maxima verossimilhancga. A espécie Aurelia aurita foi utilizada como grupo
externo.
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Figura 6: Hipotese de relacdo evolutiva das sequéncias de ITS-2 entre diferentes exemplares de Lychnorhiza

lucerna utilizando reconstrugcdao em maxima verossimilhanca. A espécie Aurelia aurita foi utilizada como grupo

externo.
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DISCUSSAO

As amostras coletadas para o presente estudo de diferentes populagdes foram
significativas e conseguiram cobrir grande parte da distribuicdo conhecida da espécie
(vide Morandini et al., 2005). De acordo com os resultados podemos concluir que a
restrita variabilidade genética evidencia uma alta conectividade entre as diferentes

subpopulag¢des ao longo da distribuigdo da espécie.

A necessidade de salinidade reduzida para o recrutamento, descrito em Schiariti
e colaboradores, 2008, poderia eventualmente ter criado barreiras geograficas para o
fluxo génico. Esse padréo, hipotético, poderia ser mais relevante em grandes areas
do Nordeste do Brasil com baixa prevaléncia de estuarios propicios para esse
recrutamento. Entretanto, segundo os resultados do presente estudo isso n&o foi
suficiente para criar isolamentos reprodutivos ao ponto de termos populacdes
estruturadas e bem definidas. Esse tipo de padrao de populag¢des estruturadas ja foi
descrito por analises de sequéncias de COIl (ex. Dawson, 2005) para Scyphozoa,

evidenciando a auséncia deste padrao em Lychnorhiza lucerna no Atlantico Sul.

Os valores encontrados para K2P, P-distance através das sequencias de COlI
evidenciam a pequena variabilidade génica e baixa estrutura entre as populagdes de
L. lucerna. A maior variabilidade do marcador ribossomal ITS-2 para todas as
estatisticas ja era esperado, por ter uma maior taxa de acumulo de mutagdes. Ja os
marcadores do DNA mitocondrial (COIl) (passados maternalmente) sdo mais
conservados, entretanto derivam mais rapido do que marcadores nucleares (Hellberg
et al., 2002).

O cruzamento ao acaso e a potencial dispersdo possibilita subpopulacdes tao
distantes geograficamente se manterem t&o proximas geneticamente dentro de toda
distribuicdo geografica da espécie. O teste AMOVA pdde evidenciar a existéncia da
reproducdo ao acaso e sem restrigdes (Panmixia) para L. lucerna, caracterizando
desta forma uma populagcéo que mantém grande fluxo de informagdes genéticas, onde

a distancia geografica ndo atua como barreira para este fluxo.
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O teste de neutralidade (estatistica D) indicou valores negativos na inferéncia
entre todas as populagdes com sequencias de COIl. Desta forma indicando uma
histéria demografica do qual a populac&o se encontra em uma expansao populacional
(Stopar et al., 2010). Ja para ITS-2 os valores foram positivos, entretanto ndo séo

valores significativamente altos para consideramos efeito gargalo na populagao.

Resultados de baixa variabilidade interpopulacional também indicaram panmixia
para populacdes de outras espécies de medusas em areas menores na costa da Africa
e no Mar Mediterraneo (Stopar et al., 2010; Miller et al., 2012), entretanto a espécie
envolvida neste cenario, Pelagia noctiluca Forsskal 1775 (Scyphozoa;
Semaeostomeae), sdo organismos holoplancténicos, apresenta um ciclo de vida sem
estagio bentbnico. Tornando o resultado em L. lucerna ainda mais interessante, por

apresentar polipos bentbnicos

O cenario de baixa variabilidade também foi inferido para Nemopilema nomurai
Kishinouye, 1922 (Scyphozoa; Rhizostomeae) endémica do leste Asiatico. A auséncia
de isolamento de populag¢des levou a um alto nivel de fluxo génico, bem como a

auséncia de estruturagéo genética (Dong et al., 2016).

Entretanto, cenarios com altos niveis de fluxo génico ndo podem ser
generalizados para o subfilo Medusozoa. Em contraponto, na espécie Aurelia aurita
Linnaeus 1758 (Scyphozoa; Semaeostomeae), por exemplo, ha agregagdes na
reproducao em enseadas isoladas que resulta na limitagdo do fluxo de genes entre as
populagdes. A analise abrangendo todo o género Aurelia os resultados inferiram uma
alta estruturacdo genética (Dawson & Jacobs, 2001). Ja na espécie Catostylus
mosaicus Quoy & Gaimard 1824 (Scyphozoa; Rhizostomeae), endémica no sudeste
da Australia, foi encontrado resultados de alta estruturagcdo e grande divergéncia
génica para sequéncias de COIl, demonstrados através do teste AMOVA (Fst=0,9188,
P<0,001), K2P (dentro da populag¢ao de 0,0000 a 0,00539) e pela rede de haplétipos
(Dawson, 2005).
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Em outros organismos padrdes de divergéncia sao encontrados na regido de
estudo. No caso do mexilhdo Mytella charruana d'Orbigny 1842 (Mollusca; Bivalvia;
Mytilidae) foram encontrados padrbes bem estruturados de populagdes ao longo do
Atlantico Sul ocidental. Os resultados inferiram através do teste AMOVA utilizando
sequéncias do mtDNA (COl), uma variabilidade molecular de 30% dentro da
populacdo e 70% de divergéncia entre as populagdes (em populagbes nativas do

Panama, Trindade e Tobago, Brasil e Uruguai) (Calazans et al., 2017).

Ainda dentro de Mollusca, para Littorinidae foi registrado diferentes padrées de
variabilidade, inferidos através de algumas isoenzimas usadas como marcadores
genéticos capazes de indicar divergéncia intra e inter-especifica. Estes resultados
indicaram para a espécie Littoraria angulifera Lamarck, 1822 uma distancia génica
consideravel e alto grau de estruturagcao genética (Andrade et al., 2003). Ja para a
espécie Littoraria flava King 1832 (restritas de zona tropical com ocorréncia no Brasil)
foi inferido baixa estrutura populacional e distancia intraespecifica de média a baixa.
Segundo os autores ndo ha maiores informagdes sobre o estagio plancténico de L.
flava, mas hipoteticamente apresenta uma duracao suficiente para promover o fluxo

de genes em maiores distancias geograficas (Andrade et al., 2003).

Dentro da classe Anthozoa (Cnidaria), em uma analise de variagdo genética para
duas espécies do género Siderastrea com amostras de recifes do nordeste e sudeste
do Brasil, utilizando enzimas como marcadores genéticos, observou-se uma alta
variabilidade intrapopulacional e uma estruturagdo moderada nas duas espécies
(Neves et al., 2008). Em Hydrozoa (Cnidaria), na espécie Liriope tetraphylla Chamisso
& Eysenhardt 1821 foi encontrado um padrao de estruturagdo populacional em escala
regional (analises de COI), no qual os resultados indicaram dois agrupamentos

populacionais sendo um no Brasil e outro na Argentina (Ale, 2008).

Contudo, também encontramos padrdes de alto fluxo génico e baixa estrutura ao
longo da costa do Atlantico Sul Ocidental. Assim acontece em Littoraria flava
(Mollusca; Littorinidae), como ja descrito anteriormente. Em Cnidaria, na espécie
Montastraea cavernosa Linnaeus, 1767 (Anthozoa; Hexacorallia) que ocorre desde o
Caribe até a regido nordeste do Brasil, estudos que compararam populagdes a partir

de dados moleculares (COl; IGR; ITS-1 e 2) obtiveram resultados que indicaram um
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fluxo génico moderado a alto, onde o fluxo de genes entre distintas areas geograficas
nao é restrito (Goodbody-Gringley et al., 2012). J& para o hidrocoral do género
Millepora foram encontrados diferentes padrées de divergéncia genética para
populagdes de trés espécies endémicas do Atlantico Sul, através de analises com o
marcador 16S (Souza et al., 2017).

E possivel perceber que ndo ha um padréo pré-estabelecido para a divergéncia
genética e de conectividade populacional em escalas locais, para o Atlantico Sul
Ocidental. Entretanto, os resultados para L. lucerna e esta discussio oferecem fortes
evidéncias de que a duracgao da fase larval pode influenciar nos niveis de variabilidade
geneética, contrapondo a ideia de alguns autores (vide introdu¢do em Andrade et al.,
2013). E certo que o ciclo de vida dos animais influencia em como as espécies
respondem a eventuais barreiras, ou a auséncia delas. Espécies com larvas
plancténicas geralmente tém menor estruturagdo genética do que espécies com
desenvolvimento direto (Andrade et al., 2003; Pelc, et al., 2009). Diante disto, a jungéo
de fatores que vao desde barreiras, duragdo da fase dispersiva, afinidades fisico-
quimicas de cada espécie e seu ciclo de vida determinam as populagdes. Assim como
fatores que poderiam ser limitantes para a estruturacdo populacional eventualmente

podem n&o agir da forma do qual se espera.

O resultado de alta conectividade em todas populagdes estudadas de L. lucerna
foi inesperado, pois estudos recentes indicam a existéncia de diferenciacbes em
regides proximas (ex. Daglio & Dawson, 2017). Contudo, as lacunas ainda existentes
sobre as populagdes em diversos grupos geram grandes duvidas sobre a interagéo
da ecologia, evolugao e comportamento. Em Lychnorhiza lucerna ainda é necessario
elucidar onde se da o assentamento dos podlipos e como isso corrobora para o padrao
genético encontrado e se outros marcadores moleculares poderiam evidenciar as

subpopulagdes.

O cenario apresentado neste trabalho também ajuda a compreender a distribuigdo
de padrdes de fluxo genético e definicdes de populacdo em medusas (Cnidaria) em
todo mundo. Tornando ainda mais importante 0 acompanhamento da situacdo e a

continuagao da pesquisa.
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Tais padrées devem continuar sendo observados pois o sintoma de estresse e
o possivel cenario de oceanos dominados por medusas nao deve ser subestimado
(Boero et al., 2016). As temperaturas mais elevadas aumentam a produgao,
alimentagao (que provém do aumento do suprimento de alimentagao planctonico para
medusas, devido a eutrofizagdo de regides costeiras) e taxas de crescimento de

medusas (Condon et al., 2012).
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Anexo 1 — Tabela de Primers moleculares utilizados em Medusozoa

Class Order/Specie Marker F/R Primer Name Sequence Reference
Staurozoa col R jgHC02198 5’ TITCIACIAAYAAYAARGAYATTGG 3’ Geller et al, 2013
F jgLC01490 5’ TAIACYTCIGGRTGICCRAARAAYCA 3’ Geller et al, 2013
F LCO1490 5’ GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3’ Folmer et al, 1994
R HC0O2198 5’ TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’ Folmer et al, 1994
ITS F jfITS1-5F 5 GGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC 3’ Dawson et al, 2001
R cas28Sb1D 5 TTCTTTTCCTCCSCTTAYTRATATGCTTAA 3’ Jiet al, 2003
F c2 5" GAAAAGAACTTTGRARAGAGAGT 3’ Chombard et al, 1997
R d2 5 TCCGTGTTTCAAGACGGG 3’ Chombard et al, 1997
R 28S-2R 5 GCTTTGGGCTGCAGTCCCAAGCAACCCACTC 3’ Dawson, 2004
16S F Fimod 5’ TCGACTGTTTACCAAAAACATA 3’ Cunningham and Buss, 1993
R R2 5 ACGGAATGAACTCAAATCATGTAAG 3’ Cunningham and Buss, 1993
F rnl_F_JL 5" GACTGTTTACCAAAGACATAGC 3’ Miranda et al, 2016
R rnl_R_JL 5" AAGATAGAAACCTTCCTGTC 3’ Miranda et al, 2016
F CB1 5’ TCGACTGTTTACCAAAACATAGC 3’ Cunningham and Buss, 1993
R CB2 5’ ACGGAATGAACTCAAATCATGTAAG 3’ Cunningham and Buss, 1993
Cubozoa Order Carybdeida
Alatina alata Col F med-cox1-F 5" ACNAAYCAYAAAGATATHGG 3’ Lawley et al, 2016
R med-cox1-R 5" TGGTGNGCYCANACNATRAANCC 3’ Lawley et al, 2016
16S F med-rnl-F 5" GACTGTTTACCAAAGACATAGC 3’ Lawley et al, 2016
R med-rnl-R 5" AAGATAGAAACCTTCCTGTC 3’ Lawley et al, 2016
ITS F c2 5 GAAAAGAACTTTGRARAGAGAGT 3’ Chombard et al, 1997
R d2 5 TCCGTGTTTCAAGACGGG 3’ Chombard et al, 1997
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Morbakka sp.

Tamoya ohboya

Order
Chirodropidae

Chiropsalmus
quadrumanus

28S

coi

ITS

16S

col

16S

coi

ITS

16S

28S-F63
285-R635

jfLCO
HC02198

jfITS1-5f
jfITS1-3r

P1
P3
HCO2198

AaCoOli-L

SHA
SHB

HCO2198
LCO1490

jfITS1-5F
cas28Sb1D

CB1F
2SCYPHOM

5 AATAAGCGGAGGAAAAGAAAC 3’
5 GGTCCGTGTTTCAAGACGG 3’

5 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAAC 3’

5 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’

5 GGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC 3’
5" CGCACGAGCCGAGTGATCCACCTTAGAAG 3’

5" TCGACTGTTTACCAAAAACATAGC 3’

5" GTCGCCCCAACTAAACTACCAAACTT 3’

5 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’

5 GCCCGTYYTAATAGGRGGGTTTGG 3’

5 ACGGAATGAACTCAAATCATGT 3’
5 TCGGACTGTTTACCAAAAACATA 3’

5 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’
5" GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3’

5 GGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC 3’
5 TTCTTTTCCTCCSCTTAYTRATATGCTTAA 3’

5 TCGACTGTTTACCAAAAACATA 3’
5" CTGTTATCCCTACGGTAAC 3’

Medina et al., 2001
Medina et al., 2001

Dawson et al, 2005
Folmer et al, 1994

Dawson et al, 2001
Dawson et al, 2001

Bridge et al, 1992
Bridge et al, 1992
Folmer et al, 1994

Dawson et al, 2001

Cunningham and Buss, 1993
Cunningham and Buss, 1993

Folmer et al, 1994
Folmer et al, 1994

Dawson et al, 2001
Jiet al, 2003

Cunninghan et al, 1993
Designed by E. Ale

43



Scyphozoa

Chiropsalmus ITS

quadrigatus;
Chrironex fleckeri
Chiropsoides sp. 18S
Chiropsoides col
buitendijki
ITS
16S

Order Coronatae

Atolla vanhoeffeni; ITS
Linuche aquila;
Nausithoe spp.;
Periphylla

periphylla

Order
Semaeostomeae

Aurelia spp. col

F jfITS-5f
28S-2R
F 18SAF
Int6
F jfLCO
R HCO2198
F jfITS1-5f
R jfITS1-3r
F P1
P3
F jfITS-5f
28S-2R
R Au-HCO
F Au-LCO

5 GGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC 3’
5 GCTTTGGGCTGCAGTCCCAAGCAACCCACTC ¥

5" CCGAATTCGTCGACAACCTGGTTGATCCTGCCAGT 3’
5" GAATTACCGCGGCTGCTG 3’

5 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAAC 3’

5 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’

5 GGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC 3’
5" CGCACGAGCCGAGTGATCCACCTTAGAAG 3’

5 TCGACTGTTTACCAAAAACATAGC 3’
5" GTCGCCCCAACTAAACTACCAAACTT 3’

5" GGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC 3’

5 GCTTTGGGCTGCAGTCCCAAGCAACCCACTC 3’

5" TACACTTCTGGGTGTCCAAAAAACCA 3’
5" TCTCAACTAACCACAAAGATATAGG 3’

Dawson et al, 2001
Dawson, 2004

Sucharitakil et al, 2016
Sucharitakil et al, 2016

Dawson et al, 2005
Folmer et al, 1994

Dawson et al, 2001
Dawson et al, 2001

Bridge et al, 1992
Bridge et al, 1992

Dawson, et al 2001
Dawson, 2004

Ramsak et al, 2012
Ramsak et al, 2012

44



F Aurelia-cox1-F1 5’ AACGTTGTAGTGACCGCTCATGC 3’ Shao et al, 2006

R Aurelia-cox1-R1 5’ CTTGGAAAGGCCATATCTGGAGC 3’ Shao et al, 2006

R HCO2198 5’ TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’ Folmer et al, 1994

F AaCOli-L 5’ GCCCGTYYTAATAGGRGGGTTTGG 3’ Dawson et al, 2001

F LCO1490 5’ GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3’ Folmer et al, 1994

F JF-F1 5’ AGCAAGCCCATTATACAAAAGGTAC 3’ Ki et al, 2008

R JF-R1 5’ CGACAAACATTATTTGATCRTGAAG 3’ Ki et al, 2008

ITS1/2 F JfITS1-5F 5 GGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC 3’ Dawson et al, 2001

R JfITS1-3r 5’ CGCACGAGCCGAGTGATCCACCTTAGAAG 3’ Dawson et al, 2001

R 28S-2R 5’ GCTTTGGGCTGCAGTCCCAAGCAACCCACTC 3’ Dawson, 2004

R JF-28R1 5’ GCGAATTGTAGTCTCGAGAAGCGT 3’ Ki et al, 2008

R JF-5,8R1 5’ GAATCATCGAATCTTTGAACGC 3’ Ki et al, 2008

F JF18F1750 5’ AAAGTCGTAACAAGGTTTCCG 3’ Ki et al, 2008

R JF28R765 5’ TTGGTCCGTGTTTCAAGACG 3’ Ki et al, 2008

F JF-18F24 5’ TGGTTGATCCTGCCAGTAG 3’ Ki et al, 2009

R JF-18R70 5’ CGCAGTTTCACAGTACAAGTGC 3’ Ki et al, 2009

F JF-28F3.2K 5’ AGGGAACGTGAGCTGGGTTTAG 3’ Ki et al, 2009

R JF-28F3.K3 5" ATCTGCGGTTCCTCTCGTAC Ki et al, 2009

R JF-28R0O 5’ AAGGATTCCCTCAGTAACGG 3’ Ki et al, 2009

R MJ-18F900 5 TTCTTGGATTTACGAAAGAC 3’ Ki et al, 2009

F MJ-18F1778 5’ CCGAGAAGTCGCTCTAGTTC 3’ Ki et al, 2009

R JF-IGSR1 5’ GACTACTGGCAGGATCAACC Ki et al, 2009

F JF-28F1 5" AGTCGGGTTGCTTGGGAATGCAGC 3’ Ki et al, 2009

F JF-28F2 5’ CGATAGCGAACAAGTACCGTGAG 3’ Ki et al, 2009

F JF-28F1390 5’ GAACCGAACGCTGAGTTAAG 3’ Ki et al, 2009
Parumbosa ITS F jfITS-5f 5 GGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC 3’ Dawson et al, 2001
polulobata; R 28S-2R 5’ GCTTTGGGCTGCAGTCCCAAGCAACCCACTC 3’ Dawson, 2004
Phacellophora
camtschatica;

Tiburonia granrojo



Cyanea spp. Col R HCO2198 5’ TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’ Folmer et al, 1994
F jfLCO 5’ GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAAC 3’ Dawson et al, 2005
F LCO1490 5’ GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3’ Folmer et al, 1994
ITS F JfITS1-5F 5 GGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC 3’ Dawson et al, 2001
JfITS1-3R 5’ CGCACGAGCCGAGTGATCCACCTTAGAAG 3’ Dawson et al, 2001
R 28S-2R 5 GCTTTGGGCTGCAGTCCCAAGCAACCCACTC 3’ Dawson, 2004
16S F P1 5’ TCGACTGTTTACCAAAAACATAGC 3’ Bridge et al, 1992
R P3 5’ GTCGCCCCAACTAAACTACCAAACTT 3’ Bridge et al, 1992
18S F 18A1 5 CTGGTTGATCCTGCCAGTCATATGC 3’ Ranpach et al, 2009
R 1800 5’ GATCCTTCCGCAGGTTCACCTACG 3’ Ranpach et al, 2009
Chrysaora spp. Col F jfLCO 5" GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAAC 3’ Dawson et al, 2005
HC02198 5’ TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’ Folmer et al, 1994
ITS F jfITS1-5f 5 GGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC 3’ Dawson et al, 2001
R jfITS1-3r 5’ CGCACGAGCCGAGTGATCCACCTTAGAAG 3’ Dawson et al, 2001
R 28S-2R 5 GCTTTGGGCTGCAGTCCCAAGCAACCCACTC 3’ Dawson, 2004
16S F P1 5’ TCGACTGTTTACCAAAAACATAGC 3’ Bridge et al, 1992
R P3 5’ GTCGCCCCAACTAAACTACCAAACTT 3’ Bridge et al, 1992
F CB1 5’ TCGACTGTTTACCAAAAACATAGC 3’ Cunningham and Buss, 1993
R CB2 5" ACGGAATGAACTCAAATCATGTAAG 3’ Cunningham and Buss, 1993
Drymonema sp. col F LCOjf 5 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAAC 3’ Dawson et al, 2005
R Aa-HCOI_12581 5 AGCAGGGTCGAAGAAAGATGTATT 3’ Bayha et al, 2010
F Dd_LCOI_24 5 TTGGAACYCTTTACCTAGTATTTG 3’ Bayha et al, 2010
R Dd_HCOI_638 5’ CGAAGAAAGATGTATTAAARTTCCTAT 3’ Bayha et al, 2010
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Pelagia
noctiluca

Pelagia
benovici

Order
Rhizostomeae
R. pulmo;

R. luteum;

M. estellata;
N. nomurai;

16S

ITS1

col

col

28S

ITS

col

D T XD M D M

2 T X M M X0 M

M

165-L
Aa_H16S_15141H

KMBN-8
KMBN-84

LCO1490
HCO2198
PN-COI-F
PN-COI-R

jfLCO
HC02198
LCO1490

Aa_L28S 21
Aa_H28S 1078
28Slev2
28Sdes2

ITS1
ITS2

HCO2198
LCO1490

5" GACTGTTTACCAAAAACATA 3’
5" AGATTTTAATGGTCGAACAGAC 3’

5" ATTACGTCCCTGCCCTTTGTA 3’
5" TTGCGTTCAAAGATTCGATGA 3’

5" GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3’
5" TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’
5" CCAGGGTCAATGCTTGGAG 3’

5" CGAAGAAAGAGGTGTTAAAGTT 3’

5 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAAC 3’
5 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’
5 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3’

5" GAACRGCTCAAGCTTRAAATCT 3’
5" GAAACTTCGGAGGGAACCAGCTAC 3’
5’ CAAGTACCGTGAGGGAAAGTT 3’
5" AGGGAAACTTCGGAGGGAACC 3’

5" TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’
5" GCTGCGTTCTTCATCGATGC 3’

5" TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’
5" GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3’

Ender et al, 2003
Bayha et al, 2010

Bayha et al, 2005
Bayha et al, 2005

Folmer et al, 1994
Folmer et al, 1994
Glynn et al, 2015
Glynn et al, 2015

Dawson, 2005
Folmer et al, 1994
Folmer et al, 1994

Bayha et al, 2010
Bayha et al, 2010

Verounik et al, 2005
Verounik et al, 2005

White et al, 1990
White et al, 1990

Folmer et al, 1994
Folmer et al, 1994
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Acromitus
flagellatus;

Cephea cephea;

Lobonemoides
robustus

Cassiopeia spp.

Cotylorhiza

erythraea

Mastigias spp.

col

ITS

16S

col

ITS

col

28S

col

ITS

X

jfLCO
HC02198

jfITS1-5f
jfITS1-3r

P1
P3

HCO02198
LCO1490

jITS-5f
285-2R

HC02198
LCO1490

Aa_L28S_21
Aa_H28S_1078

jfLCO
HC02198

jfITS1-5f
jfITS1-3r
285-2R

5" GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAAC 3’
5" TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’

5 GGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC 3’
5" CGCACGAGCCGAGTGATCCACCTTAGAAG 3’

5" TCGACTGTTTACCAAAAACATAGC 3’
5" GTCGCCCCAACTAAACTACCAAACTT 3’

5 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’
5 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3’

5 GGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC 3’
5 GCTTTGGGCTGCAGTCCCAAGCAACCCACTC 3’

5 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’
5 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3’

5" GAACRGCTCAAGCTTRAAATCT 3’
5" GAAACTTCGGAGGGAACCAGCTAC 3’

5" GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAAC 3’
5" TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’

5 GGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC 3’
5" CGCACGAGCCGAGTGATCCACCTTAGAAG 3’
5" GCTTTGGGCTGCAGTCCCAAGCAACCCACTC 3’

Dawson et al, 2005
Folmer et al, 1994

Dawson et al, 2001
Dawson et al, 2001

Bridge et al, 1992
Bridge et al, 1992

Folmer et al, 1994
Folmer et al, 1994

Dawson et al, 2001
Dawson, 2004

Folmer et al, 1994
Folmer et al, 1994

Bayha et al, 2010
Bayha et al, 2010

Dawson et al, 2005
Folmer et al, 1994

Dawson et al, 2001
Dawson et al, 2001
Dawson, 2004
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Rhizostoma
Octopus

Crambionella
stuhlmanni

Rhopilema spp.

16S

col

col

ITS

col

ITS

16S

o)

2 M X M m XD

M

P1
P3

Ro-COI-F
Ro-COI-R

LCOjf
HCOcato
HCO2198

JfITS1-5F
JfITS1-3R

HC02198
CcLCOX1
FFDL
FRDL2
jfLCO
HC02198

jfITS1-5f
jfITS1-3r

P1
P3

5’ TCGACTGTTTACCAAAAACATAGC 3’
5" GTCGCCCCAACTAAACTACCAAACTT 3’

5" CAACAAATTCTAAGATATTGGAAC 3’
5 GGGTCGAAGGAAGATGTATTA 3’

5" GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAAC 3’
5" CCTCCAGCAGGATCAAAGAAAG 3’
5" TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’

5 GGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC 3’
5’ CGCACGAGCCGAGTGATCCACCTTAGAAG 3’

5" TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’

5" GTTTTCAACTAAYCAYAAAG 3’

5’ TTTCAACTAACCAYAAAGAYATWGG 3’

5" TANACTTCWGGRTGNCCRAAGAATA 3’

5" GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAAC 3’
5" TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’

5 GGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC 3’
5" CGCACGAGCCGAGTGATCCACCTTAGAAG 3’

5" TCGACTGTTTACCAAAAACATAGC 3’
5" GTCGCCCCAACTAAACTACCAAACTT 3’

Bridge et al, 1992
Bridge et al, 1992

Glynn et al, 2015
Glynn et al, 2015

Dawson, 2005
Dawson, 2005
Folmer et al, 1994

Dawson et al, 2001
Dawson et al, 2001

Folmer et al, 1994
Hanzawa et al, 2015
Armani et al, 2013
Armani et al, 2013
Dawson, 2005
Folmer et al, 1994

Dawson et al, 2001
Dawson et al, 2001

Bridge et al, 1992
Bridge et al, 1992
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Catostylus spp.

Phyllorhiza spp.

Thysanostoma
thysanura

Hydrozoa hydromedusae

col

ITS

16S

col

ITS

16S

ITS

coi

D~ M X

2 M m 0

jfLCO
HCOcato
HCO2198

jfITS-3r
jfITS-5f
285-2R

P1
P3

jfLCO
HC02198
LCO1490

JfITS1-5f
jfITS1-3r

P1
P2
P3

JfITS-5f
285-2R

HC02198
LCO1490
MedCoiR
HCO2607

5 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAAC 3’
5’ CCTCCAGCAGGATCAAAGAAAG 3’
5 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’

5" CGCACGAGCCGAGTGATCCACCTTAGAAG 3’
5 GGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC 3’
5 GCTTTGGGCTGCAGTCCCAAGCAACCCACTC 3’

5" TCGACTGTTTACCAAAAACATAGC 3’
5" GTCGCCCCAACTAAACTACCAAACTT 3’

5" GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAAC 3’
5’ TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’
5" GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3’

5 GGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC 3’
5’ CGCACGAGCCGAGTGATCCACCTTAGAAG 3’

5 TCGACTGTTTACCAAAAACATAGC 3’
5 ACGGAATGAACTCAAATCATGTAAG 3’
5" GTCGCCCCAACTAAACTACCAAACTT 3’

5 GGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC 3’
5 GCTTTGGGCTGCAGTCCCAAGCAACCCACTC 3’

5 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’
5" GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3’
5 GGAACTGCTATAATCATAGTTGC 3’

5" ACATAGTGGAAATGTGCTACAACATS 3’

Dawson, 2005
Dawson, 2005
Folmer et al, 1994

Dawson et al, 2001
Dawson et al, 2001
Dawson, 2004

Bridge et al, 1992
Bridge et al, 1992

Dawson, 2005
Folmer et al, 1994
Folmer et al, 1994

Dawson et al, 2001
Dawson et al, 2001

Bridge et al, 1992
Bridge et al, 1992
Bridge et al, 1992

Dawson et al, 2001
Dawson, 2004

Folmer et al, 1994
Folmer et al, 1994
Ortman et al, 2010
Ortamn, 2008
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16S
Order
Limnomedusae
Crapedacusta col
sowerbii

ITS
Gonionemus Col
vertens

16S
Maeotias Ccol
marginata
Proboscidactyla ITS
menoni

D M M o M D0

X

16S-H
16S-L
SHA
SHB
F1lmod
R2

LCO1490
HCO2198

primerl

primer2

LCO1490

HC02198
16S.Cunningham.F.1mod

16S.Cunningham.R.2

LCO1490
HCO2198

jfITS-5F
285-2R

5" CATAATTCAACATCGAGG 3’

5" GACTGTTTACCAAAAACATA 3’

5" ACGGAATGAACTCAAATCATGT 3’
5 TCGGACTGTTTACCAAAAACATA 3
5 TCGACTGTTTACCAAAAACATA 3’

5" ACGGAATGAACTCAAATCATGTAAG

5" GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3’
5" TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’

5’CCCTTTCTACACCGCCCGTCGCT 3

5 CTTTGGGCTGCAGTCCCAAGCAACCCGACTC 3’
5 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3’

5 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’

5" TCGACTGTTTACCAAAAACATA 3’

5" ACGGAATGAACTCAAATCATGTAAG 3’

5" GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3’
5" TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’

5 GGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC 3’
5 GCTTTGGGCTGCAGTCCCAAGCAACCCACTC 3’

Ender et al, 2003
Ender et al, 2003
Cunningham and Buss, 1993
Cunningham and Buss, 1993
Cunningham and Buss, 1993
Cunningham and Buss, 1993

Folmer et al, 1994
Folmer et al, 1994

Odorico et al, 1997
Odorico et al, 1997
Folmer et al, 1994
Folmer et al, 1994
Bridge et al, 1995

Bridge et al, 1995

Folmer et al, 1994
Folmer et al, 1994

Dawson et al, 2001
Dawson, 2004
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Order
Trachymedusae

Ptychogastria
allman

Order
Narcomedusae

Solmundella
bitenculata

Order
Leptothecata

16S

coi

28S

16S

ITS

16S

18S

D M XD M X

-n

2 M X M m

M

F2
R2

jgLC01490
jgHC02198

F63mod
R2084
F1383
R3228

F2
R2

jfITS-5F
285-2R

SHA
SHB
F1lmod
R2
CB1
CB2

18SFb
18SRb

5 TCGACTGTTTACCAAAAACATAGC 3’
5 ACGGAATGAACTCAAATCATGTAAG 3’

5" TITCIACIAAYCAYAARGAYATTGG 3’
5" TAIACYTCIGGRTGICCRAARAAYCA 3’

5" ACCCGCTGAAYTTAAGCATATHANTMAG 3’
5" AGAGCCAATCCTTTTCC 3’

5 GGACGGTGGCCATGGAAGT 3’

5" SWACAGATGGTAGCTTCG 3’

5 TCGACTGTTTACCAAAAACATAGC 3’
5 ACGGAATGAACTCAAATCATGTAAG 3’

5 GGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC 3’
5 GCTTTGGGCTGCAGTCCCAAGCAACCCACTC ¥

5" ACGGAATGAACTCAAATCATGT 3’

5 TCGGACTGTTTACCAAAAACATA 3

5 TCGACTGTTTACCAAAAACATA 3’

5" ACGGAATGAACTCAAATCATGTAAG 3’
5 TCGACTGTTTACCAAAACATAGC 3’

5" ACGGAATGAACTCAAATCATGTAAG 3’

5 GCTGTATGTACTGTGAAACTGCG 3’
5" CACCTACGGAAACCTTGTTACGAC 3’

Cunningham
Cunningham

and Buss, 1993
and Buss, 1993

Geller et al, 2013
Geller et al, 2013

Medina et al,
Medina et al,
Medina et al,
Medina et al,

Cunningham
Cunningham

2001
2001
2001
2001

and Buss, 1993
and Buss, 1993

Dawson et al, 2001
Dawson, 2004

Cunningham
Cunningham
Cunningham
Cunningham
Cunningham
Cunningham

and Buss, 1993
and Buss, 1993
and Buss, 1993
and Buss, 1993
and Buss, 1993
and Buss, 1993

Govindadajan et al, 2006
Govindadajan et al, 2006
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Eutonina indicans;
Mitromella grandis

Earleria
corachloeae

Obelia geniculata

Aequorela
macrodactyla

28S

ITS

18S

col

16S

coi

16S

28S

F10
R2077

F1379
R3264

jfITS-5f
285-2R

18e
18L

HCO2198
LCO1490
SHA
SHB
COI F754

COI R755

16S F756
16S R777

285 F834
285 R833

5 TCCCCTAGTAACGGCGAGTGAAGCG 3’
5 GAGCCAATCCTTWTCCCGARGTT 3’

5" GACAGCAGGACGGTGGYCCATGG 3’
5" TTCYGACTTAGAGGCGTTCAG 3’

5 GGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC 3’
5 GCTTTGGGCTGCAGTCCCAAGCAACCCACTC 3’

5 CTGGTTGATCCTGCCAGT 3’
5" GAATTACCGCGGCTGCTGGCACC 3’

5 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’

5 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3’

5 ACGGAATGAACTCAAATCATGT 3’

5 TCGGACTGTTTACCAAAAACATA 3’

5 TATGATTATAMGAYTGAACTATCAGG 3’

5 GTYAACAACATGGTWATYGCCCCAGC 3’

5" CCGTGATAAAGTAGTAGCATAATCAC 3’
5" AATATTACCCTGTTATCCCTACGG 3’

5" GAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTG ¥
5" AGAGTTTCCTCTGGCTTCACCCTACTC 3’

Medina et al, 2010
Medina et al, 2010

Medina et al, 2010
Medina et al, 2010

Dawson et al, 2010
Dawson, 2004

Hillis et al, 1991
Halanych et al, 1995

Folmer et al, 1994
Folmer et al, 1994

Cunningham et al, 1993
Cunningham et al, 1993

Mizrahi et al, 2015
Mizrahi et al, 2015

Mizrahi et al, 2015
Mizrahi et al, 2015

Mizrahi et al, 2015
Mizrahi et al, 2015

53



Aequorela
taiwanensis

Aequorela
aequorela

Blackfordia
virginica

Family
Aglaopheniidae

Order
Anthotecata

Ectopleura ralphi;
Ectopleura crocea

col

ITS

coi

ITS

16S

ITS

16S

coi

ITS

HC02198
LCO1490

jfITS-5f
285-2R

dglLC01490
dgHC02198

jfITS-5F

jfITS-3R
16S.Cunningham.F.1mod
16S.Cunningham.R.2
ITSF

ITSR

SHA
SHB

LCO12131
HCO2198

ITS1F
ITSIR

5 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’
5 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3’

5 GGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC 3’
5 GCTTTGGGCTGCAGTCCCAAGCAACCCACTC 3’

5" GGTCAACAAATCATAAAGAYATYGG 3’
5" TAAACTTCAGGGTGACCAAARAAYCA 3’

5 GGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC 3’

5’ CGCACGAGCCGAGTGATCACCTTAGAAG ¥

5 TCGACTGTTTACCAAAAACATA 3’

5 ACGGAATGAACTCAAATCATGTAAG 3’

5’ CACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGG 3’

5" CGCTTCACTCGCCGTTACTAGGGGAATCC 3’

5" ACGGAATGAACTCAAATCATGT 3’
5 TCGGACTGTTTACCAAAAACATA 3

5 GTTTTAHTDGGAGGGTTTGG 3’
5 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’

5" TAACAAGGTTTCCGTAGG 3’
5" CTCAGACAGACATGCTCC ¥

Folmer et al, 1994
Folmer et al, 1994

Dawson et al, 2001
Dawson, 2004

Folmer et al, 1994
Folmer et al, 1994

Dawson et al, 2001
Dawson et al, 2001
Bridge et al, 1995
Bridge et al, 1995
Martinez et al, 2010

Martinez et al 2010

Cunningham et al, 1993
Cunningham et al, 1993

Imazu et al, 2014
Folmer et al, 1994

Schroth et al, 2002
Schroth et al, 2002
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Distichopora sp.; ITS F jfITS-5f 5 GGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC 3’ Dawson et al, 2001

Millepora exaesa R 28S-2R 5 GCTTTGGGCTGCAGTCCCAAGCAACCCACTC 3’ Dawson, 2004
Bougainvillia col R HC02198 5’ TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’ Folmer et al, 1994
triestina F LCO1490 5’ GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3’ Folmer et al, 1994
16S R SH2 5" ATTGTAGATAGAAACCTTCCTG 3’ Schuchert, 2005
F SHB 5’ TCGGACTGTTTACCAAAAACATA 3’ Cunningham et al, 1993
18S F app2f 5" ATCTGGTTGATCCTGCCAGT 3’ modifield from Medlin et al, 1998
F 500f 5" ATTGGAGGGCAAGTCTGGTG 3’ Bastitic et al, 2014
R cni800r 5’ CATTATTCCATGCTCATGTATC 3’ Bastitic et al, 2014
F cni800f 5’ CGCTTGAATACATGAGCATGG 3’ Bastitic et al, 2014
R cni1l300r 5’ CAATCCTTACTATGTCTGGACC 3’ Bastitic et al, 2014
F 1300f 5’ GGTGGTGCATGGCCGTTCTTAG 3’ Bastitic et al, 2014
R 1500r 5’ CTAAGGGCATCACAGACCTG 3’ Bastitic et al, 2014
R n1800r 5’ GATCCTTCCGCAGGTTCACCT 3’ modifield from Medlin et al, 1998
Catablema ITS1/2 F SR6R 5" AAGWAAAAGTCGTAACAAGG 3’ White et al, 1990
vesicarium R LR1 5 GGTTGGTTTCTTTTCCT 3’ White et al, 1990
16S R 16SAR 5’ CGCCTGTTTATCAAAAACAT 3’ Cunningham and Buss, 1993
F 16SBR 5’ CCGGTCTGAACTCAGATCACGT 3’ Cunningham and Buss, 1993
Leptohelia flexibilis  16S R SHA 5’ ACGGAATGAACTCAAATCATGT 3’ Cunningham and Buss, 1993
F SHB 5’ TCGGACTGTTTACCAAAAACATA 3’ Cunningham and Buss, 1993
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Pennaria disticha

Pteroclava krempfi

Sympagohydra
tuuli

Sarsia marii

Hydra spp.

16S

coi

16S

28S

col

16S

28S

18S

16S

coi

SHA
SHB

HCO2198
LCO1490

h16SF
h16SR

h28SF
R2077
HCO2198

LCO1490

SHA
SHB

LSU/28S-F
LSU/28S-R

18S-F
18S-R

SHA
SHB

COI-F
COI-R

5 ACGGAATGAACTCAAATCATGT 3’
5 TCGGACTGTTTACCAAAAACATA 3’

5 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’

5" GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3’

5" TCATTCGCCATTTAATTGATGGATA 3’
5 TGTTTTCGATATGATCTCTARAACAA 3’

5 AGGGAAGCGCATGGAATTAGCAATG 3’

5" GAGCCAATCCTTWTCCCGARGTT 3’

5 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’

5 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3’

5 ACGGAATGAACTCAAATCATGT 3’
5 TCGGACTGTTTACCAAAAACATA 3’

5 GCTAAGCTTTGACGAGTAGG 3’
5’ CTGCCACAAGCCAGTTATC 3’

5" GATCCTGCCAGTAGTCATATG 3’
5" GAGTCAAATTAAGCCGCAGG 3’

5" ACGGAATGAACTCAAATCATGT 3’
5 TCGGACTGTTTACCAAAAACATA 3

5 GGATGCAGTAACTCTGACTG 3’
5" CTATCAGTTAGTAGCATAGTTAT 3’

Cunningham and Buss, 1993
Cunningham and Buss, 1993

Folmer et al, 1994
Folmer et al, 1994

Fontana et al, 2012
Fontana et al, 2012

Fontana et al, 2012
Medina et al, 2001
Folmer et al, 1994

Folmer et al, 1994

Cunningham et al, 1993
Cunningham et al, 1993

Hemmrich et al, 2007
Hemmrich et al, 2007

Hemmrich et al, 2007
Hemmrich et al, 2007

Cunningham and Buss, 1993
Cunningham and Buss, 1993

Hemmrich et al, 2006
Hemmrich et al, 2006
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16S

ITS1/2
Hydra sinensis 18S
Hydra oligactis col
Hydra col

schenzhensis sp.

X M

m X M X M XD

D M XD X0

X M

LCOjf
HC02198

CB1
CB2

16SrRNA_F
16SrRNA_R

18SrRNA_F
18SrRNA_R
28SrRNA_F
28SrRNA_R
ITS_28S
ITS_18S

ITS rev_intern

h18sf
h18sr

Hydra-cox1-rl
Hydra-cob-rl
Hydra-cob-f1
Hydra-trnM-r1

hcoif
hcoir

5 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAAC 3’
5 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’

5" TGCACTGTTTACCAAAAACATAGC 3’
5 ACGGAATGAACTCAAATCATGTAAG 3’

5 GGATGCAGTAACTCTGACTG 3’
5" CCTGTTATCCCTAAGGTAGC 3’

5" GATCCTGCCAGTAGTCATATG 3’

5 GAGTCAAATTAAGCCGCAGG 3’

5" GCTAAGCTTTGACGAGTAGG 3’

5" CTGCCACAAGCCAGTTATC 3’

5" CCGCTTCACTCGCCGTTACTAGGGGAATCC 3’
5" CACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGG 3’
5" GGACARAAGCRAGTTGAGCCTTCCG 3’

5 TGGTTGATCCTGCCAGT 3’
5" ATCCTTCNGCAGGTTCACC 3’

5 TTATTGCTCCTGCTAAGACAGGC 3’
5" CCTAAGGGATTACTAGACCCAAC 3’
5 CCTTATATTGGTGATGATATTGTTC 3’
5" CCAAATAACTTTCCGTTAGTTCAC 3’

5" CTATCAGTTAGTAGCATAGT 3’
5 TGGTGCATTTTCTGGAATGAT 3’

Dawson et al, 2005
Folmer et al, 1994

Cunningham and Buss,
Cunningham and Buss,

Hemmrich et al, 2006
Hemmrich et al, 2006

Hemmrich et al, 2006
Hemmrich et al, 2006
Hemmrich et al, 2006
Hemmrich et al, 2006
Martinez et al, 2010
Martinez et al, 2010
Schwentner et al, 2015

Wang et al, 2009
Wang et al, 2009

Kayal et al, 2008
Kayal et al, 2008
Kayal et al, 2008
Kayal et al, 2008

Wang et al, 2012
Wang et al, 2012

1993
1993
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Cordylophora spp.  COI F COI-PR115 5" TCWACNAYCAYAARGAYATTGG 3’ Folmer et al, 1994
R COI-PR114 5" ACYTCNGGRTGNCCRAARARYCA 3’ Folmer et al, 1994
F LCO1490 5’ GGTCAACAACAAATCATAAAGATATTGG 3’ Folmer et al, 1994
R HC02198 5 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’ Folmer et al, 1994
16S R SHA 5 ACGGAATGAACTCAAATCATGT 3’ Cunningham et al, 1993
F SHB 5 TCGGACTGTTTACCAAAAACATA 3’ Cunningham et al, 1993
28S F LSUD1F 5 ACCCGCTGAATTTAAGCCATA 3’ Folino-Rorem et al, 2009
LSUD4RA 5" AACCAGCTACTAGRYGGTTCGAT 3’ Folino-Rorem et al, 2009
Turritopsis spp. 16S R SHA 5" ACGGAATGAACTCAAATCATGT 3’ Cunningham et al, 1993
F SHB 5" TCGGACTGTTTACCAAAAACATA 3’ Cunningham et al, 1993
Family 16S R SHA 5" ACGGAATGAACTCAAATCATGT 3’ Cunningham et al, 1993
Hydractiniidae F SHB 5" TCGGACTGTTTACCAAAAACATA 3’ Cunningham et al, 1993
Order
Shiphonophora
Diphyes dispar col R HCO2198 5 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’ Folmer et al, 1994
F LCO1490 5" GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3’ Folmer et al, 1994
Physalia physalis ITS F jfITS-5F 5 GGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC 3’ Dawson et al, 2001
R 28S-2R 5 GCTTTGGGCTGCAGTCCCAAGCAACCCACTC 3 Dawson, 2004

Descri¢gdo da Tabela: Essa tabela foi compilada com o objetivo de reunir os primers mais utilizados e adequados em pesquisas moleculares para o sub-filo
Medusozoa, uma vez que ndo ha essa informacédo disponibilizada na forma de publicagdo.A busca de dados foi realizada através do Google scholar com
palavras chave (Molecular analysis + “classe”) e quantidade de paginas buscadas pré-determinadas e padronizadas. A busca limitou-se somente aos
marcadores COI, ITS-1, ITS-2, 28S, 18S e 16S. Obtivemos um total de 82 artigos para a compilagédo da tabela. Faz-se necessario a descri¢ao de toda referéncia
bibliografica para a formacgao da presente tabela.
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