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RESUMO

Nas Ultimas décadas, a subclasse Ceriantharia tem se encontrado no centro das
discussdes evolutivas em Cnidaria. Este clado é um dos menos abundantes na classe
Anthozoa, com cerca de 54 espécies formalmente descritas. Provavelmente, a caréncia
no conhecimento sobre aspectos basicos da ecologia e ontogenia desse grupo reforgcam a
incerteza evolutiva sobre a subclasse. Atualmente, muitas inconsisténcias, sejam elas de
ordem taxondmica, sistematica ou da historia evolutiva dos ceriantérios, circundam esse
clado. O presente estudo tem como objetivo discutir aspectos ligados ao ciclo de vida,
as rotas alternativas e as implicagcdes dessa complexidade ontogénica, para a familia
Arachnactidae, a nivel morfolégico e transcriptdmico. Nossos dados mostram a
ocorréncia de individuos larvais de 1. nocturnus na regido norte do Brasil sendo capazes
de ocupar habitats com influencia estuarina. Ademais, nos discutimos a validade da
espécie Ovactis brasiliensis descrita somente com base em caracteres das formas
larvais. N@s registramos uma nova espécie do género Arachnanthus para o Atlantico
Sul, o primeiro registro de ocorréncia desse género para essa regido, bem como o seu
ciclo de vida apresentando uma larva plancténica de vida curta e discutimos um
comportamento de locomocdo inédito para ceriantarios adultos. Ainda, nossos
resultados apontam para um arsenal de toxinas bem maior expressado pelos genes no
periodo larval em comparacdo ao estagio adulto e que o pdélipo da nova espécie de
Arachnanthus exibe uma abundancia maior de toxinas putativas em relacdo ao ja
descrito para a familia Arachnactidae. Por fim, nossas analises identificaram uma maior
quantidade de transcritos sendo expressos no estagio larval em comparacgdo ao adulto e
a maioria desses transcritos estava associada a processos biolégicos.

Palavras-chave: Anémonas de tubo. Ciclo de vida. Toxinas. Transctiptoma.

Arachnactidae.



LOPES, Celine da Silva Santos. Development patterns in Ceriantharia (Cnidaria):
life cycle, evolutionary and ecological patterns. 2023. 115 p. Tesis (Doctorate degree
in Biological Sciences — Zoology). — Universidade Estadual Paulista “Jilio de Mesquita
Filho (UNESP), Bioscience Institute, Botucatu, 2023.

ABSTRACT

Ceriantharia is a small subclass of the Anthozoa, which has only 54 valid species and in
the past decades has been assumed a central space in evolutionary discussions.
Probably, the lack of knowledge about ontogenetic and ecology aspects increase the
evolutionary uncertainness of this subclass. Currently, many taxonomic, systematics
and evolutionary history inconsistences are present in this clade. The study discuss life
cycle, alternative routes and implications of these ontogenetic complexities for the
Arachnactidae family at morphological and transcriptomic level. Our results evidence
the occurrence of larva stages of I. nocturnus from North region of the Brazil,
occupying habitats with estuarine influences. We discussed the validity of the species
Ovactis brasiliensis described only based on morphological characters of the larva
forms. A new species of the genus Arachnanthus from South Atlantic Ocean and its life
cycle with a short-time larva were described; the first occurrence record of this genus
for the region. The unprecedented locomotion behavior of the ceriantharian adult was
discussed. Our data revealed a higher putative toxin arsenal expressed by genes in the
larval stages of the Arachananthus spl than adult phase. The polyp of the new species
presented more abundant number of toxins than earlier registered for the family
Arachnactidae. Additionally our analyses identified great number of transcripts
expressed by the larva than polyp; most of transcripts was related to biological process.

Keywords: Tube-dwelling anemones. Life cycle. Toxins. Transcriptome.

Arachnactidae.



SUMARIO

INTRODUGAO GERAL ...ttt 12
Aspectos gerais sobre Ceriantharia.............ccooeieiiiiniinice 12
Inconsisténcias taxonémicas na familia Arachnactidae..............c.ccoceeevnnennen. 15

Aspectos do desenvolvimento em Ceriantharia: ciclo de vida e regeneragdo 17

Estudos transcriptdmicos em Ceriantharia: expressdo diferencial de genes e

TOXINAS PULALIVAS ..vvevveieieiieeie ettt et ste e este e esneennas 18
OBUIETIVOS oo et er et e e e s e et e e er et et e e e s er e eaens 20
REFERENCIAS ..o oot e e e ee et ae et e e e et e e es e e s eesese e esareeseneeeranen 21

CAPITULO I: NEW EVIDENCE TO DEMYSTIFY THE SUPPOSED

HOLOPLANKTONIC LIFE CYCLE IN CERIANTHARIA (CNIDARIA) ......... 28
ADSTFACT ... s 29
INEFOTUCTION. ...ttt 30
Material and MEtNOTS ..........coiiiiiiiiiiie e 31

SPECIMENS ...ttt ettt ettt e st et e s ae e s te e e e s te e s te et e sreesreenresreenreeeeas 31
MOleCUIAr @NAIYSIS.........coviieirieie et 32
Morphological @nalySES.........c.couviiiiiiiicecece e 32
RESUIES. ...t 33
Morphological description of larvae from Para.............cccccooveviieiiccecen, 33
Molecular identification of larvae from Para.............ccocooeoviieneiiiiiicicnen, 33
Taxon deliMItAtION ........ccvoiiiie s 34
DISTFIDULION ... 35
DISCUSSION ...ttt bbb bbbttt e bbb 36
Comparative analysis of [arvae ... 36
Life cycle aspects and diStribution.............cccovreiiiiiiiinine 38
Nomenclatural aCt.............coooiiiiii 39
ACKNOWIEAGMENTS ...ttt 41

1o [T T [P UP PRSP 41



R BT NGRS . ... ettt ettt e e e aaan 41

CAPITULO I1: DESCRIPTION AND LIFE CYCLE OF A NEW SPECIES
OF THE GENUS ARACHNANTHUS (CNIDARIA, ANTHOZOA,

CERIANTHARIA) FROM SOUTHWESTERN ATLANTIC OCEAN ................. 46
ADSIIACT ... 47
INEFOTUCTION. ...t 48
Materials & METNOGS .........cooviiiiieire e 50

Sampling Of SPECIMENS ........ccviiiiiicie e 50
Larval and adult rearing.........ccccvoveiieiicie e 51
Morphological @nalysiS..........cccciiieiieiicic e 51
RESUITLS. ...t bbb 52
Description Of life CYCIE .......covviiii e 60
LarVal STAGE ....ooveeeieeiiiee s 60
Larval DENAVION ..o 63
SEEHIEBMENT .. 63
Crawling and feeding DENAVION...........ccooiiiiiii 65
DISCUSSION ...tttk bbbttt 66
CONCIUSTONS. ...ttt bbbt 71
ACKNOWIEAGEMENES........iiiiiece e 72
RETEIENCES. ... e 73

CAPITULO IIl: EXPLORING THE LARVAL AND ADULT
TRANSCRIPTOME OF THE TUBE-DWELLING ANEMONES
ARACHNANTHUS SP.1 (CNIDARIA, CERIANTHARIA): DIFFERENTIAL

EXPRESSION AND TOXIN PROFILE ........ooiiiiieee e 80
ADSTIACT. ... s 81
INEFOAUCTION. ...t 82
Material and MethodS .........coooiiiiiie e 83

Samples and tisSue COIIECT..........ccciiiiiiiie e 83



Construction of cDNA library and Hlumina Sequencing...........ccccoeevvvvervennnne 84

De novo transcriptome assembly and assessment of quality ............cccceveee. 84
Transcriptome annOtaAtION ...........ooiiiiiieeieiee s 85
Annotation of putative venom-like gene..........ccocoovriiiiiniiicice e 85
RESUIES. ..ottt 86
Transcriptome Sequencing, De Novo Assembly and Annotation.................... 86
Gene Ontology (GO) enrichment analysisS..........ccoceverieiienienin e 86
Putative toxin-encoding tranSCriPLS .........cvevverieririreierieeeee e 87
Putative toxins-like proteins families of the adult and larva.......................... 89
Putative toxins expressed exclusively by larva ............cccccooeveiiiicciccecn, 94
Putative toxins expressed exclusively by adult specimen..........cccccccevvevieenene. 96
DISCUSSION ...ttt sttt sttt st b ettt e st se et st nteene e 97
Comparative functional gene enrichment analysis...........ccccccoeevveieiicinennns 97
Profile of putative tOXINS .........coeiiiieiiciece e 98
ACKNOWIEAGMENT ... 102
RETEIEINCE ...ttt e e e ne e 102
DISCUSSAO GERAL ....oovviiiieieisiee et 118
CONCLUSAO GERAL ......oovriiiiiieiseieiies st 122

REFERENCIAS ..o et e e e e e er e e es s 123



21

e Tracar um perfil de toxinas putativas para a fase larval e adulta da espécie
Arachnanthus sp. 1, bem como apresentar a anotacdo funcional dos genes
expressos em cada fase, propondo uma discussdo sobre as implicagdes
evolutivas dentro de Ceriantharia e em Cnidaria.
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DISCUSSAO GERAL

Ceriantharia € uma subclasse de Cnidaria que em comparagdo aos outros
representantes deste filo, é pouco estudada (eg. Medusozoa: Brekhman et al. 2015, Ceh
et al. 2015, Gold et al. 2019; Anthozoa: Utrilla et al. 2019, Karako-Lampert et al. 2014,
Moya et al. 2012). Aspectos como a ontogenia e as respostas a niveis génicos dos
diferentes estagios de desenvolvimento ainda sé@o pouco compreendidos (ver Stampar et
al. 2015). As andlises morfoldgicas e moleculares realizadas em larvas encontradas no
Para — regido Norte do Brasil — evidenciaram um cenério complexo para o género
Isarachnanthus. De acordo com os estudos utilizando o marcador molecular COl, as
sequéncias larvais do Pard apresentaram similaridades significativas com aquelas
referentes a espécie Isarachnanthus nocturnus (~2% de divergéncia), corroborando com
0 cenario hipotetizado por Stampar et al. (2012) de que as larvas de I. nocturnus
poderiam tolerar as condi¢Oes ambientais das regides estuarinas. De fato, recentemente
algumas larvas de Ceriantharia (254) foram encontradas novamente na regido do Para
sob uma variacdo relativamente alta de salinidade — 31 a 36 ppt — e de temperatura— 9 a
29°C (Tosetto et al. 2022). Esse cenario possibilita o inicio de discussdes biogeograficas
mais profundas em relacdo a I. nocturnus, uma vez que ja é compreendido que larvas
como a que essa espécie apresenta estdo adaptadas para permanecer por um longo
periodo no ambiente pelagico (cerca de 3 meses), sendo assim essas larvas tem
capacidade de dispersdo consideravelmente grande (Stampar et al. 2015). Em relacdo a
divergéncia genética observada entre as regiGes COI (1 a 2%) da larva do Para e de I.
nocturnus, apesar de ser maior do que a encontrada anteriormente para membros da
referida espécie, a distancia genética interespecifica observada entre o género pode
chegar a 9% (Stampar et al. 2012). As construcdes filogenéticas utilizando as
sequéncias COI de I. nocturnus, I. maderensis, Isarachnanthus sp. e das larvas do Par3,
demonstraram 3 clados putativos, sendo que I. nocturnus e as larvas do Para foram
alocados no mesmo clado. As analises morfoldgicas das larvas do Para evidenciaram
semelhancas acentuadas com as larvas descritas por van Beneden (1897) como da
especie Ovactis brasiliensis. Entretanto, essa espécie foi descrita somente com base na
morfologia de individuos larvais encontrados na regido nordeste do Brasil (cerca de
600km de distancia do Norte do Pard) sem mencdo ao holotipo. Durante o século XIX e
inicio do século XX a massiva descri¢do de espécies estava em alta e, especificamente

em Ceriantharia, muitas espécies foram descritas indiscriminadamente somente com o
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uso de caracteres morfoldgicos das formas larvais (van Beneden 1897). Registros como
esses resultaram na superestimacdo do numero de espécies na subclasse, afetando
severamente o conhecimento da biodiversidade de Ceriantharia e gerando uma extensa
lista de espécies. As descrigcdes baseadas em um tipo de anélise de apenas um estagio do
desenvolvimento de invertebrados com ciclos de vida complexos como os chidarios sdo
bastante problematicas, devido as mudancas morfologicas que acontecem entre um
estagio e outro (van Beneden 1987, Storch et al. 2013, Stampar et al. 2015, Brink et al.
2019). Portanto, com base nesse cenario, nos defendemos que Ovactis brasiliensis seja
considerada uma espécie inquirenda, uma vez também que a analise do material
original de van Beneden (1987) ¢ inviavel. Além disso, de acordo com as evidéncias
moleculares, a larva encontrada no Para é um estagio inicial de I. nocturnus.

Na familia Arachnactidae, a maioria dos estudos esta relacionado ao género
Isarachnanthus (Molodtsova 2004, Stampar e Morandini 2014, Stampar et al. 2012,
DeBiasse et al. 2022). A maioria dos estudos voltados para o género Arachnanthus foi
conduzida entre os séculos X1X e XX e consistiam em trabalhos taxondmicos (Carlgren
1912, 1924, 1937). NGs descrevemos uma nova espécie para o género Arachnanthus e o
ciclo de vida da mesma. Ademais, nds utilizamos a abordagem transcriptbmica para
analisar a expressdo génica e para tracar o perfil das toxinas inerentes a fase larval e
adulta da nova espécie descrita. Arachnanthus sp. 1 é uma espécie que esta distribuida
no Sudoeste do Oceano Atlantico, mais especificamente na costa litoranea do Sul do
Brasil e Uruguai. E o primeiro registro do género para essa regido. A espécie é
caracterizada por ter uma actinofaringe pequena em comprimento, um par de
mesentérios conectados a sifondglife, o primeiro par de protomesentérios (P) alcanca a
metade do comprimento da cavidade gastrovascular, enquanto o primeiro par de
metamesentérios é longo, mas ndo se estende até o final da cavidade gastrovascular. A
quantidade de tipos de cnida encontrada nos tentaculos marginais foi relativamente
baixa (apenas um). O ciclo de vida é caracterizado por ter uma duragéo curta com uma
larva inicial mais oval, com sete tentdculos marginais cujas pontas eram acastanhadas; e
uma larva tardia com um corpo mais conico, oito tentdculos marginais e com
protomesentérios visiveis na cavidade gastrovascular. A larva inicial era bastante ativa e
se locomovia pela coluna d’agua, quanto mais préximo ao assentamento, a larva ficava
menos ativa, apresentando uma locomog¢do mais contida e periodos sem ingestdo de
alimentos. Apds o assentamento e a construcdo de um tubo pelo polipo, ele apresentou

com muita frequéncia um comportamento de locomog&o inédito para os ceriantérios. Os
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polipos deixavam o seus tubos e arrastavam o corpo sobre o sedimento e, muitas vezes
se contraiam para dentro do tubo, se retiravam dele e cavavam o substrato, se
locomovendo entre o sedimento.

Arachnanthus sp 1. é uma espécie com caracteristicas morfologicas e
comportamentais bem distintas de seus congéneres, além de apresentarem variacOes
morfolégicas intra-especificas. Carlgren (1912) destacou algumas variacbes em
caracteres morfologicos, como quantidade de tentdculos, coloracdo, quantidade de
mesentérios, dentre outros. Mais recentemente, Lopes et al. (2019) observou variacoes
intra-especificas em caracteres morfologicos externos e internos das espécies do género
Ceriantheomorphe. Dados ndo publicados sugerem que essas diferencas morfoldgicas
intraespecificas pode esta relacionado, dentre outros fatores, ao tempo que a larva
demora para se assentar. Em Meduzosoa, os ciclos de vida sdo caracterizados por um
padrdo metagenético, o qual pode gerar diversas rotas ao longo do desenvolvimento
(Ceh et al. 2015, Morandini et al. 2016). Em hidrozoérios como Turritopsis dohrnii e
cifozoarios como Aurelia sp. um ciclo de vida reverso ainda pode estar presente (He et
al. 2015, Matsumoto et al. 2019). Ja nos Anthozoa, esses tipos de desenvolvimento ndo
estdo presentes. Especificamente em Ceriantharia, observa-se a possibilidade de uma
planula ou cerinula ao longo do desenvolvimento do individuo e um periodo larval
pelégico curto ou longo (Nyholm 1943, Uchida 1979, Stampar et al. 2015). Geralmente,
a fase larval esta relacionada algumas fungdes, como a de dispersdo, enquanto o estagio
adulto a outras distintas, como a reproducdo (Podolsky and Moran 2006) e estdo
susceptiveis a diferentes sugestdes ambientais, consequentemente os individuos durante
cada fase desenvolveram respostas a niveis génicos, comportamentais e morfolégicos
distintas.

Apesar do estilo de vida diferente, da metamorfose e das condi¢des ambientais
distintas, as quais individuos na fase larval e adulta estdo condicionadas, as nossas
anotagdes funcionais dos transcritos da larva e do adulto de Arachnanthus sp. 1
resultaram em um perfil similar entre esses estagios. Em ambos 0s estagios, a maioria
dos genes anotados estavam relacionados a processos bioldgicos, nestes, na fase larval a
maioria dos genes foram incluidos na categoria de processos metabdlicos e celulares e
no polipo na categoria de processos metabdlicos e regulacéo bioldgica. O cenério acima
pode estar relacionado ao curto periodo de tempo que a larva de Arachnanthus sp. 1
dispende no ambiente pelagico, que provavelmente diminui a capacidade de dispersédo

nessa fase e consequentemente as variagbes ambientais experimentadas pela larva sdo
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amenas em comparacao as larvas de duragdo mais longa que pode alcancar distancias de
até 4000km ao longo da costa (ver Stampar et al. 2005). Além disso, o fato de o pdlipo
apresentar um comportamento de locomocéo durante a fase adulta, deixando a protegéo
do tubo e ficando mais exposto a pressdes ambientais, como os fatores abidticos e
predadores, poderia também contribuir para os resultados encontrados.

Ao longo da histéria evolutiva os cnidarios desenvolveram estratégias
adaptativas responsaveis pelo sucesso evolutivo da linhagem (Babonis and Martindale
2014, Kayal et al. 2018). Uma dessas estratégias foi a sintese de células urticantes, os
cniddcitos que possuem diversas fungdes, dentre elas a captura de presas (Kass-Simon
and Scappaticci 2002). Os cniddcitos também sdo os responsaveis pela producdo de
veneno e inoculacdo destes compostos na presa (Macrander et al. 2016). Portanto, o
perfil toxicoldgico dos cnidarios pode variar de acordo com as condi¢cdes ambientais
(Sachkova et al. 2020), diferentes tipos de tecidos e quantidade de cnida (Surmm et al.
2019, Ashwood et al. 2021) e entre os estagios de desenvolvimento (Columbus-Shenkar
et al. 2018). A partir de analises transcriptdmicas, nds encontramos um perfil de toxinas
putativas, relativamente similar entre a larva e o adulto. Contudo, algumas diferencas
também foram evidenciadas. NOs identificamos um nimero maior de proteinas
similares a toxinas sendo expressas na fase larval (166) em relagdo a adulta (95). A
discrepéncia significativa na quantidade de possiveis toxinas encontradas em ambas as
fases pode estar evidenciando o estilo de vida muito mais dispersivo na fase larval em
relacdo a fase adulta, mesmo com o polipo apresentando um comportamento de
locomocdo. Pois, inicialmente, a locomocédo observada nos adultos de Arachnanthus sp
1. ndo foi suficiente para que o individuo seja capaz de percorrer grandes distancias.
N&do foi possivel estabelecer a funcdo ecoldégica do comportamento de locomogéo
exibido pela nova espécie de Ceriantharia. Entretanto, estudos com outros cnidarios
mostram que esse tipo de comportamento em individuos até entdo vistos como semi-
sésseis, pode estar relacionado a ocupacdo de locais vazios para se distanciar de
organismos altamente toxicos que podem porventura ser competidores ou até mesmo
predadores (Hoeksema and de Voogd 2012). A maioria das toxinas identificadas no
estagio larval estava intrinseca a fungGes hemostaticas e hemorragicas e no estagio
adulto, a maioria foi inerente a fungdes auxiliares. No geral, o padrdo das toxinas
identificadas em nossas analises consistiu com o encontrado para 0s outros cnidarios

(Jaimes-Becerra et al. 2017). Entretanto, algumas diferencas foram encontradas, por
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exemplo, a pouca expressao de toxinas com funcdes neurotdxicas diferente do cenario

encontrado para Actiniaria (Macrander et al. 2015).

CONCLUSAO GERAL

Nossos resultados constribuem significativamente com o conhecimento dos
processos inerentes ao desenvolvimento da familia Arachnactidae em Ceriantharia. A
partir das andlises das sequéncias do DNA barcode — COl, foi possivel inferir que as
larvas encontradas na ilha de Maiandeua — Para correspondiam a I. noctunus, ampliando
as discussdes sobre a capacidade de dispersdo e tolerancia adaptativa dos individuos
dessa espécie. As sequéncias apresentaram uma divergéncia intraespecifica de cerca de
2%. Nas reconstrucdes filogenéticas realizadas trés possiveis clados foram gerados, um
deles era composto pelas larvas do Para + I. nocturnus, enquanto os outros abarcaram |I.
maderensis e Isarachnanthus sp. A similaridade morfol6gica entre as larvas do Para e
aquelas descritas por van Beneden (1897) foi demonstrada. Porém, devido a
impossibilidade de analisar o hol6tipo, sugerimos que Ovactis brasiliensis seja
considerada uma espécie inquirenda.

Além disso, nds descrevemos uma espécie nova do género Arachnanthus, o
primeiro registro do género para o Uruguai e Sul do Brasil, e registramos o seu ciclo
dessa espécie. Os individuos adultos de Arachnanthus sp 1. apresentaram um par de
mesentérios conectados a sifondglife, o primeiro par de protomesentérios ocupou mais
da metade da cavidade gastrovascular e o primeiro par de mesentérios se estendeu até a
metade da cavidade gastrovascular. A larva passou cerca de quatro a sete dias no
ambiente pelagico até se assentar. O adulto alcancava até 5cm de comprimento
corporeo, a coloracdo do corpo era leitosa e apresentou um comportamento de
locomocdo que, até entdo, ndo era conhecido para Ceriantharia. No intuito de se
locomover, o adulto abandonava o tubo ja construido e provavelmente, sintetizou mais
de um tubo durante o estagio adulto.

No6s tambpem analisamos o transcriptoma da larva e do adulto de Arachnanthus
sp. 1. Nossos resultados demonstraram que a proporgao de transcritos classificados em
cada categoria ‘Gene Ontology’ foi similar em ambos os estagios do ciclo de vida, a
maioria deles foram atrelados a processos bioldgicos. Nés também avaliamos o perfil de
possiveis toxinas expressas pela larva e pelo adulto da nova espécie. O adulto
apresentou uma abundancia muito menor de proteinas similares a toxinas em

comparacdo a larva. Provavelmente, isso evidencia os fatores ambientais, 0os quais a
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larva e 0 adulto estdo susceptiveis e as estratégias que o individuo em cada estagio
precisa desenvolver para garantir a sobrevivéncia e sucesso reprodutivo.

Por fim, muitas icdgnitas persistem em relacdo ao desenvolvimento de espécies
da subclasse Ceriantharia. Os percursos dos estagios de desenvolvimento ainda
precisam ser desvendados para grande parte das espécies de ceriantarios. Analises
voltadas para a funcdo ecoldgica da locomocao do adulto de Arachnanthus sp 1., bem
como as implicagdes evolutivas desse comportamento ainda precisam ser desvendadas.
Além disso, € necessario compreender melhor a relacdo entre expressdo génica, as fases
do desenvolvimento em Ceriantharia e fatores ambientais experimentados pelos
individuos em cada estagio. Adicionalmente, é de grande relevancia estudos mais
abrangentes no intuito de entender a sintese de toxinas por cada estagio do ciclo de vida
das anémonas de tubo, a variacdo encontrada mediante as sugestdes ambientais e as

funcBes ecolodgicas dessas toxinas.
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