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RESUMO GERAL

Os nematoides séo abundantes e diversificados em todos os ecossistemas da Terra. O
conhecimento sobre a diversidade de espécies desses organismos ainda € escasso.
Tamanho diminuto, variacbes morfoldgicas, identificacGes das espécies majoritariamente
baseadas em individuos machos e alta representatividade de individuos jovens no
ambiente sdo dificuldades para o conhecimento mais amplo na taxononomia de
Nematoda. O presente estudo teve como objetivo analisar a taxonomia dos géneros
Terschellingia e Pseudolella, abundantes em estuarios tropicais, usando caracteres
morfologicos e morfométricos. As amostras foram coletadas no ano de 2016 em dois
estuarios da Paraiba, Brasil (7°S). Os nematoides foram submetidos a diafanizacéo e
confeccionadas laminas permanentes e medidos 0s espécimes com curvimetro em
microscopio optico com tubo de desenho. Foram utilizadas analises de regresséo linear
para avaliar as relagdes entre as variacfes das caracteristicas morfométricas, entre
estagios ontogenéticos juvenil e adulto com a variacdo do comprimento total do corpo.
ANCOVA foi utilizada para testar diferencas nas variacdes morfométricas entre os
estagios ontogenéticos. Foram analisados 102 individuos do género Terschellingia, todos
identificados como Terschellingia longicaudata, e 92 individuos do género Pseudolella,
propostos aqui como Pseudolella sp. nov. 1, representados por 82 individuos e seis
individuos identificados como morfotipo 1. Em Terschellingia longicaudata, as
caracteristicas diagnosticas foram baseadas em dados morfolégicos e morfométricos. Em
Pseudolella, o comprimento do anfidio/comprimento da cavidade bucal € um bom
diagndstico, diminuindo a variagdo morfométrica. Ambos 0s géneros tiveram grande
variacdo morfométrica. Essas variagdes, na maioria dos casos, foram relacionadas com a
variagdo do comprimento total do corpo. Entre estdgios ontogenéticos, algumas
caracteristicas diagndsticas nao diferiram significativamente. As analises morfomeétricas
permitem avaliar a varia¢do das principais caracteristicas diagnésticas, tornando-se uma
boa ferramenta para discutir as caracteristicas de géneros problematicos do filo
Nematoda. A auséncia de diferencas significativas nas caracteristicas morfométricas entre
juvens, fémeas e machos, aliados a dados morfoldgicos, sugerem que individuos dos
géneros Terschellingia e Pseudolella podem ser identificados a nivel especifico em

qualquer uma dessas trés condices.



Palavras chave: Terschellingia; Pseudolella; Anélise de morfometria; Nematoda;

Variagdo intraespecifica.

GENERAL ABSTRACT

Nematode are abundant and diverse in all ecosystems on earth. Knowledge about the
species diversity of these organisms is still scarce. Small size, morphological variations,
species identifications mostly based on male individuals and high representation of
juvenile individuals in the environment are difficulties for a broader understanding of the
Nematode taxonomy. The present study aimed to analyze the taxonomy of the genera
Terschellingia and Pseudolella, abundant in tropical estuaries, using morphological and
morphometric characters. Samples were collected in 2016 in two estuaries in Paraiba —
NE, Brazil (7°S). The nematodes were submitted to diaphanization and permanent slides
were made and the specimens were measured with a curvimeter in an optical microscope
with a drawing tube. Linear regression analyzes were used to evaluate the relationships
between variations in morphometric characteristics and the variation in total body size
between juvenile and adults, including male and female, ontogenetic stages. ANCOVA
was used to test differences between ontogenetic stages in morphometric relationships. A
total of 194 specimens of the genera Terschellingia and Pseudolella were analyzed, in
which 102 individuals are of the genus Terschellingia, all identified as Terschellingia
longicaudata and 92 of the genus Pseudolella, proposed here Pseudolella sp. n. 1,
represented by 86 individuals and six individuals identified as Morphotype 1. In
Terschellingia longicaudata, diagnostic features were based on morphological and
morphometric data. In Pseudolella, proportions were required for a good diagnosis,
reducing morphometric variation. Both genera had great morphometric variation. Both
genera had great morphometric variation. These variations, in most cases, were related to
the variation of the total body size. However, between ontogenetic stages, diagnostic
features do not significantly differ from the variations. The morphometric analyzes allow
the evaluation of the variation of the main diagnostic characteristics, making it a good
tool to discuss the characteristics of problematic genera of the phylum Nematode. The
occurrence of morphometric characteristics, without significant differences in the
variation in juvenile, female and male stages, combined with morphological data, allow
the identification of species of the genera Terschellingia and Pseudolella, regardless of

the ontogenetic stage.
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variation.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Mapa dos estuarios do rio Mamanguape e rio Paraiba, Brasil com os pontos

estabelecidos 1-8 — Ocean data view (SCHLITZER, 2015).........ccccoiiiiiiieniiniiiennne, 20
Figura 2. Esquema geral da morfometria dos nematoides (Adaptado de Vinx e Chen,
2000). 1.ttt b Rt Rt R e e Rt bt e Rt e Rt e Rt e bt e nbeebeaneenreenreas 22

Figura 3. Relagdes entre o comprimento total do corpo em estagios ontogenéticos em
Terschellingia longicaudata. ¢’= Comprimento total do corpo/didmetro do corpo na
TEGIAO ANAL .. 38
Figura 4. llustracBes da posicdo da fovea anfidial em relacdo as cerdas subcefalicas
Terschellingia longicaudata na literatura. Sin= Sinonimias de Terschellingia
longicaudata, depois de Armenteros et al., 2009. literatura (De Man, 1907; Kreis, 1929;
Schulz, 1932; Allgén, 1933; Schuurmans Stekhoven, 1950; Chitwood, 1951; Timm,
1962; Gerlach, 1963; Wieser e Hopper, 1967; Inglis, 1968; Vitiello, 1969; Armenteros et
L., 2009) .1ttt ettt et eebe e areenres 38
Figura 5. Morfétipo 1. Holotipo. A= Visdo geral do corpo; B= Parte anterior,
evidenciando a cavidade bucal com seis dentes; C= Parte anterior, evidenciando a fovea
anfidial estriada; D= Sistema reprodutor feminino, evidenciando a vulva e 0s ovarios

estendidos; E= Parte posterior, evidenciando a cauda conico-cilindrica. Escala (um).

Figura 6. Morfétipo 1. Hol6tipo. A= Parte anterior; B= Cavidade bucal; C= Sistema
reprodutor feminino com ovo; D — E= Cauda. ........cccovvveiiiieeiiie e 62

Figura 7. Relagbes entre o comprimento total do corpo em estagios ontogenéticos em P.

Figura 8. Esboco de 12 espécies validas do género Pseudolella. Reproducdo das
descricBes originais. A-B: P. bengalensis; C-D: P. granulifera; E-G: P. capera; H-I:
Pseudolella ferox; J-L: P. intermedia; M-N: P. irritans; O-P: P. major; Q-R: P. mangrovi;
S-T: PomINOE; U-V: Pl PAIVA. c.eeeeiiie ettt snaea e 67



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Morfometria de Terschellingia longicaudata em estuarios tropicais (~7°S).
Literatura: De Man, 1907; Kreis, 1929; Schulz, 1932; Allgén, 1933; Schuurmans
Stekhoven, 1950; Chitwood, 1951; Timm, 1962; Gerlach, 1963; Wieser e Hopper, 1967,
Inglis, 1968; Vitiello, 1969; Armenteros et al., 2009. L= Comprimento total do corpo;
Razdes de de Man a= Comprimento do corpo/didmetro méaximo do corpo; b=
Comprimento total do corpo/comprimento da faringe; c= Comprimento total do
corpo/comprimento da cauda. Simbolos: (*) = Caracteristica ausente no estagio de
desenvolvimento ou sexo; (-) = Auséncia de dados na literatura. DP= Desvio padréo.. 40
Tabela 2. Equaces de regressdo linear ajustadas. ............cccveevvveiiiieeiieeesiieesiee e 43

Tabela 3. Caracteristicas morfométricas de Pseudolella sp. Nov. 1. DP= desvio padré&o.

Tabela 4. Caracteristicas morfomeétricas de Morfotipo 1.........cccccooeveeiveeviieeiiie e, 61

Tabela 5. Principais diagndsticos das espécies validas do género Pseudolella Cobb, 1920.



SUMARIO

RESUMO GERAL ... ..ottt e e e e e e r e e e e e e s ennnees 5
GENERAL ABSTRACT ...ttt e e e e e s s a e e e e e e s s st aanaaae s 6
LISTADE FIGURAS ...ttt e e e e e e e e e e e s nrenees 8
LISTADE TABELAS ..ottt e e e e e r e e e e e e e nranees 9
1. INTRODUGAO GERAL ....oovveeceeieeeeeee oot nae s 12
Ordem MONNYSEEIITA ........ooieiiie e 13
(@ o T I LT ] Fo g ][ - TSRS 15
Taxonomia Classica € MOrfOMELITa .........cccveiiieiie i 16
Diversidade dos nematoides e 0 status dos estudos N0 Brasil ............cccccevvviiiiniinnnn, 17
2. METODOLOGIA GERAL ...cooieeee ettt 19
2.1 Ara de EStUAD: ..........eeeeeeeeeeeecece ettt 19
2.2, EM CAIMPO: oottt 19
P20 T = 4 I = o [o] - Lo o PSSR 20
2.4.  ConfecCao das JAMINAS: ........ccoiiieiiee e 20
3. OBUIETIVO ..ottt sttt ettt sttt et et ane e areenneas 18
TN B @ o) =1 AV o T €= - | PSPPSR 18
3.2, ODJetiVOS ESPECITICOS: .. ueiiiiiieiiiee ittt e e e aneeas 18
REFERENCIAS ..ottt sttt 23
Capitulo 1: Analise morfométrica de Terschellingia longicaudata (Nematoda:

Linhomoeidae) de eStUArios tropICaIS (~7°S) ...ccvreeiureeiieeeciie e st 30
4. INTRODUGAOD .......cooieeeeeeee ettt ettt ettt n e en s 32
5. MATERIAIS E METODOS .......oviuiieieieisiesieeeeeeeeteteeisies s sttt sn s s, 36
6. RESULTADOS ..ottt sttt sta et e e e taasaeaneesneennes 37
D= o] o Lo OSSPSR 37
7. DISCUSSAD ..ottt 43
8. CONCLUSAOD ...ttt 46
REFERENCIAS ..ottt 46

Capitulo 2: Analise morfométrica e status do género Pseudolella (Nematoda:
Axonolaimidae) com descricdo de duas novas espécies em estuarios tropicais (~7°S) .52

9. INTRODUGAOD ... ..ottt ettt ettt en e 55
10.  METODOLOGIA ..ottt 56
11, RESULTADOS . .....ooiiitieieeeeee ettt sttt en st 57

DeSCriGa0 0 NOIOLIPO ..ot 57



12.  Anélise morfométrica em Pseudolella sp. NOV. 1 .......ccccoviiiiiiiiiiiiieiie e, 62

13, DISCUSSAD ..o e e, 67
14, CONGCLUSAO ..o e e e, 70
REFERENCIAS ..ot e et e et e e 70

15, CONCLUSAO GERAL oooeeeeeeeeeeeeee oo e, 74



12
1. INTRODUCAO GERAL

O filo Nematoda ou Nemata é classificado no superfilo Ecdysozoa, que engloba um
grupo de animais protostomados com estagio de muda no seu ciclo de vida. Entre os
Ecdyozoa estdo incluidos os filos Artrhopoda, Nematoda, Nematomorpha, Tardigrada,
Priapulida, Kinorhyncha, Onychophora e Loricifera (Halanych, 2004), suportado por
SSU e rDNA (Aguinaldo et al., 1997). Outras caracteristicas como perda de locomogéo
ciliar, estrutura da cuticula em trés camadas e formacédo de epicuticulas microvilares sdo
caracteristicas compartilhadas entre os grupos do superfilo Ecdysozoa (Nielsen, 1995;
Schmidt-Rhaesa et al., 1998).

Diversas abordagens para classificagdo do filo Nematoda foram realizadas desde
meados do século XIX até recentemente (e.g. Schneider, 1866; Perrier, 1897; Lorenzen,
1994; de Ley e Blaxter, 2002). As primeiras classificagdes foram rudimentares e baseadas
em estruturas plasticas como a cavidade bucal e a faringe (Cobb, 1919). A classificacéo
baseada na estrutura da cavidade bucal foi baseada em nivel de familia, cujos individuos
que possuem dentes foram classificados na familia Odontopharyngidae, enquanto os
individuos que possuem estiletes foram agrupados na familia Tylenchidae (Micoletzky,
1922). Outra estrutura evolutiva foi baseada na estrutura da faringe e no sistema excretor,
considerando a faringe cilindrica o ancestral de todos os nematoides, sendo assim, 0s
Enoplida e Monhysterida estando mais proximos do ancestral dos Nematoda que Plectida
e Rhabitida (Micoletzky, 1922).

Um dos avancos na historia da classificacdo dos nematoides foi a inclusdo dos
parasitos (Chitwood e Chitwood, 1933; Chitwood, 1937), considerando como principal
caracteristica os fasmideos, e propondo os homes Phasmidia e Aphasmidia. Em 1958,
Chitwood sugere Secernentea (individuos com canais de sistema excretor lateral) e
Adenophorea (referindo a presenca de glandulas caudais) para prevenir confusées com
grupos de insetos. Essa foi uma das primeiras classificacfes ndo simplista da nematologia,
agregando individuos parasitos aos de vida livre (Rhabditida; Tylenchida). Essa
classificacdo foi aderida por muitos nematologistas até os dias atuais (Lorenzen, 1994;
Smythe et al., 2019). Adenophorea e Secernentea sdo 0s mais encontrados em livros
textos e classificagdes, mas nunca foi universalmente aceito. Mesmo com “Adenophorea”
tendo sido mantido como um taxon valido, muitos autores reconheceram a falta de

monofilia do grupo em comparacao a “Secernentea” (Maggenti, 1963; De Coninck, 1965;
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Gadeéa, 1973; Lorenzen, 1981, 1994; Malakhov, Ryzhikov e Sonin, 1982; Inglis, 1983;

Adamson, 1987), enquanto Goodley (1963) simplesmente rejeita ambas as classes.

A mais recente classificacdo baseada em dados morfolégicos e moleculares foi
proposta por (De Ley e Blaxter, 2002), o filo foi subdividido em duas classes: Enoplea e
Chromadorea. Enoplea compreende duas subclasses, Enoplia e Dorylaimia e sdo
considerados os mais primitivos. Chromadorea tem apenas uma subclasse, Chromadoria,
com sete ordens, incluindo os aquaticos de vida livre Monhysterida e Araeolaimidae. Os
géneros Terschellingia e Pseudolella foram escolhidos para detalhamento em nivel
especifico e morfométrico por serem abundantes nos estuarios do rio Paraiba e

Mamanguape, com >50% de abundancia relativa (Tilbert, 2017).

Ordem Monhysterida

A ordem Monhysterida € caracterizada por apresentar cuticula lisa ou
transversalmente anelada, sem pontuacdo, setas com arranjo 6+6+4, fovea anfidial
circular ou subspiral (raramente espiral), cavidade bucal geralmente pequena ou ausente
e sem esclerotizacdo — denticulos, se presentes, sdo geralmente muito pequenos, eséfago
cilindrico, sem um bulbo verdadeiro (Andrassy, 1983). Uma das principais caracteristicas
da ordem séo os ovarios estendidos nas fémeas (Lorenzen, 1994), entretanto, por também
ocorrer na ordem Chromadorida, é sugerido que os ovarios estendidos sejam originados

independente, durante a evolucdo dos nematoides (Coomans, 2006).

Essa ordem é dividida em duas subordens Monhysterina e Linhomoeina (Fonseca
e Bezerra, 2013). A superfamilia Siphonolaimoidea faz parte da subordem Linhomoeina.
A superfamilia é caracterizada pela reducéo da cavidade bucal, anfidio circular, faringe
com bulbo desenvolvido, gbnadas emparelhadas em Linhomoeidae, espiculas curtas,
gubernaculo com apofise dorsocaudal (Heip et al., 1982). Siphonolaimoidea divide-se em
trés familias Fusivermidae, Linhomoeidae e Siphonolaimidae. As principais
caracteristicas que classificam Linhomoeidae em Siphonolaimoidea sdo glandulas
presentes na faringe, abertas na cavidade bucal dorsal e subventral; superficie do corpo
lisa; e extremidade anterior arredondada (Lorenzen, 1994). A presenca de apdfise no
gubernaculo separa duas familias dentro da ordem Monhysterida - Linhomoeidae e

Monhysteridae (Fonseca e Bezerra, 2013). A estrutura da cavidade bucal distingue quatro
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familias: variavel (Linhomoeidae), forma de barril ou cilindrica (Sphaerolaimidae;
Monhysteridae), pequena, tubulosa ou forma de langa em Siphonolaimidae (De Conick,
1965).

A familia Linhomoeidae é uma familia que compreende 22 géneros pertencendo
a quatro subfamilias (Desmolaiminae, Eleutherolaiminae, Linhomoeinae e
Thelonematinae) e sdo caracterizadas por uma alta heterogeneidade de caracteristicas
morfoldgicas, onde as setas sdo dispostas em 6+6+4, cuticula estriada, anfidio circular ou
raramente criptoespiral, cardia bem desenvolvida, fémeas com dois ovérios estendidos e
machos com dois testiculos opostos (Lorenzen, 1994). Gerlach (1963) revisou a familia

e desde entdo nenhuma outra revisao foi realizada (Armenteros et al., 2009).

A subfamilia Desmolaiminae é caracterizada principalmente por cuticula lisa ou
ligeiramente estriada, segundo e terceiro circulo unidos (6+10) ou separados (6+6+4),
anfidio circular, cavidade bucal cbnica e presenca da cardia entre faringe e o intestino
(Armenteros et al., 2009). A subfamilia Desmolaiminae possui 11 géneros, dentre eles

Pseudoterschellingia, Terschellingioides e Terschellingia.

O género Terschellingia foi descrito por de Man 1888 e a etimologia do género se
refere espécimes encontrados em Terschelling, Holanda. Sua diagnose (emendada por
Armenteros et al., 2009) é: cuticula finamente estriada (lisa em microscopio oOptico),
quatro cerdas cefalicas, anfidio circular, localizado a frente da regido da cabeca. Cavidade
bucal pequena ou ausente, com estruturas esclerotizadas raramente presentes, faringe com
formas varidveis, com ou sem a presenca de um bulbo esofagico. Cardia bem
desenvolvida. Sistema secretor-excretor posterior ao anel nervoso. Macho com testiculos
estendidos, espiculas curvadas e gubernaculo com apofises. Fémea didélfica (raramente
monodélfica ou prodélfica), ovarios estendidos, vulva posicionada no meio do corpo.
Cauda anteriormente conica, posterior cilindrica com a ponta arredondada, sem cerdas

terminais.

Atualmente, ha 48 espécies propostas para o género Terschellingia, as quais 26
sdo consideradas validas, 11 sinonimias, em que oito espéecies sdo sinonimias de
Terschellingia longicaudata e 11 espécies sdo consideradas incertas (Bezerra et al.,
2021). As principais caracteristicas mortipicas sdo a cauda (Fonséca-Genevois et al.,

2009; Gagarin e Tu, 2016) e pelo aspecto do bulbo esofagico (Austen, 1989). No entanto,
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0 género Terschellingia ainda é um género problematico, com poucas caracteristicas

diagndsticas e variacdes intraespecificas (Armenteros et al., 2009).
Espécie tipo: Terschellingia communis de Man, 1988
Ordem Araeolaimida

A ordem Araeolaimida foi classificada baseada em dados moleculares na classe
Chromadorea (De Ley e Blaxter, 2004). Morfologicamente s&o caracterizados por
apresentarem uma cuticula lisa, estriada ou pontuada, 6érgdos sensoriais labiais
papiliformes, de dificil visualizagcdo em microscdpio éptico, quatro cerdas cefalicas e seis
labiais externas, anfidios podem ser espirais (na maioria das vezes), em forma de arco e
em forma de poro (raramente), cavidade bucal com dentes ou odontia, machos possuem
dois testiculos estendidos ou Unico anterior e fémeas didélficas (Lorenzen, 1981,1994)

Essa ordem contém cinco familias, 47 géneros e 397 espécies (Fonseca e Bezerra, 2013).

As familias da ordem Araeolaimida s&o Axonolaimidae, Bodonematidae,
Comesomatidae, Coninckiidae e Diplopeltidae. A familia Axonolaimidae ndo possui
caracteristicas sinapomorficas que estabelecam uma monofilia (Fonseca e Bezerra, 2013).
Seis estruturas como dentes na parte anterior da cavidade bucal ou (odontias), padréo das
cerdas 6+4, separados em dois circulos, anfidios majoritariamente curvados em forma de
laco (invertido U ou em forma de O), longitudinalmente alongados ou em forma de poro
(caso do género Apodontium) (Fonseca e Bezerra, 2013). Atualmente hd 20 géneros
validos dentro da familia Axonolaimidae, incluindo Pseudolella Cobb, 1920 (Bezerra et
al., 2021).

O género Pseudolella Cobb, 1920 é caracterizado por uma cuticula lisa ou
anelada, cabeca afilada e arredondada, setas dispostas em 6+4, atingindo % do didmetro
da cabeca no nivel das cerdas, anfidios em forma de loop, geralmente muito longo,
cavidade bucal com parede paralela, esclerotizada, arqueando na base, es6fago sem um
bulbo distinto; fémeas didélficas, com ovarios estendidos ou refletidos, machos com dois
testiculos; espiculas curvadas, gubernaculo com apéfise, glandulas caudais e espinerete

presentes (Tarjan, 1988; Smolyanko e Belogurov, 1993).

Atualmente, existem 13 espécies consideradas validas (Bezerra et al., 2021): P.
bengalensis Gerlach, 1962, P. capera Tchesunov, 1978, P. cephalata Cobb, 1920; P.
ferox Smolyanko e Belogurov, 1993, P. granulifera Cobb, 1920; P. intermedia Gerlach,
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1957; P. irritans Smolyanko e Belogurov, 1993, P. major Wang Chunming e Huang
Yong, 2016; P. mangrovi Gagarin e Thanh, 2016; P. minor Gagarin & Thanh, 2008; P.
norvegica Allgén, 1947; P. parva Gagarin e Nguyen, 2006; P. tenuis Gagarin & Dinh Tu,
2018.

Espécie Tipo: Pseudolella granulifera Cobb, 1920

FILO NEMATODA Plotts, 1932
CLASSE CHROMADOREA Chitwood, 1933

ORDEM MONHYSTERIDA Filipjev, 1929

Subordem Linhomoeina Andrassy, 1974
Superfamilia Siphonolaimoidea Filipjev, 1918
Familia Linhomoeidae Filipjev, 1922
Subfamilia Desmolaiminae Schneider, 1926
Terschellingia de Man, 1888

ORDEM ARAEOLAIMIDA de Coninck e Schuurmans Stekhoven, 1933
Superfamilia Axonolaimoidea Filipjev, 1918
Familia Axonolaimidae Filipjev, 1918

Pseudolella Cobb, 1920

Taxonomia classica e morfometria

A taxonomia classica data muito antes de hipdteses e metodologias estatisticas
serem desenvolvidas e implementadas fortemente na ciéncia. A taxonomia € uma das
mais antigas esferas de investigacéo biologica (desde meados do século 18), trazendo para
ciéncia, dados de classificacdo, filogenia e descri¢es de novas espécies, construindo uma
base para o entendimento basico para a diversidade bioldgica (Hamilton et al., 2021).
Embora os taxonomistas descrevam a variabilidade de espécies e populacdes, um dos
paradigmas taxondmicos centrais € designar um espécime como referéncia a todos os

outros individuos de uma espécie (Ride et al., 2012).
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A sistematica dos nematoides enfrenta uma questdo fundamental: se as
caracteristicas morfologicas sdo suficientes para uma classificagdo natural e se 0s
caracteres utilizados para identificacdo ao nivel especifico sdo confidveis (Handoo et al.,
2021). O conhecimento taxondmico e as chaves de identificacdo sdo restritos a poucas
areas geograficas, por exemplo: as chaves mais utilizadas na identificacdo dos nematoides

marinhos séo baseados na nematofauna britanica (Platt e Warwick, 1988).

Diversos aspectos e conceitos podem ser usados para determinar uma espécie:
bioquimico, molecular, morfoldgico etc. (Abebe et al., 2011; Sissao et al., 2016). As
identificacOes e descricGes de espécies do Filo Nematoda sdo baseadas na morfometria
dos espécimes (Fonseca et al., 2008). Caracteres morfométricos, além de necessario para
a sistematica, vem sendo uma ferramenta importante para os modelos ecoldgicos (Tita et
al., 1999; Soteart et al., 2003; Fleeger et al., 2011) e podem ser extramemente Uteis para
respostas ecologicas de biomoniramento (Srocznska et al.,, 2021). Os parametros
morfometricos podem ser sensiveis a diversidade de habitat (Fleeger et al., 2011), de
alimentos (Venaverbeke et al., 2004) e batimetria (Soetaert et al., 2009). Assim, espécies
cosmopolitas, como Terschellingia longicaudata, que habitam diversos tipos de habitats,
tem amplas variacbes morfométricas, o que comumente gera duvidas e confusdes
taxonémicas e identificacdes errdneas, causando confusdes nos status do género e no

conhecimento da diversidade dos nematoides, em geral (Armenteros et al., 2009).
Diversidade dos nematoides e o status dos estudos no Brasil

O Filo Nematoda tem um deficit taxondmico (nimero de espécies conhecidas vs.
namero de espécies estimadas), ainda que o conhecimento tenha aumentado
gradativamente com os anos. Na década de 1990 os Nematoda tinham ~4,000 espécies
descritas (Lorenzen, 1994; Warwick et al., 1998). Atualmente, hd ~30,000 espécies ja
conhecidas (Appeltrans et al., 2012; Schafer, 2016). Ainda assim, tudo indica que a
diversidade de nematoides conhecida represente entre 1 a 10% dos 10 — 100 milhdes de

espécies ainda ndo descritas (Meldal et al., 2006).

No Brasil, os estudos da nematofauna aumentaram em 50% entre os anos de 1990
e 2010 (Venekey et al., 2010). A diversidade e taxonomia da nematofauna, na costa
brasileira, vem sendo amplamente estudada nos ultimos anos com a descrigdo de novas
espécies (Venekey et al. 2005; Botelho et al. 2007, 2009; Cavalcanti et al. 2009; Maria et
al. 2009, 2013; Fonséca-Genevois et al. 2011; Neres et al. 2014; Bezerra et al. 2014;
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Larrazabal-Filho et al. 2015, 2017; Cavalcanti e Venekey 2017; Silva et al., 2018;
Larrazébal-Filho et al., 2019; Neres et al., 2021).

Algumas listas de estudos taxondmicos de Nematoda de vida livre tem sido
elaboradas ao longo da costa brasileira (Fonseca-Genevois et al., 2009; Venekey et al.,
2010; Venekey, 2017), contribuindo com o conhecimento de nematodes de regido
tropical. O crescimento de estudos taxondmicos no Brasil, pode observado no aumento
em dados da diversidade entre 2010 e 2017, em que a lista taxondmica consistia em 11
ordens, 59 familias, 294 géneros e 231 espécies e na Ultima atualizacdo consistia em 11
ordens, 72 familias, 372 géneros e 450 espécies (Venekey et al., 2010; Venekey, 2017;
Venekey et al., 2010). Os principais géneros que representam a nematofauna na costa
brasileira sdo  Theristus, Viscosia, Oncholaimus, Daptonema, Sabatieria,

Paracanthonchus, Microlaimus e Terschellingia (Venekey, 2017).

A taxonomia de nematodes foi um dos pilares para a insercdo dos estudos da
meiofauna no Brasil. Os primeiros estudos com os nematoides na costa brasileira foram
realizados pelo pesquisador americano Nathan Augustus Cobb, em 1920, na costa da
Bahia, quando foram registradas trés espécies (Alaimella truncata, Litotes minuta e
Synonema brasiliensis). Os estudos foram retornar mais tarde, pelo Dr. Sebastian Gerlach
(e.g. Gerlach 1954; 1956a; 1956b; 1957a; 1957b). Os estudos pioneiros da meiofauna e
nematofauna impulsionaram a escola brasileira, que veio se estabelecer depois dos anos
1990, com grande contribuicdo da professora Dr. Verdnica da Fonséca-Genevois
(Fonséca-Genevois, 1989; Fonséca-Genevois et al., 2006; Esteves e Fonséca-Genevois,
2006; dos Santos et al., 2014) e, vem sendo base para trabalhos de cunho ecoldgico até
os dias atuais (De Melo e Venekey, 2014; Fonseca e Netto, 2015; Netto e Fonseca, 2017).
Atualmente, grupos de estudos da meiofauna vem sendo distribuidos no Brasil, em
diversos centros (e.g. UFCG, UFPB, UFPE, UFPA, UFAL, USP, UFBA).

2. OBJETIVO
2.1. Objetivo Geral:

e Contribuir com a taxonomia dos géneros Pseudolella (Axonolaimidade) e
Terschellingia (Linhomoeidae) e identificar as espécies dos estuarios do rio

Paraiba e do Rio Mamanguape.

2.2. Objetivos especificos:
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e Descrever espécies do género Terschelingia de Man, 1888 e Pseudolella Cobb,
1920;

e Auvaliar as caracteristicas diagnosticas das espécies identificadas do género
Terschellingia;

e Fazer uma compilacdo das caracteristicas morfométricas das espécies
identificadas no género Terschellingia;

e Auvaliar as caracteristicas diagnosticas do género Pseudolella;

e Atualizar o status do género Pseudolella.

3. METODOLOGIA GERAL
3.1. Area de estudo:

As amostras foram coletadas em dois estuarios da costa do estado da Paraiba,
Nordeste brasileiro. O estuario do rio Mamanguape (ERM) compreende cerca de 14.640
hectares, com grande parte constituida por manguezais, onde se localiza nas coordenadas
06°43°02” — 06°51°54” S € 35°07°46” — 34°54°04” W, com extensao de 8 km do norte ao

sul.

O estuério do rio Paraiba (ERPB) possui uma extensdo total de 22 km (Marcelino,
2000) e se localiza nas coordenadas 6°51'31" e 8°26'21" S e 34°48'35"; e 37°2'15" W.

3.2. Em campo:

Duas campanhas foram realizadas (abril e outubro de 2016), amostrados oito
pontos segundo o gradiente estuarino, com 3 réplicas para cada pontos, totalizando em 48
amostras para ERM e 24 para ERPB. Para a coleta da meiofauna foi utilizado um tubo de
PVC de 11 cm? de area interna, enterrado 10 cm no sedimento durante as marés baixas,
no médio litoral estuarino. Essas amostras foram fixadas em formol 4% e transportadas
para o laboratorio de meiofauna (LABMEIO) da Universidade Federal de Campina

Grande, Campus Cuité — PB.
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Figura 1. Mapa dos estudrios do rio Mamanguape e rio Paraiba, Brasil com os pontos
estabelecidos 1-8 (retirado de Tilbert, 2018).
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3.3. Em laboratorio:

A nematofauna foi separada do sedimento por meio de elutriagdo manual em peneira
de 45 um (Boisseau, 1957), colocados em placa de Dolffus em estereomicroscopio e
retirados até 120 nematoides por ponto — 40 por réplica. Os nematoides foram transferidos
para glicerina com método de De Grisse (1969) e fixados em laminas permanentes (Cobb,
1917). A analise morfométrica foi realizada utilizando microscopio Olympus CX 31 com
um tubo de desenho, medidos com auxilio de cruvimetro. Os termos utilizados para as

regibes do corpo séo baseadas em Coomans (1979).

3.4. Confecc¢éo das laminas:

Os Nematoda armazenados nos eppendorfs passaram por processo de

diafanizacdo, com a finalidade de transferir totalmente a glicerina para o corpo do animal,
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viabilizando a maior durabilidade dos espécimes na lamina e a melhor visualizacdo das

estruturas internas, facilitando o processo de identificagéo.
Processo de diafanizacdo (De Grisse, 1969):

(i) 99% formoldeido e 1% glicerina
(i)  95% etanol e 5% glicerina
(iii)  50% etanol e 50% glicerina

Identificacdo das espécies

Os espécimes foram levados para um microscopio Gptico para identificacdo dos
individuos das espécies. As descri¢Oes originais das espécies dos géneros Terschellingia
e Pseudolella foram Analisadas e revisadas. Todas as descricdes realizadas da espécie
Terschellingia longicaudata foram revisadas minuciosamente para analise de variagdo
morfometrica. Quando necessario, foi consultada a bibliografia disponivel no site
Nemys/WoRMS, pertencente a Universidade de Ghent, que possui um banco de dados
sobre as espécies ja descritas até o presente momento (Bezerra et al., 2021).

Foi utilizado um curvitro para medir os espécimes, visualizados em microscopio
binocular com tubo de desenho, para auxiliar nas medidas morfométricas e identificacéo
das espécies. As caracteristicas morfologicas mais comumente utilizadas na identificacao
de Nematoda sdo: cuticula, cerdas, cabeca, anfideo, cavidade bucal, es6fago, 6rgaos
reprodutores e cauda (Lorenzen, 1994). As medidas iniciais foram realizadas com auxilio
de um curvimetro. As denominacdes para as regifes do corpo estudadas seguem Coomans
(1979). O esquema das regiGes mensuradas e suas delimitacdes sdo encontradas na Figura
2.
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Figura 2. Esquema geral da morfometria dos nematoides, adaptado de Platt e Warwick, (1983).
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Capitulo 1: Andlise morfométrica de Terschellingia longicaudata (Nematoda:
Linhomoeidae) de estuérios tropicais (~7°S)
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RESUMO

VariagBes morfométricas intraespecificas em nematoides sdo bem documentadas na
literatura e, em muitos casos, podem gerar dificuldades/problemas taxondmicos. No
género Terschellingia, essas variacdes resultaram em diversas sinonimias, principalmente
devido a varia¢do em individuos machos, que geralmente sdo necessarios para descrigdo
ou identificacdo de espécies de nematoides. O presente estudo tem foco na avaliagdo na
analise morfométrica da espécie Terschellingia longicaudata, usando dados inéditos de
estuarios tropicais (~7°S) e da literatura. Os espécimes identificados como T.
longicaudata possuem uma grande variagdo morfomeétrica. A maioria das caracteristicas
que variaram, foram relacionadas com a variacdo do comprimento total do corpo. Essa
variacdo morfométrica ndo diferiu significativamente entre os estagios ontogenéticos na
maioria das caracteristicas diagndsticas (ANCOVA; P > 0,5). As caracteristicas
morfologicas podem ajudar na identificacdo de T. longicaudata, em que a posi¢do dos
anfidios na linha das cerdas subcefalicas é recorrente nas descri¢es da espécie e € um
bom diagnostico para a espécie. A posicdo dos anfidios possui pouca variacao
intraespecifica e a variacdo ndo difere significativamente entre os estagios ontogenéticos,
permitindo a identificacdo em estagios juvenis e adultos. A andlise morfométrica,
juntamente com caracteristicas morfolégicas bem definidas podem diminuir problemas

taxondmicos em nematoides.

Palavras-chave: Terschellingia; Linhomoeidae; Analise morfométrica; Variacao
intraespecifica.

ABSTRACT

Intraspecific morphometric variations in nematodes are well documented in the
literature and in many cases can generate taxonomic difficulties/problems. In the genus
Terschellingia, these variations resulted in several synonyms, mainly due to the variation
in male individuals, which are usually necessary for the description or identification of
nematode species. The present study focuses on evaluating the morphometric analysis of
the species Terschellingia longicaudata from data from tropical estuaries (~7°S) and data
compiled in the literature. The specimens identified as T. longicaudata have a great
morphometric variation. Most of the characteristics that varied were related to the

variation in total body length. This morphometric variation did not differ significantly
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between ontogenetic stages in most diagnostic features (ANCOVA; P > 0.5).
Morphological characteristics can help in the identification of T. longicaudata, in which
the position of the amphids in the line of the subcephalic setae is recurrent in the
descriptions of the species and is a good diagnosis for the species. The position of amphids
has little intraspecific variation and the variation does not differ significantly between
ontogenetic stages, allowing identification in juvenile and adult stages. Morphometric
analysis, together with well-defined morphological characteristics, can reduce taxonomic

problems in nematodes.

Keywords: Terschellingia; Linhomoeidae; Morphometric analysis; Intraspecific

variation.
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4. INTRODUCAO

Nematoda é um grupo importante do ecossistema bentdnico pela sua
predomindncia e sua contribuicdo em termos de densidade e diversidade, podendo
contribuir com 1000 ind. em 10 cm? (Ferrero et al., 2008; Giere, 2008). Em termos de
composi¢do de espécies, 0 baixo conhecimento em nivel especifico é um dos principais
problemas para avaliar a diversidade dos nematoides. O conhecimento geral da
diversidade de espécies do grupo ainda € escasso, com cerca de 30,000 espécies descritas
de 1 milh&o estimadas (Lambshead, 2003; Zhang, 2013). Esse problema pode estar
atrelado as dificuldades intrinsecas na taxonomia de muitos grupos de nematoides, seja
pela utilizacdo de forma arbitraria de caracteres diagndsticos qualitativos ou pela
utilizacdo de caracteres morfométricos variaveis, 0s quais podem ser correlacionados,
gerando complicagdes taxondmicas (Forturner, 1990; Bhadury et al., 2008). Outros
desafios na taxonomia de nematoides incluem o fato da maioria dos estudos ecoldgicos
identificar apenas até nivel genérico (e.g. Alves et al., 2014; Barros et al., 2020), o
tamanho diminuto dos organismos e a qualidade do microscopio para visualizacdo de

detalhes de pequenas estruturas (Coomans, 2002).

A identificacdo de espécies de Nematoda requer um detalhamento morfolégico
(em geral, ~350 caracteristicas ja foram utilizadas em identificacdo de nematoides) dadas
em medidas ou proporcdes, muitas vezes correlacionadas e descricbes baseadas em
estruturas que podem variar em diferentes populacdes e/ou estagios de desenvolvimento,
como comprimento total do corpo, cerdas, aparatos sexuais, tamanho da cauda, etc
(Ahamed e Jairajpuri, 1981; Forturner, 1990). As descricdes das espécies de nematoides
sdo majoritariamente baseadas em individuos machos (Warwick et al., 1998; Leduc e
Gwyther, 2008; Larrazabal-Filho et al., 2018), o que pode dificultar a identificacdo de
individuos juvenis, que comumente predominam nas populacdes naturais e sdo mais

sensiveis as condi¢cdes ambientais (Vafeaidou e Moens, 2021).

Dificuldades na identificacdo de espécies em estagios juvenis podem levar a
varios equivocos, subestimando ou superestimando informacdes basicas da taxonomia e
historia natural (veja Lane-Medeiros et al., 2021). O género Terschellingia é abundante
em estuarios e 0s juvenis sd0 mais representativos entre 0s estagios ontogenéticos
(Warwick & Price, 1979; Tilbert, 2018). Esses estagios ndo maduros sdo frequentemente

omitidos em descri¢cbes de especies do género Terschellingia. Em Terschellingia
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longicaudata, por exemplo, apenas trés descricOes tiveram dados de estagios jovens (De
Man, 1907; Wieser, 1956; Timm, 1961). No entanto, essas descri¢cbes incluindo
individuos jovens sdo baseadas apenas em comprimento do corpo e razdes de De Man
(1980).

As analises morfométricas fornecem informagfes necessarias como base para o
entendimento da basico de diversos campos da biologia animal, como evolucdo, ecologia
e sistematica (Decraemer e Backljau, 2015). Dentro da sistematica, o detalhamento
morfométrico pode definir status das espécies de animais, em geral (e.g. Sheremetyeva
et al., 2009; Lane-Medeiros et al., 2021). No Filo Nematoda, as descricdes das espécies
sdo baseadas, principalmente, em caracteres morfométricos (Warwick et al., 1998;
Fonseca et al., 2008). No entanto, as medidas corporais sdo influencidas pela dinamica
do ambiente (Tita et al., 1999; Fleeger et al., 2011) e podem acarretar em erros durante
identificacbes ou descricdes de espécies (Armenteros et al., 2009). Em razédo disso, a
ampliacdo de dados morfométricos de espécies de nematdides pode facilitar e qualificar
futuras identificacdes, evitando maior nimero de sinonimias possiveis, causadas pelas

variacdes intraespecificas.

O género Terschellingia tem 25 espécies validas (Bezerra et al., 2021). Muitas
espécies desse género sdo problematicas, com ampla variacdo em diferentes populacGes
e ao longo da ontogenia (Palacin, 1991; Bhadury et al., 2008; Armenteros et al., 2009) e
poucas caracteristicas diagndsticas (Timm, 1962; Gerlach, 1963; Lorenzen, 1994;
Armenteros et al., 2009). Esses problemas podem levar a erros durante a identificacdo ou
descricdo de novas espécies, particularmente quando apenas individuos jovens estdo
disponiveis para analise. Como exemplo, Terschellingia parva Vitiello, 1969 foi descrita
usando como principal caracteristica o comprimento total do corpo (Vitiello, 1969) e
atualmente € considerada sinonimia de Terschellingia communis Timm, 1962
(Armenteros et al., 2009). De forma analoga, Terschellingia longispiculata Wieser e
Hopper, 1967 foi descrita baseada principalmente na espicula longa e atualmente é
sinonimia de Terschellingia longicaudata, evidenciando uma grande variacdo no
tamanho das espiculas (Armenteros et al., 2009). De fato, além das 25 espécies validas
do género, mais 10 nomes especificos sdo considerados duvidosas (taxon inquirendum) e

outros 11 foram sinonimizados (Bezerra et al., 2021).
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O género Terschellingia é comumente abundante na costa brasileira (Venekey,
2010; Venekey e Melo, 2016; Tilbert, 2018), sendo representado principalmente pela
espécie Terschellingia longicaudata (Gheller e Kihara, 2010; Thomas e Lana, 2011). A
espécie encontra-se distribuida em regibes tropicais, subtropicais no sudeste e do sul do
Brasil (Gheller e Kihara, 2010; Thomas e Lana, 2011; Brustolin et al., 2013). No entanto,
os trabalhos que identificam a espécie na costa brasileira ndo detalham sua morfometria.
Esse trabalho teve como objetivo identificar e analisar a morfometria das espécies do
género Terschellingia em estuarios tropicais (~7°S). Além disso, compilamos dados
morfométricos da espécie Terschellingia longicaudata na literatura, detalhando as

caracteristicas da espécie em estagios juvenil, fémea e macho.

5. MATERIAIS E METODOS

A nematofauna foi coletada nos estudrios do rio Mamanguape e rio Paraiba (6°43°
e 6°51°’S e 34°07° e 34°54’W), amostrados com tubo de PVC de 11 cm? de area interna

em 10 cm de profundidade no sedimento e fixadas em formol 4%.

Os nematoides foram transferidos para glicerina com método de De Grisse (1969)
e fixados em laminas permanentes (Cobb, 1917). A analise morfométrica foi feita
utilizando curvimetro, visualizado em microscopio Olympus CX 31 com um tubo de

desenho. Os termos utilizados para as regifes do corpo sdo baseadas em Coomans (1979).

Equacdes de regressdo lineares (do tipo “y= a*x+b” onde y sao as caracteristicas
diagnosticas, a € a inclinacdo da reta, x o comprimento total do corpo e b representa o
declive) foram utilizadas para descrever as relacdes entre sete caracteristicas métricas
utilizadas frequentemente na identificacdo de espécies do género Terschellingia e
utilizadas na chave de identificacdo (Wang et al., 2017). A analise de covariancia
(ANCOVA) foi utilizada para testar as diferencas entre os estagios ontogenéticos na
morfometria de Terschellingia longicaudata. As caracteristicas utilizadas foram o
diametro dos anfidios, a distancia dos anfidios em relacdo a extremidade anterior, 0s
anfidios correspondendo ao diametro corpdreo, as cerdas cefalicas, a propor¢do
comprimento da cauda/didmetro da regido anal e o comprimento da cauda foram
relacionadas com o comprimento total do corpo entre os estagios de desenvolvimento

juvenil, macho e fémea.
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6. RESULTADOS

SISTEMATICA
Desmolaiminae Schneider, 1926
Terschellingia de Man, 1888

Terschellingia longicaudata de Man, 1907

Descricéo

Machos (N=22): Corpo delgado (indice (a): 19,16 — 66,66); Cuticula lisa; cabeca
ligeiramente afilada, papilas labiais ndo visualizadas em microscopio Optico; cavidade
bucal pequena ou quase ausente; quatro cerdas cefalicas; anfidio circular 3,6 — 8,4 um de
diametro, se distanciando 2,4 — 6,6 um da extremidade anterior, ocupando 30 — 52,1% da
regido da cabeca; faringe relativamente longa, bulbo basal desenvolvido 15,1 — 41,4 pum,
ocupando 68,7 — 97% da regido do corpo; anel nervoso proximo a regido mediana da
faringe; poro excretor-secretor se posicionando na base anterior do bulbo; testiculos
opostos; espiculas arqueadas, cefaladas 15— 42um, 0,81 — 1,82 vezes o diametro da regido
anal, com gubernéaculo; cauda longa e filiforme 142,5 — 510 um (Tabela 1). Suplementos

ausentes. Glandulas caudais presentes.

Fémea (N=22). Semelhante aos machos na morfologia geral. Corpo delgado (indice a: 17
— 42); Cuticula lisa; cabeca ligeiramente afilada, papilas labiais ndo visualizados em
microscopio oOptico; cavidade bucal pequena ou quase ausente; quatro cerdas cefalicas;
anfidio circular 2,8 — 7,2 um de diametro, se distanciando 1,9 — 7,2 um da extremidade
anterior, ocupando 26,2 — 57,8% da regido da cabeca; faringe relativamente longa, bulbo
basal desenvolvido 16,5 — 30 um, ocupando 73,6 — 88,5% da regido do corpo; anel
nervoso se posicionando proximo ao centro da faringe; poro excretor-secretor se
posicionando na base anterior do bulbo; Fémeas didélficas, com ovarios estendidos; vulva
posicionada pré-equatorial, em forma de fenda, transversal; cauda longa e filiforme 90 —

450 um (Tabela 1). Glandulas caudais presentes.

Juvenil (N=58). Morfologia semelhante aos adultos. Corpo delgado (indice a: 17,5 — 52);
Cuticula lisa; cabeca ligeiramente afilada, papilas labiais ndo visualizados em
microscopio Optico; cavidade bucal pequena ou quase ausente; quatro cerdas cefalicas;

anfidio circular 2,1 — 7,5um de didmetro, se distanciando 1,8 — 7,5um da extremidade
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anterior, ocupando 26,2 —57,8% da regido da cabega; faringe relativamente longa, bulbo

basal desenvolvido 15,1 — 41,4 pm, ocupando 68,7 — 97 % da regido do corpo; anel

nervoso se posicionando proximo a regido mediana da faringe; poro excretor-secretor se

posicionando na base anterior do bulbo; cauda longa 90 — 468 um (Tabela 1). Glandulas

caudais presentes.

Figura 3. RelagBes entre o comprimento total do corpo em estagios ontogenéticos em

Terschellingia longicaudata. ¢’= Comprimento total do corpo/didmetro do corpo na regido anal.
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Tabela 1. Morfometria de Terschellingia longicaudata comparando o presente estudo com os dados de literatura (De Man, 1907; Kreis, 1929;
Schulz, 1932; Allgén, 1933; Schuurmans Stekhoven, 1950; Chitwood, 1951; Timm, 1962; Gerlach, 1963; Wieser e Hopper, 1967; Inglis, 1968;
Vitiello, 1969; Armenteros et al., 2009). L= Comprimento total do corpo; Razdes de De Man a= Comprimento do corpo/diametro maximo do

corpo; b= Comprimento total do corpo/comprimento da faringe; c= Comprimento total do corpo/comprimento da cauda. Simbolos: (*) =

Caracteristica ausente no estagio de desenvolvimento ou sexo; (-) = Auséncia de dados na literatura. DP= Desvio padréo.

Presente estudo Literatura
Caracteristicas Juvenis Fémeas Machos Juvenis Fémeas Machos
média+DP média+DP média+DP médiazDP médiazDP médiaxDP
(min. —max.) (min. —max.) (min. — max.) (min. — max.) (min. — max.) (min. — max.)
L (um) 788,96+200,95 931,90+227,92  994,5+173,57 758+338,78 1364,16+175,48 1358,21+329,77
420 - 1350 510 - 1308 690 — 1278 494 - 1114 1090 — 1750 771 — 2200
a 30,02+6,81 28,68+6,3 36,21+9,09 37,4616,61 31,15+11,71 35,93+12,29
17,5-52 17-42 19,16 — 66,66 31,4-34 9,445 13,7-49
b 10,51+3,38 11,91+4,44 14,24+6,61 8,46+1,76 10,04+3,57 10,81+2,67
5,83-21,2 6,57 — 26 7,66 —35 6,334 3,6-14,7 53-11,3
c 5+1,99 5,24+2 87 4,50+1,60 3,63+0,66 3,34+0,27 4,66+2,44
2,34-11,87 2,66 — 14,44 2,35-9,66 2,7-33 29-35 3-11,38
Comprimento do 9,07£2,85 9,85+4,26 10,09+3,29 14,3 14,7 -
corpo/diametro anal 4,85 -20,52 3-18,75 4,8-19,61
Didmetro maximo do 26,76+6,48 28,68+6,13 28,516,63 - 31,7+4,66 49,1+13,51
corpo (um) 18 -54 24 -54 18 -48 28,4 — 35 36 — 2200
Cerdas cefalicas (um) 3,61+0,81 4,23+1,05 4,01+0,99 - 5,66+2,08 5,12+1,43
2,1-54 24-772 2,1-57 4-8 3-6,5
Anfidios
Diametro (um) 5,08+1,08 5,31+1,55 5,79+1,41 - 9,5+0,5 8,25+1,66
2,1-75 28-7.2 36-84 9-10 5-10
Dis. extr. Ant. (um) 3,72+1,31 3,32+1,45 3,85+1,21 - 412,82 8+4,4
1,8-75 2,2-172 2,4-6,6 2-6 5-11
Correspondendo ao corpo 43,43+8,63 43,01+8,66 41,58+6,26 - 44,2+9,60 46,3+13,70
(%) 24,8-64,8 26,2-57,8 30-52,1 30-50 32 -62
Anel Nervoso
Relacdo a extr. (um) 33,91+11,21 45,50+12,55 39,78+11,42 - 29,9 54,6
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22,2 - 66 25,675 19,5-60
Correspondendo ao corpo 43,65+15,17 54,33+19,28 54,77+28 - 49,53+7,28 -
(%) 22,4718 24,7872 22 —-80
Poro secretor-excretor
Relagdo extr. (um) 66,37+13,33 73,06+18,69 69,28+17,27 - 38,8 -
31,3-99 39-1275 41 -106,5
Correspondendo ao corpo 86,54+27,74 85,32+23,72 88,67+33,20 - - -
(%) 31,5-89 32,5-94 52 -90
Faringe
Comprimento (um) 79,80+15,68 88,41+17,81 84,90+38,20 - - 150
48 - 117 55-120 30-114
Correspondendo ao corpo 38,67+6,27 40,44+5,07 38,20+5,98 - 31,2 34
(%) 21-59,5 32,5-528 23,8-49,3
Bulbo esofagico
Diametro (um) 19,1945,03 22,49+3,74 21,01+4,26 - 26,88+1,22 42
15,1-41,4 16,5-30 13,5-324
Correspondendo ao corpo 82,1345,93 81,17+4,35 80,45+4,62 - 87,15 -
(%) 68,7 — 97 73,6 -88,5 40,4 -86,7
Diametro corpéreo anal 21,57+4,67 23,81+2,59 23,95+7,98 - 15,6 19
15-36 20-30 20-30
Espiculas (um) * * 27,4015,78 * * 54,66+27,93
15-42 26 -113
Gubernéaculo (um) * * 17,55+7,98 * * 18,42+7,56
9-29 5-30
Espiculas/diametro  da * * 1,15+0,25 * * 1,40+0,18
regido anal 0,81-1,82 09-1,6
Vulva (um) * 454,33+161,16 * * - *
250 - 732
Vulva% * 42,09+10,62 * * 39,759,74 *
29,273 26 — 48
Cauda (um) 196,53 238,32+100,77  247,29+88,02 - 467,33+191,36  321,16+166,07
90 — 468 90 — 450 142,5-510 347 — 688 95 — 435
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Todas as relagcbes morfologicas foram baseadas em 102 espécimes,
correspondendo a 58 juvenis, 22 machos e 22 fémeas. A variagdo morfométrica entre a
maioria das principais caracteristicas diagnosticas podem ser relacionadas com o
comprimento total do corpo (Fig. 3; Tabela 2). Na maioria das caracteristicas
selecionadas, a inclinacéo da linha da regresséo linear ndo apresentou diferencas entre 0s
estagios ontogenéticos (Fig. 3; Tabela 2). No entanto, a variagdo no comprimento da
cauda/diametro da regido anal e no comprimento das cerdas cefélicas em juvenis, fémeas
e machos foram significativamente diferentes (ANCOVA: F= 5,14; p < 0,001; F= 2,72;
p <0,01). O comprimento da cauda/didmetro da regido anal nas fémeas obteve uma maior
inclinacdo da reta, enquanto nos machos e juvenis, a inclinagdo foi menos acentuada (Fig.
3E; Tabela 2). A inclinacdo da reta no comprimento das cerdas cefélicas foi maior nas
fémeas e menor nos machos (Fig. 3D; Tabela 2).

A variacdo das medidas do comprimento da cauda foi melhor relacionada com o
comprimento total do corpo e a inclinagdo da reta foi maior nos estagios juvenis e menor
entre os estagios adultos (Fig. 3B; Tabela 2). Entre os estagios ontogeneticos, as variacdes
ndo tiveram diferencas significativas (ANCOVA: F= 1,73; p > 0,5). As variacdes das
medidas do diametro do bulbo esofagico se comportaram semelhante as variages do
comprimento da cauda (Fig. 3C; Tabela 2). Os juvenis obtiveram uma maior relacéo,
enquanto os adultos obtiveram uma menor inclinacéo da reta e as diferencas das variacdes
entre 0s estagios ontogenéticos ndo foram significativas (ANCOVA: F=2,10; p>0,5). O
didmetro dos anfidios ndo obteve diferencas significativas nas variacbes das
caracteristicas entre os estagios ontogenéticos (ANCOVA: F=0,41; p >0,5). A inclinacéo
da reta foi igual entre os adultos e ligeiramente menor nos estagios juvenis (Fig. 3A;
Tabela 2). A disténcia dos anfidios em relacéo a extremidade anterior teve uma inclinagdo
maior nas fémeas e menor nos machos e juvenis e ndo houveram diferencas nas variacoes
entre os estagios ontogenéticos (ANCOVA: F=1,10; p > 0,5).



Tabela 2. Equacdes de regressdo linear ajustadas; y= caracteristicas diagndsticas
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Machos Fémeas Juvenis
Caracteristica Equacéo R2 Equagéo R2 Equagdo R2
Comprimentoda  y=0,0091x + 0,23 y =0,0124x - 0,48 y=0,0064x+ 0,19
cauda/didmetro 1,0241 1,3197 4,0785
da regido anal
Comprimentoda y=0,2312x + 0,20 y=0,0124x - 0,10 y=0,2774x- 0,50
cauda 17,346 1,3197 20,919
Comprimento das y = 0,0011x + 0,009 y=0,0025x + 0,28 y = 4,865x + 0,08
cerdas cefalicas 2,8101 1,9491 3,5891
Anfidios y =0,0088x + 0,05 y =0,0038x + 0,009 y=-0,0052x+ 0,014
correspondendo 32,799 39,491 47,562
ao didmetro do
corpo
Diametro dos y =0,0041x + 0,25 y =0,0032x + 0,25 y=0,0022x+ 0,15
anfidios 1,7331 2,3547 3,3789
Distancia dos y=0,0011x + 0,024 y=0,0026x + 0,16 y=0,0003x+ 0,0019
anfidios em 2,8101 0,9376 3,4972
relacdo a
extremidade
anterior
Diametro do y =0,0088x + 0,1503 y=-0,0006x + 0,0014 y=0,0157x+ 0,4059
bulbo 9,4275 18,822 6,6432

R2 =0,1503 R2=0,0014

7. DISCUSSAO

O género Terschellingia pode ser dividido em duas subcategorias morfotipicas de
acordo com a presenca e auséncia do bulbo (Austen, 1989). As espécies cujo o bulbo
esofagico é ausente sdo T. austenae Guo e Zhang, 2000; T. brevicauda Ott, 1972; T.
claviger Wieser, 1956; T. gourbaultae Austen, 1989; T. major Huang e Zhang, 2005.
Duas espécies do género sdo diferenciadas por possuirem uma cavidade bucal com dentes
T. elegans Gagarin e Vu-Thanh, 2003 e T. sulfidrica Pastor de Ward, 1989 e uma espécie
é separada por apresentar apofise reduzida T. vestigia Gerlach, 1963. Terchellingia possui
a morfologia da cauda majoritariamente filiforme, exceto T. brevicaudata Ott, 1972
(Fonséca-Genevois et al., 2009; Gagarin e Tu, 2016). As espécies T. communis De Man,
1888, T. claviger Wieser, 1956, T. elegans Gagarin & Than, 2003, T. filicaudata Wang
et al., 2017, T. media Gagarin e Than, 2009, T. lutosa Gagarin e Tu, 2016, T. vestigia
Gerlach, 1963, T. yenensis Gagarin, 2019 possuem cauda filiforme. A posicdo dos
anfidios na regido das cerdas subcefalicas e as espiculas cefaladas diferenciam T.

longicaudata de T. communis (Armenteros et al., 2009).
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Os espécimes encontrados nesse estudo apresentam um bulbo desenvolvido,
cavidade bucal quase ausente, auséncia de dentes ou outra estrutura esclerotizada, cauda
alongada e filiforme, anfidios posicionados na regido das cerdas subcefélicas, cardia
desenvolvida, sem células pericardicas, espiculas cefaladas e septadas e suplementos
ausentes. Além dessas caracteristicas, 0s espécimes tiveram caracteristicas morfométricas
semelhantes as descricbes encontradas na literatura para a espécie Terschellingia

longicaudata (Tabela 1).

As caracteristicas morfométricas dos espécimes do presente estudo tiveram
variacOes (Fig. 3; Tabela 1). Em nematoides, em geral, a variabilidade intraespecifica é
comum (Chitwood e Murphy, 1964; Fonseca et al., 2008), principalmente em géneros
com uma ampla distribuicdo como Sabatieria, Daptonema e Terschellingia (Bhadury et
al., 2008; Fonseca et al., 2008; Groote et al.,, 2017), por exemplo. No género
Terschellingia é bem documentado a variacéo intraespecifica (Palacin, 1991; Bhadury et
al., 2008; Armenteros et al., 2009). Em T. longicaudata a variacdo intraespecifica foi
documentada nesse estudo e em diferentes descri¢fes na literatura (Fig. 3; Tabela 1). No
entanto, a falta de detalhamento em medidas morfométricas, principalmente em
individuos juvenis e fémeas dificulta a uma comparacdo mais aprofundada sobre as

caracteristicas e variagcdes especificas em T. longicaudata.

A analise em separado de juvenis, fémeas e machos é importante na taxonomia de
nematoides (Lucena et al., 2021). Embora haja necessidade ou a suficiéncia de individuos
machos na identificacdo ou descricdo de espécies de nematoides (Huang e Chen, 2011,
Larrazabal-Filho et al., 2018; Lucena et al., 2021), os machos podem apresentar variacdes
morfologicas ou morfométricas nos aparatos sexuais, podendo ser facultativa a presenca
de suplementos pré-cloacais ou apresentarem diferentes formas da ap6fise, como também
ampla variacdo nas medidas das espiculas (Chitwood e Murphy, 1964; Tchesunov, 1978;
Austen, 1989; Pastor de Ward, 1989; Warwick et al., 1998). Em Terschellingia, o
comprimento das espiculas € uma caracteristica que possuiu ampla variacdo morfométrica
(Austen, 1989; Pastor de Ward, 1989; Armenteros et al., 2009) e ndo é um bom
diagndstico para a identificacdo da espécie, por exemplo em T. longicaudata, T.
gourbaultae (Armenteros et al., 2009), acarretando em sinonimia (e.g. Terschellingia
longispiculata sin. T. longicaudata). O problema da utilizagdo dos estagios ontogenéticos
na identificacdo ou descricdo de espécies de nematoides pode ser avaliado através de

analises morfométricas (Ahamad e Jairajpuri, 1981).
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Variagdes morfométricas foram relacionadas com o tamanho do corpo em todos
0s estagios ontogenéticos (Fig. 3; Tabela 1 e 2), no entanto, ndo foram significativas entre
estagios juvenis, fémeas e machos na maioria das caracteristicas (ANCOVA; P > 0,5).
Entre as caracteristicas diagnosticas utilizadas na chave dicotdmica (Wang et al., 2017),
0 comprimento da cauda/diametro anal apresentou diferengas significativas nas variacoes
entre os estagios ontogenéticos (ANCOVA,; P < 0,5). Essa caracteristica é variavel e
confusa entre as espécies T. communis e T. longicaudata (Armenteros et al., 2009) e
possui uma alta correlagdo com o comprimento total do corpo (Fortuner, 1990; presente
estudo, Fig. 3E). Nesse estudo, houve uma alta relagcdo entre o comprimento da cauda e o
comprimento total do corpo (Fig. 3), que pode influenciar no valor diagnostico do
comprimento da cauda/didmetro anal, visto que o comprimento do corpo e diametro
méaximo do corpo séo caracteristicas influenciaveis pela caracteristica do ambiente (Tita
et al., 1999; Vanaverbeke et al., 2004; Fleeger et al., 2011; Dos Santos et al., 2008).

As variacOes das caracteristicas morfometricas dos anfidios ndo tiveram
diferencas significativas. A posicao dos anfidios na linha das cerdas subcefalicas &€ uma
caracteristica presente em todas as descricdes de T. longicaudata (Fig. 4) e ja foi
apresentada por Armenteros et al., (2009) como caracteristica que difere T. longicaudata
de T. communis. No presente estudo, os espécimes tiveram variac@es discretas na posicao
dos anfidios em relacdo a extremidade anterior (Tabela 1) e essas ligeiras variacoes, ndo
diferiram entre juvenil, fémea e macho (ANCOVA; P > 0,5) e tiveram baixa relacdo com
0 comprimento total do corpo, sugerindo que essa seja uma caracteristica robusta pra
identificar ndo apenas machos, mas também fémeas e jovens. Outra caracteristica
qualitativa observada por Armenteros et al., (2009) e presente nesse estudo foram as
espiculas cefaladas (Fig. 4). Caracteristicas morfoldgicas utilizadas de forma néo
arbitraria sdo bons diagnosticos em nematoides (Fortuner, 1990) e pode ser uma
ferramenta importante na taxonomia de grupos com grandes variacbes morfométricas,
aliados a um detalhamento morfométrico pode facilitar a identificacdo de espécies de T.

longicaudata em amostras com adultos ausentes ou poucos representativos.
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8. CONCLUSAO

Os individuos estudados do género Terschellingia de estuérios tropicais (7°S) foram
identificados como T. longicaudata. De acordo com os dados desse estudo e da literatura,
a espécie possui uma grande variacdo morfométrica. A variacdo do comprimento total do
corpo relacionada com a variacéo de caracteristicas diagnosticas pode acarretar em erros
na identificacdo da espeécie T. longicaudata. As variacbes morfomeétricas séo
pronunciadas em jovens e adultos. As caracteristicas morfolégicas como a posi¢do dos
anfidios na linha das cerdas subcefalicas e espiculas cefaladas podem definir a espécie T.
longicaudata. A posi¢do dos anfidios possui uma variagdo discreta e ndo difere entre os
estagios juvenil, fémea e macho, permitindo a identificacdo em estagios juvenis e adultos.
Caracteristicas qualitativas bem definidas, aliadas a um detalhamento morfométrico pode

ajudar a diminuir erros durante identificagdes.
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Capitulo 2: Analise morfométrica e status do género Pseudolella (Nematoda:

Axonolaimidae) com descricdo de duas novas espécies em estuérios tropicais (~7°S)
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RESUMO

Espécimes machos sdo considerados essenciais na taxonomia de nematoides, enquanto
fémeas e, principalmente, juvenis sdo desconsiderados na maioria das descricoes,
dificultando o avango do conhecimento da taxonomia e diversidade do filo. Esse trabalho
tem objetivo de descrever espécies do género e atualizar os status de Pseudolella,
analisando as varia¢des morfométricas. O género Pseudolella foi identificado com duas
espécies novas para ciéncia. Pseudolella sp. nov. 1 possui as seguintes caracteristicas
diagnosticas: cuticula fracamente anelada, cavidade bucal cilindrica, ndo arqueada na
base, com dois dentes, um ventral maior e um subventral menor, faringe alongada e
alargada na base, févea anfidial estriada e alongada até a base da faringe, suplementos
ausentes, espiculas curvadas, cefaladas e septadas, gubernaculo em forma de calha, cauda
conico-cilindrica com a parte posterior cilindrica. Fémeas didélficas com ovarios
estendidos. As caracteristicas morfométricas em Pseudolella sp. nov. 1 foram variaveis.
Na maioria das caracteristicas, essas varia¢oes tiveram relacbes com o comprimento total
do corpo. As variacdes entre a proporcéo do comprimento dos anfidios/comprimento da
cavidade bucal e menos relacionadas com a variacdo do comprimento do corpo e ndo
tiveram diferencas significativas (ANCOVA; p < 0,05). Pseudolella sp. nov. 2 foi
identificado a partir de seis fémeas, cujos caracteres diagnosticos foram: cuticula lisa,
cerdas cefalicas curtas, fovea anfidial alongada, cavidade bucal cilindrica, arqueada na
base, com seis dentes: um ventral e dois subventrais desenvolvidos horizontalmente e
uma fileira vertical de dentes sub dorsais na extremidade anterior, faringe alongada e
alargada na base, cauda conico-cilindrica, vulva situada na parte mediada do corpo 44,9-
53,5%, ovarios estendidos. Machos ndo encontrados. O género Pseudolella em estuarios
tropicais (~7°S) foi identificado com duas espécies novas. Pseudolella sp. nov. 1 possui
uma grande variacdo morfométrica. O género Pseudolella possui 13 espécies validas e as
caracteristicas diagnosticas do género sao morfologicas e morfométricas, encontradas em
estagios juvenil, fémea e macho, sem diferir as variacdes entre 0s estagios ontogenéticos,

permitindo a identificacdo em estagios jovens e adultos.

Palavras-chave: Pseudolella; Axonolaimidae; Analise morfométrica; Variacao
intraespecifica.
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ABSTRACT

Male specimens are considered essential in the taxonomy of nematodes, while females
and, especially, juveniles are disregarded in most descriptions, hindering the
advancement of knowledge of the taxonomy and diversity of the phylum. This work aims
to describe species of the genus and update the status of Pseudolella, analyzing
morphometric variations. The genus Pseudolella was identified with two species new to
science. Pseudolella sp. nov. 1 has the following diagnostic characteristics: cuticle finely
striated, cylindrical buccal cavity, not arched at the base, with two teeth, one larger ventral
and one smaller subventral, elongated and enlarged pharynx at the base, striated
amphidial fovea and elongated to the base of the pharynx, supplements absent, spicules
curved, cephalad and septate, gutter-shaped gubernaculum, tail conical-cylindrical with
cylindrical posterior part. Didelphic females with extended ovaries. The morphometric
characteristics in Pseudolella sp. nov. 1 were variables. The morphometric characteristics
in Pseudolella sp. nov. 1 were variables. In most traits, these variations were related to
total body length. The variations between the proportion of the length of aphids/length of
the oral cavity and less related to the variation of the body length and did not have
significant differences (ANCOVA; p < 0.05). Pseudolella sp. nov. 2 was identified from
six females, whose diagnoses were: cuticle smooth, short cephalic bristles, elongated
amphidial fovea, cylindrical oral cavity, arched at the base, with six teeth: one ventral and
two subventrals developed horizontally and a vertical row of subventral teeth. dorsal at
the anterior end, pharynx elongated and enlarged at the base, tail conical-cylindrical,
vulva situated in the middle part of the body 44.9-53.5%, ovaries extended. Males not
found. The genus Pseudolella in tropical estuaries (~7°S) was identified with two new
species. Pseudolella sp. Nov. 1 has a large morphometric variation. The genus
Pseudolella has 13 valid species and the diagnostic characteristics of the genus are
morphological and morphometric, found in juvenile, female and male stages, without
differing variations between ontogenetic stages, allowing identification in juvenile and

adult stages.

Keywords: Pseudolella; Axonolaimidae; Morphometric analysis; Intraspecific variation.
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9. INTRODUCAO

O género Pseudolella foi descrito baseado no padrdo da cuticula, quatro cerdas
cefalicas, comprimento dos anfidios em relacdo a faringe, padrdo dos dentes, espiculas e
ovarios (Cobb, 1920). Até o momento, 13 espécies foram descritas no mundo, ocorrendo
em &gua doce e marinho. Dessas, sete espécies foram descritas no mar da China
Meridional (P. ferox; P. irritans, P. parva, P. minor, P. mangrovi, P. major, P. tenuis),
uma no Mar Arabico (P. granulifera), uma outra no lago do mar Céspio (P. capera), duas
espécies foram descritas no oceano Pacifico (P. bengalensis; P. cephalada) e duas no
oceano Atlantico, sendo uma no Atlantico Norte (P. norvegica) e outra no Atlantico Sul,
no sudeste brasileiro (P.intermedia). Além das 13 espécies validas, Pseudolella possui
seis sinonimias P. quadristicha Schuurmans Stekhoven, 1950, P. cobbi Timm, 1952, P.
pacifica Allgén 1947, P. polita Gerlach, 1955, P. brevamphida Timm, 1952, P.
paragranulifera Timm, 1952, sendo um dos principais motivos, a semelhanga com o

género Odontophora (Timm, 1963).

A variacdo morfometrica intraespecifica também gera um problema na taxonomia
dos nematoides, podendo resultar identificacGes incorretas e sobreposicoes de espécies,
dificultando o estabelecimento caracteristicas diagnosticas (Armenteros et al., 2009). O
detalhamento morfométrico, com maior nimero de caracteristicas medidas, com
utilizacdo de caracteristicas morfologicas bem definidas (Fortuner, 1990) e a uma anélise
morfometrica, utilizando um maior ndmero de individuos, de diferentes estagios
ontogenéticos, podem levar a identificacfes ou descricdes de espécies de forma mais
segura. A analise morfométrica, de forma estatistica, € uma boa ferramenta para resolver
problemas na taxonomia de nematoides, utilizando o detalhamento morfométrico de

individuos jovens e adultos (Ahamed e Jairajpuri, 1969).

A variabilidade intraespecifica € comum em nematoides de vida livre, em diversos
géneros, por exemplo, Acantholaimus (Miljutin e Miljutina, 2016), Diplopeltula (Leduc,
2017), Terschellingia (veja capitulo anterior). Muitas espécies de nematoides foram
descritas sem detalhamento morfométrico, na maioria das vezes, baseadas em razGes de
De Man ou comprimento do corpo. Além disso, algumas foram baseadas em apenas um
individuo, portanto ndo apresentando possiveis variacdes das espécies (Fonseca et al.,
2008).
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O avanco do conhecimento da diversidade dos nematoides pode estar atrelado
também as dificuldades intrinsecas do grupo. O tamanho diminuto aumenta o tempo
necessario para processar amostras em comparagdo com grupos de tamanhos maiores
(Lawton et al., 1998), além de exigir maior experiéncia do cientista para identificagcdes
(Coomans, 2002). A necessidade de individuos machos para identificacdo ou descricao
de novas espécies (Huang e Chen, 2011) também sdo desafios na taxonomia do filo
Nematoda pela variacdo morfométrica e morfoldgica de estruturas sexuais encontradas
nos machos (Austen, 1989) e pela maior disponibilidade de individuos jovens e fémeas

nas amostras, em muitas situacoes.

O género Pseudolella é encontrado majoritariamente em ambiente lamoso, estuarino
(Chinnadurai e Fernando, 2006; Pinto et al., 2013; Wang e Huang, 2016; Thai e Quang,
2019) e possui altas densidades de estagios jovens e fémeas em estuarios tropicais no
Brasil (Tilbert, 2017). O objetivo desse trabalho é analisar a morfometria das principais
caracteristicas diagndsticas do género Pseudolella, baseada em espécimes de estuarios
tropicais (~7°S), revisar o status do género Pseudolella de acordo com a literatura,
descrever duas espécies novas do género Pseudolella para ciéncia e analisar a variagdo

morfometrica de Pseudolella sp. nov. 1 em estégios juvenil, fémea e macho.

10. METODOLOGIA

A nematofauna foi coletada nos estudrios do rio Mamanguape e rio Paraiba (6°43°
e 6°51°S e 34°07’ e 34°54’W), amostrados com tubo de PVC de 11 cm? de area interna

em 10 cm de profundidade no sedimento e fixadas em formol 4%.

Os nematoides foram transferidos para glicerina com método de De Grisse (1969)
e fixados em laminas permanentes (Cobb, 1917). A anéalise morfométrica foi feita
utilizando curvimetro, visualizado em microscopio Olympus CX 31 com um tubo de

desenho. Os termos utilizados para as regifes do corpo sdo baseadas em Coomans (1979).

Equagdes de regressdo lineares do tipo “y= a*x+b” onde y sdo as caracteristicas
diagnosticas, a € a inclinacdo da reta e X o comprimento total do corpo foram utilizadas
para descrever as relacdes entre as caracteristicas métricas utilizadas frequentemente na
identificacdo de espécies do género Pseudolella encontradas na literatura e utilizada na

chave de identificacdo (Wang e Huang, 2015). A analise de covariancia (ANCOVA) foi
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utilizada para analisar as diferencas entre os estdgios ontogenéticos (Zar, 2010) na
morfometria de Pseudolella sp. nov. 1. As caracteristicas utilizadas foram o comprimento
do ramo dos anfidios, comprimento do ramo dos anfidios/comprimento da cavidade
bucal, comprimento da cavidade bucal foram relacionadas com o comprimento total do

corpo entre os estagios de desenvolvimento juvenil, macho e fémea.

11. RESULTADOS
Sistematica
Classe Chromadorea Inglis, 1983
Ordem Araeolaimida Filipjev, 1918
Super Familia Axonolaimoidea
Familia Axonolaimidae Filipjev, 1918
Género Pseudolella Cobb, 1920

Pseudolella sp. nov. 1 (Fig. 5)

Descricdo do holotipo

Holdtipo Macho (Fig. 5). Cuticula finamente anelada. Cabeca arredondada e fracamente
afilada. Quatro cerdas cefalicas 2,4 um. Trés circulos de cerdas cervicais, arranjadas em
dois grupos subdorsais e um subventral. Fdvea anfidial estriada, em forma de alca, se
aproximando da extremidade anterior, com alca voltada ventralmente, no nivel da
odontia, com comprimento de 90 um, cerca de 2,5 vezes o comprimento da cavidade
bucal. Cavidade bucal cilindrica 5,1 um, arqueada na base, se estendendo 36 um até o
inicio da faringe, paredes esclerotizadas. Dois dentes curvados para dentro da cavidade
bucal — um dente alongado ventral e um menor subventral, localizados na extremidade
anterior da cavidade bucal. Faringe iniciando na base posterior da cavidade bucal, com
um bulbo pouco desenvolvido. Cardia pequena, conico-arredondada. Glandula ventral
posicionada posteriormente a juncéo faringe-intestino, com ducto alongado, estendendo
até a parte mediana da cavidade bucal. Cauda conica e curta 90 um. Presenca de glandulas

caudais, abertas em um espinerete.
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Sistema reprodutor dos machos possui um testiculo estendido, espiculas

arqueadas 27 um, cefaladas e gubernaculo de calha 11,6 pm. Apdfise caudal.

Suplementos presentes.

Fémeas. Morfologia semelhante aos machos. Sistema reprodutor feminino didélfico

anfidélfico, com ovarios estendidos. Vulva posicionada no meio do corpo 56,6%.

Habitat

Estuario. Areia média — fina, 28,9 —30,6°C, 12,7, salinidade 10 — 31, 0,7 — 20% de matéria

organica, 5,4 — 10,9 mg/l de oxigénio dissolvido.

Tabela 3. Caracteristicas morfométricas de Pseudolella sp. nov. 1. DP= desvio padrao.

Machos Fémeas (N=20)  Juvenis (N=52)

Holétipo Paratipo (N=16) média+DP média+DP

Caracteristicas Macho Fémea médiatDP (min. e max.) (min. e max.)
(min. — max.)
Comprimento total do 792 720 816,7+128,6 814,5+209,6 637+190,2
corpo (552 - 1140) (270 - 1260) (288 —1320)
Didmetro méaximo do 41 24 36,9+6,8 38,4+8,7 30,949,3
corpo (24 — 45) 24 - 60 (19,8 - 63)
Didmetro da cabeca 8,1 9 9,1+19 10,3+2,6 8,9+2,6
(6,9—13,3) (5,7 —18,3) (5,5—18,7)

Comprimento das cerdas 2,4 2,1 2+0,4 2,6+0,4 2,2+0,4
cefalicas (1,5-2,4) 1-3) (1,2-3,3)
Didmetro maximo da 4,8 3,6 4,1+1 3,740,8 3,71
cavidade bucal (3-6,6) (2,1-5,4) (2,1-6,6)
Comprimento da 39 30,2 34,1+4,6 32,543,6 29,916,5
cavidade bucal (20,4 - 38,2) (22,8 - 35,4) (13,2 -38,5)
Comprimento da fovea 90 117 127,2+14,9 117,8+27,5 91,2+27,1
anfidial (90 - 147) (42 -141,3) (57 -138)
Comprimento da fovea 2,5 3.8 3,6+0,6 3,60,7 3+0,7
anfidial/ Comprimento da (2,5-5,5) (1,8-4,6) (1,7-5)
cavidade bucal
Distancia da al¢a da fovea 1,5 1,9 2,3+0,9 2,312 2,2+0,9
anfidial a extremidade 1,5-2,5 (1,5-2,3) (1,6-2,2)

anterior




Comprimento da févea
anfidial/ Comprimento da
cavidade bucal

Comprimento da faringe
Diametro anal
Comprimento da cauda
Comprimento da
cauda/diametro anal
Distancia da Vulva a
extremidade anterior

V%

Comprimento da espicula

Gubernaculo

2,5

96

27

90

3,33

27

8,6

29,33

8,25

8,8

3,87

138

24

74

3,08

408

56,6

30

521

9,79

3,8+0,6
2,5-55

103+32,9
72-142,5

24,8+3,21
18-33

71,7+22,5
30-111

2,94+0,9
1,6-4,6

24,5+35
18,6 -31,2
11,3+2,8
8,6-16,8
22,9457
16,6 -30,4
8,243,1
3,68-9,3
12,5+0,9
9,2-216

36-07
(1,8-4,27)

122,1+26,5
(75,2 -152,2)

25,445,2
(18 — 30)
67,4+26,4
(30 — 126)

2,6+1,1
1,2-572
312,9+159,8
138 - 630
49,5+4,7
45,9 55,3

21,545
(9 - 30)
(5.2 -13,7)

13,6+4,8
(7,6 - 15,5)
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2,84+0,7
(1.9-4)

91,7430
(55 — 142,6)

235,83
(18 - 43)
69,1+29,8
(40 — 150)
3,242
(1,1-5,1)

21,1#5,1
(13 - 36,3)
7,7+2.3
(4,4-13)
11,6+7,9
(3,2 - 16,4)
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Figura 5. Pseudolella sp. nov. 1. Hol6tipo - macho. A= Vis&o geral do corpo; B= Parte posterior,
com énfase na espicula; C= Parte anterior do corpo, evidenciando a estrutura da cavidade bucal

com dois dentes; D= Parte anterior do corpo, evidenciando a fovea anfidial estriada.

Pseudolella sp. nov. 2:

Descri¢do do morfdtipo
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Fémea gravida. Cuticula lisa. Quatro cerdas cefélicas 3,7 um. Trés circulos de cerdas
cervicais subventral e subdorsal. Fovea anfidial estriada, em forma de bengala, com a alca
voltada ventralmente na linha do dente sub dorsal, se estendendo 127,9 um até o meio da
faringe, 3,5 vezes o comprimento da cavidade bucal. Cavidade bucal cilindrica,
esclerotizada e arqueada na base 6,6 pum, com 36,1 um de comprimento. Seis dentes: um
ventral e dois subventrais desenvolvidos horizontalmente e uma fileira vertical de dentes
subdorsais na extremidade anterior (Fig. 4A-B). Faringe iniciando na base cavidade bucal
e encerrando em um bulbo pouco pequeno Cérdia arredondada. Glandula ventral
desenvolvida, com ducto se estendendo até o meio da cavidade bucal. Cauda conico-
cilindrica 150 um; 4,3 vezes o diametro corpo na regido o anus (Fig. 4D-E). Fémea
didélfica, com ovarios estendidos, e vulva posicionada no meio do corpo 53,5%. Fémea

gravida com ovo 2 um (Fig. 4C).
Habitat

Estuario lamoso. 50% de silt ou argila, salinidade 10, 20% de matéria organica, 5,6 mg/I

de oxigénio dissolvido.

Tabela 4. Caracteristicas morfométricas do Pseudolella sp. nov. 2

Caracteristicas Hol6tipo Fémea  Paréatipo Fémea Min e Max Fémea (2)
Comprimento total do corpo 912 948 840-948
Diametro maximo do corpo 33 36 33-,39-7
Didmetro da cabeca 10,2 10,8 10-10,8
Comprimento das cerdas cefélicas 3,4 3,4 2,4-3,4
Didmetro méaximo da cavidade bucal 9,6 54 5,1-9,6
Comprimento da cavidade bucal 37,8 39 30-39
Comprimento da fovea anfidial 118,5 123,7 118,5-125
Distancia da alca da fovea anfidial & 2,4 2,4 2,4-2,9
extremidade anterior

Comprimento da févea anfidial/ 3,13 3,17 3,13-4,1
Comprimento da cavidade bucal

Comprimento da faringe 91,5 126 91,5-126
Didmetro anal 33 24 24-33
Comprimento da cauda 150 126 72-162
Comprimento da cauda/diametro anal 4,54 6,75 4,5-6,75
Distancia da Vulva a extremidade 410 490 410-490

anterior
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V% 44,9 51 44,9-53,5
a 21,6 26,33 23,07-27,63
b 9,96 7,52 7,52-9,96
c 6,08 5,85 5,85-11,66

12. Anélise morfométrica em Pseudolella sp. nov. 1

Todas as relagdes morfoldgicas foram baseadas em 88 espécimes, correspondendo
a 52 juvenis, 16 machos e 20 fémeas. As diferencas significativas nas variacdes das
caracteristicas entre os estagios ontogenéticos foram obtidas no comprimento dos anfidios
(ANCOVA: F= 7,41; p > 0,001). A maior inclinagéo da reta de regresséo linear foi
visualizada no estagio juvenil e, entre os estagios adultos, a inclinagéo foi sutil (Fig. 7;
Tabela 6). Outras caracteristicas como o comprimento da cavidade bucal e 0 comprimento
dos anfidios/comprimento da cavidade bucal tiveram ndo tiveram diferencas
significativas nas variacdes entre 0s estagios ontogenéticos (ANCOVA: F= 1,12; p >
0,32; F= 2,35; p > 0,10, respectivamente). As medidas dos juvenis e fémeas obtiveram
uma maior inclinacao na reta no comprimento da cavidade bucal e menos acentuada entre
0s machos (Fig. 7; Tabela 6). Os juvenis também obtiveram uma maior inclinacdo da reta
no comprimento dos anfidios/comprimento da cavidade bucal e menos acentuada nos

adultos (Fig. 7; Tabela 6).

Tabela 5. Equaces de regressao linear ajustadas.

Machos Fémeas Juvenis
Caracteristica Equacdo R2 Equacéo R2 Equacéo R2
Comprimento do y = 0,0006x 0,0107 y=-0,0001x 0,0012 y =0,0019x 0,2192
anfidio/Comprimento  + 3,346 +3,7248 +1,8751
da cavidade bucal
Comprimento da y = -5E-05X 0,0898 y=0,0096x  0,3105 y =0,0104x 2E-06
cavidade bucal + 34,15 + 24,712 +23,31
Comprimento da y=0,0101x  0,0075 y=0,0147x  0,0126 y=0,0823x  0,3324
fovea anfidial + 119,01 + 105,81 + 38,8

Figura 6. Pseudolella sp. nov. 2. Hol6tipo. A= Visdo geral do corpo; B= Parte anterior,
evidenciando a cavidade bucal com seis dentes; C= Parte anterior, evidenciando a févea anfidial
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estriada; D= Sistema reprodutor feminino, evidenciando a vulva e os ovarios estendidos; E= Parte
posterior, evidenciando a cauda conico-cilindrica. Escala (um).




Tabela 6. Principais caracteres diagndsticos das espécies validas do género Pseudolella Cobb, 1920.
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Espécies Cuticula Comprimento do N° de Tipo de Dentes no Espiculas  Ovarios Suplementos
ramo dos anfidios dentes anfidio cheilostoma

P. bengalensis (Timm, Finamente >1x comprimento da 3 Liso Ausentes Septadas Refletidos Ausentes

1957) Gerlach, 1962. anelada cavidade bucal

P. cephalata Cobb, 1920 Anelada >3x comprimento da 6 Liso Ausentes ? Estendidos Ausentes
cavidade bucal

P. capera Tchesunov, Anelada >1x comprimento da 6 Estriado Ausentes Septadas Estendidos Ausentes

1978 cavidade bucal

P. ferox Smolanko e Finamente >1x comprimento da 2 Liso Ausentes ? Estendidos Ausentes

Belogurov, 1993 anelada cavidade bucal

P. granulifera Cobb, 1920  Anelada >1x comprimento da 2 Liso Ausentes Septadas Estendido/ Ausentes
cavidade bucal refletido

P. intermedia Gerlach, Lisa >1x comprimento da 2 Liso Ausentes Septadas Estendidos Ausentes

1957 cavidade bucal

P. parva Gagarin e Finamente <0,5x comprimentoda 6 Liso Ausentes Septadas Estendidos Ausentes

Nguyen, 2006 anelada cavidade bucal

P. mangrovi Gagarin e Finamente <0,5x comprimentoda 2 Liso Ausentes Septadas Estendidos Ausentes

Thanh, 2016 anelada cavidade bucal

P. major Wang e Huang, Finamente >1x comprimento da 3 Liso Ausentes Septadas Estendidos Ausentes

2016 anelada cavidade bucal

P. minor Gagarin e Thanh, Lisa >1x comprimento da 2 Estriado Ausentes ? Estendidos Ausentes

2008

cavidade bucal
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P. norvegica Allgén, 1947

P. irritans Smolanko e

Belogurov, 1993
P. tenuis Gagarin e Tu,
2019

Pseudolella. sp. nov. 1

Pseudolella sp. nov. 2

Lisa

Anelada

Lisa

Finamente
anelada

Lisa

>1x comprimento da
cavidade bucal

Entre 0,5 e 1x
comprimento da
cavidade bucal

>1x comprimento da
cavidade bucal

>3x comprimento da
cavidade bucal

>3x comprimento da

cavidade bucal

Estriado

Liso

Estriado

Estriado

Ausentes

Presentes

Ausentes

Ausentes

Septadas

Néo
septadas

Septadas

Estendidos

Estendidos

Estendidos

Estendidos

Presentes

Ausentes

Presentes

Ausentes
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Figura 7. Relagbes entre o comprimento total do corpo em estigios ontogenéticos em
Pseudolella. sp. nov. 1. Amph= Comprimento total do ramo dos anfidios.
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Figura 8. Esboco de 12 espécies validas do género Pseudolella. Reproducdo das descrigdes
originais. A-B: P. bengalensis; C-E: P. capera; F: P. cephalata; G-H: Pseudolella ferox; 1-J: P.
granulifera; K-M: P. intermedia; N-O: P. irritans; P-Q: P. major; R-S: P. mangrovi; T-U: P.
minor; V-X= P. tenuis; W-Y= P. parva.

13. DISCUSSAO

O género Pseudolella possui 12 espécies validas, que sdo determinadas por
caracteristicas morfologicas e morfométricas: cuticula lisa P. intermedia; P. minor; P.
tenuis, finamente anelada P. bengalensis; P. ferox; P. parva; P. mangrovi; P. major;
Pseudolella sp. nov. 1 ou anelada P. cephalata; P. capera; P. granulifera; P. irritans,
comprimento do ramo dos anfidios 0,5x 0 comprimento da cavidade bucal; P. parva; P.

mangrovi, entre 0,5 e 1x P. irritans, >1x P. bengalensis; P. capera; P. ferox; P.
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granulifera; P. intermedia; P. major; P. minor; P. tenuis, >3x P. cephalata; Pseudolella
sp. nov. 1; nimero de dentes na regido anterior da cavidade bucal pode variar entre 2 P.
ferox; P. granulifera; P. intermedia; P. mangrove; P. minor; P. irritans; P. tenuis e
Pseudolella sp. nov. 1; 3 P. bengalensis; P. major e 6 P. cephalata; P. capera e P. parva,
podendo apresentar denticulos na parte posterior da cavidade bucal, como em P. tenuis.
A estrutura interna dos anfidios pode ser lisa em P. bengalensis, P. cephalata, P. ferox,
P. granulifera, P. intermedia, P. parva, P. mangrovi, P. major e P. tenuis ou estriada em
P. capera, P. minor, P. irritans e Pseudolella. sp. nov. 1. As espiculas sdo septadas na
maioria das espécies e ndo septadas em P. tenuis. A maioria das espécies possuem ovarios
estendidos e ovarios refletidos ocorrem em P. bengalensis e P. granulifera. Suplementos

pré-cloacais ocorre em P. irritans e Pseudolella sp. nov. 1 (Tabela 5; Fig. 8).

Pseudolella sp. nov. 1 é caracterizada pelos seguintes atributos: cuticula
fracamente anelada, quatro cerdas cefalicas, cavidade bucal cilindrica, ndo arqueada na
base, com dois dentes, um ventral maior e um subventral menor, faringe alongada e
alargada na base, fovea anfidial estriada e alongada até a base da faringe, suplementos
presentes, espiculas curvadas, cefaladas e septadas, guberndculo em forma de calha,
cauda conico-cilindrica com a parte posterior cilindrica. Fémeas didélficas anfidélficas

com ovarios estendidos.

Pseudolella sp. nov. 1 € relacionada com Pseudolella ferox Smolyanko e
Belogurov, 1993 por possuir cuticula finamente anelada, dois dentes anteriores na
cavidade bucal e fovea anfidial estriada, mas difere de P. ferox no comprimento total do
corpo (830 vs 1150 um P. ferox), comprimento da faringe (indice b: 21,4 vs 14 P. ferox),
pelo comprimento da fovea anfidial em relacdo ao comprimento da cavidade bucal (3,5
vs 2x em P. ferox), comprimento da cavidade bucal (34,5 vs 77 um P. ferox) e
comprimento da cauda (indice c: 11,5 vs 16,6 P. ferox). A espécie também é relacionada
com Pseudolella intermedia Gerlach, 1957 pela quantidade e padrdo dos dentes e na
forma e comprimento das espiculas (27 vs 28 um em P. intermedia), mas difere na forma
da cuticula (finamente anelada e lisa em P. intermedia), no aspecto (estriado vs liso em
P. intermedia), no comprimento da fovea anfidial em relacdo ao comprimento da

cavidade bucal (>3 vs >1x em P. intermedia).

No geral, as caracteristicas morfométricas de Pseudolella. sp. nov. 1 foram
variaveis (Fig. 7; Tabela 3). Dentre elas, as principais caracteristicas diagndsticas tiveram

variagdes morfométricas e ndo apresentaram diferengas significativas entre os estagios
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juvenil, fémea e macho (ANCOVA,; p > 0,5). Essas variagdes podem estar relacionadas
com o comprimento total do corpo (Fig. 7). Em nematoides, fatores ambientais podem
ser responsaveis pelas variacdes morfométricas (Tita et al., 1999; Soetaert et al., 2009).
Pseudolella sp. nov. 1 foi encontrada em uma variedade de habitats e a ocorréncia desses
individuos em diferentes tipos de habitats podem influenciar o padrdo morfométrico da

espécie.

Entre as caracteristicas diagnosticas, o0 comprimento dos anfidios tiveram a maior
variacdo (Fig. 7B) e diferiram significativamente entre os estagios juvenil, fémea e macho
(ANCOVA,; p > 0,001). As caracteristicas dos anfidios sdo variaveis (Armenteros et al.,
2009), no entanto, quando proporcionados com o comprimento da cavidade bucal, hd uma
menor variacdo, diminuindo a relagdo com o comprimento total do corpo (Fig. 7A; Tabela
6) e ndo diferindo significativamente entre os estagios juvenil, fmea (ANCOVA,; p >
0,5). Caracteristicas menos variaveis e pouco relacionadas com o comprimento total do
corpo sdo bons diagnosticos para identificacdo de espéecies de nematoides (Ahamed e
Jairajpuri, 1969). Ou seja, o comprimento dos anfidios € uma caracteristica variavel,
possuindo grandes relagdes com a variacdo do comprimento total do corpo. No entanto,
quando € proporcionado com o comprimento da cavidade bucal, a variacdo torna-se
independente da variagdo do comprimento total do corpo, indicando como um bom

diagnostico para o género Pseudolella.

Pseudolella sp. nov. 2, é caracterizada pelas seguintes caracteristicas: cuticula lisa,
cerdas cefalicas curtas, fovea anfidial alongada, cavidade bucal cilindrica, arqueada na
base, com seis dentes: um ventral e dois subventrais desenvolvidos horizontalmente e
uma fileira vertical de dentes subdorsais na extremidade anterior, faringe alongada e
alargada na base, glandula ventral alongada, poro secretor-excretor situada na parte
mediana da cavidade bucal, cauda conico-cilindrica, vulva situada na parte mediada do
corpo 44,9-53,5%, ovarios estendidos. Apenas fémeas foram encontradas. Mantivemos a
descricdo como espécie nova como morfotipo-base para identificacdo do macho e

descricdo mais robusta da espécie.

DescricOes de espécie de nematoides de vida livre, baseadas em estagios juvenil
e fémea, em parte, sdo invalidadas de forma arbitraria (e.g. Huang e Cheng, 2011),
sobretudo quando caracteristicas morfoldgicas ou morfométricas nos machos possam ser
variaveis (veja Chitwood e Murphy, 1964; Fonseca et al., 2007) e passiveis de erros como

em Terschellingia longicaudata (veja capitulo anterior), por exemplo e, com
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detalhamento morfométrico (Fig. 7; Tabela 3), percebemos que as variacbes das
caracteristicas diagndsticas ndo diferem significativamente entre 0s estagios
ontogenéticos (ANCOVA; p>0,5), 0 que sugere que essas caracteristicas sejam
conservadoras e robustas em tanto em machos quanto em fémeas a jovens. De fato,
algumas espécies sdo descritas, sem detalhamento morfol6gico ou morfométrico como
Pseudolella norvegica Allgén (1947) (Tabela 5), considerada como inquirenda por Timm
(1963). Pseudolella norvegica foi descrita, baseada em poucos individuos (um individuo
juvenil) e caracteristicas variaveis (comprimento total do corpo e no comprimento das
cerdas). Nesse estudo, uma possivel espécie nova do género Pseudolella foi determinado

como Morf6tipo 1, baseada em seis individuos fémeas (Fig. 2).

14. CONCLUSAO

Os individuos estudados do género Pseudolella de estuarios tropicais (~7°S) foram
identificados como duas espécies novas. Pseudolella sp. nov. 1 possui uma grande
variacdo morfométrica. Na maioria das caracteristicas, as variages nao tiveram
diferencas significativas entre estagios jovens e adultos. Pseudolella sp. nov. 2 foi
descrito, baseada em seis fémeas, havendo a possibilidade de ser espécie nova, com a
necessidade de individuos machos para a descricdo. O género Pseudolella possui 12
espécies validas. A maioria caracteristicas morfométricas do género sdo variaveis e sdo
relacionadas com as variacdes do comprimento total do corpo. Quando proporcionados,
o0 compromento dos anfidios/comprimento da cavidade bucal diminui a variacdo das
medidas e a relacdo com o comprimento total do corpo, indicando um bom diagndstico

para o género.
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15. CONCLUSAO GERAL

Um total de trés espécies foram encontradas, as quais uma pertence ao género
Terschellingia e duas pertencem ao género Pseudolella. Esses géneros possuem grandes
variagbes morfométricas. No entanto, as analises morfométricas permitem avaliar a
variacdo das principais caracteristicas diagndsticas, tornando-se uma boa ferramenta para
discutir as caracteristicas de géneros problematicos do filo Nematoda. A ocorréncia de
caracteristicas morfomeétricas, sem diferencas significativas na variacdo em estagio
juvenil, fémea e macho, aliados a dados morfoldgicos, permitem a identificacdo de

espécies dos géneros Terschellingia e Pseudolella, independente do estagio ontogenético.
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