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RESUMO

O conceito de uma taxonomia integrativa € uma ferramenta que utiliza
marcadores moleculares de DNA, caracteres ecol6gicos e caracteres morfolédgicos, a fim
de auxiliar na identificacdo da biodiversidade global. Os géneros de Desmodoridae
estdo dispostos em seis subfamilias, por apresentarem caracteristicas muito diferentes.
Sendo assim, um estudo de taxonomia integrativa foi assim proposto para melhor
entender a diversidade da familia. Um novo género e uma nova espécie, Spirodesma
magdae nov. gen. nov. sp., foram descritas, apresentando como caracteristicas
principais anfideos uniespiral com fovea anfideal circular e cavidade bucal com trés
dentes de tamanho iguais. Com base em evidéncias morfologicas e moleculares, foram
testadas as relagBes filogenéticas entre tdxons representativos das 6 subfamilias. A
analise de distancia genética (neighbor-joining) mostrou que Desmodoridae é uma
unidade genética coesa, porem subdivida em dois agrupamentos mais similares entre si.
Apesar da coesdo genética de Desmodoridae, as analises moleculares de méaxima
parciménia (MP) e de inferéncia Bayesiana (IB) indicaram que a familia parece ser
polifilético. Molgolaimus demani e Prodesmodora spp., S80 grupos irmdos e parecem
ndo pertencer a familia Desmodoridae. Spirinia e Metachromadora se comportaram
como grupos monofiléticos, entretanto este Gltimo parece ndo pertencer a subfamilia
Spiriniinae. Acanthopharynx se mostrou monofilético e grupo irmdo de Desmodora
communis, porém ambos se mostraram distantes genético-evolutivamente de D. pontica
e D. ovigera. Xyzzors sp. parece fazer parte de Desmodoridae. Pelas analises
moleculares, Stilbonematinae se mostrou polifilética devido a posicdo de Robbea
hypermnestra, Eubostrichus topiarius e E. parasitiferus; entretanto a analise
filogenética (MP) por meio dos dados morfoldgicos apresentou Stilbonematinae como
monofilético. A analise de MP por dados morfologicos mostrou que das seis subfamilias
de Desmodoridae, apenas trés podem ser ditas como monofiéticas, Stilbonematinae,
Molgolaiminae e Prodesmodorinae. Ainda se faz necessario compreender a evolucao
dos caracteres morfoldgicos e estabelecer quais apresentam sinais filogenéticos, uma
vez que os dados moleculares se mostraram mais eficazes para o estudo da diversidade e

evolucdo de Desmodoridae do que os caracteres morfologicos aqui utilizados.

Palavras-chave: Desmodorinae, Spiriniinae, Molgolaiminae, Prodesmodorinae,

Stilbonematinae, 18S rDNA, iluminacao-reciproca.



Abstract

Integrative taxonomy is a tool that uses DNA molecular markers, ecologic and
morphologic characters, to assist the identification of the global biodiversity.
Desmodoridae genera are placed into six subfamilies, for showing very different
characters. Thus, an integrative taxonomy study was proposed to better knowledge of
the diversity of this family. A new genus and a new species, Spirodesma magdae nov.
gen. nov. sp., have been described, presenting as it main features amphids unispiral with
circular amphideal fovea and buccal cavity with three teeth of equal size. Based on
morphological and molecular evidence, the evolutionary relationship between taxa of
the 6 subfamilies, were tested. The genetic distance analysis (neighbor-joining) showed
that Desmodoridae is a cohesive genetic unit, but subdivided into two groups more
similar to each other. Despite the genetic cohesiveness of Desmodoridae, the analysis of
maximum parsimony (MP) and Bayesian inference (Bl) indicated that the family
appears to be polyphyletic. Molgolaimus demani and Prodesmodora spp., are sister
groups and appear not to belong to the family Desmodoridae. Spirinia and
Metachromadora behaved as monophyletic groups, though the latter seems not to
belong to the subfamily Spiriniinae. Acanthopharynx proved to be monophyletic and
sister group to Desmodora communis, but both proved to be evolutionarily and genetic
distant from D. pontica and D. ovigera. Xyzzors sp. seems to be part of Desmodoridae.
Based on molecular analysis, Stilbonematinae showed to be polyphyletic because of the
position of Robbea hypermnestra, Eubostrichus topiarius and E. parasitiferus; although
the phylogenetic analysis (MP) based on morphological data showed Stilbonematinae as
monophyletic. Based only on morphological characters selected, the family
Desmodoridae proved to be monophyletic; however only three of six subfamilies are
monophyletic, Molgolaiminae, Prodesmodorinae and Stilbonematinae. Although it is
necessary to understand the evolution of morphological characters and establish which
ones have phylogenetic signals, since the molecular data were more effective for
studying the diversity and evolution of Desmodoridae than the morphological characters

used here.

Key-words:  Desmodorinae,  Spiriniinae, ~ Molgolaiminae,  Prodesmodorinae,
Stilbonematinae, 18S rDNA, reciprocal ilumination.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1 Taxonomia integrativa

O conceito de uma taxonomia integrativa ¢ uma ferramenta que se utiliza marcadores
moleculares (DNA nuclear e/ou mtDNA), caracteres ecoldgicos e caracteres morfoldgicos, a
fim de auxiliar na identificagao da biodiversidade global (Seberg et al. 2003; Dayrat 2005;
DeSalle et al. 2005; Rubinnof 2006, Fonseca et al. 2008). Dayrat (2005) discute que uma
abordagem integrativa ¢ o melhor futuro possivel para a taxonomia. Pois, devido a sua
complexidade, a diversidade da vida precisa ser estudada por meio de perspectivas multiplas e
complementares.

Taxonomia integrativa tem sido eficientemente introduzida para alguns grupos de
vertebrados (e.g. Wiens & Penkrot 2002; Malhotra & Thorpe 2004) e invertebrados (e.g.
Parmakelis et al. 2003; Wahlberg et al. 2005), mas muito pouco para outros grupos como os
nematddeos (De Ley et al. 1999; De Ley et al. 2005; Bhadury et al. 2008; Neres et al. 2010).
Além, a grande maioria dos esfor¢os para a integracdo dos métodos taxonOmicos para
classificacdo de espécies de nematddeos tem sido focada em grupos parasitas (Blaxter et al.,
1998; Nadler 2002) e algumas espécies terrestres (Blouin 2002; Abebe & Blaxter 2003;
Chilton et al. 2001; Waite et al. 2003; Foucher et al. 2004; Fontanilla & Wade 2008;

Holterman et al. 2008). Citar os outros com nematoda marinhos

1.2 Aspectos bioldgicos gerais do Filo Nematoda

Os nematddeos marinhos estdo amplamente distribuidos, ocorrendo da costa até
regides abissais. Onde sdo encontrados, eles sdo frequentemente os mais numerosos entre os
metazoarios, chegando a 26.646 espécies registradas para o filo, com estimativas de cerca de
um milhdo de espécies (Hugot et al. 2001) ou até mesmo de 100 milhdes (Lambshead, 1993).

Apds um século de pesquisas taxondmicas, provavelmente ¢ conhecida apenas 10% da
riqueza de espécies de Nematoda e a estimativa varia entre 0,1 a 100 milhdes (Meldal et al.
2007). Esta diversidade dos nematddeos ainda estd subapreciada, pois para ser constatada,
esta requer frequentemente o uso de microscopios optico e eletronico de alta resolugdo, assim
como o conhecimento da larga escala de formas descritas em literaturas taxondmicas
especializadas. Como resultado, estudos ecoldgicos sobre a diversidade dos nematddeos sao
usualmente restritos a identificagdo no nivel de género (De Ley et al. 2005).

Os caracteres morfologicos mais comumente utilizados na classificagdo dos

representantes do Filo Nematoda sdo a cuticula, as setas, a cabega, o anfideo, a cavidade

1
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bucal, o esdfago e os orgaos reprodutores (Lorenzen 1994), respeitando algumas excegoes.
Para nematddeos marinhos existem excelentes chaves pictoriais para identificagdo de seus
representantes (Platt & Warwick 1983, 1988; Warwick et al. 1998). Entretanto, apesar desse
grupo ser estudado a mais de 350 anos, a falta de critérios objetivos para acessar a homologia
entre caracteres morfologicos, tem dificultado a reconstruc¢ao da filogenia do filo Nematoda,
pois a ontogénese e ultra-estrutura dos nematddeos sao fracamente entendidas e a falta de

registros fossiliferos torna as comparagdes bem deficitarias (Meldal et al. 2007).

1.3 Revisao das classificagdes do Filo Nematoda

Em 1922, Micoletzky supdes que diferencas na morfologia da cavidade bucal podiam
ser utilizadas para determinar relagdes entre grandes grupos. Entretanto, a subdivisdo do filo
em cinco familias pareceu ser instavel. O sistema bipartite proposto por Chitwood (1933)
propoes a subdivisdao do filo em “Aphasmidia” e “Phasmidia”. Em 1958, Chitwood decidiu
mudar os nomes para “Adenophorea” e “Secernentea”, respectivamente, e por décadas quase
todos os nematologistas aderiram a esta subdivisao. (Heip et al. 1982)

Lorenzen (1981) seguiu Chitwood e caracterizou a classificagdo de Adenophorea em
mais detalhes, e assim forneceu o primeiro sistema filogenético baseado em principios
cladisticos (Heip et al. 1982). Porém, os caracteres morfologicos sozinhos pareciam
insuficientes para resolver relacionamentos filogenéticos mais complicados (Decraemer &
Smol 2006).

Posteriormente, Blaxter et al. (1998) produziram o primeiro cendrio filogético em
nematodeos usando 53 seqiiéncias da subunidade ribossomal nuclear (SSU) e seus resultados
indicaram que ‘Adenophorea’ poderia ser parafilética, pois incluiram o ancestral de
‘Secernentea’. Apesar de suas andlises terem sido baseadas principalmente em espécies
terrestres e parasitas economicamente importantes (Dorylaimida, Mermithida, Mononchida,
Rhabditida, Trichinellida, e Triplonchida) foi possivel propor uma revisao filogenética do filo,
mesmo que na auséncia de dados dos grupos encontrados em habitat marinhos (Araeolaimida,
Chromadorida, Desmodorida, Desmoscolecida, Enoplida, and Monhysterida).

Outros estudos (Aleshin et al. 1998; Kampfer et al. 1998; Litvaitis et al. 2000)
adicionaram mais espécies marinhas, porém muitos ramos ainda foram sub-representados
(Enoplida, Chromadorida, Monhysterida, e Desmoscolecida). Em 2001, Coomans demonstrou
que a combinagdo de dados de Blaxter et al. (1998) ¢ Alenshin et al. (1998) apresentaram
‘Adenophorea’ como parafilética e que existem evidéncias suficientes para a divisao do filo

Nematoda em duas classes (“Adenophorea” e “Secernentea”).
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De Ley (2000) e Blaxter (2004) atualizaram a classificacao do filo Nematoda usando
dados moleculares disponiveis para espécies adicionais, € dados morfologicos para ajudar o
posicionamento dos tdxons para qual o SSU ainda ndo estivesse disponivel. Ainda assim, o
sistema foi baseado em sua maioria em taxons terrestres e parasitas. Recentemente, Meldal et
al. (2007) apresentaram seus resultados e trouxeram uma nova resolucdo filogenética de
Nematoda, ainda com algumas duvidas. Muitos dos achados sdo ainda consistentes com os
resultados de De Ley & Blaxter (2002, 2004). Com adi¢do de alguns chromadorides
marinhos, eles puderam confirmar a sugestdo de Blaxter et al. (1998) e De Ley & Blaxter
(2002) de que a classe ‘Secernentea’ precisa ser rebaixada um nivel taxonémico, uma vez que
esta deriva de um ancestral comum juntamente com Axonolaimidae, Desmolaimus
zeelandicus e Isolaimium sp, e ndo diretamente do ancestral comum a todos os nematodeos.
Em 2006, Holterman et al. apresentaram a subdivisdo do filo Nematoda em 12 clados
baseados em uma série de bifurcagdes muito bem suportadas na arvore. Mais recentemente,
Megen et al. (2009) selecionaram aproximadamente 1200 sequéncias de SSU rDNA do filo
Nematoda, e seus resultados foram semelhantes aos de Holterman et al. (2006).

Finalmente, o advento dos métodos de taxonomia cladistica, com base em caracteres
moleculares de DNA, tem revelado diferentes padrdoes de diversidade em nematodeos
(Foucher et al. 2004; Griffith et al. 2005; De Ley et al. 2005; Meldal et al. 2007; Holterman
et al. 2008; Ferri et al. 2008).

1.4 Desmodoridae Filipjev, 1922

Em 1934, Filipjev classificou as espécies desse grupo como parte das sufamilias
Richtersiinae, Desmodorinae, Monoposthiinae, Epsilonematinae ¢ Draconematinae da ordem
Chromadorida (Heip et al. 1982). Entdo, em 1950, Chitwood & Chitwood agruparam essas
espécies na superfamilia Desmodoroidea, e diferenciaram trés familias pela forma do corpo e
presenca de setas ambulatorias e glandulares: Desmodoridae, Epsilonematidae Steiner, 1927 e
Draconematidae Filipjev, 1918 (Heip et al. 1982) Foi quando em 1965, De Coninck elevou
Desmodorida para acomodar as espécies que diferem de Chromadorida pela cépsula cefélica e
cuticula sem pontilhacdes; e a presenga ou auséncia de tubos adesivos os colocou
respectivamente em Draconematina ou Desmodorina. O tultimo foi subdividido em sete
familias baseado em algumas caracteristicas como: cuticula com ou sem anelagdes, presenga
ou auséncia de capsula cefalica, estrutura do 6rgdo cefalico sensitivo, os ovarios, o numero e
tamanho de anelagdes. Lorenzen (1981) rejeitou a ornamentagdo da cuticula como um critério

de diferenciagdo de Desmodorida ¢ manteve os membros desta ordem em Chromadorida

3
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(Heip et al. 1982). Finalmente, em 2002, De Ley & Blaxter elevaram a familia Desmodoridae
a Ordem, com uma Unica subordem e duas superfamilias. A superfamilia Desmodoroidea
caracteriza-se pela presenga de um testiculo anterior, nos machos, e ovarios refletidos, nas
fémeas, e comporta trés familias: Desmodoridae, Epsilonematidae e Draconematidae
(Descraemer & Smol 2006).

Desmodoridae se caracteriza pela presenca de um anfideo em espiral, usualmente com
uma ou duas voltas, faringe com um bulbo muscular posterior e cauda conica (Decraemer &
Smol 2006), entretanto, segundo Lorenzen (1994), ndo existe nenhuma sinapomorfia que
sustenta a monofilia de Desmodoridae. A familia se destaca por ndo apresentar as
caracteristicas tipicas das familias Epsilonematidae e Draconematidae, como tubos adesivos
ou setas ambulatdrias. Devido a isto, esta familia dispde de géneros com caracteres muito
diferentes, o suficiente para reagrupa-los em seis subfamilias: Stilbonematinae Cobb, 1920;
Desmodorinae Filipjev, 1922; Spiriniinae Gerlach & Murphy, 1965; Prodesmodorinae
Lorenzen, 1981; Molgolaiminae Jensen, 1978 e Pseudonchinae Gerlach & Riemann, 1973.
Sendo as trés tltimas monogenéricas.

A partir das diagnoses das subfamilias de Desmodoridae, segundo Decraemer & Smol
(2006), os membros de Stilbonematinae sdo associados obrigatoriamente a bactérias de
crescimento epitelial (figura 1). Os nematdodeos de Desmodorinae apresentam como
caracteristica principal a presenca de cépsula cefalica (figura 2) e os representantes de
Spiriniinae ndo apresentam capsula cefalica e a cavidade bucal ¢ pequena (figura 3). Os
nematddeos de Prodesmodorinae tém reprodugdo exclusivamente partogenetica e sdo
exclusivamente limno-terrestres, enquanto que Molgolaiminae difere principalmente pela
forma criptoespiral dos anfideos. Os membros de Pseudonchinae apresentam uma cavidade
bucal simétrica bilateralmente, grande, tubular, subdividida e com dentes ventrosublateral no

nivel da jun¢do (figura 4).
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Stilbonema Leptonemelia

Catanema

Eubostrichus

Figura 1. Representantes das subfamilias Stilbonematinae (Fonte: Apostila do curso internacional de

Nematologia, Universidade de Ghent).

Nenodesmodora

Bolholaimus

Acanthapharynx Desmodorella Croconema

Pseusochromadora
Pseudodesnodora

Echinodesmaodora Metadesmodora

Paradesmodora Stvgodesmodora

Figura 2. Representantes da subfamilia Desmodorinae (Fonte: Apostila do curso internacional de Nematologia,

Universidade de Ghent).
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Perspiria

Chromaspirinia

N[ N — |
. . ! / Pseudometachromadora Metachromadora
Sigmophoranema \
~

Parallelocoilas

Figura 3. Representantes da subfamilia Spiriniinae (Fonte: Apostila do curso internacional de Nematologia,

Universidade de Ghent).

Prodesmodora

Molgolaimus

Figura 4. Representantes das subfamilias: A) Pseudonchinae; B) Molgolaiminae ¢ C) Prodesmodorinae (Fonte:

Apostila do curso internacional de Nematologia, Universidade de Ghent).
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2. JUSTIFICATIVA

De maneira geral, os nematddeos marinhos constituem um grupo faunistico de
significativa importancia ecoldgica (circulagdo do oxigénio do sedimento, decomposicao da
matéria organica, fluxo de energia) (Heip et al. 1985). Porém, apresentam uma significativa
caréncia de conhecmento da evolugdo dos caracteres morfologicos capazes de expressar a sua
diversidade taxonomica de forma mais consistente. Nesse sentido, o uso de abordagens
moleculares direcionadas a uma taxonomia cladistica vem auxiliando sobremaneira o
entendimento sobre tal diversidade (Foucher et al. 2004; De Ley et al. 2005; Meldal et al.
2007; Holterman et al. 2008; Megen et al. 2009).

O conjunto de evidéncias morfoldgicas, potencialmente sinapomorficas, que
sistematizam a diversidade da familia Desmodoridae em 6 subfamilias, tais evidéncias estdo
sujeitas, de forma completa ou parcial, a testes perante outros conjuntos de dados. No tocante
ao presente estudo, foram usados métodos de similaridade genética e de sistematica molecular
para testar o grau de sustentabilidade taxonomica que as evidéncias morfoldgicas disponiveis

apresentam para os tdxons a serem estudados.

3. APRESENTACAO

O presente trabalho ¢ compreendido por dois capitulos. O primeiro sobre a descri¢do
de um novo género e uma nova espécie de Desmodoridae ja publicado recentemente
(Cavalcanti, et al. 2009). Ja o segundo capitulo versou sobre um estudo de
similaridade/sistematica filogenética que testa as relacdes evolutivas entre téxons
representativos de 6 subfamilias componentes de Desmodoridae, com base em evidéncias

morfoldgicas e moleculares.
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CAPITULO 1

Descricdo de um novo género e uma nova espécie de

Desmodoridae.

Cavalcanti, M. F.; Silva, M. C. & Fonseca-Genevois, V. G. 2009.
Spirodesma magdae nov. gen. nov. sp. (Nematoda: Desmodoridae)

from Brazilian deep sea (Campos Basin, Rio de Janeiro, Brazil).

Zootaxa, 2096: 109-118.
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1. INTRODUCAO

Nematddeos marinhos de vida livre pertencentes a familia Desmodoridae Filipjev,
1922 tém sido reportados na maioria dos sedimentos de mar profundo, mas sempre em
pequenos nimeros, chegando ao méximo a 1% do total de individuos (Soetaert & Heip 1995).

Na Bacia de Campos, 195 géneros foram identificados, sendo 10 deles (5%)
representantes de Desmodoridae (comunicagdo pessoal). Entre estes, quatro (40%) foram
identificados como membros da subfamilia Spiriniinae: Chromaspirinia Filipjev, 1918,
Metachromadora Filipjev, 1918, Onyx Cobb, 1891 e Spirinia Gerlach, 1963.

2. OBJETIVOS
Descrever um novo género e uma nova espécie de nematddeo pertencente a familia

Desmodoridae.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Descricdo de Area

A Bacia de Campos (Figura 1) esta situada no litoral Sudeste do Brasil (21°30'W e
23°30'S) e se estende desde o estado do Rio de Janeiro até o Espirito Santo, sendo considerada
relativamente jovem em termos de idade geoldgica (140 — 130 MA) (Defeo 2002). Ocupa a
area de cerca de 120.000 km” até a batimetria de 3.500 metros. O regime hidrodinimico da
regido ¢ controlado pela Corrente do Brasil, que se estende paralelo a costa até 200 metros de

profundidade (Soares-Gomes et al. 1999).

3.2 Procedimento de Campo

As amostras foram coletadas durante o projeto “Ocean Prof” na Bacia de Campos, Rio
de Janeiro, Brazil, em Novembro ¢ Dezembro de 2002 e Junho e Julho de 2003, a bordo do
Navio de Pesquisas “Astro Garoupa”. As foram divididas em duas regides: Norte (19
estagoes) e Sul (24 estagdes), em cinco profundidades (750, 1050, 1350, 1650 e 1950 m). Para
a coleta do sedimento, um corer USNEL SPADE tipo box orer (Ocean Instruments), com
superficie de 0.25 m” dividido em 25 células, foi utilizado (Hessler & Jumars 1974). Um corer
de 2 cm de diametro interno foi inserido em cada célula até a profundidade de 10 cm para
coleta do sedimento das subamostras. Trés subamostras de cada extracdo foram coletadas,
divididas em duas camadas verticais de 0-2 cm e 2-5 cm, estocadas em reservatorios plasticos,

e fixadas com 4 % de folmol e 4gua do mar.
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3.3 Procedimentos de Laboratorio

A triagem dos nematddeos foi realizada seguindo a metodologia de Elmegren (1976).
As amostras foram colocadas em Becker de 1000 mL, lavadas e elutriadas sucessivamente
(minimo de 10 vezes). O sobre nadante resultante deste procedimento foi vertido em peneiras
geologicas de intervalos de malhas de 0,044 mm e 0,5 mm, para a reten¢ao da meiofauna, e
fixadas em solucdo forma 4%. O material retido na peneira foi colocado em placa de Dolffus
sob estereomicroscopio para a triagem dos espécimens da nematofauna.

Para identificacdo foram confeccionadas laminas permanentes de vidro de acordo com
o método descrito por De Grisse (1969). Os individuos selecionados foram inseridos em
cadinho contendo solu¢do 1 (99% de formol 4% e 1% de glicerina). O cadinho foi posto em
repouso em dessecador contendo etanol por um periodo de 24 horas (para que todo o formol
presente nos animais evaporasse, sendo substituido pelo etanol presente no dessecador).
Posteriormente, foi introduzida a solug¢ao 2 (95% de etanol e 5% de glicerina), trés vezes a
cada duas horas, a 35°C. No final desse processo colocou-se a solu¢do 3 (50% de etanol e
50% de glicerina), na qual os espécimes ficaram depositados até a montagem das ldminas.

As laminas foram previamente lavadas com alcool a 70%, para eliminac¢ao da gordura
presente no vidro e preparadas com um circulo de parafina, contendo uma gota de glicerina no
centro. Os animais foram dispostos na glicerina e recobertos por uma laminula. Por
aquecimento, a parafina foi derretida e a laminula aderida a 1amina através do resfriamento da
parafina. As laminas foram levadas a microscopio Optico OLYMPUS CX31 para a
identificagdo. Destes, oito individuos foram selecionados (1 holétipo, 1 alétipo, 3 paratipos

machos, 1 paratipos fémeas e 2 paratipos juvenis).

3.4 ldentificacdo dos nematodeos

Os oito individuos de Spirodesma magdae nov. gen. nov. sp. foram desenhados sob
microscopio optico OLYMPUS CX31, com camara-clara. Apds a elaboragdao dos desenhos,
foram obtidas as medidas corporeas usando um curvimetro analdgico. O registro do género
novo e da espécie nova foi feito através do desenho manual e fotografia em camara digital
OLYMPUS-C5050 acoplada ao microscopio.

Para a identificagdo ao nivel especifico, foram confeccionadas tabelas com as

medigdes corporais dos espécimes, utilizando-se as seguintes abreviacdes:

L: comprimento total do corpo

head: didmetro cefalico
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amph pos: distancia do anfidio a extremidade anterior do corpo
amph: didmetro do anfideo

%cbd: porcentagem do anfidio em relagdo ao didmetro correspondente
mbd: diametro maximo do corpo

abd: diametro anal

ph: comprimento total da faringe

nr: localizacdo do anel nervoso em relagao a regido anterior

%onr: localizag@o do anel nervoso em % ao tamanho da faringe

bulb: diametro do bulbo faringeo

cbd: diametro correspondente do corpo

%chd: diametro do bulbo faringeo em % do didmetro correspondente do corpo
spic: comprimento da espicula ao longo do arco

gub: comprimento do gubernaculo

t: comprimento total da cauda

V: posicao da vulva em relacdo a extremidade anterior do corpo

V%: posicdo da vulva em relacdo a extremidade anterior do corpo, expressa como
porcentagem do comprimento total.

Amph turn: espessura da volta do anfideo

a: comprimento total do corpo/diametro maximo (L/mbd).

b: comprimento total do corpo /comprimento total da faringe (L/ph).

c: comprimento total do corpo/ comprimento total da cauda (L/t).

¢’ comprimento total da cauda/ didmetro anal (t/abd)

annul hd: distancia entre anelagdes na regido cabega

annul hb: distancia entre anelagdes no meio do corpo

annul t: distancia entre anelagdes na regidao da cauda

As regides do corpo foram nomeadas de acordo com Coomans (1979). Todas as

medidas foram feitas em micrometros ().

4. RESULTADOS

4.1 Material estudado

Espécimes: 4 machos; 2 fémeas; 2 juvenis.
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Material tipo: O holdtipo (MNRJ 326) e o alotipo (MNRIJ 327) foram depositados no
Museu Nacional do Rio de Janeiro. Trés machos paratipos (NM LMZOO UFPE 116 a 118), 1
fémea paratipo (119) e 2 juvenis (120 a 121) foram depositados no Laboratorio de Meiofauna
do Departamento de Zoologia, Universidade Federal de Pernambuco.

Local tipo: Mar profundo da Bacia de Campos (Rio de Janeiro, Brasil). O holétipo foi
encontrado a 1350 m de profundidade (Figura 1). Os espécimes foram achados no perfil de 2—
5 cm no sedimento muito fino.

Outras localidades: o aldtipo foi encontrado a 1950 m de profundidade, enquanto que

os paratipos macho e fémea foram encontrados a 750 e 1050 m de profundidade em

sedimento muito fino, respectivamente. Todos esses espécimes foram encontrados no perfil

0-2 cm.

4.2 Etimologia
O nome do género se refere a presenca de caracteres de ambas as subfamilias
Spiriniinae e Desmodorinae. O nome especifico ¢ em homenagem a Professora Dra. Magda

Vincx da Universidade de Ghent, Bélgica.

[ Jsana
|:| Calcareous
- v

40°20°0°W 4010w 400w 3EIW

%

Figura 1. Bacia de Campos, Rio de Janeiro, onde os circulos representam as extagdes onde os espécimes de

Spirodesma magdae nov. gen. nov. sp. foram encontrados (Fonseca-Genevois, et al. 2009).
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4.3 Classificagdo Taxonémica (seguindo Decraemer & Smol 2006)

Ordem Desmodorida De Coninck, 1965
Subordem Desmodorina De Coninck, 1965
Superfamilia Desmodoroidea Filipjev, 1922
Familia Desmodoridae Filipjev, 1922
Subfamilia Spiriniinae Gerlach & Murphy, 1965

4.4 Diagnose da subfamilia Spiriniinae (segundo Decraemer & Smol 2006)

Desmodoridae. Cuticula corpérea finamente estriada. Cabeca sem demarcagao de
capsula cefalica. Fovea anfideal como espiral simples, geralmente localizada na regido bem
anterior do corpo. Cavidade bucal pequena, desde minuta a tamanho médio, apresentando

dente dorsal; dois dentes ventrosublaterais pequenos, podem estar presentes ou ausentes.

45 Lista de géneros validos em Spiriniinae (Lorenzen 1994; Verschelde,
Muthumbi & Vincx 1995; Vincx & Gourbault 1989)

Alaimonema Cobb, 1920

Chromaspirina Filipjev, 1918
Metachromadora Filipjev, 1918

Onyx Cobb, 1891

Papillonema Verschelde, Muthumbi & Vincx, 1995
Parallelocoilas Boucher, 1975

Perspiria Wieser & Hopper ,1967
Polysigma Cobb, 1920
Pseudometachromadora Timm, 1952
Sigmophoranema Hope & Murphy, 1972
Spirinia Gerlach, 1963 (género tipo)

4.6 Diagnose de Spirodesma nov. gen.

Corpo afinando nas extremidades. Cuticula corpérea com fortes anelagdes
transversais. Anfideos como um tnico espiral, com fovea anfideal circular. Cavidade bucal
com trés dentes de tamanho iguais, um dorsal e dois ventrosublaterais. Faringe com bulbo

terminal redondo e bem desenvolvido. Um testiculo anterior disposto ao lado esquerdo do
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intestino, em machos; dois ovarios opostos e refletidos, em fémeas. Espiculas curvadas
ventralmente, capitulum nio separado e velum bem desenvolvido. Trés suplementos tubulares
precloacais. Cauda conica-cilindrica. Trés glandulas caudais terminando em um espinereto.

Espécie tipo: Spirodesma magdae nov. gen. nov. sp.

4.7 Descricdo de Spirodesma magdae nov. gen. nov. sp.

Holotipo (Figuras 2 e 4): Corpo cilindrico, afinando em direcdo a ambas
extremidades. Cuticula com anelacdes transversais, menos obvias na regido cefalica (1 um de
espessura) do que na regido da cauda (2 pum de espessura). Cabeca nao demarcada como
capsula cefélica. Papilas anteriores arranjadas em 6+6+4. Setas papiliformes. Anfideos como
um unico espiral com fovea anfideal circular, voltado ventralmente, envolto parcialmente
pelas anelagdes, ¢ 5 um da extremidade anterior. Setas subcefalicas ausentes. Papilas
somaticas arranjadas simetricamente e aos pares ao longo do corpo lateralmente. Cavidade
bucal com 3 dentes de tamanhos iguais, 1 dorsal e 2 ventrosublateral. Faringe muscular, com
bulbo esférico bem desenvolvido e terminal, ocupando 75% da espessura do corpo
correspondente, parede do limen fortemente esclerotizada e musculatura com interrupgdes
protoplasmaticas. Anel nervoso a 65% do total do comprimento da faringe até a extremidade
anterior. Poro secretor-excretor ndo observado. Glandulas excretoras a 134 pm da
extremidade anterior. Um testiculo anterior disposto a esquerda do intestino. Espiculas
curvadas ventralmente, capitulum nio separado, ¢ velum bem desenvolvido. Gubernaculum
sem apofise. Trés suplementos precloacais tubulares presentes, o mais anterior 33 um distante
da segunda papila, e segunda papila 22 um distante da papila mais posterior; esta papila
localizada 18 pm anterior a abertura cloacal. Seta poscloacal presente. Cauda cdnico-

cilindrico. Trés glandulas caudais terminando em um espinereto.
Alétipo (Figuras 3 e 4): Fémea semelhante ao macho, exceto algumas pequenas
diferengas morfométricas (Tabela 1). Dimorfismo sexual ndo observado. Dois ovarios opostos

e refletidos presentes, e vulva a 42% de distancia da extremidade anterior.

Paratipo: Juvenil semelhante ao adulto, com diferencas apenas morfométricas (Tabela

1) e o tipo de papilas cefalicas que s3o em forma de setas (Figura 2).
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> /o)

25um

©\ 25um

Figura 2. Spirodesma magdae nov. gen. nov. sp. Macho: A, corpo total; B, dentes, bulbo, anel nervoso,
glandulas secretoria-excretoria; C, cauda; glandulas caudais, espinereto, suplementos, espiculas, gubernaculo,

velum e seta precloacal; D, arranjos das papilas no macho, anulagdes da cuticula e anfideos; D’, arranjos das

papilas no juvenil. Escalas: A, B, C=50 um e D, D’=25 um.
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50 um

25 ym

Figura 3. Spirodesma magdae nov. gen. nov. SP. Fémea: A, corpo total; B, bulbo, anel nervoso, glandula
secretoria-excretoria, anula¢des da cuticula e anfideo; C, ovarios refletidos; D, vulva e anula¢des do meio do

corpo. Escalas: A, B, C=50 um e D =25 pm.
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Tabela 1. Caracteristicas morfométricas (em um) de Spirodesma magdae nov. gen. nov. sp. n.v. = nao visivel,
n.a. = ndo aplicavel.

Holdtipo Fag P100 P101  Aldtipo P102 P103 P104
L 765 a811 895 857 a03 594 538 636
Head 13 14 18 22 16 15 15 14
amph pos 5 4 i n.v 4 4 4 3
Amph 7 g n.v n.v i f g 3
%ochd 55% 57% n.v nv 43% 44% G0% 61%
mbd 28 42 522 459 39 33 36 30
abd 23 29 a0 31 27 18 26 21
ph 101 104 102 102 99 a4 a7 95
nr il G0 n.y ny 53 44 49 43
%% nr G55% 58% n.v n.v 53% 47 % 50% 50%
bulb. 23 28 20 27 26 20 22 24
cbd 31 41 38 a5 41 a0 30 32
%%chbd 5% T0% 50% TE% G.3% G6% T45% T5%
Spic 34 39 40 32 n.a n.a n.a. n.a.
gubern 16 19 17 18 n.a n.a n.a. Mn.a.
t [ 75 a7 [ 71 T2 62 T4
W n.a. n.a. n.a. n.a. 383 297 n.a. Mn.a.
W %% n.a. n.a. n.a. n.a. 420 50% n.a. Mn.a.
amph turn 2 2 n.y. ny 2 1 1 1
a 27 18 18 19 23 18 16 21
b 8 g8 10 g8 2] 3] ] [
C 10 11 11 11 13 8 10 9
c 3 3 3 3 3 4 2 4
1 1 1 1 1 1 1 1
annul.head
annul tail 1 2 2 1 1 1 1 2
half body 2 | 2 2 2 1 1 2
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Figura 4. Spirodesma magdae nov. gen. nov. sp. Macho: A, corpo total; B, bulbo; D, anula¢des do corpo; E,
dentes; G, cauda, glandulas caudais e espinereto; H, espicula e gubernaculum. Fémea: C, corpo total; F, vulva e

ovarios refletidos. Escalas: A, D: 50 um; B, E, F, G e H: 20 um; C: 100 um.

4.8 Diagnose diferencial

A tabela 2 lista as caracteristicas de todos os géneros pertencentes a subfamilia. O
género mais similar a Spirodesma nov. gen. ¢ Chromaspirina, mas o novo género apresenta
fortes caracteristicas que o distingue deste. Spirodesma nov. gen. e as espécies de
Chromaspirina possuem uma cabega redonda, cuticula anelada, anfideo em espiral tinico e
cauda conica (Muthumbi et al. 1995). Entretanto, em Chromapirina, a cavidade bucal é bem

desenvolvida, com um dente dorsal grande ¢ dois dentes menores subventrais, ndo apresenta
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glandula ventral, ¢ as espiculas com capitulum (Muthumbi et al. 1995). Enquanto isso,
Spirodesma nov. gen. possui uma cavidade bucal pequena com trés dentes (mesmo tamanho),
um dorsal e dois ventrosublaterais, glandula ventral e capitulum nao separado.

Além disso, a maioria das espécies de Chromaspirina ou ndo formam um bulbo
faringeo ou apresentam um bulbo piriforme (C. cylindrocollis Cobb, 1920; C. parma Ott,
1972; C. lunatica Gerlach, 1963), diferindo de Spirodesma nov. gen., que possui uma faringe
muscular com um bulbo esférico terminal bem desenvolvido. A cuticula, o tamanho dos trés
dentes ¢ a forma unica dos anfideos distinguem Spirodesma magdae nov. gen. nov. sp. dentro
de Spiriniinae. A presenga dos trés dentes de mesmo tamanho faz necessario um novo

diagnostico para a subfamilia Spiriniinae.

4.9 Emenda na diagnose da subfamilia Spiriniinae Gerlach & Murphy, 1965

Cuticula corporea finamente ou as vezes fortemente estriada. Cabega ndo demarcada
como uma capsula cefalica. Fovea anfideal como simples espiral, geralmente localizado bem
anterior no corpo. Cavidade bucal pequena, de minima a tamanho médio, com dente distinto
ou um dente dorsal minimo; 2 dentes pequenos ventrosublaterais podem estar presentes ou

ausentes; ou 3 dentes do mesmo tamanho.

5. DISCUSSAO

A cuticula de Spirodesma nov. gen., com fortes anelagdes, muito parecida com a
cuticula dos membros de Desmodorinae. Entretanto, ao contrario do novo género brasileiro,
os géneros pertencentes a subfamilias Desmodorinae apresentam uma capsula cefalica e a
fovea anfideal no geral ndo esta envolvida pelas estriacdes e podem estar localizados numa
placa cuticularizada (Decraemer & Smol 2006). Quatro géneros de Desmodorinae também
ndo terem capsula cefalica (Paradesmodora Schuurmans Stekhoven, 1950, Metadesmadora
Schuurmans Stekhoven, 1942, Echinodesmodora Blome, 1982 ¢ Stygodesmodora Blome,
1982), entretanto apresentam fortes caracteristicas que os distinguem de Spirodesma nov. gen.
Em Paradesmodora os anfideos ¢ as setas cefalicas sdo maiores do que em Spirodesma nov.
gen.; os anfideos de Metadesmodora sdo compostos por duas bandas circulares concéntricas,
situadas num prato em forma de disco, e a cavidade bucal nao apresenta dentes, ao contrario
do novo género que ndo apresenta anfideos num prato e apresenta dentes na cavidade bucal.
Em Echinodesmodora, os anfideos sdo envoltos pelas estriagdes da cuticula e apesar de
apresentar as mesmas posi¢des dos dentes, estes diferem em tamanho. Como em

Echinodesmodora, Stygodesmodora possui anfideos envoltos pelas estriagdes transversais da
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cuticula, mas a cavidade bucal apenas apresenta um dente dorsal e um pequeno
subventrolateral, o que difere do género descrito do presente estudo.

Apesar de 0 novo género Spirodesma apresentar cuticula similar aos representantes de
Desmodorinae, a presen¢a de muitas diferentes caracteristicas, permitem a classificacdo deste
como Spiriniinae, tais como: a cabe¢a ndo ¢ demarcada com uma cépsula ceféalica; a fovea

anfideal ¢ um espiral simples localizada no anterior da cabeca; e a pequena cavidade bucal.

Tabela 2. Caracteres diagnosticos dos géneros de Spiriniinae. Os géneros foram agrupados por similaridade da

cuticula.
Géneros Cuticula Dentes Anfideos Bulbo
- . . Sem bulbo o
Chromaspirina anelada 1 dorsal e 2 pequenos ventrais uniespiral " "
piriforme
1 grande dorsal e 1 pequeno oval transversal e Fracamente
Pseudometachromadora anelada & ped
ventral criptoespiral dilatado
. 1 dorsal e 2 ventrosublaterais uniespiral with
Spirodesma nov. gen. anelada P Redondo
(mesmo tamanho) circular fovea
Fi t
Onyx famerte 1 dorsal uniespiral Alongado
estriada
i Finamente 1 grande dorsal tooth, 2 L
Papillonema multiespiral Alongado
estriada pequenos subventrais
. Finamente Uniespiral, circular Redondo a
Perspiria 3 pequenos
estriada outline piriforme
N Finamente Sem dentes ou 1 pequeno ou 1 uniespiral, circular out
Spirinia bed P Redondo
estriada dorsal e 2 ventrosublaterais line
Metachromadora Lisa 1 dorsal uniespiral Alongado
Polysigma Lisa not informed uniespiral Ovdide
Alaimonema Estriada 3 bem pequenas onchia multispiral Piriforme
Sigmophoranema Estriada 1 dorsal onchium uniespiral Nao informado
Paralellocoidas Estriada 1 dorsal uniespiral Ausente

6. CONCLUSAO
Spirodesma magdae nov. gen. nov. sp. representa um novo género € uma nova espécie

de nematddeos pertencente a Desmodoridae e classificado como Spiriniinae.
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A diagnose da subfamilia em questdo deve ser reescrita, uma vez que o novo género

apresenta novo estado de caractere relevantes para subfamilia.
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Abstract

A new genus and species of Desmodoridae was found in deep-sea sediments of the Campos Basin. Although the cuticle
annulation of the new speciesis similar to members of Desmodorinae, many morphological features are strong enough to
classify it within the Spiriniinae. Spirodesma magdae nov. gen. nov. sp. is characterized mainly by the presence of a
unique form of unispired amphids, with circular amphideal fovea, and a buccal cavity with three equal teeth, one dorsal
and two ventrosublateral.

Key words: Spiriniinae, new genus, new species, marine taxonomy

Introduction

Free-living marine nematodes belonging to the family Desmodoridae Filipjev, 1922 have been reported from
most deep-sea sediment assemblages, but always in small numbers, reaching at most 1% of total individuals
(Soetaert & Heip 1995). In the Campos Basin, 185 genera were identified, and 10 of them (18.5%) belonged
to the Desmodoridae. Of these, 4 (40%) were identified as members of the subfamily Spiriniinae:
Chromaspirinia Filipjev, 1918, Metachromadora Filipjev, 1918, Onyx Cobb, 1891 and Spirinia Gerlach,
1963.

Desmodoridae are essentially marine nematodes, with few exceptions (Decraemer & Smol 2006).
According to Lorenzen (1994) there is no autapomorphy for this family, and it is largely distinguished by not
possessing the typical features of the families Epsilonematidae Steiner, 1927 and Draconematidae Filipjev,
1918, such as adhesion tubes or ambulatory setae. Within the Desmodoridae there are differencesin thickness
among the various regions of the body; the ovaries and the vulva lie well posterior to the middle of the body;
and the cuticle has very coarse annules, at least in the anterior body region. Within this family there are six
subfamilies, separated from each other by unique characters. Members of Prodesmodorinae Lorenzen, 1981
have almost exclusively parthenogenetic reproduction and the species are purely limno-terrestrial; members
of Stilbonematinae Cobb, 1920 are obligatorily associated with bacterial epigrowth; Molgolaiminae Jensen,
1978 differ mainly in having round amphids; Desmodorinae Filipjev, 1922 have a globular head capsule€;
members of Pseusonchinae Gerlach & Riemann, 1973 have the buccal cavity bilaterally symmetrical, large,
tubular, subdivided, and with ventrosublateral teeth at the level of the junction; and members of Spiriniinae
Gerlach & Murphy, 1965 have no head capsule and the buccal cavity is rather small, from minute to medium-
sized (Lorenzen 1994).

Accepted by K.H. George: 11 Mar. 2009; published: 11 May 2009 109



The present report describes a new genus within one of these six subfamilies, Spiriniinae.

Material and M ethods

Details about the material and methods (field and laboratory works) and about the study area are shown in
Botelho et al. (2007).

Abbreviations used in the text:

abd: anal body diameter

amph: amphideal fovea diameter

amph%: percentage of amphideal fovea diameter in relation to head diameter

amphd pos: distance of amphideal foveafrom anterior end

annul hd: distance between “annulations” in head region

annul hb: distance between “annulations” in the mid-body region

annul t: distance between “annulations” in tail region

bulb: pharyngeal bulb diameter

bulb %: pharyngeal bulb diameter as % of corresponding body diameter

cbd: corresponding body diameter

cs: cephalic setae length

gub: gubernaculum length

hd: head diameter

L: body length

mbd: body maximum diameter

ph: pharynx length

nr: position of nerve ring from anterior body end

som s. somatic setae length

subc. s.: sub-cephalic setae length

spic: spiculum length measured along the arc

t: tail length

v: vulvadistance from anterior end

V: position of the vulva as percentage of body length from anterior end

a, b, c,c': ratio’'s of De Man (1880)

Body regions were named according to Coomans (1979)

All measurements are in micrometers.

Study material

Soecimens; 4 males; 2 females; 2 juveniles.

Type material: The holotype (MNRJ 326) and the alotype (MNRJ 327) are deposited in the National
Museum of Rio de Janeiro. Three male paratypes (NM LMZOO UFPE 116 a 118), 1 female paratype (119)
and 2 juveniles (120 a 121) are deposited in the Meiofauna Laboratory of the Zoology Department,
Universidade Federal de Pernambuco.

Type locality: Campos Basin (Rio de Janeiro, Brazil) deep-sea. The holotype was found in 1350 m depth
(Figure 1). The specimem was found at 2-5 cm depth in the silt-clay sediment profile.

Other localities: the allotype was found in 1950 m depth while the male and femal e paratypes were found
in 750 and 1050 m depth in silt-clay sediment, respectively. All these specimens were found at the profile 0—2
cm.

Measurements. seetable 1

Etymology. The genus name refers to the presence of characters from both subfamilies Spiriniinae and
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Desmodorinae. The specific epithet isin honor of Professor Dr. Magda Vincx from Ghent University,
Belgium.
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FIGURE 1. Study area with the station locations circled where Spirodesma magdae nov. gen. nov. sp. specimens were
found.

Taxonomy (after Decraemer & Smol 2006)

Desmodor a De Coninck, 1965
Desmodorina De Coninck, 1965
Desmodoroidea Filipjev, 1922
Desmodoridae Filipjev, 1922
Spiriniinae Gerlach & Murphy, 1965

Diagnosis of the subfamily Spiriniinae (after Decraemer & Smol 2006). Desmodoridae. Body cuticle finely
striated. Head not demarcated as a cephalic capsule. Amphideal fovea a simple spiral, usually located far
anterior on the body. Buccal cavity rather small, from minute to medium-sized, with a distinct or a minute
dorsal tooth; two smaller ventrosublateral teeth may be present or absent.

List of valid genera within Spiriniinae (Lorenzen 1994; Verschelde, Muthumbi & Vincx 1995; Vincx &
Gourbault 1989):

Alaimonema Cobb, 1920

Chromaspirina Filipjev, 1918

Metachromadora Filipjev, 1918

SPIRODESMA GEN. NOV. FROM BRAZIL Zootaxa 2096 © 2009 Magnolia Press - 111



Onyx Cobb, 1891

Papillonema Verschelde, Muthumbi & Vincx, 1995
Parallelocoilas Boucher, 1975

Perspiria Wieser & Hopper ,1967

Polysigma Cobb, 1920

Pseudometachromadora Timm, 1952

S gmophoranema Hope & Murphy, 1972

Spirinia Gerlach, 1963 (type genus)

TABLE 1. Morphometrical characteristics (in um) of Spirodesma magdae nov. gen. nov. sp. n.v. = not visualized, n.a. =
not applied.

Hoallotype P99 P100 P101 Allotype P102 P103 P104
L 765 811 995 857 903 594 588 636
hd 13 14 18 22 16 15 15 14
amph pos 5 4 6 n.v. 4 4 4 3
amph 7 8 n.v. n.v. 7 7 9 8
%chd 55% 57% n.v. n.v. 48% 44% 60% 61%
mbd 28 42 52 46 39 33 36 30
abd 23 29 30 31 27 18 25.8 21
ph 101 104 102 102 99 94 97 95
nr 66 60 n.v. n.v. 53 44 49 48
% nr 65 58 nv. n.v. 53 47 50 50
bulb 23 29 20 27 26 20 22 24
cbd 31 41 39 35 41 30 30 32
%chd 75 70 50 76 63 66 74 75
spic 34 39 40 32 n.a. n.a. n.a n.a.
gubern 16 19 17 18 n.a. n.a n.a n.a.
t 77 75 87 77 71 72 62 74
\ n.a n.a n.a n.a 383 297 n.a n.a
V % n.a n.a n.a n.a 42 50 n.a n.a
amph turn 2 2 n.v. n.v. 2 1 1 1
a 27 19 19 19 23 18 16 21
b 8 8 10 8 9 6 6 7
c 10 11 11 11 13 8 10 9
c 3 3 3 3 3 4 2 4
annul.head 1 1 1 1 1 1 1 1
annul.tail 1 2 2 1 1 1 1 2
annul hb 2 1 2 2 2 1 1 2

Diagnosis of Spirodesma nov. gen. Body tapering at extremities. Body cuticle with strong transverse
annulations. Amphids unispired, with circular amphideal fovea. Buccal cavity with 3 equally sized teeth.
Pharynx with well-devel oped spherical and termina esophageal bulb. One anterior testislying left of intestine
in male; two opposed reflexed ovaries in female. Spicules ventrally curved, capitulum not offset and velum
well developed. Three tubular precloacal supplements. Conico-cylindrical tail. Three caudal glands ending in
a spinneret.

Type species. Spirodesma magdae nov. gen. nov. sp.
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FIGURE 2. Male: A, entire body; B, teeth, bulb, nerv ring, secretory-excretory gland; C, tail, caudal glands, spineret,
supplements, spicules, gubernaculum, velum and precloacal setae; D, papillae arrangement in the male, cuticle
annulation and amphid; D’, papillae arrangement in juvenil. Scales: A, B, C=50umand D, D'= 25 um.
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Description. Holotype (Figures 2 and 4): Cylindrical body, tapered towards both extremities. Cuticle with
transverse annulations, less obviousin head (1 um width) than in tail (2 wm width) region. Head not set off as
distinct capsule. Anterior sensilla arrangement 6+6+4. Cephalic sensilla papilliform. Amphids unispired with
circular amphideal fovea, turned ventrally, half surrounded by annulations, and 5 um from anterior end. Sub-
cephalic setae not present. Somatic papillae arranged symmetrically and in pairs laterally along the body.
Buccal cavity with 3 equal teeth, 1 dorsal and 2 ventrosublateral. Pharynx muscular, with well-developed
spherical and terminal esophageal bulb, occupying 75% of corresponding body width, its lumen wall strongly
cuticularized and musculature with median protoplasmatic interruption. Nerve ring at 65% of total pharynx
length from anterior end. Secretory-excretory pore not observed. Excretory gland 134 um from anterior end.
One anterior testis lying left of intestine. Spicules ventrally curved, capitulum not offset, and velum well
developed. Gubernaculum without apophysis. Three tubular precloacal supplements present, anterior most
papilla 33 um distant from second papilla, and second papilla 22 um distant from posterior most papilla; this
papillalocated 18 pum anterior to cloacal opening. Postcloacal setae present. Conico-cylindrical tail. Three
caudal glands ending in a spinneret.

Allotype (Figures 3 and 4): Female quite similar to male, apart from minor morphometrical differences
(Table 1) in the range of body lengths. Sexual dimorphism not observed. Two opposed reflexed ovaries
present, and vulva at 42% distance from anterior end.

Paratype: Juvenile quite similar to adult, apart from minor morphologica differences (Table 1), and the
type of cephalic papillae, which are setiform (Figure 2).

TABLE 2. Different characters between Spirodesma nov. gen. and the other genera within the Spiriniinae.

Genus Cuticle Teeth Amphid form Esophageal bulb

Chromaspirina annulated dorsal and 2 small ventral teeth  spiral with circular outline no bulb or pyriform bulb

Pseudometachromadora annulated  large dorsal tooth and smaller  transversally oval in outline only weakly dilated

ventral tooth and cryptospiral posteriorly
Spoirodesma nov. gen. annulated dorsal tooth and 2 unispiral with circular fovea well developed spherical and
ventrosublateral teeth (same size) terminal

Onyx finely dorsal tooth spiral enlarges to alongish bulb
striated

Papillonema finely large dorsal tooth, 2 minute multispiral elongate muscular terminal
striated subventral teeth

Perspiria finely three minute teeth spiral with circular outline  prominent round to pyriform
striated terminal bulb

Spirinia finely no teeth or minute one or 1 unispiral, circular out line  well developed spherical and
striated dorsal tooth and 2 terminal

Metachromadora smooth dorsal tooth large and spiral large, long bulb
striated

Polysigma smooth not informed unispiral ovoid swelled
striated

Alaimonema striated 3 very small onchia multispiral pyriform

Sigmophoranema striated 1 dorsal onchium unispiral not informed

Paralellocoidas striated 1 dorsal tooth unispiral absent

Differential diagnosis: Table 2 lists the features of all genera belonging to the subfamily. The most similar
genus to Spirodesma nov. gen. is Chromaspirina, but the new genus has strong characters distinct from this.
Spirodesma nov. gen. and species of Chromaspirina have arounded head, annulated cuticle, spiral amphideal
fovea, and conical tail (Muthumbi et al. 1995). However, in Chromaspirina the buccal cavity is well
developed, with alarge, pointed, anteriorly-directed dorsal tooth and two smaller subventral teeth, no ventral
gland, and spicules with a capitulum (Muthumbi et al. 1995); whereas Spirodesma nov. gen. has a small
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buccal cavity with 3 teeth (equally sized), 1 dorsal and 2 ventrosublateral, ventral gland and capitulum not
offset. Furthermore, most species of Chromaspirina either do not form a bulb or have a pyriform bulb (C.
cylindrocollis Cobb, 1920; C. parma Ott, 1972; C. lunatica Gerlach, 1963), differing from Spirodesma nov.
gen., which has a muscular pharynx with awell-devel oped spherical and terminal esophageal bulb.

25 um

FIGURE 3. Female: A, entire body; B, bulb, nerve ring, secretory-excretory gland, cuticle annulation and amphid; C,
reflexed ovaries; D, vulvaand middle body annulation. Scales: A, B, C =50 um and D = 25 um.
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The cuticle, the size of the 3 teeth and the unique amphids shape distinguish Spirodesma magdae nov.
gen. nov. sp. as anew genus and species within Spiriniinae. The presence of these 3, similarly sized, teeth
make it necessary to emend the diagnosis of Spiriniinae.

FIGURE 4. Mae: A, entire body, B, bulb, D, body annulation, E, teeth, G, tail, caudal glands and spineret, H, spicules
and gubernaculum. Female: C, entire body, F, vulva and reflexed ovaries. Scales: A, D: 50um; B, E, F, G and H: 20um;
C: 100um.

Emended diagnosis of the subfamily Spiriniinae Gerlach & Murphy, 1965
Body cuticle finely or sometimes coarsdy striated. Head not demarcated as a cephalic capsule.
Amphideal fovea a simple spiral, usually located far anterior on the body. Buccal cavity rather small, from
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minute to medium-sized, with a distinct or a minute dorsal tooth; 2 smaller ventrosublateral teeth may be
present or absent; or 3 teeth of the same size.

Discussion

The cuticle of Spirodesma nov. gen., with strong annulations, greatly resembles members of the
Desmodorinae. In contrast to the Brazilian new genus, the genera within Desmodorinae have a head set off as
a conspicuous cephalic capsule or helmet, and the amphideal fovea in general, is not surrounded by striations
and may be located on a cuticularized plate (Decraemer & Smol 2006).

Four genera within the Desmodorinae also do not have a head capsule (Paradesmodora Schuurmans
Stekhoven, 1950, Metadesmadora Schuurmans Stekhoven, 1942, Echinodesmodora Blome, 1982, and
Sygodesmodora Blome, 1982). Those genera have features strong enough to distinguish them from
Spirodesma nov. gen. In Paradesmodora the amphids are large and cryptospiral and the cephalic setae are
longer than those in Spirodesma nov. gen.. Moreover, the amphids of Metadesmodora are composed of two
concentric circular bands, situated on a disc-like plate, and its buccal cavity has no teeth. In
Echinodesmodor a, the amphids are cryptospiral and surrounded by transverse striation, although the positions
of the teeth are similar to Spirodesma nov. gen., differing only in size. As in Echinodesmodora,
Sygodesmodora has amphids surrounded by transverse striations, but the buccal cavity only possesses alarge
dorsal tooth and a small ventrosublatera tooth, which differs from the Brazilian genus.

Although the new genus Spirodesma shows a body cuticle similar to those in Desmodorinae, many strong
characters make it possible to classify it within Spiriniinae, such as: the head not demarcated as a cephalic
capsule; the amphideal fovea as asimple spiral, located anteriorly on the body; and a small buccal cavity.
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CAPITULO 2
Uso de dados moleculares e morfoldgicos nas relagdes genético-

evolutivas em Desmodoridae (Nematoda: Desmodoridae).
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1. INTRODUCAO

A sistemdtica do Filo Nematoda tem sofrido grandes mudangas e ainda ndo ¢
totalmente reconhecida (De Ley & Blaxter 2002). Logo, estabelecer o mais baixo nivel
taxondmico, em particular, a descricdo de varias novas espécies tem levado a um continuo
rearranjo e subdivisao do grupo (Traunspurger 2002).

Antes do avanco das andlises filogenéticas moleculares dos nematddeos, o estudo
sistemdtico do filo era limitado pelo: (1) nimero de espécies e diversidade morfologica, (2)
limitacdes das andlises de sua morfologia por microscopia Optica, (3) a inevitavel
especializacao da sistematica desses animais e (4) a dificuldade de formar sistematas (Blaxter
2001). Diante destas dificuldades, técnicas moleculares vém sendo cada vez mais aplicadas
para o estudo das relagdes filogenéticas e classificagdo rapida de varios grupos da meiofauna.
Nestes estudos estdo incluidos os nematodeos marinhos de vida livre que sdo, frequentemente,
0os mais abundantes e, por isso, o componente ecoldgico mais importante da meiofauna
(Bhadury et al. 2005).

Devido a natureza ainda imatura da taxonomia de nematodeos, se faz necessario
comparar as tradicionais caracteristicas morfologicas observadas por microscopia com as
analises moleculares (Bhadury et al. 2005). Nesse sentido, estudos de iluminagdo reciproca
vém sendo cada vez mais freqlientes em grupos animais, cuja biodiversidade ¢ controversa
(Lanzone et al. 2006; Padial & Riva 2009).

Meétodos filogenéticos moleculares propiciam comparagdo de tdxons diferentes usando
0 mesmo sistema: a evolu¢do de uma unica molécula conservada e que atenda a um padrao
dicotdmico de evolu¢do ao longo da hierarquia taxondmica criada por Linneu. O uso de
marcadores moleculares certamente apresenta suas limitagdes, mas em geral, o modelo da
evolucdo das seqiiéncias de DNA ¢é mais bem entendido do que o dos caracteres morfologicos
(Dorris et al. 1999). Nesse sentido, a robustez dos métodos de sistematica molecular pode ser
sustentada nos diferentes pardmetros considerados (e.g. tipos de substituicdo nucleotidica e/ou
distribui¢do da variancia dos sitios) pelos 56 diferentes modelos que explicam a evolugao
molecular (Hillis 2003; Posada & Crandall 1998).

A identificagdo de espécimes através do uso de DNA ja esta sendo utilizada para
comunidades microbianas e protozodrias, e tem revelado uma diversidade rica e escondida.
Como forma de exemplificagdo, o CBOL (Consortium for Barcode of Life —
www.barcoding.si.edu) ¢ uma iniciativa internacional dedicada a decifragdo da assinatura

genética das espécies animais, tendo em vista a variagdo nucleotidica do gene que codifica
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para a Citocromo C oxidase I (mtDNA). De acordo com Blaxter (2004) Nematoda parece ser
um grupo ideal no qual o sistema de identificacdo molecular pode ser usado. Uma vez que
apesar de grande parte dos nematdodeos medir aproximadamente 1 milimetro e compreender
1000-2000 células, seu tamanho ¢ o suficiente para a Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR),
com o0 minimo esfor¢o requerido para preparacao de amostras. Em varios casos, o nematédeo
pode ser simplesmente esmagado numa gota de agua e uma parte da solu¢ao adicionada
diretamente a reagdo de PCR. Outros métodos de preparo envolvem digestdo protéica e
purificacdo de DNA. Multiplas amplificagdes (5-10) podem ser alcangadas apenas um
nematodeo (Powers & Harris 1993).

RNAs ribosomais (rRNA) tém sido extensivamente estudados e vém sendo
frequentemente utilizados como fonte de informagao cladistica (Blaxter et al. 1998; Oliveira
et al. 2004; Meldal et al. 2007; Holterman et al. 2008) e ecologicos (Floyd et al. 2002;
Foucher & Wilson 2002; Eyualem & Blaxter 2003; Waite et al. 2003). Além disso, existem
atualmente milhares de sequéncias de 18S disponiveis no banco de dados GenBank (Griftiths
et al. 2005; Genebank acessado em 26/01/2010). Nos eucariotos, essas regides gendmicas
estdo presentes em multiplas copias significativamente idénticas, ndo codificam proteinas, e
ainda, ha uma extensiva literatura na drea (Blaxter 2001). A por¢do gendmica 18S rRNA se
apresenta como um bom marcador, pois parte da regido ¢ altamente conservada, servindo
como ponto de referéncia para estudos de divergéncia evolutiva entre taxons, especialmente
na diferenciacdo de espécies (Foucher & Wilson 2002).

Como forma de exemplificagdo, mais recentemente, Neres et al. (2010) utilizaram
métodos moleculares associados a evidéncias morfométricas e meristicas tradicionais em
representantes da familia Xyalidae, para desenvolver uma taxonomia integrativa focada na
descricao de um novo taxon do género Daptonema na regido Neotropical. Tais autores ainda
reavaliam o status taxondmico de diversas espécies da familia Xyalidae, confirmando a
estreita relagdo entre os géneros Daptonema ¢ Theristus, os indicando como grupos naturais.
Além disso, foram sugeridos dois erros de identificacdo, pelo posicionamento filogenético de
Daptonema normandicum e Metadesmolaimus sp., uma possivel sinonimizagdo entre
Daptonema hirsutum e D. setosum, além de uma sugestdo de identificacdo taxonomica de um
Theristus sp. como um representante da espécie Theristus acer.

Devido ao numero ainda restrito de seqiiéncias disponiveis, o relacionamento de
diversos grupos continua nao resolvido (Decraemer & Smol, 2006). Como alternativa,
diferengas morfologicas sao solicitadas, mas a grande lista de espécies sinonimizadas na

literatura ¢ uma testemunha da subjetividade desse método (Eyualem & Blaxter 2003).
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Algumas espécies podem ser morfologicamente idénticas, porém isoladas reprodutivamente
(De Ley et al. 1999; Ferris 1983; Kaplan et al. 2000; Nguyen et al. 2001). Ja outras podem ser
geneticamente semelhantes, mas fenoticamente diferentes. Como resultado, dados
moleculares, ecoldgicos, fisiologicos, etc. tém sido reconhecidos mais do que nunca como
uma ferramenta vital na descoberta e diagnose de espécies de Nematoda (De Ley et al. 1999;
Sommer et al. 1996).

No que se refere a estudos sistematicos em Desmodoridae, Meldal et al. (2007)
indicaram a familia como um grupo monofilético, porém as relagdes filogenéticas internas
dessa familia estdo muito pouco esclarecidas, necessitando assim de estudos um pouco mais
aprofundados. Apesar do forte conjunto de evidéncias morfologicas potencialmente
sinapomorficas que sistematizam a diversidade da familia Desmodoridae em 6 subfamilias, o
advento dos métodos de taxonomia cladistica, com base em caracteres moleculares de DNA,
tem revelado interessantes padroes de diversidade em nematodeos em geral (Foucher et al.
2004; Griffiths et al. 2005; De Ley et al. 2005; Meldal et al. 2007; Holterman et al. 2008;
Ferri et al. 2008) e, especialmente em Desmodoridae (Holterman et al. 2008; Megen et al.
2009). Entretanto, a atual sistematizacao da biodiversidade de Desmodoridae, torna-se ainda
passiva de testes por meio de conjuntos de dados integrativos, analisados ¢ abordados de
forma distinta daqueles ja utilizados.

Claramente, espécies cripticas devem ser abundantes no filo Nematoda, e as técnicas
moleculares podem ser a uUnica estratégia pratica para reconhecé-las (Powers 2004). O
desenvolvimento de técnicas moleculares ¢ a identificagdo de sequéncias do DNA fornecem
uma quantidade muito mais vasta de dados, permitindo uma anélise mais profunda (nimero
de caracteres e robustez analitica) de relacionamentos filogenéticos (Decraemer & Smol

2006).

2. HIPOTESES
e Desmodoridae constitui um grupo monofilético;
e Os taxons analisados relacionam-se filogeneticamente tal e qual a inferéncia
morfologica disponivel;

e As seis subfamilias de Desmodoridae constituem-se como grupos monofiléticos.

3. OBJETIVOS
3.1 Geral
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v' Usar de um protocolo baseado em evidéncias moleculares e morfoldgicas
(taxonomia integrativa/iluminacdao reciproca) para o melhor entendimento
sobre a diversidade taxondmica de Desmodoridae.

3.2 Especificos

v' Amplificar e sequenciar a regido 18S rDNA de alguns representantes de
Desmodoridae;

v" Posicionar filogeneticamente representantes da familia Desmodoridae, a partir
de um banco de dados de seqiiéncias 18S a serem obtidas além daquelas
disponiveis no GenBank.

v" Reavaliar a monofilia da familia Desmodoridae, através da taxonomia
cladistica em nivel molecular e morfoldgico, perante uma amostragem
taxondmica mais ampla;

v Testar a monofilia das subfamilias, filogeneticamente, perante bases de dados
distintos (molecular/morfologico), plataforma analitica robusta e perante as
inferéncias acerca das relacdes de similaridade dos taxons estudados, providas
pela literatura e baseadas em um conjunto dados de natureza morfoldgica;

v Verificar quais dos ramos evolutivos de Desmodoridae se sustentam
reciprocamente por meio de arranjos filogenéticos providos por moléculas e

morfologia

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material estudado

Exemplares dos géneros pertencentes a familia Desmodoridae foram obtidos a partir
de amostras oriundas da Bacia de Campos (Rio de Janeiro), Bacia do Pina (Recife) e Bacia do
Maranhao (Maranhao). Além disso, foram angariadas as sequéncias 18S rDNA do banco de

dados do GenBank para uma melhor representatividade amostral de Desmodoridae.

4.2 Procedimentos de Laboratorio

A elutriacdo da amostra foi feita pela técnica adaptada de Gray & Rieger (1971). As
amostras foram colocadas em Becker de 1000 mL, lavadas e elutriadas sucessivamente
(minimo de 10 vezes). O sobre nadante resultante deste procedimento foi vertido em peneiras

geologicas de intervalos de malhas de 0,044 mm e 0,5 mm, para a reten¢cdo da meiofauara, e
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fixadas em solucdo de alcool P.A. 96%. O material retido na peneira foi colocado em placa de
Dolffus sob estereomicroscopio para a triagem dos nematddeos.

A diafanizacdo foi feita pela adaptacdo da técnica de De Greisse (1969). Os
nematodeos triados, foram colocados em cadinhos contendo solugao 2 (95% de etanol e 5%
de glicerina) e levados a estufa por 10 horas. A cada duas horas foi adicionado mais solugao
2, e por fim, colocou-se a solucdo 3 (50% de etanol e 50% de glicerina), na qual os
nematodeos ficaram depositados até a montagem das laminas.

Os individuos entdo foram dispostos em ldminas permanentes para posterior
identificagdo ao nivel de gé€nero dos representantes da familia Desmodoridae. Para a
montagem das laminas de vidro, estas foram previamente lavadas com alcool a 70%, para
eliminagdo da gordura e preparadas com um circulo de parafina, contendo uma gota de
glicerina no centro do circulo. Em cada lamina foi disposto um individuo na glicerina, que foi
posteriormente recoberta por uma laminula.

A identificagdo dos individuos ao nivel de género foi feita com o auxilio de um
microscopio optico, modelo OLYMPUS CX31RBSFA, com consulta da chave pictorial de
Warwick et al. (1998) e Eyualem-Abebe et al. (2006). A classificagdo taxondmica foi baseada
em Lorenzen (1994) e as diagnoses das familias, das subfamilias e dos géneros seguem

Decraemer & Smol (2006).

4.3 Extracdo do DNA, PCR e Sequenciamento

Dois individuos de cada género identificado como pertencentes a familia
Desmodoridae, foram separados e fotografados. O material foi em seguida levado para a
Universidade de Gent, Bélgica, para serem realizados os procedimentos moleculares: extragao
do DNA gendémico, Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR) e sequenciamento da regido
nuclear 18S.

A extracao do DNA foi realizada a partir do protocolo de extracao de Paul De Lay (De
Ley et al. 2005). Cada espécime foi colocado em uma ldmina com 20 pl de tampao WLB
(5ml de 0,5M KCI; 5ml de 0,1M Tris HCI pH 8,3; 0,5ml de 0,25M MgCl,; 0,225ml de NP40
e 0,225ml de Tween 20), onde foi cortado, com um bisturi estéril, em dois ou mais pedagos
(dependendo do tamanho do animal). Depois o tampao, juntamente com os pedacos dos
nematodeos, foi pipetado dentro de tubos eppendorf contendo 2 pl de proteinase K. Apods
agitar em vortex rapidamente, os tubos foram colocados no nitrogénio liquido por 10 minutos,

¢ em seguida incubados no termociclador durante 1 hora a 65°C e 10 minutos a 95°C. Ao
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término da incubacdo, os tubos foram centrifugados a 14.000 rpm durante 3 minutos e
estocados no freezer a -20°C.

A reagdo de PCR foi realizada seguindo o protocolo de Paul De Lay (De Ley et al.
2005). Sendo utilizados os seguintes primers 18S (Waite et al. 2003).

e Foward: 5-CGC AAA TTA CCC ACT CTC-3°
e Reverse: 5’-AGT CAA ATT AAG CCG CAG-3".

Para cada espécime foi preparada a PCR master mix contendo 18,2 pl de DDH,0, 2.5
ul de PCR tampao 10x, 0,75 ul de 10 mM DNTPs, 0.4 ul de 25 uM primer (18S Forward,
Reverse), 0.25 ul de Taq Polimerase e 2.5 pul de DNA da amostra extraida. Em seguida, os
tubos foram colocados no termociclador para seguir o seguinte programa: 1 ciclo a 94°C por 3
minutos (desnaturagdo inicial); 35 ciclos de 94°C por 30 segundos (desnaturagdo DNA), 55°C
por 30 segundos (anelamento do Primer), 72°C por 1 minuto (extensao), e 72°C por 7 minutos
(extensao final); e finalmente, 1 ciclo de 4°C para repouso.

Os produtos da PCR foram visualizados em gel de agarose a 1% (0.9 pl de brometo de
etidio em 20 ml de gel de agarose), onde 1ul do tampao de corrida de gel e 5 pl do produto da
PCR foram homogenizados e colocados em cada pogo do gel. O marcador de peso molecular
(5 ul, 1kb DNA ladder, PROMEGA Corp, Madion, WI, USA) foi adicionado no primeiro
pogo.

A purificacdo do produto da PCR, onde, para cada reacdo, foi pipetado, num tubo
Eppendorf, 5 pl do produto a ser limpo e 1 pl de Exo-SAP-it. Em seguida, a solugdo foi
misturada, centrifugada rapidamente e incubada por 15 minutos a 37°C, seguido de mais 15
minutos a 85°C para inativagdo protéica.

As seqiiéncias foram geradas por meio do uso do seqiienciador automatizado Applied
Biosystems — 3130x/Genetic Analyzer — 16 capilares, segundo o protocolo de reagdo de
sequenciamento por BigDye V3.1, disponibilizado pelo fabricante.

Em um tubo tipo eppendorf, foram pipetados 4 pul Terminator Ready Reaction Mix,
1,25 pl do produto de PCR limpo, 0,5 pl dos Primers (5 M) e dgua esterilizada até o volume
total de 10 pl.

A reagdo de sequenciamento foi estabelecida em 25 ciclos de 30 segundos a 6°C, 15
segundos a 50°C e 4 minutos a 60°C. Entdo, foi feita a precipitagdo, a qual consiste em
adicionar a cada tubo 26 pl (95% etanol + 0,12 M NaAc), misturar e deixar em temperatura
ambiente por 15 minutos. Centrifugar por 15 minutos a 14.000 rpm (4°C), remover o
sobrenadante, adicionar 125 pl de etanol 70% em cada tubo, misturar, centrifugar por 5

minutos a 14.000 rpm (4°C). Remover sobrenadante novamente e secar por 15 minutos no
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vacuo. Foi adicionado 10 pl de Hi-Di-formaldeido em cada tudo, misturado e transferido para
uma placa de 96 pocos. As amostras foram aquecidas por 2 minutos a 95°C e colocadas

imediatamente no gelo. Depois colocadas no seqiienciador e o programa foi rodado.

4.4 Analise dos dados moleculares

Seqiiéncias 18S rRNA de 30 espécies de 13 géneros pertencentes a familia
Desmodoridae foram utilizadas para o estudo (Tabela 1), além dos espécimes sequenciados
neste trabalho.

As seqiiéncias foram alinhadas no BioEdit (Hall 1999) utilizando o alinhamento
multiplo pelo programa ClustalW. Para tal, foram adotadas os valores de 15 para abertura de
um Gap e 0,3 para a extensdo de um Gap (Hall 2001). Os caracteres foram designados como
ndo-ordenados e com pesos iguais. Apds o alinhamento, as extremidades das seqiiéncias
foram cortadas, tanto na regido inicial quanto no final das mesmas, de modo a evitar o
acumulo de gaps entre os sitios analisaveis. Tal iniciativa também foi conduzida a fim de
otimizar o tratamento das seqiiéncias pelos métodos utilizados para a geragdo das hipdteses de
relacionamento genético e filogenético.

As seqiiéncias foram exportadas como um arquivo Nexus e analisadas por meio dos
softwares PAUP* 4.0b10 (Swofford 2001), por meio da sua interface grafica PaupUp
(Calendini & Martin, 2005), e Winclada/NONA (Nixon 2002; Goloboff 1999), pelos métodos
de neighbor-joinnng (NJ; Saitou & Nei 1987) e Maxima Parcimonia (PM sem pesagem; Fitch
1977) com Panagrolaimus rigidus, Paratrichodorus minor, Monoposthia contata,
Calomicroalimus sp. e Daptonema matrona como grupos externos.

O modelo de evolugdo molecular que melhor explica a variagdo dos sitios foi
determinado por meio do software Modeltest (incorporado ao PAUP* 4.0b10), usando o
critério Akaike (Posada & Crandall 1998). Dessa forma, a analise dos dados pelo método de
distancia de neighbor-joining foi conduzida usando os parametros do modelo indicado.

A andlise de parcimodnia foi conduzida por busca heuristica e todos os caracteres foram
designados como nao-ordenados, com o peso equivalente e otimizados nas modalidades
Acctran e Deltran. Foi estabelecido um nimero maximo (MaxTrees) de 100.000 arvores com
5.000 replicacdes aleatorias, sendo ainda determinado o consenso estrito das arvores geradas.

Para ambas as analises, os indices de Bootstrap e Jackknife foram utilizados como
suporte de ramos, sendo geradas arvores sob o consenso de restrigdo maior que 50%, por meio
da opgdo de busca fast stepwise addition em 10.000 pseudoréplicas. Para a analise de maxima

parcimonia, adicdo de OTUs (operational taxonomic units) também foi randomica e a sua
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permuta igualmente realizada por meio de tree-bisection-reconnection (TBR). Para a analise
de neighbor-joining os indices Bootstrap e Jacknife foram determinados usando os mesmos
parametros outrora utilizados para a andlise de agrupamento.

A analise de inferéncia Bayesiana foi conduzida por meio do uso do software MrBayes
v. 3.1.1 (Huelsenbeck et al. 2001; Ronquist & Huelsenbeck 2003) e usando igualmente o
modelo de evolugao indicado pelo Modeltest em 3 milhdes de geragdes de 4 cadeias de
Markov. As probabilidades posteriores dos ramos foram obtidas a partir do consenso de
maioria das arvores obtidas, usando o critério de finalizacdo da analise perante a obtengdo de

um desvio padrao inferior a 0,01 e um periodo burnin igual a 400 geragdes.

Tabela 1. Espécies de Desmodoridae e seus respectivos nimero de acesso do banco de dados GenBanck. As

cinco primeiras sequéncias sdo 0s grupos externos.

Espécie Numero de acesso
Panagrolaimus vigidus DQ285636.1
Paratrichodorus minor GQ995710.1

Monoposthia costata AYE542211
Calomicrolaimus sp. AYE854219.1
Daptonema matrona EF436228.1
Spirinia parasitifera AYB54217.1
Spirinia elongata 1 presente trabalho
Spirinia elongata 2 FJ429257.1

Metachromadora remanei 1 AM234620.1
Mertachromadora remanei 2 AYE54216.1

Metachromadora sp. 2 AF036595.1
Metachromadora sp. 1 FJ040469.1
Acanthopharyix micans Y16911.1
Acanthopharyrnx sp. presente trabalho
Croconema ovigera Y16913.1
Desmodora pontica AN234628.1
Desmodora communis AYE542151
Xyzzors sp. Y¥16923.1
Molgolaimus demani AYE854220.1
Prodesmodora sp. 1 FI040477.1
Prodesmodora sp. 2 FJ040476.1

AY2284722.1
Prodesmodora circulata AY284721.1

Prodesmodora circulata 1
7

Prodesmodora circulata 3 AY284720.1
4

Prodesmodora circulata AYI847191
Eubostrichus topiarius Y16917.1
Eubastrichus parasitiferus Y16916.1
Eubostrichus dianae Y16915.1
Robbea sp 3 EUT84735.1
Robbea sp. 2 EUT68871.1
Robbea sp. 1 EU768870.1
Robbea hypermnestra Y16921.1
Cartanema sp. Y16912.1
Leacus oneistus Y16919.1
Laxus cosmopolitus Y16918.1
Leptonemella sp. ¥16920.1
Stilbanema majum ¥169221
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Os grupos externos foram escolhidos de acordo com grau de parentesco e suas
sequéncias 18S rDNA fora selecionadas do bando de dados Genbank: Panagrolaimus rigidus
DQ285636  (Rhabditida, Panagrolaimidae), Paratrichodorus minor GQ995710.1
(Triplonchida, Trichodoridae), Daptonema matrona EF436228.1 (Monystherida, Xyalidae),
Monoposthia contata AY854221.1 (Desmodorida, Monoposthiidac), Calomicrolaimus sp.
AY854219.1 (Desmodorida, Microlaimidae). Classificagdao baseada em De Ley, Decraemer &
Eyualem-Abebe (2006).

4.5 Analise de dados morfoldgicos

A partir dos dados morfologicos providos por Lorenzen (1994), os quais se baseiam
em grupos externos, critério de ontogenia, principio comum (“‘commonality principle”) e
conceito de complexidade, foram interpretados os estados plesiomorficos (zero, 0) e
apomorficos (1 ou mais) e assim foi elaborada uma matriz de dados polarizados (Tabela 2).
Quando um género apresentou mais de um estado de caractere o taxon foi incluido duas
vezes, isto ¢, com cada um dos estados do caractere. No caso em que o estado do caractere
ndo se apresentava na diagnose do género, as descricdes das espécies deste foram entdo

consultadas.

A. Cuticula
Baseado no principio comum, a cuticula lisa do corpo ¢ considerado como caractere
plesiomorfico. Baseado no principio comum, a presenca de ornamentagcdo na cuticula ¢

considerado como caractere plesiomorfico.

B. Setas subcefilicas
Baseado no principio comum e relagdes de grupos irmdos, a presenga de setas

subcefalicas ¢ considerada um caractere apomorfico.
C. Posig¢do dos anfideos

De acordo com Chitwood & Chitwood (1950), a posi¢ao dos anfideos posterior a
regiao labial ¢ considerado um caractere plesiomorfico feature e sua posigao na regiao do

labio € um caractere apomorfico.

D. Fovea anfideal
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De acordo com Chitwood & Chitwood (1950), a forma uniespiral da fovea anfideal ¢

considerado plesiomoéfico em Chromadoria.

E. Anfideos na placa cuticular
Baseado no principio comum e relagdes de grupos irmaos, anfideos na placa cuticular

¢ considerado um caractere apomaorfico.

F. Capsula cefalica
Baseado no principio comum e relagdes de grupos irmaos, a presenca de capsula

cefalica ¢ considerada um caractere apomorfico.

G. Cavidade bucal

Baseado na relagdo de grupo irmio, bacteréfagos mais primitivos e principio da

complexidade a presenca de dentes € considerada um caractere apomorfico.

H. Bulbo esofagiano
Baseado no principio comum e relagdes de grupos irmdos, a auséncia de bulbo

esofagiano € considerada um caractere plesiomorfico.

Tabela 2. Séries de homoblogos, seus respctivos estados de carater e suas polaridades, sendo 0 plesiomorfia, 1, 2,

3 e 4 apomorfias, e ? auséncia de informagao.

A Cuticula E. Anfideos em placa cuticular
(: Liza (0 Auszente
1: Estriada sem ornamentacio 1: Presentz

2:E=triada com ornamentagio
3: Anelada sem ornamentacdo  F. Capsula cefilica

4: Anelada com ornamentacio (0: Auzente
1: Prezente subdividida
E. Setas subcefilicas 2: Prezente ndo subdividida
(0 Auszents
1: Prezente . Cavidade bucal
(: abzent
C. Pozigio dos anfideos 1: Sem dentes

(: Posterior a regido labial 2: Com denticulos apenas
1: Anterior na regido labdal 3: Com dentes apenas
4: Com dentes e denticulos
D. Fovea anfideal
0: uniespiral H. Bulbo esofagiano
1: multiespiral 0: Ausente
2: eriptoespiral 1:Alongado
3: forma de loop 2:Piriforme
3: Redondo
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Foi estabelecido um grupo externo hipotético para a analise, que foi conduzida em um
numero maximo (MaxTrees) de 100.000 arvores com 5.000 replicagdes aleatorias, por meio
da op¢ao de busca fast stewise addition. A adigdo de OTUs também foi randémica e a sua
permuta realizada por meio de tree-bisection-reconnection (TBR), sendo ainda determinado o

consenso de maioria das arvores geradas

5. RESULTADOS

5.1 Sequenciamento e alinhamento

O sequenciamento da regido 18S rRNA foi bem sucedido para duas espécies de dois
géneros de Desmodoridae: Spirinia elongata Castro et al. (2005) e Acanthopharynx sp.

As duas novas sequéncias foram alinhadas juntamente com as sequéncias 18S rRNA
de Desmodoridae (30 sequéncias) e os cinco grupos externos, providas do banco de dados
Genbank. Cabe destacar que as novas seqliéncias obtidas de 18S serdo ainda depositadas no
banco de dados do GeneBank. Quando alinhadas, os 204 nucleotideos iniciais e 885
nucleotideos finais foram excluidos da andlise para evitar grandes Gaps, e entdo o
alinhamento das 37 sequéncias ficou com 874 nucleotideos. Destes, 874 caracteres alinhados,
413 foram constantes, 177 ndo foram informativos e 284 foram filogeneticamente

informativos.

5.2 Determinacdo do modelo de evolucéo das sequéncias

A andlise realizada pelo Modeltest versdo 3.8 (Posada 2006) indicou o General time
reversible (GTR+I+G), como sendo o célculo matematico mais propicio para o estudo dos
dados. O Indice de Verossimilhanga foi de -InL (Negative log likelihod) = 7464.8652, K= 81,
AIC=15091,7305 e as freqiiéncias das bases foram: freqA = 0.2588, freqC = 0.1891, freqG =
0.2618 e freqT = 0.2904. A proporcao dos sitios invariaveis (I) foi de 0,2094; e a distribuigao
Gama, 0,4843. O modelo de matriz da taxa de substitui¢do de bases foi: R(a) [A-C] = 1.2715,
R(b) [A-G] = 3.2639, R(c) [A-T] = 1.2233, R(d) [C-G] = 0,6567, R(e) [C-T] = 5.7602, R(f)
[G-T] = 1.0000.

5.3 Similaridade genética (Neighbor-joining)
A andlise de Neighbor-joining, a partir de uma matriz de distancia, gerou uma
fenograma de distancia genética (Figura 1), ¢ os valores de Bootstrap e Jacknife estdo

dispostos da mesma.
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Desmodoridae se mostrou como uma unidade genética diferente dos demais tdxons
utilizados como grupos externos. Os membros de Desmodoridaec se dividiram em dois
agrupamentos genéticos com alta robustez estatistica. O primeiro grupo compreendeu
Molgolaimus demani + Calomicrolaimus sp. e todos as espécies/morfotipos de
Prodesmodora.

Spirinia elongata se comportou como uma uUnica unidade genética e proxima
geneticamente de Spirinia parasitifera. Além disso, Metachromadora sp. 1, Metachromadora
remanei 1 ¢ Metachromadora remanei 2 formaram unidades genéticas idénticas, e se
agruparam com Metachromadora sp.

Xyzzors sp. se apresentou geneticamente mais proximo do grupo genético formado por
Croconema ovigera e¢ Desmodora pontica. Desmodora communis se comportou como
unidade genética mais proxima do agrupamento composto por Acanthopharynx micans e
Acanthopharynx. sp. Além disso, Desmodora communis, Acanthopharynx micans e
Acanthopharynx sp. se apresentaram geneticamente mais proximas da unidade genética de
Stilbonematinae.

O género Robbea se apresentou como uma unidade genética descontinua. Robbea
hypermnestra se mostrou distante geneticamente dos demais membros de Stilbonematinae, se
apresentando mais similar a S. parasitifera. Robbea sp. 2 e Catanema sp. formaram um grupo
genético mais similar e este mais préximo do ramo compreendido por Laxus oneistus, Laxus
cosmopolitus ¢ Robbea sp. 1. Ja Robbea sp. 3 ¢ Leptonemella sp. formaram um grupo
genético mais similar, ¢ este geneticamente mais proximo de Stilbonema majum.

O género Eubostrichus apresentou-se com uma unidade genética descontinua, apesar
da maior similaridade genética entre Eubostrichus parasitiferus e Eubostrichus topiarius. Ja

E. diannae ficou mais proximo de Stilbonema majum.
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Figura 1. Topologia do Neighbor-joining baseado em seqiiéncias de 18S de 32 espécimes de Desmodoridae ¢ 5
grupos externos (Panagrolaimus rigidus, Paratrichodorus minor, Monoposthia contata, Calomicroalimus sp. e
Daptonema matrona). Os numeros sdo valores de bootstrap e jacknife (10.000 pseudoréplicas), respectivamente,

ambos com suporte de ramo acima de 50%. Barra de escala= 0,1 substitui¢cdes por sitio.
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5.4 Filogenia Molecular

5.4.1 Maxima parcimoénia (MP)

A topologia de méaxima parcimonia (Figura 2) estabeleceu-se a partir do consenso
estrito de 6 arvores igualmente parcimoniosas, geradas a partir de 1.014.586 rearranjos.
Conjunto total de sitios analisados foi de 874 e destes, 413 foram constantes, 177 foram
parcimoniosamente ndo-informativos e 284 foram parcimoniosamente informativos. O
comprimento da arvore consenso (L) foi de 1422 passos e os indices de consisténcia (CI), de
retengdo (RI) e de homoplasias foram de 0,518, 0,320 e 0,482, respectivamente.

A topologia obtida indicou que a familia Desmodoridae compreende dois ramos
monofiléticos com forte sustentag@o estatistica. O primeiro formado por Molgolaimus demani
e todas as espécies e morfotipos estudados de Prodesmodora. Este ultimo apresentou-se
segregado em dois grupos: Prodesmodora sp. 1 (Prodesmodora sp. 2 + P. circulata 1) ¢ P.
circulata 3 (, P. circulata 2 + P. circulata 4), enquanto que, Calomicrolaimus sp. se agrupou
com Molgolaimus demani formando um clado.

O segundo grande agrupamento filogenético observado compreendeu todos os demais
taxons estudados de Desmodoridae. Os espécimes de Metachromadora se agruparam num
clado a parte dos demais Desmodoridae, e se apresentaram como um grupo natural. Os
desmodorides restantes formaram dois clados. O primeiro formado por Robbea hypermnestra
+ Spirinia, e este clado como grupo irmao de Xyzzors sp.+ Croconema ovigera + D. pontica.
E o segundo grupo foi formado por Desmodora communis + Acanthopharynx e os demais
Desmodoridae.

O género Desmodora se mostrou polifilética. Croconema ovigera se revelou como
grupo irmdo de D. pontica, e ambas como grupo irmdo de Xyzzors sp., enquanto que D.
communis se comportou como grupo irmao de Acanthopharynx, onde as duas espécies deste
ultimo formaram um clado monofilético com forte sustentacao estatistica.

Todas as espécies de Stilbonematinae, com exce¢do de Robbea hypermnestra, se
agruparam em um unico clado. Robbea sp. 2 e Catanema sp. se apresentaram com um clado
irmdo dos demais membros de Stilbonematinae. Robbea sp. 1 se apareceu como grupo irmao
de Laxus cosmopolitus, e estes dois com grupo irmdo de Laxus oneistus. Stilbonema majum e
comportou como grupo irmdo dos demais espécimes, sendo Eubostrichus topiarius e
Eubostrichus parasitiferus grupo irmdo do clado Eubostrichus dianae + Robbea sp. 3 +
Leptonemella sp.
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Figura 2. Arvore de consenco estrito da Maxima Parciménia baseada em seqiiéncias de 18S de 32
espécimes de Desmodoridae e 5 grupos externos (Panagrolaimus rigidus, Paratrichodorus minor, Monoposthia
contata, Calomicroalimus sp. e Daptonema matrona). Os niimeros nos ramos sdo valores de bootstrap, jacknife

(10.000 pseudoréplicas), respectivamente, ambos com suporte de ramo acima de 50% e suporte de Bremen.
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5.4.2 Andlise de inferéncia Bayesiana (1B)

A topologia da inferéncia Bayesiana (Figura 3) resultou do consenso (regra de
maioria) de 29.601 arvores e o desvio padrdo foi de 0,009947.

A familia Desmodoridae se caracterizou como polifilética segundo a andlise
Bayesiana. Tal parafilia foi caracterizada pelo posicionamento de Molgolaimus demani e os
espécimes de Prodesmodora fora do clado formado pelos demais membros de Desmodoridae.
Estes dois géneros se agruparam com quatro grupos externos (Paratrichodorus minor,
Daptonema matrona, Monoposthia costata e Calomicrolaimus sp.), sustendados por um baixo
suporte pela probabilidade posterior.

Uma tricotomia foi formada por E. tropiarus, E. parasitiferus e os demais membros de
Desmodoridae. Estes foram divididos em dois clado, sendo o primeiro formado por uma
tricotomia entre E. dianae + Stilbonema majum, Robbea sp. 3 + Leptonemella sp., e Robbea
sp. 2 + Catanema sp.+ Robbea sp. 1 + Laxus oneitus + Laxus cosmopolitus.

A subfamilia Spiriniinae se mostrou como um grupo parafilético. Por outro lado, o
género Spirinia apresentou-se como monofilético com forte sustentagdo probabilistica, e
grupo irmao de Robbea hypermnestra. Spirinia elongata ¢ igualmente um grupo natural,
assim como o género Metachromadora

O clado composto pelos representantes de Spirinia e Robbea hypermnestra, revelou-se
com grupo irmao do clado composto por Xyzzors sp., que parece se relacionar evolutivamente
com Croconema ovigera ¢ D. pontica. Estes ultimos ainda se apresentaram como grupos
irmdos. Por outro lado, o género Desmodora se mostrou polifilético. Desmodorinae se
reiterou como polifilético. J& Desmodora communis se comportou como grupo irmdo de
Acanthopharynx, que se apresentou como monofilético.

Stilbonematinae ndo se apresentou coesa tendo em vista a analise Bayesiana. O género
Eubostrichus se revelou polifilético, devido ao posicionamento de E. tropiarus e E.
parasitiferus. O género Robbea se apresentou como polifilético. O género Laxus se mostrou

parafilético, apesar do posicionamento filogenético de Robbea sp 1.
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Figura 3. Topologia de Inferéncia Bayesiana baseada em seqiiéncias de 18S de 32 espécimes de Desmodoridae e
5 grupos externos (Panagrolaimus rigidus, Paratrichodorus minor, Monoposthia contata, Calomicroalimus sp. e

Daptonema matrona). A topologia ¢ resultante de 29.601 arvores (3.000.000 de geragdes/desvio padrdo de
0,009947.
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5.5 Filogenia morfologica

A topologia de maxima parcimonia (Figura 4) estabeleceu-se a partir do consenso de
maioria de 5650 arvores igualmente parsimoniosas. O comprimento da arvore consenso (L)
foi de 51 passos e os indices de consisténcia (CI) e de retengdo (RI) foram de 37 e 70
respectivamente.

A topologia da analise de maxima parcimonia (Figura 4) apresentou Molgolaimus
como grupo irmdo dos demais desmodorideos. Prodesmodora se comportou como taxon
irmdo do desmodorideos restantes. Uma dicotomia mostrou Metadesmodora como grupo
irmdo dos demais desmodorideos, € novamente outra dicotomia apresentou Polysigma como
grupo irmao dos desmodorideos restantes.

Uma politomia foi formada por Echinodesmodora, Alaimonema, Onyx, Papillonema,
Parallelocoilas, Spirinia, Pseudonchus, o clado Stygodesmodora + Chromaspirinia +
Pespiria, o clado formado por Spirodesma, Paradesmodora + Pseudometachromadora,
Sibayinema, Bolbonema, Zalonema e a politomia que compreendeu Desmodora, Desmodora
2 ¢ Desmodora 3, Croconema + Desmodorella. O ultimo clado foi composto por
Sigmophoranema, Metachromadora, Pseudodesmodora, Acanthopharyngoides,
Acanthopharynx, Psammonema, Pseudochromadora e os demais restantes perntencentes a
subfamilia Stilbonematinae.

Portanto, Stilbonematinae se mostrou como um grupo monofilético, sendo Laxus o
taxon irmao dos demais membros da subfamilia. Uma tricotomia foi formada por Catanema,
Eubostrichus e Leptonemella como grupo irmao da politomia formada por Adelphos, Robbea,

Squanema e Stilbonema.
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Tabela 3. Matriz formada pelos taxons estudados e os caracteres morfoldgicos polarizados. Grupo externo

hipotético.

ABCDEFGH

Grupo extemo 0O 0o0O0O0OODO0DO0O@ 0
Acanthopharyngoides 2 1 0 0 1 1 3 1
Acanthophanymx 21000131
Bolbonema 3 a0 1T 0113
Croconema 4 10101 3 1
Desmodora 3101013 3
Desmodora 2 310201 3 3
Desmodora 3 3103 80133
Desmodorella 4 101 01 3 3
Echinodesmodora 1 00 0 0O0 3 3
Metadesmodora 1 01 101 3
Paradesmodora 3 a0 20033
Psammonema 20000131
Pseudochromadora 4 0 0 0 0 1 3 1
Pseudodesmodora 1100 11 3 1
Sibayinema 3 0000123 3
Stygodesmodora 10001032
Zalonema 11 064 0 1 3 2
Alaimonema 1 201 00 27 2
Chromaspirina 100000 3 2
Metachromadora 310010 31
Cnyx 1 110 ¢ 0 3 3
Papilonema 100100 3 1
Parallelocoilas 11000030
Perspiria 100000 3 2
Polysigma 0 001003 3
Pseudometachromadora 3 0 0 2 0 0 3 0
Sigmophoranema 110000 3 1
Spirinia 1 00000 3 3
Spirodesma 30000033
Adelphos 11100213
Catanema 21100203
Eubostrichus 2110020 3
Laxus 211002 3 1
Leptonemella 11100203
Robbea 1 110 ¢ 2 1 3
Sguanema 11011 21?2
Stilbonema 31120212
Molgolaimus 0 0020013
Pseudonchus 100000 41
Prodesmodora 1102001 2
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Figura 4. Topologia da Maxima Parciménia baseada em caracteres morfologicos dos 40 taxons de

Desmodoridae e o grupo externo hipotético.

62



Cavalcanti, M. F. Taxonomia integrativa e inferéncias filogenéticas sobre a familia Desmodoridae (Nematoda, Desmodorida)

6. DISCUSSAO

6.1 Monofilia de Desmodoridae.

A andlise de distdncia genética indicou que Desmodoridae ¢ uma unidade genética
coesa, porém subdivida em dois agrupamentos mais similares entre si: um deles tendo como
referéncia os ramos de Molgolaimus demani ¢ Prodesmodora spp. € o outro pelos demais
desmodorideos (Figura 1). Apesar da coesdo genética de Desmodoridae, as analises de
maxima parcimonia (Figura 2) e de inferéncia Bayesiana (Figura 3) indicaram que a familia é
polifilética. Segundo Meldal et al (2007) e Holterman et al. (2008) Desmodoridae ¢
monofilético, mesmo demostrando que representantes da familia parecem ndo serem
descendentes do ramo ancestral ¢ comum de Desmodoridae. Por outro lado, Megen et al.
(2009) indicaram que Desmodoridae ¢ polifilético devido ao posicionamento de Spirinia
elongata e Prodesmodora spp. Assim, os dados aqui obtidos refor¢aram a hipdtese de polifilia
(Figuras 2 e 3), uma vez que o clado Molgolaimus demani + Calomicrolaimus sp. e
Prodesmodora spp. formaram um grupo monofilético e irmao aos demais desmodorideos.
Tais espécies ja compuseram outrora a familia Molgolaimidae (Molgolaiminae strictu sensus;
Ditlevsen, 1921; Micoletzkay 1923). A andlise de maxima parcimonia feita a partir de dados

moforlégicos mostrou Desmodoridae como monofilético diante do grupo externo hipotético.

6.2 Status taxondmico e filogenético de Molgolaimus demani (Molgolaiminae) e
Prodesmodora spp. (Prodesmodorinae).

Segundo todas as analises moleculares aqui desenvolvidas (Figuras 1-3), Molgolaimus
demani se mostrou como uma linhagem genético-evolutiva grupo irma de Calomicrolaimus
sp. (Microlaimidae). Tal evidéncia corrobora a hipdtese de maior relagdo entre os dois tdxons,
previamente indicada por filogenia molecular (Meldal et al. 2007) e similaridade morfologica
(Ditlevsen 1921). Por meio dos morfologicos (Figura 4) o género Molgolaimus se mostrou
grupo irmao dos demais desmodorideos. Assim, os dados aqui obtidos sugerem que
Molgolaimus demani parece ter mais relagdo com Microlaimidae do que com Desmodoridae,
fato que contraria Jensen (1978). Assim, devido a descontinuidade entre representantes de
Microlaimidae e Desmodoroidea, com referéncia as evidéncias da literatura e com o suporte
das analises aqui desenvolvidas, sugere-se uma revisao mais pormenorizada de Molgolaimus

demani, a fim de melhor compreensio do seu status taxondmico e evolutivo.
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Prodesmodora spp. formaram uma unidade genética coesa (Figura 1). Entretanto,
pelas anélises de maxima parcimoénia (Figura 2) e inferéncia Bayesiana (Figura 3), este género
se mostrou polifilético, uma vez que os seus caracteres moleculares apresentaram-se oriundos
de diferentes ramos ancestrais, refor¢ando a hipotese demonstrada por Megen et al. (2009).
Nas analises de Holterman et al. (2008) e de Megen et al. (2009) Prodesmodora spp. também
se agrupou fora do clado formado por espécies de Desmodoridae. Prodesmodora circulata foi
primeiramente classificada como um Microlaimus fluviatilis (Microlaimidae) (Cobb 1914),
atestando a possivel maior relagdo entre Prodesmodora e Microlaimidae. Na analise de
maxima parcimonia a partir de dados morfologicos, Prodesmodora se mostrou com grupo
irmdo dos demais desmodorideos, ¢ mais proximo evolutivamente de Molgolaimus, cuja
relacdo com Microlaimidae ¢ igualmente bem demonstrada acima. A associagdo de tais
evidéncias sugere, portanto, que Prodesmodora spp. Aqui estudadas como ndo pertencentes a

Desmodoridae.

6.3 Monofilia de Stilbonematinae.

As andlises moleculares aqui desenvolvidas indicam Stilbonematinae ser tanto
descontinua em termos de similaridade genética (Figura 1), assim como parafilética sob o
ponto de vista filogenético pela andlise de méxima parcimonia e polifilético pela andlise de
inferéncia Bayesiana (Figuras 2 e 3). Stilbonematinae se mostrou polifilética devido a posi¢ao
de Robbea hypermnestra, Eubostrichus topiarius e E. parasitiferus. Tal evidéncia refor¢cou os
dados apresentados por Holterman et al. (2008), segundo a sua analise de inferéncia
Bayesiana. Assim como nas analises de Meldal et al. (2007), Robbea hypermnestra ficou
mais proxima evolutivamente de Spirinia parasitifera do que qualquer outro membro de
Stilbonematinae. A andlise filogenética (MP) por meio dos dados morfologicos apresentou
Stilbonematinae como monofilético. Tal evidéncia apodia os resultados previamente
disponibilizados por Kampfer et al. (1998), Bayer et al. (2009) ¢ Megen et al. (2009) de que
Stilbonematinae ¢ um grupo monofilético.

Stilbonematinae tem se mostrado como um grupo monofilético, tendo em vista uma
combinagdo de caracteres morfologicos, citologicos e ecoldgicos (Bauer-Nebelsick et al.,
1995). Sendo assim, tendo em vista que um dos principais objetivos da sistematica
filogenética ¢ a identificagdo de grupos monofiléticos (Hennig, 1966), e perante todo o
conjunto de evidéncia angariadas da literatura, bem como aqueles aqui obtidos, o status de
monofilia de Stilbonematinae mostra-se como o mais parcimonioso. Cabe reforgar que

ignorar a hipdtese da monofilia de Stilbonematinae, demandaria refutar o diversos ramos

64



Cavalcanti, M. F. Taxonomia integrativa e inferéncias filogenéticas sobre a familia Desmodoridae (Nematoda, Desmodorida)

evolutivos que compreenderam o atual arranjo de Stilbonematinae, além da necessidade de
ocorréncia de 6 passos mutacionais (suporte de Bremer; Figura 2) para a desarticulagao desse
grupo monofilético, segundo a topologia de mdxima parcimonia perante os dados moleculares
(Figura 2). Tais eventos certamente exigiriam um numero muito maior de passos do que
aqueles destinados a exclusdao Robbea hypermnestra, Eubostrichus topiarius ¢ E. parasitiferus
do clado de Stilbonematinae sensu lato.

O género Robbea se mostrou polifilético, tendo em vista a divisdo filogenética interna
de Stilbonematinae, em ambas as analises filogenéticas, assim como demonstrado por Bayer
et al. (2009). Platt & Zhong (1998) sugeriram uma sinonimia de Robbea e Catanema, com
base em dados morfologicos. Perante a filogenia morfoldgica aqui obtida, o género Robbea
compreende a subfamilia Stilbonematinae. Assim, devido a controvérsia acerca to status
taxondmico e evolutivo deste tdxon, ndo serdo discutidos os pormenores das inconsisténcias

observadas, mas sugere-se uma profunda revisao taxondmica do género.

6.4 Status taxondmico e filogenético de Spirinia e de Metachromadora
(Spiriniinae).

Segundo todas as analises aqui desenvolvidas o género Spirinia se mostrou como um
ramo genético coeso e monofilético (Figura 1 e 2), o mesmo sendo observado para a espécie
S. elongata. Este taxon se mostrou como uma linhagem genética distinta, porém
genealogicamente e filogeneticamente irma a S. parasitifera. Os resultados aqui apresentados
mostraram que apesar das diferengas sutis estre S. parasitifera ¢ S. elongata (Castro et al.
2006), estas espécies parecem constituir-se como espécies distintas. Evidéncias adicionais de
estatistica de arvores corroboram essa hipotese tendo em vista que os valores obtidos para os
indices de boostrap, jacknife, suporte de Bremer e probabilidades posteriores se mostraram de
satisfatorios a muito bons (Figuras 2).

O género Metachromadora se apresentou como um taxon monofilético e como uma
unidade genética particular em todas as andlises. Tal resultado corrobora os resultados
previamente providos por Holterman et al. (2008) e Bayer et al. (2009). Dessa forma, os
resultados aqui obtidos, bem como o confronto destes com a literatura sugerem que
Metachromadora sp. 1 ¢ Metachromadora sp. 2 sejam classificados como M. remanei. Tal
sugestdo permitird que o banco de sequéncias 18S de Nematoda do NCBI possa ser
incrementado sob o ponto de vista da associacdo de tais seqiiéncias a uma designac¢ao no nivel

especifico, sustentado por suportes de boostrap, jacknife e probabilidades posteriores.
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Os géneros Spirinia e Metachromadora se mostraram, segundo os dados aqui obtidos,
distantes tanto em termos evolutivos quanto em termos genealdgicos (Figuras 1-4). Porém,
segundo a sua similaridade morfologica, tais tdxons sdo reconhecidos como membros da
subfamilia Spiriniinae (Lorenzen 1994). Tal descontinuidade sugere que os dois géneros
devam ser re-classificados como membros de subfamilias diferentes, sustentando Spirinia

como o género tipo de Spiriniinae ¢ Metachromadora como membro de outra subfamilia.

6.5 Status taxonémico e filogenético de Desmodora e Acanthopharynx
(Desmodorinae).

Segundo a analise de maxima parcimonia com dados moleculares e de inferéncia
Bayesiana, o género Desmodora se mostrou parafilético, devido a maior relagdo genético-
evolutiva de D. communis com as duas espécies do género Acanthopharynx, corroborando os
resultados de Meldal et al. (2007) e Holterman et al. (2008). D. communis ¢ a espécie tipo de
Desmodora, e espécies de Acanthopharynx sdao morfologicamente muito semelhantes a
espécies de Desmodora, a exce¢do do alongamento do bulbo faringeo (Decraemer & Smol,
2006).

Croconema ovigera ¢ D. pontica sdo grupos irmdos em ambas as analises e mais
proximas entre si geneticamente do que com D. communis. A espécie Croconema ovigera foi
reclassificado como Croconema ovigera, com base em taxonomia tradicional, na revisdo do
género Desmodora, entretanto Desmodora (Pseudochormadora) pontica permaneceu como
Desmodora (Verschelde et al. 2006). Por sua vez, os resultados aqui apresentados sugerem
entdo que D. pontica seja revisado, uma vez que este se monstrou mais proximo genético-
evolutivamente (com valores de suporte de ramos bem fatisfatorios) de D. ovigera (syn.
Croconema ovigera) do que de D. communis (Figuras 1-3). Considerando a filogenia obtida a
partir dos caracteres morfologicos (Figura 4), Desmodora se mostrou uma linhagem
politdmica. Tendo em vista que a indicagdo Desmodora, Desmodora 2 ¢ Desmodora 3 foi
devido a uma grande variag@o na forma dos anfideos, o arranjo politdmico sugere a linhagem
com uma acentuado polimorfismo dos anfideos, respondendo assim negativamente para um
critério de ancestralidade e derivagdo, segundo a parcimonia.

De acordo com Verschelde et al. (1998) Desmodorella pode se distinguir de
Desmodora devido a presenca de fileiras de espinhos longitudinais na cuticula (ala lateral), o
que nao ¢ sinapomorfia de Desmodorella. Verchelde et al. (1998) também ressaltou que
Desmodora podia se distinguir de Croconema pela combinag¢ao dos seguintes caracteres:

anelagdes da cuticula mais finas sem ornamentagdes, setas somaticas finas, capsula cefalica
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sem ou com poucas setas subcefalicas, cauda longa e conica. Entretanto, na presente analise
(Figura 4), dessas caracteristicas apenas a presenca de ornamentagdes e de setas subcefalicas
foram levadas em considera¢do (Tabela 2), pois os demais estados de caracteres apontados
como diferengas entre Desmodora e Croconema, variam entre espécies de um mesmo género.

Assim, os resultados providos na figura 4 sugerem duas hipoteses para o entendimento
do status taxonomico, a relagdo filogenética entre os géneros Desmodorella e Desmodora, ¢ a
solidez de alguns caracteres morfoldgicos na diferenciacdo de géneros. A primeira seria que a
“ala lateral” pode nao ter sinal filogenético suficiente para diferenciar os géneros entre si. Ja a
segunda hipdtese implicaria em que as espécies de Desmodora que apresentam a “fovea
anfideal multiespiral” sejam reclassificados como Desmodorella. Assim, a principal diferenca

entre os dois taxons seria a forma da fovea anfideal.

6.6 Posicionamento filogenético de Xyzzors sp.

O género Xyzzors apresenta taxonomia bem controversa. Este tdxon foi primeiramente
classificado como um desmodorideo (Inglis 1963). Posteriormente, o mesmo foi indicado
como componente de Cyatolaiminae (De Coninck 1965; Lorenzen 1994). Por outro lado, nas
analises genealdgicas e de sistematica molecular aqui desenvolvidas indicam Xyzzors sp.
como os representantes de Desmodoridae. Essa evidéncia corrobora a hipotese de Meldal et
al. (2007) e Decraecmer & Smol (2006). Assim, os dados aqui obtidos apdiam a primeira
classifica¢ao de Inglis, 1963 (op. cit.). Cabe ressaltar os suportes estatisticos observados nas
topologias obtidas, como evidéncias aditiva na possivel maior verossimilhanca da hipotese

aqui sustentada.

6.7 Resolucéo da monoflia das subfamilias pela filogenia morfoldgica

Das seis subfamilias de Desmodoridae, apenas trés podem ser ditas como
monofiéticas, Stilbonematinae, Molgolaiminae ¢ Prodesmodorinae.

Stilbonematinae se mostrou como um grupo monofilético, porém as relagdes internas
nesta subfamilia ainda se mostraram controversas.

Devido a natureza monogenérica de Molgolaiminae ¢ Prodesmodorinae, apenas
podemos confirmar a monofilia destas, uma vez que foram utilizadas apenas as caracteristicas
dos géneros, sem levar em consideragdo as variacdes interespecificas. Entretanto,
Pseudonchus se agupou numa politomia com os demais membros de Desmodoridae, entdo
ndo podemos confirmar a monofilia de Pseudonchinae. Spiriniinae e Desmodorinae também

nao tiveram uma resolucao monofilética.
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Cabe comentar que tais estados de caracteres sao todos aqueles previamente utilizados
por Lorenzen (1994), a fim de sistematizar feneticamente a biodiversidade daquilo que se
conhece com Desmodoridae. Assim, os resultados do presente estudo, acerca das relagdes
absolutamente controversas entre as subfamilias Spiriniinae e Desmdomorinae (Lorenzen,
1994, strictu sensus) sugerem a necessidade de uma revisao sobre o sinal filogenético dos
caracteres utilizados na taxonomia e classificagdo dos taxons dessas duas subfamilias. Além
disso, as diagnoses antigas dos géneros dessas subfamilias devem passar por uma revisao,
pois algumas podem estar incompletas, por falta de acuidade da tecnoldgica da época.

De forma acessoria e consolidando a proposta de iluminagdo reciproca do presente
estudo, as evidéncias moleculares aqui obtidas, associadas aquelas de andlises prévias
sustentam a monofilia de Molgolaiminae, Prodesmodorinae, e Stilbonematinae. Além disso, a
presente iniciativa refor¢a sobremaneira o principio da integracdo das informacdes biologicas,
focadas na melhor compreensdo de tao diversificada biodiversidade, tal e qual aquela dos

nematoddeos de vida livre.

7. CONCLUSAO

e As andlises indicaram que Desmodoridae ¢ uma familia polifilética.

e A partir dos dados morfoldgicos, Stilbonematinae, Molgolaiminae e Prodesmodorinae
se mostraram monofiléticas.

e Molgolaiminae ¢ Prodesmodorinae apresentam intima relacao filogenética e devem
pertencer a0 mesmo grupo taxondmico e grupo irmao dos demais desmodorides.

e Molgolaimus demani nao pertence a familia Desmodoridae, mas a um grupo irmao.

e Prodesmodora ¢ parafilética e grupo irmao de Molgolaimus demani.

e Spirinia ¢ um taxon monofilético, e S. elongata ¢ um taxon distinto e irmdo de S.
parasitifera.

e Metachromadora ¢ monofiletico, porém ndo pertencente a subfamilia Spiriniinae.

e Acanthopharynx ¢ monofilético e taxon irmao de Desmodora.

e Desmodora pontica é um taxon irmdo de Croconema ovigera ¢ deve ser revisado
quanto a sua classificacdo taxonomica.

e Robbea ¢ um taxon polifilético e deve ser reavaliado quanto a sua validez taxondmica.

e R. hypermnestra ndo faz parte da subfamilias Stilbonemtinae e deve ser revisado

quanto sua natureza taxondmica;
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e Eubostrichus ¢ um grupo polifilético, e além disso E. topiarius e E. parasitiferus nao
fazem parte de Stilbonematinae.

e Xyzzors sp. pertence a familia Desmodoridae.

e A filogenia baseada em 18S se mostrou mais eficaz no entendimento das relagdes
internas da familia Desmodoridae do que a filogenia baseada em caracteres
morfologicos, a excegdo de Stilbonematinae.

e A compreensdo da evolucdo dos caracteres morfologicos se faz muito necessaria e,

portanto assim, reconhecer quais destes apresentam sinal filogenético.
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