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RESUMO

O presente trabalho amplia o conhecimento acerca da filogenia de microeucariotos ciliados
(Alveolata, Ciliophora) da subclasse Peritrichia Stein, 1859 baseada em analises de
sequéncias de 18S-rDNA e compara sistematica tradicional do grupo com a filogenia baseada
em dados moleculares. A proposta apresenta ainda a caracterizacdo multidisciplinar de uma
espeécie de ciliado peritriqueo epistilideo com dados morfoldgicos, ecoldgicos e moleculares.
A dissertacdo esta dividida em dois capitulos (secGes). No capitulo 1 foi realizado um estudo
filogenético de representantes da subclasse Peritrichia, com inclusdo de 12 novas sequéncias
de 18S-rDNA (11 espécies e quatro géneros - Epistylis, Opercularia, Orborhabdostyla,
Rhabdostyla) obtidas de organismos coletados em ecossistemas na regido Sudeste do Brasil,
mais precisamente no estado de Minas Gerais. Neste capitulo foi discutida a validade de
algumas familias da subclasse Peritrichia e investigado se as principais caracteristicas
morfolégicas usadas para definir a sisteméatica do grupo refletem genuina divergéncia
evolutiva. As principais contribuicdes deste estudo foram: 'a subclasse Peritrichia esta
dividida em dois grandes clados; %a familia Operculariidae parece ser um grupo natural; *a
familia Epistylididae € um grado e ndo um clado natural e, portanto, necessita de importante
revisdo sistematica, havendo representantes desta familia se agrupando em distintos ramos da
subclasse Peritrichia, “os epistilideos Rhabdostyla e Orborhabdostyla ndo se agruparam em
mesmo clado tal como estabelecido na sistemética atual, baseado em similaridades
morfolégicas, *a familia Zoothamniidae é parafilética, e ®os “vorticelideos” ndo constituem
um agrupamento natural, necessitando de importante revisdo das principais caracteristicas
morfoldgicas usadas atualmente como sinapomorfias morfoldgicas. No capitulo 2 (secéo 2)
foi realizada caracterizacdo multidisciplinar de uma populacdo de Rhabdostyla inclinans
epibionte de anelideos Aeolosomatidae coletada em tanques de bromélia. Neste estudo foi
discutida pela primeira vez a posicédo filogenética de um representante do género Rhabdostyla
dentro da subclasse Peritrichia e apresentado dados detalhados da morfologia desta
populacdo, bem como informagdes ecoldgicas sobre a relacdo epibiotica. As duas sequéncias
de 18S-rDNA de R. inclinans obtidas se agruparam entre representantes da familia
Vorticellidae, o que refuta a classificacdo tradicional deste género como um epistilideo
(Epistylididae) baseada em caracteres morfologicos. Os resultados moleculares ressaltam
necessidade de se ampliar nimero de sequéncias de espécies do género Rhabdostyla nos
bancos de dados genéticos para melhor entendimento da filogenia de peritriqueos epistilideos,
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bem como instiga revisdo e busca de novos caracteres morfolégicos a serem usados como

sinapomofias dos clados que compdem a subclasse Peritrichia.

Palavras-chave:  Epistylis,  filogenia  molecular,  Opercularia,  Operculariidae,

Orborhabdostyla, sistematica.
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ABSTRACT

This work extends the knowledge of the phylogeny of ciliated micro-eukaryote (Alveolata,
Ciliophora) of Peritrichia Stein, 1859 subclass based on analysis of 18S-rDNA sequences and
compares traditional systematics of the group to the phylogeny based on molecular data. The
proposal also presents a multidisciplinary characterization of Rhabdostyla inclinans
(Peritrichia, Epistylididae) with morphological, ecological and molecular data. The
dissertation is divided into two chapters (sections). In Chapter one (section 1) a phylogenetic
study of representatives of Peritrichia subclass was performed with inclusion of 12 new
sequences of 18S-rDNA (11 species and four genera - Epistylis, Opercularia,
Orborhabdostyla, Rhabdostyla) obtained from organisms collected in ecosystems in the
Southeast region Brazil, more precisely in the state of Minas Gerais. In this chapter was
discussed the validity of some families of peritrichs and investigated whether the main
morphological characteristics used to define the systematics of the group reflect genuine
evolutionary divergence. The main contributions of this study were: *Peritrichia subclass is
divided in two major clades; “Operculariidae family seems to be a natural group; *There are
representatives of the Epistylididae family grouping in different branches of the subclass
Peritrichia. This fact suggests that Epistylididae family is a grade and not a natural clade and
therefore requires systematic review. ; “The Rhabdostyla and Orborhabdostyla epistilids did
not grouped in the same clade as set out in the current system based on morphological
similarities; °Zoothamniidae family is paraphyletic; ®vorticelids did not formed a natural
group requiring major review of the main morphological features currently used as
morphological synapomorphies. In chapter two (section 2) was performed a multidisciplinary
characterization of epibionts population of Rhabdostyla inclinans on Aeolosomatidae
collected in bromeliad tanks in Brazil. This study discusses for the first time phylogenetic
placement of the Rhabdostyla genus within peritrich subclass and presents detailed
morphology data for this population. Data about information of Epibiotic relationship are
presented too. The two 18S-rDNA sequences of Rhabdostyla inclinans obtained clustered
with representatives of Vorticellidae family, which refutes the traditional classification of this
genus as a epistilid (Epistylididae) based on morphological characters. The molecular results
highlight the need to expand the number of sequences of Rhabdostyla genus in genetic

databases to better understand the phylogeny of epistilids peritrichs and instigate review and
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search for new morphological characters to be used as synapomorphy of clades that constitute
Peritrichia subclass.

Keywords: Epistylis, molecular phylogeny, Opercularia, Operculariidae, Orborhabdostyla
systematics.
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INTRODUCAO

1. Caracterizacdo geral da subclasse Peritrichia (Alveolata, Ciliophora)

Os microeucariotos ciliados (Ciliophora) estdo inseridos atualmente em um clado
conhecido como SAR (Stramenopiles (Patterson, 1989) ADL et al. 2005, Alveolata Cavalier-
Smith, 1981, Rhizaria Cavalier-Smith, 2002) em classificacdo baseada em madltiplos
marcadores moleculares (Figura 1; p. 23), sendo os Alveolata constituidos pelos clados
Apicomplexa Levine, 1980, Dinoflagellata Biitschli, 1885 e Ciliophora Doflein, 1901 (ADL
et al.,, 2012). A monofilia do filo Ciliophora é suportada tanto por dados moleculares
(multiplos marcadores) como por sinapomorfias morfoldgicas (aparato nuclear, conjugacéo e
infraciliatura) e esta dividido em dois subfilos e 11 classes (Tabela 1; p. 24). A classe
Oligohymenophorea de Puytorac et al., 1974 possui seis subclasses, dentre elas a subclasse
Peritrichia (sensu LYNN, 2008), contendo mais de 1000 espécies descritas. Os peritriqueos
estdo divididos em duas ordens: Sessilida Kahl, 1933 e Mobilida Kahl, 1933 (LYNN, 2008).

Os sessilideos (Ordem Sessilida) sdo um grupo de peritriqueos caracterizados pela
presenca de um ciclo de vida polimorfico, com grande parte dos taxons apresentando uma
fase séssil no ciclo de vida. As duas fases do ciclo sdo o trofonte (geralmente séssil) e o
telotroquio (livre natante) (Figura 2, a-b: trofonte, d: telotréquio; p. 25). Estes ciliados sdo
comumente encontrados em ecossistemas marinhos e de &gua doce, sendo raros em
ecossistemas edaficos (FOISSNER et al., 1999). Os trofontes sdo responsaveis pela nutricdo
do organismo usando desenvolvida ciliatura adoral para filtrar particulas em suspenséo,
bactérias e outros microeucariotos (CORLISS, 1979; LYNN, 2008). O trofonte possui um
zooide (organismo responsavel pelas funcdes fisioldgicas) e um pedunculo proteico (haste que
prende 0 zoodide ao substrato). O telotroquio é o “zodide” livre-natante responsavel pela
dispersdo e reproducdo sexuada em ciliados peritriqueos, sendo diferenciado
morfologicamente do trofonte por apresentar uma ciliatura somatica desenvolvida na regido
aboral (banda telotrocal), o que permite sua natacdo em busca de substrato ideal para fixagdo
(GILBERT & SCHRODER, 2003). O telotroquio possui reduzida ciliatura oral (pequenos
“pastdes”) (WILLIAMS & CLAMP, 2007), sendo incapaz de se alimentar, tendo como
funcdo primordial dispersdo e reproducdo. A complexidade fisioldgica, plasticidade ecoldgica
e predilecdo por ambientes enriquecidos organicamente torna este grupo de ciliados bons

indicadores da qualidade da agua de ecossistemas aquaticos continentais (MADONI, 2005).
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Os sessilideos podem ser encontrados aderidos a substratos inanimados e vivos, havendo
ampla gama de estudos sobre a relacdo epibiGtica entre sessilideos e invertebrados e
vertebrados aquaticos (CORLISS, 1979; DIAS et al., 2008, 2009; FERNANDEZ-
LEBORANZ & TATO-PORTO, 2000; FOISSNER et al., 1992; KAHL, 1935; SMITH,
1986). Segundo COOK et al. (1998) a epibiose pode ter natureza oportunista, facultativa e
ndo especializada, com os epibiontes colonizando substratos inertes, animais e plantas ou
associacfes obrigatérias e altamente especificas, havendo adaptacdes morfologicas e
comportamentais entre epibionte e basibionte (hospedeiro) que proporcionam este modo de
vida (WAHL, 1989).

Os mobilideos (Ordem Mobilida) sdo um grupo de peritriqueos mdveis e simbiontes
com corpo discéide, apresentando regido aboral concava e adoral convexa, possuindo um
complexo disco adesivo de constituicdo proteica no polo aboral responsavel pela adesdo
temporaria ao substrato. O disco adesivo é a principal caracteristica morfolégica dos
mobilideos, sendo uma sinapomorfia para o grupo (ZHAN et al., 2009). Os mobilideos podem
ser encontrados vivendo como comensais ou parasitos em diversos hospedeiros vertebrados e
invertebrados, alimentando-se das bactérias e detritos presentes na epiderme destes
hospedeiros. Em casos de grande infestacdo e em hospedeiros debilitados estes organismos
podem agravar o estado de salde dos seus hospedeiros os levando a morte (LOM, 1995).

2. Sistematica da Subclasse Peritrichia: classificacdo tradicional e filogenia molecular
A classificacdo estabelecida para os peritriqueos sessilideos propde divisdo deste
grupo em 14 familias (Figura 3; p. 26). A familia Epistylididae Kahl, 1933 apresenta como
principal caracteristica morfoldgica zodide com aparato oral “epistiliforme” (colar peristomial
proeminente e disco peristomial largo) e peddnculo rigido sem espasmonema e aqueles da
familia Operculariidae Fauré-Fremiet in Corliss, 1979 com pedunculo semelhante aos
epistilideos apresentam regiédo oral “operculariforme” (colar peristomial ndo-eversivel e disco
peristomial com pedunculo alongado) (Figura 4; p. 27). Os representantes das familias
Vorticellidae Ehrenberg, 1838 e Zoothamniidae Sommer, 1951 possuem espasmonema no
pedunculo, havendo diferenga apenas no modo de contracdo desta fibrila (LYNN, 2008). Em
Vorticellidae o modo de contracdo do espasmonema € espiral, enquanto que em
Zoothamniidae o modo de contracdo é em zigue-zague (Figura 5; p. 28). A familia

Vaginicolidae de Fromentel, 1874 (Figura 3; p. 26, 12) é representada por organismos que
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possuem uma lérica que esta presa ao substrato obliqguamente e ndo possui um pedinculo em
sua base (KAHL, 1935). As familias Astylozoidae Kahl, 1935 e Opisthonectidae Foissner,
1976 sao formadas por organismos que ndo possuem um trofonte tipico (Figura 6; p. 29),
sendo a primeira composta por organismos semelhantes ao trofonte e com pedunculo nédo
desenvolvido, enquanto na segunda familia encontramos organismos similares a telotroquios
com desenvolvida ciliatura da banda telotrocal (WILLIAMS & CLAMP, 2007). A familia
Ophrydiidae Ehrenberg, 1838 (Figura 3; p. 26, 6) possui pedunculo sem mionema, vacuolo
contratil com um longo canal coletor e matriz extracelular gelatinosa unindo os zooides da
coldnia (LYNN, 2008). Nesta introducdo apresentamos apenas detalhes morfoldgicos das
familias que serdo abordadas no capitulo 1 desta dissertacéo.

A primeira sequéncia de 18S-rDNA para um ciliado peritriqueo foi obtida por LYNN
& SOGIN (1988) para Opisthonecta henneguyi Fauré-Fremiet, 1906 (Peritrichia,
Opisthonectidae). Entretanto, o primeiro estudo interessado na filogenia interna de Peritrichia
foi realizado por MIAO et al. (2001) ao acrescentar seis novas sequéncias de 18S-rDNA de
peritriqueos dos géneros Epistylis Ehrenberg, 1830 e Vorticella Linnaeus, 1767. Em estudo
mais aprofundado, utilizando sequéncias de 18S-rDNA de representantes de oito familias da
subclasse Peritrichia, MIAO et al. (2004) detectaram contrastes entre a sistematica tradicional
da subclasse e a hipotese filogenética apresentada nesta proposta com base em dados
moleculares. Um exemplo evidente foi o agrupamento do epistilideo Epistylis galea
Ehrenberg, 1831 entre os opercularideos, algo que diverge em muito da proposta de
classificacdo do grupo. Este estudo despertou atencdo para necessidade de se ampliar numero
de sequéncias de 18S-rDNA para ciliados peritriqueos a fim de melhor esclarecer a filogenia
interna neste clado. Estudos posteriores sobre filogenia de Peritrichia, utilizando sequéncias
de 18S-rDNA, contestaram a monofilia das seguintes familias: Astylozoidae (SUN et al.,
2011, 2012 a; WILLIAMS & CLAMP, 2007), Epistylididae (UTZ et al., 2010), Ophrydiidae
(UTZ et al., 2010; WILLIAMS & CLAMP, 2007), Vorticellidae (SUN et al., 2011, 2012 a;
UTZ et al., 2010, WILLIAMS & CLAMP, 2007) e Zoothamniidae (CLAMP & WILLIAMS,
2006; LI et al., 2014).

Com ampliagdo de sequéncias de 18S-rDNA de ciliados mobilideos GONG et al.
(2006) investigaram a monofilia de Peritrichia contendo as ordens Sessilida e Mobilida,
corroborando formato espiral da ciliatura oral como sinapomorfia do grupo, entretanto, os
dados moleculares ndo suportaram esta hipétese, que posteriormente foi rejeitada por ZHAN

et al. (2009), que sugeririam que esta similaridade morfoldgica se tratava de convergéncia
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evolutiva visto mesmo habito de vida séssil de sessilideos e mobilideos. Estes autores
propuseram a criacdo da nova subclasse Mobilia Kahl, 1933 para incluir os antigos
mobilideos (ordem Mobilida) independente da subclasse Peritrichia (Figura 7; p. 30).

Em investigacdo da filogenia interna da subclasse Peritrichia (sensu ZHAN et al.,
2009) com incluséo de novas sequéncias de 18S-rDNA de epistilideos e opercularideos UTZ
et al. (2010) propuseram divisdo de peritriqgueos em dois clados, as ordens: Operculariida
Jankowski, 1980 e Vorticellida de Fromentel, 1875 (Figura 8; p. 31). Contudo, ndo foram
propostas diagnoses, incluindo caracteres morfoldgicos exclusivos, para estas duas novas
ordens, ndo havendo, até 0 momento, sinapomorfias para reconhecer estes taxons. Em estudo
recente sobre validade do género Vorticella, SUN et al. (2012) demonstraram, com base em
sequéncias de 18S-rDNA, que este género é um grado e ndo um clado (Figura 9; p. 32). Os
autores demonstraram ainda que alguns representantes do género Vorticella, se agrupam em

clado contendo representantes das familias Astylozoidae e Opisthonectidae.

3. Caracterizacao multidisciplinar de ciliados

O entendimento sobre a sistematica e/ou parentesco evolutivo entre 0s microeucariotos
ciliados, assim como de outros grupos de organismos, dependeram e dependem dos avancos
tecnoldgicos da época (LYNN, 2008). Podemos dividir o conhecimento sobre sistematica de
Ciliophora em cinco “Eras”, conforme recursos disponiveis na época. A Era da descoberta
(1880-1930) foi a primeira, seguida pela Era da exploracdo (1930-1950). Estas duas Eras
foram baseadas em observacbes dos organismos com microscopia de luz e elaboracdo de
desenhos esquematicos detalhados, tendo como base conceitual que a evolucdo partia de
formas mais simples para mais complexas. A Era da infraciliatura (1950-1970) foi baseada no
uso de técnicas de impregnacdo pela prata que revela estruturas do cértex destes micro-
organismos, havendo importante progresso na descoberta de novas estruturas usadas na
taxonomia e sistematica do grupo (Figura 10; p. 33). Na Era da ultraestrutura (1970-1990)
detalhes minuciosos da infraciliatura oral dos ciliados foram desvendados com importantes
progressos no entendimento da relacdo evolutiva das ciliaturas somatica e oral entre 0s
diversos grupos de ciliados. A Era atual, ap6s advento da biologia molecular (1990-atual), se
destina a entender as relacdes evolutivas entre os grupos de ciliados (Y1 & SONG, 2011) bem
como melhor elucidar o conceito de espécies e biogeografia para estes organismos
(GENTEKAKI & LYNN, 2010).
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Estudos atuais tem demonstrado necessidade de se aplicar uma abordagem
multidisciplinar na caracterizacdo das espécies de ciliados para melhor elucidar as relacdes
filogenéticas entre diversos grupos deste filo (FOISSNER et al., 2003; MODEO et al., 2006,
2013; ROSATI et al., 2004). MODEO et al. (2003) recomendam que estudos sobre
caracterizagdo taxondmica de espécies de ciliados deveriam informar dados sobre morfologia,
ecologia e posi¢do filogenética usando ao menos sequéncia del8S-rDNA. Estas descri¢cGes
completas e robustas facilitardo a comparacao entre espécies e serdo Uteis na interpretacao da
evolucéo do grupo para pesquisas futuras (MODEO et al., 2003; ROSATI et al., 2004).

Visto que grande parte das mais de 8.000 espécies de ciliados foi descrita apenas com
informagdes in vivo destes micro-organismos, € essencial incluir nos novos estudos
taxonémicos uma caracterizacdo multidisciplinar da espécie bem como realizar depdsito de
laminas e DNA destes organismos em colecbes reconhecidas (MODEO et al., 2003). Ao
entendermos as Eras da ciliatologia, fica clara necessidade de realizagdo de descricdes e
redescrigdes da ciliatofauna usando esta abordagem multidisciplinar.

4. Escopo da pesquisa

O presente trabalho apresenta estudo filogenético expandido sobre a subclasse
Peritrichia (Ciliophora, Oligohymenophorea) e a caracterizacdo multidisciplinar de uma
espécie de ciliado deste grupo ressaltando a necessidade destas informacdes integradas para
melhor esclarecimento da taxonomia e sistematica do grupo. A dissertacdo esta dividida em
duas secBes. No capitulo 1 (secdo 1) foram comparados dados da filogenia interna da
subclasse Peritrichia, incluindo 12 novas sequéncias de 18S-rDNA para 11 espécies deste
grupo, com a sistematica atual proposta para esta subclasse e interpretada a validade das
sinapomorfias morfoldgicas atuais para definicdo de algumas familias e géneros. No capitulo
2 (secédo 2) foram apresentados dados sobre a morfologia, morfometria, ecologia (relagéo
epibiotica) e posicdo filogenética de Rhabdostyla inclinans (Peritrichia, Epistylididae)
registrado pela primeira vez na América do Sul em tanques de bromélias infestando anelideos
da familia Aeolosomatidae. Os dados obtidos trouxeram importantes avancos para O
conhecimento sobre taxonomia e sistematica da subclasse Peritrichia e despertou o interesse
para investigaces de novos caracteres morfologicas e utilizacdo de diferentes marcadores

moleculares com intuito de entender a genuina divergéncia evolutiva em Peritrichia.
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Figura 1. Proposta de classificacdo dos eucariotos elaborada por ADL et al. (2012), com base
em dados moleculares e incluindo taxons recentemente descobertos. Os antigos “protistas”
ciliados (Filo Ciliophora: indicado na seta) se inserem nesta proposta no tdxon SAR
(diatomaceas, alveolados e amebdides) dentro de Alveolata.
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Tabela 1. Classificacdodo Phylum Ciliophora (LYNN, 2008)*

Phylum CILIOPHORA Doflein, 1901
Subphylum POSTCILIODESMATOPHORA Gerassimova &
Seravin, 1976
Class KARYORELICTEA Corliss, 1974
Order Protostomatida Small & Lynn, 1985
Order Loxodida Jankowski, 1980
Order Protoheterotrichida Nouzaréde, 1977
Class HETEROTRICHEA Stein, 1859
Order Heterotrichida Stein, 1859
Subphylum INTRAMACRONUCLEATA Lynn, 1996

Class SPIROTRICHEA Biitschli, 1889
Subclass Protocruziidia de Puytorac, Grain, & Mignot, 1987
Order Protocruziida Jankowski, 1980
Subclass Phacodiniidia Small & Lynn, 1985
Order Phacodiniida Small & Lynn, 1985
Subclass Licnophoria Corliss, 1957
Order Licnophorida Corliss, 1957
Subclass Hypotrichia Stein, 1859
Order Kiitrichida Nozawa, 1941
Order Euplotida Small & Lynn, 1985
Suborder Discocephalina Wicklow, 1982
Suborder Euplotina Small & Lynn, 1985
Subclass Choreotrichia Small & Lynn, 1985
Order Tintinnida Kofoid & Campbell, 1929
Order Choreotrichida Small & Lynn, 1985
Suborder Leegaardiellina Laval-Peuto, Grain, & Deroux,
1994
Suborder Lohmanniellina Laval-Peuto, Grain, & Deroux,
1994
Suborder Strobilidiina Small & Lynn, 1985
Suborder Strombidinopsina Small & Lynn, 1985
Subclass Stichotrichia Small & Lynn, 1985
Order Stichotrichida Fauré-Fremiet, 1961
Order Sporadotrichida Fauré-Fremiet, 1961
Order Urostylida Jankowski, 1979
Subclass Oligotrichia Biitschli, 1887/1889
Order Strombidiida Petz & Foissner, 1992
Class ARMOPHOREA Lynn, 2004
Order Armophorida Jankowski, 1964*
Order Clevelandellida de Puytorac & Grain. 1976
Class LITOSTOMATEA Small & Lynn, 1981
Subclass Haptoria Corliss, 1974
Order Haptorida Corliss, 1974
Order Pleurostomatida Schewiakoft, 1896
Order Cyclotrichiida Jankowski, 1980 incertae sedis
Subclass Trichostomatia Biitschli. 1889
Order Vestibuliferida de Puytorac et al., 1974
Order Entodiniomorphida Reichenow in Doflein &
Reichenow, 1929
Suborder Archistomatina de Puytorac et al., 1974
Suborder Blepharocorythina Wolska, 1971
Suborder Entodiniomorphina Reichenow in Doflein &
Reichenow, 1929
Order Macropodiniida order nov.*
Class PHYLLOPHARYNGEA de Puytorac et al., 1974

Subclass Cyrtophoria Fauré-Fremiet in Corliss, 1956
Order Chlamydodontida Deroux, 1976
Order Dysteriida Deroux, 1976
Subclass Chonotrichia Wallengren, 1895
Order Exogemmida Jankowski, 1972
Order Cryptogemmida Jankowski, 1975
Subclass Rhynchodia Chatton & Lwoft, 1939
Order Hypocomatida Deroux, 1976
Order Rhynchodida Chatton & Lwoff, 1939
Subclass Suctoria Claparéde & Lachmann, 1858
Order Exogenida Collin, 1912
Order Endogenida Collin, 1912
Order Evaginogenida Jankowski, 1978
Class NASSOPHOREA Small & Lynn, 1981
Order Synhymeniida de Puytorac et al., 1974
Order Nassulida Jankowski, 1967
Order Microthoracida Jankowski, 1967
Order Colpodidiida Foissner, Agatha & Berger, 2002
incertae sedis
Class COLPODEA Small & Lynn, 1981
Order Bryometopida Foissner, 1985
Order Bryophryida de Puytorac, Perez-Paniagua, &
Perez-Silva, 1979
Order Bursariomorphida Fernindez-Galiano, 1978
Order Colpodida de Puytorac et al., 1974
Order Cyrtolophosidida Foissner, 1978
Order Sorogenida Foissner, 1985
Class PROSTOMATEA Schewiakoff, 1896
Order Prostomatida Schewiakoff, 1896
Order Prorodontida Corliss, 1974
Class PLAGIOPYLEA Small & Lynn, 1985
Order Plagiopylida Jankowski, 1978
Order Odontostomatida Sawava. 1940 incertae sedis

Class OLIGOHYMENOPHOREA de Puytorac

etal. 1974
Subclass Peniculia Fauré-Fremiet in Corliss, 1956
Order Peniculida Fauré-Fremiet in Corliss, 1956
Order Urocentrida Jankowski, 1980
Subclass Scuticociliatia Small, 1967
Order Philasterida Small, 1967
Order Pleuronematida Fauré-Fremiet in Corliss, 1956
Order Thigmotrichida Chatton & Lwoff, 1922
Subclass Hymenostomatia Delage & Hérouard, 1896
Order Tetrahymenida Fauré-Fremiet in Corliss, 1956
Order Ophryoglenida Canella, 1964
Subclass Apostomatia Chatton & Lwoff, 1928
Order Apostomatida Chatton & Lwolf, 1928
Order Astomatophorida Jankowski. 1966
der Pilis Wl ki 19660

Subclass Peritrichia Stein, 1859
Order Sessilida Kahl, 1933
Order Mobilida Kahl. 1933
Subclass Astomatia Schewiakoff, 1896
Order Astomatida Schewiakoft, 1896

ataxon estabelecido com baseem dados moleculares, mas sem
sinapomorfias morfoldgicas

Tabela 1. Classificacdo do Phylum Ciliophora. Fonte: LYNN (2008). Marcados com
quadrado: Phylum Ciliophora, Classe Oligohymenophorea e Subclasse Peritrichia

com suas respectivas ordens.
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Figura 2. Esquema do ciclo de vida de Epistylis pygmaeum (Peritrichia,
Epistylididae). Estagios do ciclo de vida: (a) zodide recém-fixado (CORLISS,
1979), (b) coldnia com dois zodides, (c) zodide livre-natante, (d) telotroquio
(CORLISS, 1979) e (e) cisto. Setas pretas indicam caminhos bem estudados
para peritriqueos e as setas em cinza indicam possiveis caminhos que
necessitam de mais estudos a fim de maior esclarecimento. Fonte:
Modificado de GILBERT & SCHRUDER (2003).
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Subclasse Peritrichia Stein, 1859

Figura 3. Desenhos esquematicos de representantes das familias que compbem a
ordem Sessilida (Ciliophora, Peritrichia). Os circulos em volta dos nimeros
indicam as familias que ja possuem ao menos um representante com 18S-rDNA
sequenciado. Legenda: 1. Astylozoidae; 2. Ellobiophryidae; 3. Epistylididae; 4.
Lagenophryidae; 5. Operculariidae; 6. Ophrydiidae; 7. Opisthonectidae; 8.
Rovinjellidae; 9. Scyphidiidae; 10. Termitophryidae; 11. Usconophryidae; 12.
Vaginicolidae; 13. Vorticellidae; 14, Zoothamniidae.
Fonte: Modificado de LYNN & SMALL (2002).
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Figura 4. Diferenca entre um representante da familia Epistylididae em relacdo a um
membro da familia Operculariidae. As setas largas indicam a diferenca entre as areas
peristomiais. A- Estrutura oral “epistiliforme” constituido por colar peristomial
evertido e disco peristomial curto e largo. B- Estrutura oral “operculariforme”
constituido por um disco peristomial largo e pedunculado formando um Opérculo,
colar peristomial ndo evertido. Legenda: PC = colar peristomial; PD = disco
peristomial; O = opérculo; OC = ciliatura oral. Fonte: FOISSNER et al. (1992).
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RN

Zoothamnium Carchesium

Figura 5. Caracteristicas diagnosticas de peritriqueos dos géneros
Zoothamnium (Zoothamniidae) e em Carchesium (Vorticellidae). Na parte
superior da imagem esta apresentada a diferenca na estrutura do
espasmonema contratil (extensdo do corpo celular no interior do pedinculo),
sendo continuo em Zoothamnium e descontinuo Carchesium. Na parte
inferior da imagem esta demonstrada a forma de contracdo do espasmonema
no peddnculo destes organismos. No género Vorticella, o mionema é
continuo, mas como um membro da familia Vorticellidae a contracdo do
espasmonema é em espiral. Em Zoothamnium (familia Zoothamniidae) a
contracdo € em zigue-zague. Fonte: Modificado de CLAMP & WILLIAMS
(2006).
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Opisthonectidae Vorticellidae Astylozoidae

Figura 6. Esquema de trofontes de trés familias de “peritriqueos sessilideos”.
Trofonte de vorticelideo (centro) se fixa ao substrato por meio de um pedunculo (St)
gue possui um espasmonema contréatil (filamento sélido) em seu centro. A banda
telotrocal (TB) dos cinetossomos esta inativa, com cilios ndo funcionais. Trofonte
astylozdide (direita) utiliza a ciliatura oral (OC) do seu peristbmio para nadar e se
alimentar. Como nos vorticelideos, falta ciliatura telotrocal ciliada. A escépula do
astylozoideo é inativa. Geralmente ha um vestigio de pedinculo (VSt) a partir da
escOpula. Trofonte de opistonectideo (esquerda) utiliza a ciliatura da banda
telotrocal para nadar. Os cilios orais sdo utilizados somente para alimentacdo. Nao
ha vestigio de pedunculo associado a escopula (Sc).
Fonte: WILLIAMS & CLAMP (2007).
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Figura 7. Hipotese filogenética sobre relagdo entre as subclasses da classe
Oligohymenophorea, destacando relacdo entre as ordens da subclasse Peritrihia:
Sessilida e Mobilida, com base em sequencias de 18S-rDNA e apresentando valores
de bootstrap conforme quatro métodos de reconstrucdo: analise bayesiana (BI),
verossimilhanga maxima (ML), parcim6nia maxima (MP) e agrupamentos vizinhos
(NJ). Simbolos ao lado do nome dos tdxons sdo 0os nimeros de acesso no GenBank
de cada sequéncia. *: valores de bootstrap < 50. N: incongruéncia na topologia
naquele ramo conforme método de reconstrucdo filogenetica utilizado. Novas
sequéncias acrescentadas neste estudo estdo em negrito. Fonte: ZHAN et al. (2009).
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Figura 8. Arvore filogenética apresentando relacdes evolutivas entre ciliados peritriqueos
com base nas sequéncias de 18S rDNA, com nova proposta de duas ordens para subclasse
Peritrichia: Vorticellida e Operculariida. Os valores acima dos ramos indicam suporte de
bootstrap para 0 nd ao lado por maxima verossimilhanga (ML) e maxima parcimonia
(MP). Os valores abaixo dos ramos indicam a probabilidade posterior estimada pelo
algoritmo de agrupamento de vizinhos (NJ) e pela inferéncia Bayesiana (BI). Fonte: UTZ
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Figura 9. Arvore filogenética inferida a partir de sequéncias de 18S-rDNA. Valores
numéricos mostrados proximos aos nés sdo valores de bootstrap para as analises de
Méaxima Verossimilhanga (ML), Maxima Parcimbnia (MP) e Agrupamento de
Vizinhos (NJ), respectivamente. A barra de escala corresponde a 10 substituicdes por
100 posigdes de nucleotideos. A classificacdo segue LYNN (2008). As fotografias ao
lado dos clados mostram a morfologia geral dos géneros.

Fonte: SUN et al. (2012).
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Figura 10: Esquema com as principais caracteristicas necessarias a descricao
contemporanea de espécies de protozoérios ciliados peritriqueos com alta qualidade
e confiabilidade. a- Peritriqueo b- Infraciliatura oral c- Visdo superior do
peritrigueo com determinacdo da regido dorsal e ventral por meio do infundibulo.
AC= ciliatura espiral adoral; AW= coroa ciliar aboral; CF= citofaringe; CS=
citéstoma; CV1= primeiro vacuolo contratil 1; CV2= segundo vacuolo contratil,
raro entre os peritriqueos; EM= membrana epistomial; FR= filamento reticular;
FV= vacuolo alimentar; GK= cinécia germinal; Ma= macronicleo; Mi=
micronucleo; My= mionema somatico, My’= mionema do pedunculo ou
espasmonema; PC= colar peristomial; PD= disco peristomial; PK1-3= policinécias
infundibulares ou orais 1,2 ¢ 3; SC= escopula; SS= estriagdes peliculares (“silver
line system”); ST= pedunculo, UM= membrana ondulante; V= vestibulo. Fonte:
FOISSNER et al. (1999).
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SECAO 1

ESTUDO FILOGENETICO DE REPRESENTANTES DA SUBCLASSE
PERTRICHIA STEIN, 1859 (ALVEOLATA: CILIOPHORA) BASEADO EM
SEQUENCIAS DE 18S-rDNA COM ENFASE NAS FAMILIAS EPISTYLIDIDAE E
OPERCULARIIDAE

RESUMO

A filogenia da subclasse Peritrichia e dos seus principais clados internos ainda ndo esta
resolvida. Para contribuir com melhor entendimento sobre a filogenia de Peritrichia e de seus
principais clados (familias e géneros) foram sequenciadas sete espécies da familia
Epistylididae e quatro espécies da familia Operculariidae. As arvores filogenéticas de
verossimilhanca méxima e inferéncia Bayesiana apresentaram topologias similares. A
subclasse Peritrichia permaneceu monofilética. As duas novas ordens de peritriqueos baseadas
em sequéncias do gene 18S-rDNA Vorticellida e Operculariida se mantiveram com valores de
suporte maximo. A familia Operculariidae e o género Opercularia permaneceram como um
clado natural, indicando que o opérculo pode ser um bom marcador filogenético. As
sequéncias de Epistylis nympharum e Rhabdostyla inclinans agruparam-se entre 0s
“vorticelideos” com valor de suporte méximo, indicando que dentro de Vorticellida o género
Epistylis, Rhabdostyla e familia Epistylididae ndo formam grupos naturais. A familia
Epistylididae apresentou representantes distribuidos em trés clados muito distintos, indicando
que caracteristicas utilizadas para reunir representantes desta familia como a area peristomial
“epistiliforme” e o pedunculo rigido ndo sdo bons marcadores filogenéticos. A sequéncia de
Orborhabdostyla sp. 1 agrupou-se junto a sequéncia de Orborhabdostyla bromelicola,
sugerindo que 0 novo género possa ser um grupo natural. As espécies de Epistylis
chrysemydis do Brasil e de Epistylis hentscheli do Brasil agruparam-se com as suas
respectivas espécies da China. A partir dos resultados apresentados conclui-se que héa
necessidade de investigar mais detalhadamente os caracteres morfoldgicos dos peritriqueos, a
fim de encontrar marcadores filogenéticos confiaveis e aumentar o nimero de sequéncias de
18S-rDNA de outros peritriqueos ainda ndo sequenciados, assim como testar outros

marcadores moleculares.

38



Palavras-chave: filogenia molecular, marcadores filogenéticos, monofilética, Operculariida,
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INTRODUCAO

Os microeucariotos do filo Ciliophora constituem um grupo natural com mais de
8.000 espécies divididas em dois subfilos e 11 classes. A classe Oligohymenophorea possui
seis subclasses, dentre elas a subclasse Peritrichia, contendo mais de 1.000 espécies descritas.
Os peritriqueos estdo divididos em duas ordens: Sessilida Kahl, 1933 e Mobilida Kahl, 1933
(sensu LYNN, 2008) e sdao comumente encontrados em ecossistemas aquaticos, sendo mais
abundantes em ambientes enriquecidos organicamente e com elevada densidade bacteriana,
sendo raros em ambientes edéficos. Estudos moleculares recentes sugerem que as duas ordens
(Sessilida e Mobilida) ndo constituem juntas grupos irmaos e propGem a separacdo da antiga

subclasse Peritrichia em duas subclasses: Peritrichia® (sensu ZHAN et al., 2009) contendo

representantes da antiga ordem Sessilida (~800 espécies) e Mobilia® contendo representantes

da antiga ordem Mobilida (250 espécies) (ZHAN et al., 2009). Iremos adotar neste estudo a
proposta elaborada por ZHAN et al. (2009), ou seja, 0s termos Peritrichia e peritriqueos se
referem aos antigos representantes da ordem Sessilida (sensu LYNN, 2008).

Embora muitos estudos sobre filogenia molecular tenham corroborado propostas de
classificacdo baseadas em dados morfoldgicos para ciliados, alguns resultados tém mostrado
propostas incongruentes (L1 & SONG, 2006; RAGAN et al., 1996; STRUDER-KYPKE et al.,
2000). Os peritriqueos comparativamente com outros grupos de ciliados tem sido
negligenciados em relacdo ao numero de sequéncias do gene 18S-rDNA disponiveis no
GenBank (DIAS, 2012), sendo necessario ampliar estudos com esse intuito. Nos Gltimos
quinze anos, estudos sobre filogenia interna de Peritrichia com base em sequéncias de 18S-
rDNA, gene alfa-tubulina e regido espacadora ITS tem demonstrado a formacdo de clados
radicalmente diferentes daqueles propostos na classificacdo elaborada com base em caracteres
morfolégicos (CLAMP & WILLIAMS, 2006; DIAS et al., 2012; GONG et al., 2010; LI et al.,
2008; MIAO et al., 2001, 2004; MARTIN-CERECEDA et al., 2007; UTZ & EIZIRIK, 2007;
WILLIAMS & CLAMP, 2007; UTZ et al., 2010; SUN et al., 2010, 2011, 2012 a, 2013).

No presente estudo obtivemos 12 novas sequéncias do gene 18S-rDNA para 11
especies de peritriqueos, pertencentes a duas familias distintas, com objetivo de esclarecer e
ampliar o conhecimento acerca da filogenia interna de Peritrichia, com énfase na validade das
familias Epistylididae e Operculariidae. Foram discutidos ainda a validade e relevancia das

principais caracteristicas morfoldgicas usadas para separar 0s principais grupos de
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peritriqueos, tais como: estilo de vida, presenca de mionema no peddnculo, padrdo de
contracdo do pedunculo, morfologia do peristdmio e presenca de lorica.

MATERIAL E METODOS

Coleta e processamento inicial das amostras:
Os peritriqueos sequenciados neste estudo foram coletados em taques de bromélias,

corregos e lagos urbanos em dois municipios do estado de Minas Gerais: Juiz de Fora
(microrregido de Juiz de Fora) e Santa Rita de Minas (microrregido de Caratinga) (Tabela
1.1; p. 42).

As coletas foram feitas esporadicamente ao longo dos anos de 2013 e 2014. A
metodologia de coleta variou de acordo com o ambiente e o0 hospedeiro amostrado.

As espécies Epistylis chrysemydis Bishop & Jahn, 1941, Opercularia sp. 1 e
Opercularia sp. 2 foram encontradas sob a carapaca de cagados. Para a coleta dos
peritriqueos, os cagados foram capturados com rede e sua carapaca foi raspada com estilete.
Ap0s a raspagem, uma pipeta de Pasteur foi utilizada para lancar jatos de &gua mineral sobre a
parte raspada da carapaca e um recipiente de acrilico recebia toda a agua da lavagem
(protocolo CEUA/UFJF n° 023/2015 / IBAMAJ/SISBIO solicitacdo n° 453571). Para obtencao
de Epistylis plicatilis Ehrenberg, 1831 e Epistylis hentscheli Kahl, 1935 foram utilizados
substratos artificiais (UTZ et al., 2008) submersos em um cdrrego urbano durante sete dias
para colonizacdo destes ciliados coloniais. O epistilideo epibionte de copépodos Epistylis
nympharum Engelmann, 1862 foi coletado em um lago eutrofico com o auxilio de uma rede
de plancton 30 um. As espécies Epistylis sp. 1, Opercularia nutans (Ehrenberg, 1831) Stein,
1854 e Opercularia articulata Goldfuss, 1820 foram encontradas como epibiontes de
moluscos ancilideos (Gastropoda, Ancylidae) em um cérrego urbano. Os moluscos foram
coletados com pucd, analisados em microscopio estereoscopio e o0s peritriqueos foram
raspados com agulhas e isolados em saleiras conforme a espéecie. As espécies Rhabdostyla
inclinans (Mueller, 1773) Roux, 1901 e Orborhabdostyla sp.1 foram coletadas em ambientes
bromelicolas com o auxilio de uma pipeta de acrilico (injetor de temperos de 50 mL) com
bulbo na extremidade (Tabela 1.1; p. 42).
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Tabela 1.1: Espécies de peritriqueos (Ciliophora, Peritrichia) encontrados em diversos
ambientes do estado de Minas Gerais com informacdes sobre ambiente, hospedeiro e
localidade (coordenadas geograficas).

Espécies de Peritrichia Ambiente / Hospedeiro Localidade
Epistylis chrysemydis Lago / cdgados Al
Epistylis plicatilis Corrego / Hirudinea A2
Epistylis hentschel Corrego / * A3
Epistylis nympharum Lago / copepoda A4
Epistylis sp.1 Corrego / molusco A5
Oipercularia articulata Corrego / molusco A6
Opercularia nutans Corrego / molusco A7
Opercularia sp.1 Lago / cagado A8
Opercularia sp.2 Lago / cagado A9
Orborhabdostyla sp.1 Bromélia / * Bl
Rhabdostyla inclinans 1 Bromélia / anelideo Al10
Rhabdostyla inclinans 2 Bromélia / anelideo All

Microrregido de Juiz de Fora: Al (21°47'18.12"S; 43°21'56.24"W); A2 (21°44'3.41"S;
43°19'37.39"W); A3 (21°42'42.51"S; 43°37'17.50"W); A4 (21°44'45.64"S; 43°21'35.58"W);
A5 (21°39'17.19"S; 43°2531.17"W); A6 (21°39'17.19"S; 43°25'31.17"W); A7
(21°39'17.19"S; 43°25'31.17"W); A8 (21°27'35.87"S; 43°33'7.93"W); A9 (21°47'18.12"S;
43°21'56.24"W);  A10  (21°46°38.77”S;  43°22°13.90”W);, All  (21°46’38.77’S;
43°22°13.90”W); B- microrregido de Caratinga: Bl (19°52'28.83"S; 42° 7'58.84"W). *
representa espécies que ndo foram encontradas como epibionte.

No laboratério as amostras foram colocadas em placas de Petri contendo agua do local
de coleta (previamente filtrada) e foram observadas sob microscopio estereoscopio para
verificar a ocorréncia dos ciliados. Todos os peritriqueos foram triados com auxilio de
micropipetas (DRAGESCO & DRAGESCO-KERNEIS, 1986) e isolados em uma saleira para
fixacdo conforme técnica a ser realizada: em alcool absoluto para estudo molecular, solugcéo
de Bouin para realizacdo da técnica de impregnacdo pela prata (WILBERT, 1975),
formaldeido 4% para realizacdo da técnica do carbonato de prata (FOISSNER et al., 1991).
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Investigacdo morfoldgica e identificacdo das espécies
A observagdo dos ciliados in vivo € essencial no estudo da morfologia e taxonomia dos

peritriqueos (FOISSNER, 1992; FOISSNER et al., 2002). As espécies de peritriqueos
detectadas nas saleiras in vivo foram colocadas entre lamina e laminula e observadas
utilizando microscopio Olympus BX51 com contraste interferencial diferencial (DIC) em
aumentos de 100x, 200x, 400x, 800x, 1000x e 2000x e fotografadas com auxilio de uma
camera acoplada ao microscépio pelo programa Software Image pro-plus 5.0 Olympus®. As
caracteristicas utilizadas na observacdo in vivo para identificacdo dos peritriqueos foram:
presenca de mionema (espasmonema) no pedunculo, morfologia do zodide, formato da
colnia, nimero de zodides na coldnia, contratilidade do zodide, formato do disco e colar
peristomial, posicdo do vactolo contratil, posi¢do e formato do aparato nuclear, detalhe das
estriagdes peliculares (“silverline system”), presenca e coloragdo de granulos corticais,
presenca de simbiontes (algas endossimbiontes, bactérias ectossimbiontes), morfologia do
infundibulo, detalhe da ciliatura oral e presenca de mionemas e granulos tecoplasmaticos no
peddnculo. A identificagdo foi baseada nos trabalhos de KAHL (1935), FOISSNER et al.
(1992) e FOISSNER et al. (2009). A terminologia e a sistematica para as familias seguem
proposta de LYNN (2008).

Extracdo de DNA, amplificacéo por PCR e sequenciamento
Os peritriqueos triados e isolados de seus hospedeiros em saleiras foram lavados por

mais de uma vez utilizando agua mineral esterilizada. Apos etapas de lavagem os ciliados
foram fixados em etanol absoluto (n~20) e mantidos em tubos de 1,5 mL dentro da geladeira
para posterior realizacdo da extracdo de DNA. O DNA gendmico foi extraido utilizando o (Kit
DNeasy® Blood and Tissue) Qiagen (2006), seguindo as orientacGes do fabricante (Anexo
1.1; p. 66) para extracdes de tecidos animais. O DNA dos individuos extraidos foi estocado
em freezer -20°C em microtubos de 2 mL. As reacGes de amplificacdo das sequéncias de 18S-
rDNA foram realizadas em termociclador “Applied Biosystems Gene Amp® PCR System
9700”, em eppendorfs de 200uL, em um volume final de 50uL, contendo: 39,8ul de H20;
SuL de tampéo 10X; 1,5uL de MgCl12 (50mM); 0,5uL de DNTP (25mM); 1,0uL de cada
iniciador (50uM); 0,25uL. de Taq Platinum® DNA polimerase (Invitrogen) (5U/uL); e 1,0uL
de DNA genodmico purificado.

Os parametros de ciclagem foram os seguintes: um ciclo de 94 °C por 2 min; 35 ciclos
de: 94 °C por 30 segundos (desnaturacdo das fitas de DNA), 50 °C por 30 segundos
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(anelamento dos iniciadores) e 72 °C por 2 minutos (extensdo das fitas de DNA); terminando
com um ciclo de 72 °C por 7 minutos para a finalizacdo na polimerizagéo de eventuais fitas
inacabadas. Foram utilizados os iniciadores especificos para peritriqueos Peri_57F (5 CAT
GCA TGT GTA AGT ATA AGT A) e Peri_1385R (5°CGG TGT GTA CAT TTT GC)
conforme DIAS (2012) para amplificacdo de sequéncias do 18S-rDNA. As reacOes de
sequenciamento foram montadas empregando-se produtos de pelo menos quatro reacfes de
PCR purificados para cada espécie de peritriqueo, utilizando o kit “QIAquick PCR
Purification” (Qiagen). Para as reagdes padrdo de sequenciamento foram utilizados 5-100 ng
de DNA e 3,2 pmoles de iniciadores internos a sequéncia de interesse em um volume maximo
de 7,0 uL. Os iniciadores utilizados para o sequenciamento do amplicon foram: Peri_396R
(5°- GAG AGT TGT TAT TTC TTG TC); Peri_975F (5°- GGA AAC TCA TCA GGG CAA)
e Peri_1042R (5 - TGC ACC ACC ACT AGA CC) (DIAS, 2012). Os sequenciamentos foram
realizados na Unidade Multidisciplinar de Genémica do IBCCF/UFRJ em sequenciador
automatico de DNA ABI 3130xl. Os produtos dos sequenciamentos foram editados

manualmente utilizando o programa Geneious 6.0 (Biomatters Limited).

Analises filogenéticas
As sequéncias do gene 18S-rDNA utilizadas na andlise filogenética estdo listadas no

anexo 1.2 (p. 69). Foram utilizados como grupo externo as classes Phyllopharyngea de
Puytorac et al., 1974 (n=2) e Nassophorea Small & Lynn, 1981 (n=1). Dentro da classe
Oligohymenophorea de Puytorac et al., 1974 foram usados representantes das subclasses
Scuticociliatia Small, 1967 (n=2), Hymenostomatia Delage & Hérouard, 1896 (n=3), Mobilia
Zhan et al. 2009 (n=3), Peniculia Fauré-Fremiet in Corliss, 1956 (n=3), Astomatia
Schewiakoff, 1896 (n=3) e 56 sequéncias de 18S-rDNA de representantes da subclasse
Peritrichia. Foram selecionadas sequéncias maiores que 1500 pb e provenientes de estudos
que realizaram identificacdo das espécies usando as técnicas ciliatologicas necessarias para
identificacdo dos peritriqueos. As sequéncias foram alinhadas pelo programa MAFFT versédo
7 (http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/) (KATOH & STANDLEY, 2013), levando em
consideracdo a estrutura secundaria do RNA. A edicdo das sequéncias foi feita manualmente

no programa MEGA5 (TAMURA et al., 2011). Apds a remogdo de sitios de natureza ambigua
e sequéncias dos iniciadores, o alinhamento foi editado de modo que todas as sequéncias
tivessem o0 mesmo tamanho. O produto desta edicdo foi refinado utilizando o programa
Gblocks (v0.91b) selecionando trés configuracbes distintas: mais restringente, menos
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restringente e padréo. A escolha do melhor modelo evolutivo para as anélises filogenéticas foi
feita tendo como base o indicado pelo programa jModelTest 2.1.4 (DARRIBA et al., 2012;
GUINDON & GASCUEL, 2003). A anélise Bayesiana foi realizada no programa Mr Bayes
3.2 (RONQUIST et al., 2012) usando o Modelo evolutivo GTR + | + G, através de 1.000.000
geragdes e “burn in” de 25%. A analise de verossimilhanga méxima (ML) foi realizada no
programa PhyML (GUINDON et al., 2010) através do servidor online Phylogeny.fr
(http://phylogeny.lirmm.fr/phylo_cgi/index.cqi) (DEREEPER et al.,, 2008) utilizando o

mesmo modelo evolutivo sugerido apos analise no jModelTest. O suporte estatistico dos

ramos foi avaliado pelo método do Bootstrap (1000 pseudo-réplicas). As arvores produzidas
foram editadas no programa Figtree 1.4.0 (RAMBAUT, 2006). Visto similaridade entre as
arvores obtidas com base nos dois métodos de reconstrucdo foi apresentada nesta proposta a

arvore obtida pela analise de verossimilhanca maxima (ML) (Figural.l; p. 57).

RESULTADOS

A composi¢do nucleotidica das 12 sequéncias do gene 18S-rDNA obtidas no presente
estudo estdo apresentadas no anexo 1.2 (p. 69) e as fotomicrografias in vivo das 11 espécies
sequenciadas estdo na Prancha 1.1 (p. 59). As arvores geradas pelos dois métodos de
reconstrucdo filogenética (ML/BI) recuperaram a mesma hipdtese evolutiva em quase todos
0s ramos, apresentando poucas incongruéncias (Figura 1.1; p. 57). Em todas hipdteses
filogenéticas apresentadas foi recuperada monofilia da subclasse Peritrichia e, ainda, a divisdo
de Peritrichia em dois clados irm&os com divergéncia bem suportada (100/100): Operculariida
e Vorticellida (sensu UTZ et al., 2010). Entretanto, a subclasse Peritrichia (sensu LYNN,
2008), unindo mobilideos e antigos sessilideos, se agrupou hora como um clado natural e
ainda com diferentes subclasses de Oligohymenophorea conforme as configuracdes utilizadas
na edicdo do dataset e método de reconstrucdo filogenético (ML e BI), indicando
impossibilidade de definicdo da relacdo evolutiva deste grupo usando apenas sequéncias do
gene 18S-rDNA (Anexo 1.3 e 1.4; p. 72 e 74). A subclasse Peritrichia (sensu ZHAN et al.,
2009) é um grupo natural conforme todas as arvores geradas neste estudo, sendo recuperado
em todas analises com valores maximos de suporte.

A ordem Operculariida incluiu representantes da familia Operculariidae e duas

espécies da familia Epistylididae (Epistylis galea e Campanella umbellaria), enquanto que a
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ordem Vorticellida incluiu grande parte dos tdxons de Peritrichia: Vaginicola crystallina
(Vaginicolidae), e representantes das familias Zoothamniidae, Vorticellidae, Opisthonectidae,
Ophrydiidae, Astylozoidae e a maioria das espécies de Epistylididae (Figura 1.1; p. 57).

No clado contendo representantes da ordem Operculariida as quatro novas sequéncias
de Opercularia obtidas neste estudo agruparam-se com sequéncia do Unico representante do
género disponivel no GenBank (Opercularia microdiscum), formando um clado com elevados
valores de suporte (97/100). A inclusdo das novas sequéncias e os elevados valores de suporte
sugerem fortemente a monofilia do género Opercularia (Figura 1.1).

No clado contendo representantes da ordem Vorticellida, a Unica espécie loricada
(Vaginicola crystallina) se apresentou como grupo irméo de todos outros representantes deste
clado (100/100) ressaltando possivel importancia da lérica no estudo da filogenia de
Peritrichia. Os representantes da familia Zoothamniidae ndo se agruparam em clado natural
estando distribuidos em trés clados distintos (Figura 1.1).

Os representantes da familia Epistylididae se agruparam em trés clados bem distintos
da subclasse Peritrichia (sensu UTZ et al., 2010). 'As espécies Epistylis galea e Campanella
umbellaria se agruparam com representantes da ordem Operculariida (100/100). ?A grande
maioria dos representantes se agrupou em clado irmdo de Zoothamnium pararbuscola. Neste
clado foram incorporadas novas sequéncias: Epistylis chrysemydis, Epistylis plicatilis,
Epistylis sp.1, Epistylis hentscheli, Orborhabdostyla sp. 1. 0O outro clado contendo
sequéncias inéditas dos epistilideos Rhabdostyla inclinans e Epistylis nympharum se agrupou
entre representantes da familia Vorticellidae. Os resultados sugerem que Epistylididae néo
constitui grupo natural. A presenca de representantes do género Epistylis em trés clados
distantes indica necessidade de reviséo taxondmica do género. O mesmo ocorre para 0 género
Rhabdostyla, visto agrupamento inesperado de Rhabdostyla inclinans entre os “vorticelideos”
e ndo entre os epistilideos. Outro dado inédito deste estudo é a posicdo filogenética de R.
inclinas em relacdo aos representantes do género Orborhabdostyla (Figura 1.1). O
agrupamento contendo as duas sequéncias do género Orborhabdostyla com altos valores de
suporte (85/100), embora com apenas dois representantes sequenciados, corrobora a proposta
elaborada de separar espécies de rabdostilideos conforme formato do aparato nuclear
(FOISSNER et al., 2009). A espécie Telotrochidium matiense se agrupou entre os epistilideos
tal como sugerido em estudos recentes. As sequéncias do gene 18S-rDNA obtidas para
populagdes de Epistylis henstcheli e Epistylis chrhysemydis coletadas no Brasil se agruparam

com aquelas coletadas na China (Figura 1.1).
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O clado denominado informalmente como “vorticelideos” possui representantes de
quatro familias (Astylozoidae, Ophrydiidae, Opisthonectidae e Vorticellidae) em estudos
prévios, entretanto, neste trabalho os epistilideos Rhabdostyla inclinans e Epistylis
nympharum se agruparam neste clado. Dentre os “vorticelideos” ha dois clados bem
suportados (100/100), um contendo epistilideos, Opisthonecta henneguyi, Opisthonecta
minima, Astylozoon enriquesi, e Vorticella spp., e outro clado agrupando epistilideos e
representantes dos géneros Apocarchesium, Carchesium, Epicarchesium, Pseudovorticella e

Vorticella (Figura 1.1).

DISCUSSAO

1. Peritrichia: grupo natural?

A subclasse Peritrichia Stein, 1859 possui 19 familias e duas ordens (Sessilida e
Mobilida) conforme proposta da sistematica tradicional (LYNN, 2008), tendo como principais
sinapomorfias a ciliatura oral em espiral e reduzida ciliatura somatica (LOM, 1964; LYNN,
2008). Nesta proposta os mobilideos (Peritrichia, Mobilida) teriam derivado de um ancestral
similar aos telotroquios dos sessilideos (LOM, 1964, 1973; RAABE, 1963).

Estudos recentes usando sequéncias do gene 18S-rDNA questionaram a monofilia de
Peritrichia (GONG et al., 2006; UTZ & EIZIRIK, 2007; ZHAN et al., 2009), propondo que
estas similaridades morfologicas nas ciliaturas oral e somatica sdo consequéncia do estilo de
vida e habito alimentar similares. Embora estudos anteriores sinalizem necessidade de se
investigar melhor a monofilia de Peritrichia (sensu LY'YN, 2008), somente com ampliacéo de
sequéncias de 18S-rDNA para ciliados “mobilideos” realizada por ZHAN et al., (2009) foi
possivel entender melhor a relacdo entre sessilideos e mobilideos. Estes autores propuseram
que a subclasse Peritrichia (sensu LY'YN, 2008) ndo constitui um grupo natural e que a antiga
unido das ordens Sessilda e Mobilida se fez com base em caracteres homopléasicos, as
ciliaturas oral e somatica, fruto de convergéncia evolutiva. Os referidos autores propuseram a
criagdo da nova subclasse Mobilia Kahl, 1933 e indicaram o disco adesivo como principal
apomorfia deste clado.

No presente estudo as arvores inferidas por diferentes métodos filogenéticos (ML/BI) e
utilizando de diferentes métodos de configuracdo das sequéncias (mais estringente, menos

estringente e padrdo), os “mobilideos” foram sustentados como grupos irmaos dos sessilideos
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em quatro das seis arvores elaboradas (no presente estudo mostramos trés arvores consenso
das seis elaboradas) (Figura 1.1, Anexo 1.3 e 1.4; p. 57, 72 e 74), indicando que a monofilia
da subclasse Peritrichia (Sessilida + Mobilida sensu LYNN, 2008) ndo pode ser rejeitada, tal
como recentemente sugerido por ZHAN et al. (2013). Estes autores observaram que
conforme quantidade de taxons, métodos de alinhamento e métodos de curamento sessilideos
e mobilideos se agrupam em diferentes posi¢cdes dentro da classe Oligohymenophrea,
ressaltando incapacidade do marcador 18S-rDNA em esclarecer esta questdo, o que ressalta

clara necessidade do uso de novos marcadores moleculares.

2. Peritrichia: Operculariida + Vorticellida?

Em estudo sobre filogenia interna de Peritrichia (sensu ZHAN et al., 2009), UTZ et al.
(2010) propuseram a divisdo deste clado em duas ordens (Operculariida e Vorticellida)
conforme topologia obtida usando sequéncias de 18S-rDNA. A monofilia destes dois clados
possui elevados valores de suporte em diversos estudos na literatura (CLAMP & WILLIAMS,
2006; GONG et al., 2006; LI et al., 2008; MIAO et al., 2004; SUN et al., 2011, 2012 a; UTZ
& EIZIRIK, 2007; UTZ et al., 2010; WILLIAMS & CLAMP, 2007). Embora seja consenso a
validade destes dois clados como grupos naturais, ainda ndo foram propostos caracteres
morfolégicos, ecoldgicos e/ou comportamentais que sirvam como sinapomorfia para estes
duas ordens: Operculariida e Vorticellida.

Em todas as arvores filogenéticas apresentadas neste estudo, apds inclusdo de 12 novas
sequéncias, foi recuperada monifilia das duas ordens propostas por UTZ et al. (2010), com
valores maximos de suporte. Estes resultados ressaltam necessidade de se investigar
sinapomorfias para estes clados, bem como de se obter sequéncias de 18S-rDNA para
representantes de sete outras familias de Peritrichia e diversos géneros ainda nao
sequenciados a fim de melhorar a acurdcia das hipdteses filogenéticas e testar divisdo da

subclasse nas duas ordens propostas por UTZ et al. (2010).

3. Operculariida

A ordem Operculariida (sensu UTZ et al., 2010) possui representantes das familias
Operculariidae e Epistylididae no presente estudo. Os peritriqueos destas duas familias
possuem pedunculo rigido e sem mionemas, entretanto, podem ser diferenciados pela
arquitetura da area peristomial do zodide: ‘grande disco peristomial e colar peristomial

proeminente, tipo “epistiliforme” e 2disco peristomial rigido e pequeno com colar peristomial
48



ndo aparente, tipo “operculariforme” (WILLIAMS & CLAMP, 2007). O agrupamento de dois
epistilideos (Epistylis galea Ehrenberg, 1831 e Campanella umbellaria (Linnaeus, 1758)
Goldfuss, 1820) préximo aos opercularideos (Figura 1.1) ja havia sido registrado em outros
estudos, embora ndo haja explicacbes baseadas em dados morfolégicos (CLAMP &
WILLIAMS, 2006; GONG et al., 2006; LI et al., 2008; MIAO et al., 2004; SUN et al., 2011,
2012 a; UTZ et al. 2007, 2010; WILLIAMS & CLAMP, 2007). Segundo WILLIAMS &
CLAMP (2007), se estudos futuros, usando maior numero de sequéncias de 18S-rDNA e
outros marcadores moleculares, confirmarem esta posicdo filogenética para alguns
epistilideos, serd necessario rever se formato do colar peristomial reflete genuina divergéncia
evolutiva em peritriqueos.

A primeira sequéncia do gene 18S-rDNA obtida de um opercularideo foi a partir da
espécie Opercularia microdiscum Fauré-Fr., 1904 (MIAO et al., 2004). Com inclusdo de
quatro novas sequéncias para género Opercularia Stein, UTZ et al. (2010) sugerem a
monofilia do género, mesmo usando sequéncias em torno de 1Kb. Foram realizadas anélises
usando todas as sequéncias disponiveis para o género (embora incompletas) e as novas
obtidas neste estudo e em todas as topologias recuperadas foi observada monofilia do género
(dados ndo apresentados).

Estudos futuros incluindo sequéncias de 18S-rDNA e outros marcadores moleculares para
representantes de outros 14 géneros da familia Operculariidae sdo necessarios para melhor
esclarecimento da filogenia interna de Operculariida.

Os representantes da familia Operculariidae sdo caracterizados por apresentar colar
peristomial pouco proeminente e disco epistomial eversivel e contratil sobre um pedunculo
(LYNN, 2008). O género Opercularia possui caracteristicas Unicas que o distingue dos
epistilideos: disco elevado para fora do peristbmio por meio de um pedinculo e colar
peristomial conspicuo (KAHL, 1935). Os resultados da filogenia molecular obtidos neste

estudo ressaltam importancia do disco peristomial como genuina sinapomorfia para o clado.

4. Vorticellida Utz et al., 2010
4.1. Vaginicola crystallina: lI6rica e evolucdo em Peritrichia
Em estudos iniciais sobre a sistematica de Peritrichia, KAHL (1935) prop6s divisao
destes ciliados em dois grandes grupos: tribos Loricata e Aloricata. A tribo Loricata incluia
ciliados que sintetizavam uma lérica pseudoquitinosa, rigida e fortemente delineada. Os

outros peritriqueos sao caracterizados pela auséncia de uma lorica (Aloricata). Embora esta
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divisdo ndo tenha sido recuperada em estudos filogenéticos recentes, dentro da ordem
Vorticellida ha uma clara separagdo entre a sequéncia de Vaginicola crystallina e os outros
representantes da ordem, também observada por DIAS (2012), sugerindo importancia desta
caracteristica na elaboracdo de futuras classificacbes dos peritriqueos. Entretanto, para
aprofundamento desta questdo sera necessario obter informagdes moleculares de diversos
géneros de peritriqueos loricados, tais como representantes dos géneros Cothurnia Ehrenberg,
1831, Thuricola Kent, 1881, Pyxicola Kent, 1881, Platycola Kent, 1881, Lagenophrys Stein,
1852 e dos raros representantes da familia Rovinjellidae.

Os representantes do género Apocharchesium, criado para agrupar organismos
coloniais, com zoo6ides aderidos em forma de roseta e pedinculo contraindo em espiral (JI &
KUSUOKA, 2009), possuem uma estrutura denominada de disco na base dos zodides que
segundo NORF & FOISSNER (2010) parece ser um vestigio de uma ldrica, entretanto, sua
posicdo filogenética distante de Vaginicola crystallina (Ehrenberg, 1830) Fromental, 1903
ndo endossa esta hipotese. Estudos mais aprofundados sobre composi¢do e ontogenia da l6rica
em Peritrichia e filogenia molecular, acrescentando novas sequéncias de 18S-rDNA e usando
outros marcadores moleculares poderédo esclarecer melhor a importancia da l6rica na evolucéo

dos peritriqueos.

4.2. Zoothamniidae: grupo natural?

Os peritriqueos do género Zoothamnium Bory, 1824 foram inseridos na familia
Vorticellidae por EHRENBERG (1838), entretanto, mais tarde SOMMER (1951) criou a
nova familia Zoothamniidae para abrigar peritriqueos deste género. A validade de
Zoothamniidae contestada por CORLISS (1979) foi validada por LYNN & SMALL (2002).
A principal sinapomorfia da familia € o0 modo de contracdo do espasmonema em zigue-zague,
diferente de Vorticellidae onde a contracdo ocorre em espiral (CLAMP & WILLIAMS, 2006;
LYNN & SMALL, 2002).

Estudos moleculares recentes demonstraram que 0s zootaminideos ndo se agrupam
entre os representantes da familia Vorticellidae (CLAMP & WILLIAMS, 2006; LI et al.,
2008, 2014; SUN et al., 2011, 2012 a; UTZ et al., 2010), atestando a proposta de classificagdo
sugerida por LYNN & SMALL (2002). Conforme dados obtidos no presente estudo, os
zootaminideos estdo mais relacionados com representantes da familia Epistylididae (Figura

1.1). Nossos resultados também demonstram, tal como apresentado em estudos prévios
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(CLAMP & WILLIAMS, 2006; LI et al., 2008, 2014), que a familia Zoothamniidae nédo
constitui um grupo natural.

A relacdo entre zootaminideos e epistilideos tem sido investigada em estudos prévios,
com sugestdo de Epistylididae como um grupo plesiomérfico quando comparado aos
zootaminideos (CLAMP & WILLIAMS, 2006; SUN et al., 2011, 2012 a; UTZ et al., 2010),
entretanto, no presente estudo alguns representantes da familia Zoothamniidae parecem ser
um grupo externo em relacdo aos epistilideos, provavelmente pelo acréscimo de novas
sequéncias de epistilideos nesta proposta quando comparado com estudos anteriores (Figura
1.1). Recentemente, LI et al. (2014), em estudo usando sequéncias do gene 18S-rDNA e da
regido 1TS1-5.8S-1TS2, ndo descartam a possibilidade dos epistilideos constituirem um clado
interno de Zoothamniidae.

O clado formado por membros dos géneros Zoothamnopsis Song, 1997 e Myoschiston
Precht, 1935 e as espécies Zoothamnium nii Ji et al., 2005 e Zoothamnium duplicatum Kahl,
1933 (Figura 1.1) ressalta necessidade de se rever validade dos géneros da familia
Zoothamniidae, tal como abordado no estudo de CLAMP & WILLIAMS (2006). LI et al.
(2008, 2014) sugerem que uma possivel explicacdo para polifilia do género Zoothamnium
pode estar na falta de sincronia entre a taxa de evolucdo genética e morfoldgica apresentada
pelo grupo.

Nos estudos taxondmicos divergéncias morfoldgicas sutis neste grupo tem levado a
proposicdo de novos géneros, tal como Myoschiston. Segundo SUN et al. (2012 b) a unica
caracteristica que separa representantes de Myoschiston e Zoothamnium é a presenca de um
pedinculo rigido (sem espasmonema) nas colénias maduras de Myoschiston. Entretanto, os
referidos autores sugerem que Myoschiston duplicaton provavelmente seja uma espécie do
género Zoothamnium que possui um desenvolvimento anémalo do peddnculo, provavelmente
perdendo (reversdao) espasmonema na base do peddnculo de colénias maduras, estando em
consonancia com dados moleculares obtidos no presente estudo (Figura 1.1) e em estudos
prévios (SUN et al., 2012 b).

4.3. Epistylididae: um clado ou um grado?
A familia Epistylididae possui 12 géneros, sendo um deles fossil: Triadopercularia
Weitschat & Guhl, 1994. Todos possuem trofontes aderidos ao substrato por meio de um
pedunculo rigido e um peristdomio do tipo “epistiliforme” (disco peristomial largo e colar

peristomial proeminente) (FOISSNER et al., 2009; LYNN, 2008). Dos 11 géneros atuais,
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somente quatro tiveram 18S-rDNA sequenciado: Campanella Goldfuss, 1820, Epistylis
Ehrenberg, 1830 e Orborhabdostyla Foissner et al., 2009 (FOISSNER et al., 2009; MIAO et
al., 2001, 2004; UTZ et al., 2010).

No presente estudo foram adicionadas novas sequéncias de sete espécies da familia
Epistylididae (Epistylis, Orborhabdostyla e Rhabdostyla), ampliando entendimento sobre a
relagdo filogenética entre representantes desta familia que apresenta sistematica complexa. As
sequéncias de 18S-rDNA dos géneros Epistylis, Rhabdostyla Kent, 1881 e Orborhabdostyla
se tornam ainda mais relevantes para este grupo visto dificuldade de se elencar caracteristicas
morfologicas que separem estes géneros. A diferenca morfologica mais marcante entre
rabdostilideos e representantes do género Epistylis € o pedinculo curto em Rhabdostyla e
Orborhabdostyla (LYNN, 2008), entretanto, estudos sobre biologia de Epistylis pygmaeum
(Ehrenberg, 1838) Foissner et al., 1999 (GILBERT & SCHRODER, 2003) demonstram que
estes organismos possuem uma fase do seu ciclo com pedunculo curto, o que exemplifica a
complexidade da sistemaética de Epistylididae.

A posicao filogenética das espécies Rhabdostyla inclinans e Epistylis nympharum foi
surpreendente visto que seria esperado seu agrupamento entre os epistilideos e ndo entre 0s
“vorticelideos”. Este constitui primeiro estudo demonstrando agrupamento entre peritriqueos
com pedunculo rigido e aparato oral epistiliforme se agrupando entre os “vorticelideos”, o que
ressaltam ainda mais a complexidade da sistematica de Peritrichia, principalmente dentre os
epistilideos.

Com ampliacdo do numero de sequéncias para o género Epistylis neste estudo e em
topologias obtidas no estudo filogenético podemos sugerir fortemente que este género bem
como a familia Epistylididae constituem claramente um grado e ndo um clado, tal como
observado em estudos prévios (MIAO et al. 2004; UTZ & EIZIRIK, 2007; UTZ et al. 2010;
WILLIAMS & CLAMP, 2007). A posicdo de Epistylis galea e Campanella umbellaria entre
os Operculariida e de Rhabdostyla inclinans e Epistylis nympharum entre os “vorticelideos”
endossam ainda mais esta hipotese.

A espécie Orborhabdostyla sp. 1 encontrada em tanques de bromélia no Brasil se
agrupou com Orborhabdostyla bromelicola, um “rabdostilideo” bromelicola com
macronucleo oval (atipico) descrito em bromélias no Equador, corroborando proposta
sistematica de FOISSNER et al. (2009) de separar as espécies do género Rhabdostyla com

nacleo oval em um género novo. Embora a distancia filogenética entre as duas espécies de

52



Orborhabdosyla e Rhabdostyla inclinans corroborem esta proposta, sdo necessarias
sequéncias de mais espécies de “rabdostilideos” para melhor esclarecer sistemética do grupo.

As sequéncias de representantes das populacbes de Epistylis chrysemydis e Epistylis
hentscheli coletadas no Brasil se agruparam com as mesmas espécies coletadas na China em
estudos prévios, havendo, entretanto, importante diferenca no tamanho de ramos para caso de
E. hentscheli, ressaltando necessidade de se investir em estudos de genéticas de populacdes
usando outros marcadores moleculares para epistilideos (Figura 1.1).

Os resultados obtidos sobre a posicao filogenética dos epistilideos se agrupando com
opercularideos, zootaminideos e “vorticelideos” ressaltam necessidade de se ampliar nimero
de sequéncias de 18S-rDNA bem como de utilizar outros marcadores moleculares para
melhor elucidar validade da familia Epistylididae, que por hora parece ser um grado

elaborado com base em caracteristicas que nao refletem divergéncia morfoldgica evolutiva.

4.4. “Vorticelideos”: Vorticellidae + Astylozoidae + Ophrydiidae + Opisthonectidae

Os membros da familia Vorticellidae Ehrenberg, 1838 estdo agrupados em 18 géneros
com mais de 200 espécies descritas, podendo ser encontrados em ambientes marinhos, de
aguas salobras e dulcicolas, e tendo como sinapomorfia a presenca de um pedinculo com
espasmonema que possui contragdo em espiral (LYNN, 2008; WARREN, 1986).

Estudos recentes utilizando sequéncias do gene 18S-rDNA tém mostrado arvores com
membros da familia Vorticellidae sendo agrupados em dois clados bem distintos (SUN et al.
2011, 2012 a). O primeiro formado por membros da familia Vorticellidae, estando
representado pelos géneros: Apocharchesium Ji et al., 2009, Pseudovorticella Foissner &
Schiffmann, 1975, Epicharchesium Jankowski, 1985, Carchesium Ehrenberg, 1831 e
Vorticella Linnaeus, 1767. O segundo retne membros das familias Astylozoidae e
Opisthonectidae e ainda algumas espécies do género Vorticella (Vorticellidae). Embora esta
separacdo em dois clados bem distintos tenha sido sugerida por outros autores (SUN et al.,
2012 a), ndo ha sugestdes de sinapomorfias morfoldgicas, ecologicas e/ou comportamentais
gue sustentem esta hipdtese, sendo clara necessidade de se investigar tais caracteristicas,
ampliando estudos sobre biologia e microscopia eletrbnica de transmissdo para estes
organismos. O primeiro clado poderia ser definido como possuindo pedinculo com
espasmonema com contragdo em espiral, entretanto, ha representantes no segundo clado com
a mesma caracteristica, sugerindo que o género Vorticella é parafilético. Em estudo detalhado

sobre filogenia molecular da familia VVorticellidae e validade do género Vorticella, SUN et al.
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(2012) sugeriram denominar o primeiro clado de Vorticellidae stricto sensu (pois ndo contém
algumas espécies do género Vorticella) e o segundo clado formado por membros das familias
Astylozoidae e Opisthonectidae e algumas espécies de Vorticella recebeu o nome de
Astylozoidae stricto sensu.

Embora tenhamos observado a formacgédo dos clados propostos por SUN et al. (2012),

com a inclusdo de novas sequéncias, houveram algumas modifica¢des (Figura 1.1) tais como
a inclusdo de representantes das familias Ophrydiidae (Ophrydium versatile (Mueller, 1786)
Ehrenberg, 1830) e Epistylididae (E. nympharum e R. inclinans) no primeiro clado
(Vorticellidae stricto sensu) proposto por SUN et al. (2012).
Assim como em estudos anteriores Ophrydium versatile (Ophrydiidae) apresentou posicéo
surpreendente (GONG et al., 2006; LI et al., 2008, 2014; MIAO et al., 2004; UTZ &
EIZIRIK, 2007, UTZ et al., 2010; WILLIAMS & CLAMP, 2007) ao formar um clado com
valor de suporte moderado (84/100) juntamente com Carchesium polypinum (Linnaeus, 1758)
Ehrenberg, 1830 (Vorticellidae) e Epistylis nympharum (Epistylididae). A formagdo deste
clado com a presenca de trés familias diferentes conduz a um grande conflito entre sistematica
tradicional e filogenia molecular. Este clado reline organismos que apresentam importantes
diferengas na morfologia do pedunculo, zodide, aparato oral e no modo de organizacdo da
colonia.

A familia Ophrydiidae Ehrenberg, 1838 é uma familia composta por dois géneros
Gerda Claparéd & Lachmann, 1858, zodides solitarios, e Ophrydium Bory de St. Vincent,
1824, formado por coldnias gelatinosas, sendo a sinapomorfia da familia a presenca
pedinculos em formas de fibra produzidos pela escopula e vacuolo contratil, localizado na
regido aboral, com um longo canal o conectando ao infundibulo (LYNN, 2008). A familia
Vorticellidae tendo como sinapomorfia a presenca de um peddnculo com espasmonema que
possui contracdo em espiral (WARREN, 1986; LYNN, 2008). A familia Epistylididae possui
trofontes aderidos ao substrato por meio de um pedunculo rigido e peristbmio do tipo
“epistiliforme” (LYNN 2008; FOISSNER at al., 2009). SUN et al. (2012) afirmam que a falta
de sinapomorfias e de caracteristicas morfoldgicas devam conduzir a formacdo de clados
baseados em caracteristicas moleculares, tais como determinar sequéncias conservadas no
gene 18S-rDNA.
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5. Considercdes finais

O agrupamento dos epistilideos Epistylis nympharum e Rhabdostyla inclinans entre os
“vorticelideos”, a relacdo entre epistilideos e zootaminideos, e o clado formado pela ordem
Operculariida contendo epistilideos (Epistylis galea e Campanella umbellaria) e
opercularideos sugerem definitivamente que o género Epistylis e a familia Epistylididae ndo
constituem um grupo natural e que necessita de urgente revisdo taxondmica e refor¢cam ideia
de se rever todas caracteristicas morfoldgicas usadas para se definir a organizacdo das
familias de subclasse Peritrichia. O clado contendo representantes do género Opercularia
parece representar um grupo natural advindo de um ancestral peritriqueo com area peristomial

operculariforme.

55



88/100 Discophrya collini I ML/BI
—|
- - Chlamydodon excocellatus
100/100 Lembadion bullinum Y
4|LT|:Frontoma lynni
— Paramecium tetraurelia
95/99 Almophrya bivacuolata .
76158 Anoplo hlr'%/a marylandensis
Paraclausilocola elorigata ) o
- 100/100 Pseudocohnilembus hargisi
100 Uronerlng_elegans
Cyclidium porcatum Ichthyophthirius multifiliis
100100 ™ oo Tetrahymena bergeri
—T Colpidium campylum
. Vorticella convallaria /)
[l Astylozoidae Vorticella fusca_
849 Q//ortt_lcellllag_rta_cllls
istvlidi orticella Citrina
. Epistylididae _mod-Vorticella similis
65/100 .. p Vorticella elongata
[ Ophrydiidae Vorticella aequilata
e3/100] Vorticella gracilis
Operculariidae Vorticella Campanula
Vorticella cag10panula
. . Pseudovorticella punctata
Opisthonectidae Pseuvorticella sinensis
Pseudovorticella paracratera (@)
. Vaginicolidae Epicarchesium abrae L —
6 Carchesium polypinum <
Lo Ophrydium versatile oQ
. Vorticellidae 1007100 Epistylis nympharum amm (o)
Zooth i T gﬁabgostylla_incII_inansg 5
apdostyla inclinans
Il Zoothamniidae 1007100 1001100 ApocRarc esium rossetu <
Vorticella astyliformis
. Grupo externo 100100 Astylozoon enriquesi f%
Vorticella astyliformis =
| .2 _ Vortlce”a infusionum (@]
s Vorticella microstoma
+“Epistilideos™ _J -g-
J Telotrochidium matiense 7 . .
Orborhabdotyla Sp. 1 ¢ Vorticellida 2
“QOpercularideos” 57/100 Orborhabdostyla bromelicola o o
[ | — Epistylis hentscheli China
5 Epistylis hentscheli Brasil 4 Q
| | L cv/mtinnli » Epistylis plicatilis ¢
88/100 Voticelideos soia- Epistylis wenrichi —
- Epistylis urceolata, . A=99/100
1 L Epistylis cthsemydls China B= 72/90
+“Zootaminideos” Epistylis Sf?' ) ) ]
Epistylis chrysemydis Brasil 4 C= 1001100
= 100/100 Zoothamnium pararbuscula - D=-/*
Zoothamnopsis sinica E=54/100
Zoothamnium duplicatum =89
Myoschiston duplicatum N
Zoothamnium nii G=-
Zoothamnium niveum H=77/86
1001100 A" Zoothamnium alternans | =00/100
Zoothamnium pelagicum
cr Zoothamnium alternans J=85/100
= Zoothampium plumula L=-10.76
Vaginicola crystallina ~ M= 51/
Campanella umbellaria .
100/100 89/% - -
o5 | 97/100 - 0= 100/100
195 s9/100 99/100 P= 99/100
91/99 l _ ?;?/77/;00
79/100 Urceolaria urechi ) ) Epistylis galea $= 847100
—| 100/100 Trichodina heterodentata T=100/100
. . b Trichodina meretricis U=100/100
Obertrumia georgiana V= 74067
005




Figura 1.1 Arvore filogenética de Verossimilhanca maxima (ML) inferida a partir de
sequéncias do gene 18S-rDNA, contendo 1525 pares de base usando o modelo de
substituicdo de nucleotideo GTR+G+I, com configuracdo mais estringente. Os valores
dos ramos seguem a seguinte ordem: valores de bootstrap da analise de verossimilhanca
méaxima (ML) e probabilidade posterior da inferéncia bayesiana (Bl). Letras foram
utilizadas em ramos mais internos para melhor visualizacdo dos clados e localizacao
precisa dos valores dos ramos. O traco (-) indica valores de ramos inferiores a 50. O
asterisco (*) indica incongruéncia na topologia. As setas indicam as 12 sequéncias
incluidas no presente estudo. As chaves com cores representam: a chave laranja
representa a familia Operculariidae, a chave azul representa a familia Zoothamniidae, a
chave vermelha representa a familia Epistylididae e a chave verde representa 0s
“vorticelideos” (Familia Vorticellidae, Ophrydiidae, Opisthonectidae, Astylozoidae e
Epistylididae). A classificacdo das familias, classes e subclasses estdo representadas por
cores e seguem Lynn (2008).
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ANEXO 1.1:Protocolo de Extracéo de DNA
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Protocolo de extracdo de DNA com o Kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen).

1- Fixar os protozoarios em alcool absoluto em um microtubo de 1,5 mL.

2- Precipitar os ciliados a aproximadamente 5.000 rpm por 3 minutos em centrifuga.

3- Retirar o maximo possivel de alcool, de preferéncia tudo, esvaziando o conteudo
sobrenadante do microtubo na pia.

4- Adicionar no microtubo 180 puL do tampé&o ATL.

5- Adicionar 20 pL da Proteinase K e misturar (utilize vortex®) por 10 segundos.

6- Incubar em banho-maria em temperatura de 56 °C por 60 minutos.

7- Ap0Gs 60 minutos, misturar (utilize vortex®) por 15 segundos.

8- Adicionar 200 pL de tampao AL e logo depois adicionar 200 puL de Etanol absoluto

e misturar (utilize vortex®) por 15 segundos.

OBS: E de extrema importancia que o tamp&o AL e o alcool absoluto sejam colocados
um apos o outro. Ao fazer varias extragdes ao mesmo tempo, pode-se colocar o tampao
AL e o Alcool a ser utilizado em todas as amostras em um Gnico microtubo vazio (estéril)
e posteriormente distribuir a solucdo a cada microtubo de 1,5 mL contendo as amostras

que serdo extraidas.

9- Separe para 0 passo 10 um tubo coletor de 2 mL e uma coluna (disponiveis no Kit).
A coluna contendo a membrana deve ser inserida no tubo coletor de 2 mL.

10- Retire todo o liquido do microtubo de 1,5 mL e coloque na coluna, exatamente sobre
a membrana, cuidadosamente, evitando perfura-la.

11- Centrifugue a 8.000 rpm por 1 minuto.

12- Jogue fora o liquido no fundo do tubo coletor e coloque a coluna em um novo tubo
coletor.

13- Adicione 500 puL de tamp&do AW1 sobre a membrana da coluna e centrifugue a 8.000
rpm por 1 minuto.

14- Jogue fora o liquido junto com o tubo coletor.

15- Coloque a coluna com a membrana em um novo tubo coletor.

16- Adicione 500 pL de tampdo AW2 a membrana da coluna e centrifugue a 14.000 rpm
por 3 minutos para secar a membrana. Jogue fora o tubo coletor junto ao liquido.

17- Coloque um novo tubo coletor e repita a centrifugacdo a 14000 rpm por 3 minutos,

garantindo que a membrana contida na coluna fique bem seca.
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18- Coloque a coluna em um microtubo de 1,5 mL e coloque na coluna 50 pL do tampéo
AE. Deixe aguardando na bancada por 1 minuto e, ap6s, centrifugue a 8.000 rpm por 1
minuto.

19- Guarde o microtubo de 1,5 mL com o DNA extraido dentro do freezer a -20°C.
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ANEXO 1.2:Sequéncias do gene 18S-rDNA
utilizadas no presente estudo
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Espécies

Subclasse

Astylozoon enriquesi

Apocarchesium rosettum

Campanella umbellaria

Carchesium polypinum

Epicarchesium abrae

Epistylis chrysemydis Brasil

Epistylis chrysemydis China

Epistylis galea

Epistylis hentscheli Brasil

Epistylis hentscheli China

Epistylis nympharum

Epistylis sp. 1

Epistylis urceolata

Epistylis wenrichi

Epystilis plicatilis Brasil

Myoschiston duplicatum

Opercularia articulata

Opercularia microdiscum

Opercularia nutans

Opercularia sp.1 (Alga)

Opercularia sp.2 (minuta)

Ophrydium versatile

Opisthonecta henneguyi

Opisthonecta minima

Orborhabdostyla bromelicola

Orborhabdostyla sp.1 Brasil

Pseudovorticella paracratera

Pseudovorticella punctata

Pseuvorticella sinensis

Rhabdostyla inclinans 1

Rhabdostyla inclinans 2

Telotrochidium matiense

Vaginicola crystallina

Vorticella aequilata

Vorticella astyliformis

Vorticella campanula

Vorticella campanula

Vorticella citrina

Vorticella convallaria

Vorticella elongata

Vorticella fusca

Vorticella gracilis

Vorticella gracilis

Vorticella infusionum

Vorticella microstoma

Vorticella similis

Vorticella astyliformis

Zoothamnium alternans

Zoothamnium alternans

Zoothamnium duplicatum

Zoothamnium nii

Zoothamnium niveum

Zoothamnium pararbuscula

Zoothamnium pelagicum

Zoothamnium plumula

Zoothamnopsis sinica

Peritrichia (n=56)

Lembadion bullinum

Frontonia lynni

Paramecium tetraurelia

Peniculia (n=3)

Pseudocohnilembus hargisi

Uronema elegans

Scuticociliatia (n=2)

Colpidium campylum

Ichthyophthirius multifiliis

Tetrahymena bergeri

Obertrumia georgiana

Hymenostomatia (n=3)

grupo externo

N2 acesso GenBank | Comp. (pb)
AY049000 1603
GU987030 1674
AF401524 1690
GU187054 1681
DQ190462 1737

Nova sequéncia 1549
AF335514 1727
AF401527 1746

Nova sequéncia 1578
AF335513 1729

Nova sequéncia 1548

Nova sequéncia 1510
AF335516 1726
AF335515 1723

Nova sequéncia 1509
JN836351 1696

Nova sequéncia 1523
AF401525 1743

Nova sequéncia 1539

Nova sequéncia 1556

Nova sequéncia 1558
AF401526 1727

X56531 1730
EF417834 1721
GQ872428 1735

Nova sequéncia 1522
DQ662847 1650
DQ190466 1754
DQ845295 1650

Nova sequéncia 1507

Nova sequéncia 1507
EF417835 1651
AF401521 1728
JN120210 1542
JN120204 1541
JN120251 1542
JN120222 1542
JIN120225 1542
JIN120227 1542
JN120217 1542
DQ190468 1733

GQ872429 1734
JN120233 1543
JN120203 1541
DQ868347 1726
JN120235 1542
GQ872427 1729
DQ868352 1720
DQ662850 1732
DQ662851 1651
DQ662852 1651
DQ868350 1690
DQ662853 1651
DQ868351 1731
DQ662854 1731
DQ190469 1733
AF255358 1746
DQ190463 1747
X03772 1753
AY 212806 1753
AY103190 1757
X56532 1754
U17354 1747
AF364039 1748

Nassophorea (n=1) X65149
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100/85

— o

100/*

100/*

87/*

91/*

rontonia lynni

100/100 Uronema elegans

Anoplophrya marylandensis

Almophrya bivacuolata
Paraclausilocola elongata

ChIEm dodon excocellatus

Discophrya collini

100/94 N .
ﬂ|_—|:_Pgr ecium tetraurelia
Lembadion bullinum
62/-

Pseudocohnilembus hargisi
Cyclidium porcatum

100100 —COlpidium campylum
100/100 |—|

Tetrahymena bergeri

L— ichthyophthirius multifiliis

Astylozoidae
Epistylididae

Ophrydiidae
Operculariidae
Opisthonectidae
Vaginicolidae
Vorticellidae

Zoothamniidae

Grupo externo

100/67

100/100

Vorticella gracilis
Vortlce”a fuscF
asimilis

v|| Vorticella convallaria
Vorticella citrina
urVorticella aequilata
Vorticella elongata
Vorticella campanula
Vortlcel|? gracilis
Vorticellacampanula
100/95—Pseudovorticella paracratera
100767 Pseuvorticella sinensis
Pseudovorticella punctata
Epicarchesium abrae
Epistylis nympharum <4
Ophrydium versatile
Carchesium polypinum
PrRhabdostyla inclinans 4
Rhagdos la inclinans ¢

100/99

Apocharchesium rossetum

Vorticellaast?qliformis .
—Astylozoon enriquesi
N

\Vorticella astyliformis
Vorticella infusionum
eaeas|Vorticella microstoma

100921 Epistylis hentscheli Brasil 4mm
— ERIStth hentscheli China
Epistylis chrysemydis China
p_|styll_|s Sﬁ. 1-d' Brasil
Epistyljs chrysemydis Brasi
E%is%gllis We%rich¥ -
‘LEpistylis urceolata
Epistylis plicatilis
Orborhabdostyla bromelicola
Orborhabdotyla sp. 1 s
Telotrochidium matiense
Zoothamnium pararbuscula
Zoothamnium duplicatum

69/-}

100/100

100/100

Obertrumia georgiana

Zoothamnopsis sinica
Myoschiston duplicatum
Zoothamnium nii
oothamnium alternans
Zoothamnium pelagicum

Hr Zoothamnium plumula

Zoothamnium alternans
Zoothamnium niveum

—Vaginicola crystallina

pistylis galea
100/100 I 100190 4

100/100 B ==

C

LL]

Campanella umbellaria

100176 Urceolaria urechi . )
wwlchodma heterodentata

005

Trichodina meretricis

A=95/87
B=100/100
C=96/93
D= 100/92
E=87/43
F=91/67
G=91/79
H=100/100
1 =100/79
J=81/93
L=100/100
M=92/76
N=100/99
0O=100/100
P=100/100
Q=75/-
R=100/89
S=75/68
T=100/69
U=100/100
V=100/-




Anexo 1.3 Arvore filogenética de inferéncia Bayesiana (BI) inferida a partir de sequéncias do
gene 18S-rDNA, contendo 1525 pares de base usando o modelo de substituicdo de
nucleotideo GTR+G+l, com configuracdo padrdo (“sequéncia integral”). Os valores dos
ramos seguem a seguinte ordem: valores da probabilidade posterior e de bootstrap da anélise
de verossimilhanca maxima (ML). Letras foram utilizadas em ramos mais internos para
melhor visualizacdo dos clados e localizacao precisa dos valores dos ramos. O traco (-) indica
valores de ramos inferiores a 50. O asterisco (*) indica incongruéncia na topologia. As setas
indicam as 12 sequéncias incluidas no presente estudo. A classificacdo das familias, classes e
subclasses estdo representadas por cores e seguem Lynn (2008).
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100/100

Discophrya collini

Chlamydodon excocellatus
Obertrumia georgiana
Lembadion bullinum .

Frontonia lynni

- aramecium tetraurelia
Almophrya bivacuolata .
Anoplophrya marylandensis
Paraclausilocola elongata
yclidium porcatum

100/100
97/100

98/100

100/100 Pseudocohnilembus hargisi
Uronema elegans
100/100 i i . .
—— mol,erf e?lana urechi Trichodina heterodentata

L
w0100 —— Ichthyophthirius multifiliis
100/100 Tetrahymena bergeri
Colpidium campylum
Vorticella gracilis
Vorticella citrina

Astylozoidae
Epistylididae

Ophrydiidae sen0of B¥— Vorticella campanula
Vorticella campanula
Operculariidae u, Vorticella elongata

Vorticella aequilata
Carchesium polypinum
Ophrydium versatile
Epistylis nympharum ¢

Opisthonectidae

. Vaginicolidae /100 Pseudovorticella punctata
Pseuvorticella sinensis
W Vorticellidae e paraerore
- Rhabdostyla inc mans%—
. Zoothamniidae 100/100 Rhabdostyla inclinans s
100 Apocharchesium rossetum
. Grupo externo 100100 [ VOrticella astyliformis

Astylozoon enriquesi

Vorticella astyliformis
¢ Vorticella infusionum
Vorticella microstoma
65195 557200 Telotrochidium matiense
Orborhabdostyla bromelicola
95/98 Orborhabdotyla sp. 1 4mm

1001100 ———— Epistylis hentscheli China
_IEp_IStyl_IS hentscheli Brasil <4mm
soes - EPIStylis wenrichi
Epistylis urceolata .
1001000 Epistylis chrysemydis China
NEpistylis sp. 1 ¢umm
LEpistylis chrysemydis Brasi| <4
Epistylis plicatilis

Zoothamnium pararbuscula
Myoschiston duBﬁcatum

Zoothamnopsis sinica
Zoothamnium duplicatum
Zoothamnium nii

Zoothamnium niveum
Zoothamnium alternans
Zoothamnium pelagicum
007100 ;- Zoothamnium alternans
Y Zoothamnium plumula
—— Vaginicola crystallina
Epistylis galea

99/100 I 87/100 L
100/100
100/100 LELUE B ]
4=

Campanella umbellaria

77/100

100/100

100/100

Trichodina meretricis

ML/BI

A= -1
B=77/100
C=62/87
D= 95/100
E=90/100
F=97/100
G=75/95
H= 98/100
1= 65/85
J=76/100
L=69/93
M= 67/98
N=91/99
0=-/83
P=59/100
Q=79/90
R=56/100
S=87/100
T=100/100
U= 100/100
V=-*
X= 74199
Z=-/94
a=62/*
b= 89/*
¢=83/100

d=81/100




Anexo 1.4. Arvore filogenética de Verossimilhanca méaxima (ML) inferida a partir de
sequéncias do gene 18S-rDNA, contendo 1525 pares de base usando o modelo de substituicdo
de nucleotideo GTR+G+l, com configuracdo menos estringente. Os valores dos ramos
seguem a seguinte ordem: valores de bootstrap da analise de verossimilhanca maxima (ML) e
probabilidade posterior. Letras foram utilizadas em ramos mais internos para melhor
visualizacdo dos clados e localizacdo precisa dos valores dos ramos. O trago (-) indica valores
de ramos inferiores a 50. O asterisco (*) indica incongruéncia na topologia. As setas indicam
as 12 sequéncias incluidas no presente estudo. A classificacdo das familias, classes e
subclasses estdo representadas por cores e seguem Lynn (2008).
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SECAO 2

Rhabdostyla inclinans (CILIOPHORA, PERITRICHIA) EPIBIONTE DE Aeolosoma
hemprichi (OLIGOCHAETA, AEOLOSOMATIDAE) EM BROMELIAS NO BRASIL:
CARACTERIZA(}AO MULTIDISCIPLINAR E POSICAO FILOGENETICA
SURPREENDENTE.

RESUMO

Neste estudo foi discutida pela primeira vez a posi¢do filogenética de um representante do género
Rhabdostyla dentro da subclasse Peritrichia e apresentada uma caracterizacdo multidisciplinar da
espécie Rhabdostyla inclinans, registrada pela primeira vez sobre anelideos Aeolosomatidae e em
ambientes bromelicolas. Este ciliado se agrupou entre os peritriqueos vorticelideos
(Vorticellidae) com base em informacdo do gene ribossomal 18S-rDNA, o que refuta a
classificacéo tradicional deste género como um epistilideo (Epistylididae) baseada em caracteres
morfologicos. Os resultados moleculares ressaltam necessidade de se ampliar nimero de
sequéncias de espécies do género Rhabdostyla nos bancos de dados genéticos para melhor
entendimento da relagéo evolutiva entre representantes dos géneros Rhabdostyla e Epistylis, bem
como sugere que a similaridade morfoldgica entre os zodides destes géneros podem representar
convergéncia evolutiva baseada no modo de vida epibionte de grande parcela dos representantes

destes géneros.

Palavras-chave: 18S-rDNA; ambiente bromelicola; caracteres morfoldgicos; convergéncia

evolutiva; filogenia de Peritrichia
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INTRODUCAO

Rhabdostyla Kent, 1881 é um género (Peritrichia: Epistylididae) criado para agrupar
organismos solitarios que possuem pedunculo rigido, ndo contréatil (sem mionemas) e curto. Este
género é composto por aproximadamente 32 espécies validas. As espécies do atual género
Rhabdostyla descritas antes de 1881 foram agrupadas no género Epistylis Ehrenberg, 1830.
Entretanto, em 1881, Kent criou o género Rhabdostyla com a descri¢cdo de quatro novas espécies
e a incluséo de trés espécies do género Epistylis, contudo ndo foi designada espécie-tipo para este
género. Esta divisdo foi baseada nos mesmos critérios feitos para a diferenciacdo entre os géneros
Carchesium e Vorticella, utilizando o habito colonial como marcador morfol6gico. Assim sendo,
as espécies coloniais foram agrupadas no género Epistylis, enquanto que as solitarias agruparam-
se no género Rhabdostyla. A revisdo mais completa do género foi realizada por KAHL (1935)
que compilou informacdes sobre 27 espécies. Embora novas espécies deste género tenham sido
descritas ap6s a publicacdo de KAHL (1935) a maioria das descri¢des se baseia em poucos
caracteres morfolégicos observados in vivo (NENNINGER, 1948; PRECHT, 1935; RIGHI,
1973), havendo poucos estudos morfologicos com descricdes baseadas em informacgdes de
espécimes impregnados pela prata (ALVAREZ-CAMPOS et al., 2014; FOISSNER, 1979;
SONG, 1986). Recentemente, FOISSNER et al. (2009) propuseram criagdo do género
Orborhabdostyla para incluir rabdostilideos com nucleo oval.

O atual status taxondmico da espécie Rhabdostyla inclinans (Miller, 1773) Roux, 1901
foi revisado por FOISSNER et al. (1992). Este ciliado foi originalmente descrito como Vorticella
inclinans, e, posteriormente, incluido no género Rhabdostyla por Roux (1901), tendo como
sinonimias Rhabdostyla chaeticola Stokes, 1887 e Rhabdostyla lumbriculi Penard, 1922
(FOISSNER et al., 1992; KAHL, 1935). Esta espécie foi incluida por GHUL (1972) no género
Opercularia, entretanto, FOISSNER et al. (1992) ressaltam que esta proposta ndo foi
suficientemente justificada. As sinonimias e a falta de dados morfoldgicos, ecoldgicos e
moleculares para R. inclinas ressaltam a necessidade da caracterizacdo multidisciplinar deste
micro-organismo. R. inclinans tem sido relatado como epibionte das cerdas e epiderme de
anelideos encontrados em ambientes l6ticos, Iénticos, de dgua salgada ou dulcicola e artificiais,

apresentando ampla distribuicdo mundial (FOISSNER et al., 1992).
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Estudos sobre Rhabdostyla utilizando técnicas ciliatologicas de impregnagdo pela prata
(ALVAREZ-CAMPOS et al., 2014; FOISSNER, 1979; SONG, 1986) e caracterizacio molecular
sdo escassos na literatura (SUN et al., 2010). Dentre as dificuldades para o estudo desses ciliados
destacam-se a distribuicdo agregada nos ecossistemas, dificuldade de cultivo, suas menores
dimensdes quando comparados a maioria dos representantes da subclasse Peritrichia e o fato de
apresentarem intima associacdo com 0s seus basibiontes. Devido & maioria das espécies do
género Rhabdostyla ter sido descrita apenas com base em informacdes dos ciliados in vivo e visto
auséncia de informac6es de sequéncias do 18S-rDNA para ciliados deste taxon, alguns autores
ressaltam necessidade de se ampliar dados acerca da morfologia, ecologia e dados moleculares
deste grupo para melhor entendimento das caracteristicas que realmente refletem divergéncia
evolutiva dentro de Peritrichia (FOISSNER et al., 2009; SUN et al., 2010), bem como detectar
aquelas que sdo fruto de convergéncia evolutiva. Assim sendo, nosso estudo objetivou realizar
uma caracterizagdo multidisciplinar de R. inclinans baseada em dados moleculares, morfoldgicos
e ecoldgicos, bem como contribuir para melhor entendimento sobre a filogenia interna de

Peritrichia.

MATERIAL E METODOS

Coleta e processamento das amostras:

A populacdo de Rhabdostyla inclinans caracterizada neste estudo foi encontrada
colonizando as cerdas de Aeolosoma hemprichi Ehrenberg, 1831 (Annelida, Aeolosomatidae) em
tanques da bromélia Alcantarea imperialis no Campus da Universidade Federal de Juiz de Fora,
Minas Gerais, Brasil (21°46°38.77’S; 43°22°13.90”W). Amostras de 100 mL de agua do tanque
foram coletadas com auxilio de pipeta de acrilico graduada com borracha de latex para succao e
foram acondicionadas em tubos para centrifuga de fundo conico de 50 mL. Os tubos foram
transportados ao laboratorio localizado proximo (500 m) ao local de coleta. No laboratério as
amostras foram acondicionadas em placas de Petri, onde os anelideos encontrados foram
observados e isolados com auxilio de um estereomicroscépio com objetivo de avaliar a presenca
ou auséncia dos epibiontes. Durante este processo de avaliacdo, os anelideos com epibiontes

foram triados para realizacdo da caracterizacdo multidisciplinar dos peritriqueos. Os peritriqueos
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utilizados na caracterizacdo molecular foram raspados e isolados dos hospedeiros, enquanto que
aqueles utilizados na caracterizacdo morfoldgica foram mantidos sobre as cerdas do hospedeiro
para evitar perdas durante o processamento do material. O conceito de caracterizacao

multidisciplinar segue a abordagem apresentada por ROSATI et al. (2004).

Caracterizacdo morfologica:

Os anelideos isolados em estereomicroscopio foram colocados entre lamina e laminula
com agua do local de coleta para observacdo dos ciliados epibiontes in vivo sob microscopio
Olympus BX51 com contraste interferencial diferencial (DIC) em aumentos de 200x, 400x e
1000x. Apds observacao dos ciliados in vivo, uma parcela da amostra foi fixada em bouin e
formalina 4% para realizacdo das técnicas do protargol (WILBERT, 1975) e carbonato de prata
(FOISSNER, 1991), respectivamente (Anexo 2.1 e 2.2; p. 109 e 112); outra parcela foi fixada
segundo SILVA-NETO (1994) para realizacdo da microscopia eletronica de varredura, e outra
parcela dos ciliados epibiontes foi fixada em etanol absoluto para estudo molecular. Para
observacao do formato e posicdo do aparato nuclear alguns ciliados foram corados com verde de
metila conforme sugerido por DEHORITY (1984). O processamento das amostras para
realizacdo da microscopia eletrénica de varredura foi realizado conforme SILVA-NETO et al.
(2012). Foi realizado estudo morfométrico de R. inclinans com base em fotomicrografias de
espécimes in vivo (n=26) usando o programa Image-pro plus 5.0 Olympus®. Todas as medidas
foram dadas em micrémetros e seguem 0s caracteres propostos por UTZ (2007) e UTZ et al. (2008) . A
quantificacdo das estrias peliculares foi realizada usando o programa Image-pro plus 5.0
Olympus® com base em fotomicrografias in vivo (n=8) retiradas em aumento de 1000x.

O hospedeiro, Aeolosoma hemprichi, foi identificado de acordo com BRINKHURST &
MARCHESE (1992).

Parametros ecologicos:

Foram quantificados em microscopio com contraste interferencial diferencial em aumento
de 200x (DIC) o numero de segmentos de cada anelideo e a abundancia de ciliados epibiontes
presentes nos lados esquerdo e direito de cada um dos 51 hospedeiros amostrados. Os anelideos

Aeolosomatidae ndo possuem septos intersegmentares (DI PERSIA, 1976), entretanto, foi
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possivel reconhecer nimero de segmentos nestes anelideos pela insercdo das cerdas (HERLANT-
MEEWIS, 1950).

A correlacdo de Pearson entre o numero de segmentos e a quantidade de protozoarios foi
feita no programa STATISTICA versao 7.1 (2005), visto que os dados apresentavam distribuicéo
normal. A prevaléncia, intensidade média, indice de discrepancia e amplitude de infestacdo foram
calculados a partir do programa Quantitative Parasitology 3.0 (ROZSA et al., 2000). Os conceitos
de prevaléncia e intensidade média seguem os preceitos propostos por BUSH et al. (1997) e o
indice de discrepancia foi calculado de acordo com POULIN (1993). Foi investigada
homogeneidade na distribuicdo dos ciliados entre os lados direito e esquerdo sobre os anelideos
por meio do Teste Mann-Whitney (p<0,05), visto que os dados ndo apresentam distribuicéo
normal. Os testes foram realizados no programa “Paleontological statistics software package for
education and data analysis” (PAST) (HAMMER et al., 2001).

Caracterizacdo molecular: extracdo de DNA, PCR e analises filogenéticas:

Os anelideos com elevada taxa de infestacdo foram triados para uma saleira contendo
agua mineral esterilizada e os ciliados foram raspados das cerdas com agulha de acupuntura,
triados para outras saleiras, sob microscopio estereoscépio, e lavados por 5x em agua mineral
esterilizada. Apds as etapas de lavagem, os ciliados foram fixados em etanol absoluto e mantidos
em tubos de 1,5 mL para posterior realizacdo da extracdo de DNA. O DNA gendmico foi
extraido utilizando o Kit DNeasy® Blood and Tissue Qiagen (2006), seguindo as orientacdes do
fabricante para extracdes de tecidos animais. As amostras de DNA foram armazenadas em
freezer -20°C (Anexo 2.3; p. 115).

As reacbes de amplificacdo das sequéncias de 18S-rDNA foram realizadas em
termociclador “Applied Biosystems Gene Amp® PCR System 9700, em eppendorfs de 200uL,
em um volume final de 50uL, contendo: 39,8ulL de H20; 5uL de tampéo 10X; 1,5uL de MgCI2
(50mM); 0,5uL de DNTP (25mM); 1,0uLl de cada iniciador (50uM); 0,25uL de Taq Platinum®
DNA polimerase (Invitrogen) (5U/uL); e 1,0uL. de DNA gendmico purificado.

Os parametros de ciclagem foram os seguintes: um ciclo de 94 °C por 2 min; 35 ciclos de:
94 °C por 30 segundos, 50 °C por 30 segundos e 72 °C por 2 minutos; terminando com um ciclo
de 72 °C por 7 minutos. Foram utilizados os iniciadores especificos Peri_57F (5 CAT GCA TGT
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GTA AGT ATA AGT A) e Peri_1385R (5 CGG TGT GTA CAT TTT GC) desenhados para
Peritrichia por DIAS (2012) para amplificacdo de sequéncias do 18S-rDNA de R. inclinans.

As reacOes de sequenciamento foram montadas empregando-se produtos de pelo menos
quatro reacOes de PCR purificados para cada espécie de peritriqueo, utilizando o kit “QIAquick
PCR Purification” Qiagen (2006). Para as rea¢des padrdo de sequenciamento foram utilizados 5-
100 ng de DNA e 3,2 pmoles de iniciadores internos a sequéncia de interesse em um volume
maximo de 7,0 puL. Os iniciadores utilizados para o completo sequenciamento do amplicon
foram: Peri_396R (5- GAG AGT TGT TAT TTC TTG TC); Peri_975F (5"- GGA AAC TCA
TCA GGG CAA) e Peri_1042R (5- TGC ACC ACC ACT AGA CC) (DIAS, 2012). Os
sequenciamentos foram realizados na Unidade Multidisciplinar de Genémica do IBCCF - UFRJ
em sequenciador automatico de DNA ABI 3130xl. Os produtos dos sequenciamentos foram
editados manualmente utilizando o programa Geneious 6.0 (Biomatters Limited).

As sequéncias do SSU rDNA utilizadas a partir do conjunto de dados do GenBank
incluidas na andlise filogenética estdo listadas no material suplementar (Anexo 2.4; p. 118).
Sendo utilizados como grupo externo: as classes Phyllopharyngea de Puytorac et al., 1974 (n=2),
Nassophorea Small & Lynn, 1981 (n=1) e dentro da Classe Oligohymenophorea de Puytorac et
al., 1974 foram escolhidos trés ciliados das cinco subclasses que a compde: Scuticociliatia Small,
1967, Hymenostomatia Delage & Heérouard, 1896, Mobilia (Kahl, 1933) Zhan et al. 2009 e
Peniculia Faurée-Fremiet in Corliss, 1956. Na subclasse Peritrichia foram utilizadas 44
sequéncias. Todas as sequéncias foram selecionadas seguindo os critérios: tamanho (maior do
que 1500 pares de base) e confiabilidade. As sequéncias foram alinhadas pelo programa MAFFT
versdo 7 (http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/) (KATOH & STANDLEY, 2013), levando em

consideracdo a estrutura secundaria do RNA. A edicdo das sequéncias foi feita manualmente no

programa MEGA5 (TAMURA et al., 2011). Apo6s a remocéao de sitios de natureza ambigua e
sequéncias dos iniciadores, o alinhamento foi editado de modo que todas as sequéncias tenham o
mesmo tamanho. Apds este processo o alinhamento foi curado utilizando o Gblocks (v0.91b)
selecionando uma analise dos sitios conservados mais restringente. A escolha do melhor modelo
evolutivo para as analises filogenéticas foi feita tendo como base o indicado pelo (jModelTest
2.1.4) (DARRIBA et al., 2012; GUINDON & GASCUEL, 2003). A analise Bayesiana foi
realizada no programa Mr Bayes 3.2 (RONQUIST et al., 2012) usando o Modelo evolutivo GTR

+ 1 + G, através de 1.000.000 de geragdes e um “burn in” de 25%. A analise de verossimilhanca
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Méaxima (ML) foi realizada utilizando o mesmo modelo evolutivo utilizado anteriormente na

bayesiana, no servidor online Phylogeny.fr (http://phylogeny.lirmm.fr/phylo_cgi/index.cqi,

DEREEPER et al., 2008). O suporte estatitico dos ramos foi avaliado pelo método do Bootstrap
(1000 pseudo-réplicas). As arvores produzidas foram analisadas no programa Figtree 1.4.0
(RAMBAUT, 2006). A érvore utilizada em nosso trabalho foi a da andlise Bayesiana,
apresentando topologia similar com arvore da analise de verossimilhanga maxima (Figura 1.2; p.
95). A caracterizacdo molecular das sequéncias utilizadas foi feita no programa Geneious 6.0

(Biomatters Limited).

RESULTADOS

Morfologia:

Diagnose: rabdostilideo de agua doce epibionte de Aeolosoma hemprichi; zooides cilindricos
medindo em torno de 44-55 x 11-16 um in vivo; pedunculo curto medindo em média 1,8 um de
largura e 1,7 um em comprimento, sem mionemas. Zodide com inclinacdo na regido da escopula
sempre na porcdo dorsal. Unico vactolo contratil, posicionado abaixo do colar peristomial,
ventralmente na base do infundibulo bucal do zodide. Pelicula com estriacbes cripticas
transversais, variando em torno de 44-62 estrias. Disco peristomial estreito € ligeiramente
pedunculado com superficie lisa quase plana. Macronucleo cilindrico em forma de “C” ao longo
de quase todo corpo, comecando ventralmente na base do colar peristomial e terminando no
inicio da regido da escopula, apresentando duas extremidades globosas: posterior e anterior e

micronucleo circular proximo da extremidade globosa anterior do macronucleo.

Localidade: tanque da bromélia Alcantarea imperialis no Campus da Universidade Federal de
Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil (21°46°38.77”’S; 43°22°13.90”W).

Morfologia:
A populacdo de Rhabdostyla inclinans encontrada em tanques de bromélia possui a

seguinte caracterizagdo morfoldgica (Tabela 1.2; p. 83): dimens&o corporal 44-55 x 11-16 pm,
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possuindo em média 49 x 14 um in vivo. Razdo entre comprimento e largura 3,4:1; zooide
cilindrico e contrétil tanto no terco superior quanto no terco inferior, apresentando dobras durante
a contracdo da regido posterior (Prancha 1.2 E; p. 98), com inclinacdo tipica na regido da
escopula, sempre na regido dorsal (Prancha 1.2 A); zooide com regido dorsal e ventral distintas,
sendo a dorsal a regido do disco peristomial e a ventral a regido do infundibulo (Prancha 1.2 C);
zooide afilado na regido posterior (Prancha 1.2 B); membrana epistomial bem pronunciada
medindo em torno de 8 um de comprimento e 4 um de largura em sua base (Prancha 1.2 A);
ciliatura oral medindo aproximadamente 9 um de comprimento (Prancha 1.2 D); colar
peristomial € ligeiramente mais largo do que o corpo com uma espessura muito fina, medindo em
torno de 16,4 um de largura e em torno de 2,2 um de espessura (Prancha 1.2 A); o disco
peristomial estreito é ligeiramente pedunculado com superficie lisa quase plana, medindo em
torno de 8,4 um (Prancha 1.2 D); possui um unico vacutolo contratil com didametro médio de 4,3
e posicionado abaixo do colar peristomial, ventralmente na base do infundibulo bucal do zooide
(Prancha 1.2 C); vacuolos alimentares localizados na regido equatorial do organismo medindo
em torno de 4 um de didmetro (Prancha 1.2 C); organismos impregnados pela prata
apresentaram macronucleo cilindrico em forma de C ao longo de quase todo corpo com
extremidades globosas: posterior e anterior e microndcleo circular ao lado da extremidade
globosa anterior do macronucleo (Prancha 1.2 G); pelicula com estriagdes cripticas transversais,
variando de 44-62 in vivo (n=7 zodides, Prancha 1.2 C); pedunculo ndo ramificado, muito curto
(n=989), medindo em média 1,8 um de largura, sem mionemas (Prancha 1.2 F); epibionte de
anelideos do género Aeolosoma (Annelida, Aeolosomatidae) e foi observado em Nais sp. uma
Unica vez, ndo sendo encontrado em outro tipo de substrato no tanque da bromélia (Prancha 1.2
B).

Parametros ecologicos:

Pela primeira vez, um peritriqueo do género Rhabdostyla foi encontrado em bromélias.
Ainda constitui primeiro registro de R. inclinans para a América do Sul, assim como o primeiro
relato como epibionte de Aeolosoma hemprichi em ambiente bromelicola.

A prevaléncia foi de 100% de um total de 51 hospedeiros analisados. A intensidade média
de protozoérios por hospedeiro foi de 18,9. A amplitude de infestacdo por hospedeiro variou de

1-76 epibiontes. O indice de discrepancia foi de 0.393, sugerindo distribui¢do relativamente
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uniforme dos epibiontes sobre a populagdo de hospedeiros investigada. O sitio de localizacdo de
R. inclinans estava associado a porcdo serrilhada das cerdas do Aeolosoma hemprichi. A
abundancia de ciliados epibiontes nos lados esquerdo (49,55% do total) e direito (50,45% do
total) foi semelhante, ndo tendo sido registrada diferenca estatistica (U = 1292,5; p = 0,9599).
Quanto maior o numero de segmentos maior quantidade de protozodrios observada (r=0.43;
p<0.01).

Tabela 1.2: Caracterizacdo morfométrica de Rhabdostyla inclinans (Muller, 1773) Roux, 1901 epibionte de
Aeolosoma hemprichi Ehrenberg, 1831. Valores em um.

Caracteres Min Max M DP EP CV n

Comprimento do zodide (disco peristomial ao fim 44,0 550 496 31 06 0,1 26
da regido aboral)
Comprimento de zoo6ide (colar péristomial ao fim 41,0 59,0 46,7 40 08 0,1 26
da regido aboral)

Largura do zodide(sob colar peristomial) 110 160 147 13 03 01 26
Largura do zodide (no ponto médio entre as 120 200 158 20 04 01 26
regibes oral e aboral)

Largura do colar peristomial 140 180 164 13 02 01 26
Espessura do colar peristomial 10 30 22 06 01 03 26
Largura do disco peristomial 70 100 84 08 02 01 26
Largura da escopula 50 100 81 13 03 02 18
Largura do pedunculo 1,0 30 18 06 02 04 10
Didmetro do vacuolo alimentar 20 6,0 40 09 02 02 23
Didmetro do vacuolo contratil 30 70 43 10 02 02 26

Legenda: Min = valor minimo; Max = valor maximo; M= média aritmética; DP = desvio padrdo; EP = erro padrao;
CV = coeficiente de variagdo; n = nimero de espécimes amostrados.

Caracterizacdo molecular e Posicéo filogenética:

N&o houve diferenca entre as duas sequéncias obtidas para R. inclinans. A caracterizacdo
das sequéncias, antes da edi¢do no programa Mega, foram as seguintes: um total de 1507 pares de
base; composi¢do nucleotidica de G + C igual a 42.6% e de T + A igual a 57.4%; a frequéncia
nucleotidica de cada base nitrogenada foi: A- 0,284 T- 0,289, G- 0,178 e C- 0,247. A
caracterizacdo da sequéncia apos a edicdo foi: composi¢do nucleotidica de 1444 pares de base;
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contetdo de G + C de 43.1% e de T + A igual 56.9%; A quantidade de cada base nitrogenada foi:
A- 28.6%, T- 28.1%, G- 25% e C- 18%.

Pela primeira vez a sequéncia do gene 18S-rDNA de uma espécie do género Rhabdostyla
foi obtida, permitindo testar a relacdo deste género com outros géneros da subclasse Peritrichia.

A topologia final das &rvores inferidas com base em dois métodos de reconstrucao
filogenética (inferéncia bayesiana e verossimilhanca méaxima) foi similar, havendo poucos pontos
de incongruéncia. A populacdo de R. inclinans de tanques bromelicolas se agrupou entre 0s
peritriqueos vorticelideos (Vorticellidae sensu SUN et al., 2012) como grupo irméo de um clado
que engloba os géneros Vorticella, Carchesium, Ophrydium, Epicarchesium e Pseudovorticella
(Figura 1.2; p. 95).

DISCUSSAO

Morfologia:

Rhabdostyla inclinans foi descrito originalmente como Vorticella inclinans (Miller,
1773) e teve seu status taxonémico revisado por FOISSNER et al. (1992). De acordo com esta
revisao os varios nomes estabelecidos para R. inclinans, tal como Rhabdostyla chaeticola Stokes,
1887, Rhabdostyla lumbriculi Pennard, 1922 e Opercularia inclinans (Mdller, 1786) Guhl, 1972
foram sinonimizados. Entrentanto, FOISSNER et al. (1992) ndo rejeitam a possibilidade de
Rhabdostyla lumbriculi e Opercularia inclinans serem espécies diferentes, e, ressaltam ainda
necessidade de futuras investigacOes para elucidar esta questao (Figura 2.2; p. 96).

A populagdo de R. inclinans registrada no Brasil possui maior similaridade com o
morfotipo pedunculado registrado por Pennard (1922) colonizando oligoquetas do género Nais
(Figura 2.2: 12; Tabela 2.2; p. 96 e 99). As principais caracteristicas morfolégicas semelhantes
entre estas populagdes sdo: formato do zodide, comprimento (44-55um neste estudo versus 50-
60 pum), posicdo ventral do vacuolo contratil em relacdo ao infundibulo, pedunculo liso, formato
da membrana epistomial, inclinagdo do zodide, formato do disco peristomial, sitio de localizagdo
sobre as cerdas e hospedeiro (anelideos) (Figura 2.2: 12; Tabela 2.2). As poucas diferencas
morfoldgicas sdo comprimento do pedunculo e extremidade do macronucleo, entretanto, néo

justificam a separacdo em especies distintas.
84



A populacdo encontrada por FOISSNER et al. (1992) (Figura 2.2: 1 e 3); Tabela 2.2)
que foi observada sobre a epiderme de oligoquetas apresentou muitas diferencas quando
comparada a populacdo caracterizada no presente estudo: disco de adesdo do pedunculo a
epiderme do hospedeiro, zodide piriforme medindo em torno de 45-77 x 35-42 pm in vivo (R.
inclinans 44-55 x 11-16 um) e disco peristomial umbilical. Além destas duas espécies, foram
observadas ainda outras diferencas entre R. inclinans encontrada em bromélias (presente estudo)
e outras populacBes (Tabela 2.2) caracterizadas na literatura, tais como (1) STOKES (1887)
(Figura 2.2: 7) : relacdo comprimento/largura, morfologia do disco e colar peristomial e
comprimento do pedunculo; (2) KAHL (1935) (Figura 2.2: 8 e 3): colar peristomial; (3) GUHL
(1972) (Figura 2.2: 14): formato do zodide, colar e disco peristomial, formato do macronucleo e
auséncia da inclinacdo na regido da escopula, caracteristica que da nome ao epiteto especifico.
As semelhancas entre a populacdo de R. inclinans deste estudo com outras populacdes (Tabela
2.2) foram (1) STOKES (1887) (Figura 2.2: 7): comprimento do zodide, estriacdes peliculares;
(2) KAHL (1935) (Figura 2.2: 8 e 9): estriacOes peliculares e formato zooide; e (3) GUHL
(1972) (Figura 2.2: 14): pedunculo.

Os dados morfoldgicos disponiveis na literatura ndo sdo suficientes para demonstrar se as
populacdes descritas como R. inclinans se tratam da mesma espécie, sendo necessarios futuros
estudos com abordagem multidisciplinar (morfolégico, molecular e ecoldgico) para as
populagdes provenientes dos outros continentes (STOKES, 1887; PENNARD, 1922; GUHL,
1972; FOISSNER, 1992), com intuito de elucidar o real status taxondmico desta espécie de
ciliado, que por hora consideramos uma Unica espécie visto auséncia de evidéncias contundentes

para separa-las até o0 momento.

Parametros ecoldgicos:

Os ciliados peritriqueos sao encontrados sob duas formas: trofonte e telotroquio. O
telotroquio € a forma livre natante, utilizada para dispersdo e reproducdo sexuada, enquanto o
trofonte é a forma sessil com ciliatura oral bem desenvolvida responsavel por filtrar o alimento,
ficando preso ao substrato por meio de um pedunculo (na maioria dos grupos de peritriqueos). A
alternncia entre estas fases compreende o ciclo de vida em Peritrichia (GILBERT &
SCHRODER, 2003). A correlagdo positiva entre o nimero de ciliados epibiontes e tamanho do
hospedeiro pode estar relacionado com maior disponibilidade de substrato e um provavel sitio de
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localizacdo restrito ao hospedeiro. SMITH (1986) registrou maior numero de ciliados
rabdostilideos epibiontes nos espécimes de Dero nivea Ayer, 1930 (Annelida, Oligochaeta)
maiores, 0 que provavelmente facilita a recolonizacéo pelos telotroquios.

Bromélias sdo microcosmos que acumulam consideravel quantidade de matéria organica
vegetal (FOISSNER et al., 2003), o que favorece alimentagdo de Aeolosoma hemprichi
Ehrenberg, 1831, corroborando grande quantidade de hospedeiros neste ambiente estudado.
Rhabdostyla inclinans é um ciliado bacterivoro (CURTIS & CURDS, 1971; FOISSNER et al.,
1992), portanto ha vantagem para o epibionte ao colonizar os anelideos que geram corrente
suspensivora disponibilizando aos ciliados bactérias que fazem a decomposicdo da matéria
organica no tanque da bromélia. Esta corrente é de grande importancia para o ciliado, visto que
bromélias sdo microcosmos que ndo apresentam fluxo de agua constante. Aeolosoma hemprichi
se alimenta de bactérias, pedacos de plantas em decomposicdo, protozoarios e algas. Tanto a
movimentacdo quanto alimentacdo sdo realizadas gracas a corrente de sucgdo criada pela
musculatura e ciliatura do prostdmio (SINGER, 1978).

Grandes cargas de ciliados epibiontes afetam o comportamento natatorio dos basibiontes
(SUOSSI et al., 2013). Uma possivel explicacdo para a distribuicdo homogénea de ciliados
encontrados do lado esquerdo e direito pode estar no equilibrio do hospedeiro, pois o lado com
maior quantidade de protozoarios tem mais atrito com o solo, logo a populacdo que esta deste
lado tende a formar telotréquios e migrar para o outro lado ou para outro hospedeiro. Ao longo
do tempo, com a tendéncia a gerar o equilibrio de ambos os lados, a populacdo de protozoarios
mantém-se com proporcdes proximas nos dois lados do hospedeiro, sendo esta uma estratégia
evolutivamente estavel.

A elevada prevaléncia (100%) e baixo valor do indice de discrepancia (0.393) registrados
neste estudo podem estar relacionados ao microcosmo investigado, provavelmente influenciados
pela distribui¢do agregada dos hospedeiros o que resulta em possivel baixa agregagéo e elevada
prevaléncia dos ciliados em relacdo a populacdo de hospedeiros analisadas. Entretanto, sdo
necessarios estudos com maior n amostral e em outros ambientes bromelicolas para melhor
entendimento da distribuicdo destes ciliados sobre os anelideos. Outro importante aspecto da
biologia do hospedeiro que propicia baixa agregagdo da populacdo de epibiontes é a realiza¢do de

reproducdo assexuada por cissiparidade, gerando a partir do pigidio novos segmentos que ficam
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aderidos ao organismo inicial até a sua separacdo podendo formar muitos segmentos
(HERLANT-MEEWIS, 1950), o que facilita disperséo dos ciliados na populagéo de hospedeiros.

O rabdostilideo R. inclinans foi relatado em ecossistemas da Asia, Europa e América do
Norte (STOKES, 1887; FOISSNER, 1992). Este estudo representa o primeiro relato desta espécie
para o Brasil e América do Sul, entretanto, futuros estudos baseados em dados moleculares
analisando amostras deste ciliado provenientes de diferentes continentes e ambientes podera
elucidar se todos estes morfotipos constituem realmente uma uUnica espécie com ampla
distribuicdo geografica. Este estudo constitui ainda o primeiro relato desta espécie em ambiente
bromelicola.

Os diferentes morfotipos de R. inclinans foram relatados em habitats muito diversos,
variando de ambientes Iénticos a I6ticos e de dgua doce a dgua salobra, mas sempre em ambientes
que apresentam nivel tréfico de alto a moderado e grau de oxigenacdo moderado. Ha relatos de
lago da América do Norte (STOKES, 1887), em &guas salobras asiaticas, em filtros bioldgicos na
Inglaterra, lago eutrofizado na Alemanha, bancos de esgoto na Hungria e de &guas
alfamesosaprobias da alta Austria (GURWITSCH, 1934; FOISSNER et al., 1992). FOISSNER et
al. (2009) registraram e descreveram pela primeira vez um rabdostilideo (Orborhabdostyla
bromelicola) em amostras de agua do tanques da bromélia Guzmania musaica coletadas na
Jamaica e Equador.

Os epibiontes apresentam graus variados de preferéncia pelos seus hospedeiros. Neste
estudo R. inclinans é registrada pela primeira vez colonizando anelideos da familia
Aeolosomatidae. Este ciliado foi relatado infestando epiderme e cerdas de oligoquetas dos
géneros Lumbriculus Miller, 1774, Stylaria Lamarck, 1816, Tubifex Lamarck, 1816, Pristina
(Ehrenberg, 1828) Brinhurst, 1985 e Nais Miiller, 1773. Segundo NENNINGER (1948) e COOK
(1998) existem trés grupos ecologicos distintos de peritriqueos, classificados quanto ao grau de
especificidade pelo hospedeiro. Individuos do grupo O e | colonizam uma ampla gama de
substratos, tais como substratos inertes, plantas, animais e ndo estdo restritos ao modo de vida
epibidtico. Os organismos do grupo Il séo parcialmente especializados e restritos, ao nivel de filo,
classe ou ordem do hospedeiro. No grupo Ill, os ciliados sdo epibiontes obrigatorios, com grau de
especificidade maior, ao nivel de familia, género ou até espécie. Assim sendo, a espécie R.

inclinans pode ser considerada até o presente com grau Il de especificidade quanto ao hospedeiro
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e constitui um dos poucos exemplos de espécies do género Rhabdostyla epibiontes de anelideos
(ALVAREZ-CAMPOS et al., 2014; DIAS et al., 2009; KAHL, 1935; RIGHI, 1973).

O sitio de localizagdo de todos espécimes de R. inclinans registrados neste estudo foram
as cerdas de Aeolosoma hemprichi. Foi observada a inser¢édo do pedinculo destes ciliados sobre
regido serrilhada das cerdas destes anelideos (Prancha 1.2; p. 98), ndo havendo nenhum relato
de ciliados (n= 964) colonizando a epiderme dos hospedeiros, 0 que ressalta a elevada
especificidade quanto ao sitio de localizacdo. A colonizacdo da regido serrilhada das cerdas
provavelmente se relaciona com a possivel maior adesdo dos ciliados. Uma possivel explicacdo
para auséncia de epibiontes sobre a epiderme pode estar relacionada ao fato dos Aeolosomatidae
produzirem muco pelas células epidérmicas (POTSWALD, 1971), dificultando assim a
colonizacdo das formas livre-natantes (telotroquios) sobre esta regido dos basibiontes. A
populacdo de R. inclinans caracterizada por PENNARD (1922) apresentou dois morfotipos
distintos, um deles pedunculado e colonizando porgéo distal das cerdas de oligoquetas do género
Nais, e outro ndo-pedunculado colonizando outros individuos da mesma espécie de hospedeiro.
N&o hé relato de R. inclinans colonizando outros tipos de substratos (FOISSNER et al., 1992;
KAHL, 1935; PENNARD, 1922; STOKES, 1887).

Filogenia Molecular

Rhabdostyla inclinans é um vorticelideo com caracteristicas morfoldgicas de epistilideo?

A perda do ciclo de vida polimérfico em um ancestral vorticelideo poderia ser uma
possivel explicacdo para encurtamento do pedunculo e perda do espasmonema em Rhabdostyla
inclinans, sendo este um vorticelideo que por convergéncia evolutiva apresenta caracteristicas
morfolodgicas de epistilideos.

O vorticelideo Planeticovorticella finleyi Clamp & Coats, 2000 possui ciclo de vida
polimérfico, o que amplia as possibilidades de entender a evolugdo do pedunculo e do
espasmonema dentro da familia Vorticellidae. P. finleyi possui: (1) trofontes livre natantes sem
pedunculo, (2) trofontes sésseis com peddnculo rigido, sem espasmonema, (3) trofontes com
pedunculo contratil torcido helicoidalmente com um espasmonema e (4) trofontes sésseis sem
pedunculo, aderidos pela escopula. Ao se analisar cada morfotipo separadamente, ha
possibilidade desta mesma espécie ser considerada quatro familias diferentes, dependendo do

morfotipo: Astylozoidae (solitario sem peddnculo), Epistylididae (solitario com curto rigido e
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pedinculo sem espasmonema), Scyphidiidae (solitario, sem pedunculo, aderido diretamente pela
escopula), e Vorticellidae (solitdrio com pedunculo contrétil longo) (CLAMP & COATS, 2000).
Baseando-se no ciclo de vida polimoérfico de P. finleyi ndo descartamos a possibilidade de R.
inclinans ser derivada de espécies ancestrais de vorticelideos com ciclo polimdrfico apos
diminuicdo do pedunculo e perda do espasmonema visto vida epibiotica, um possivel cenério que
estaria de acordo com dados moleculares apresentados neste estudo.

Algo semelhante ocorre com género Apocharchesium criado para agrupar ciliados que
possuem as seguintes caracteristicas: habito colonial, com todos os zoodides aderidos em forma de
roseta na extremidade de Unico peddnculo (ndo ramificado e com contragdo espiral) (JI &
KUSUOKA, 2009). CLAMP & COATS (2000) descrevem em P. finleyi uma formacdo andmala
de agrupamentos de 2-4 trofontes sobre um Unico pedunculo, incapazes de formar os seus
proprios pedunculos. Este cenéario pode ser explicado de forma semelhante aquele proposto para
R. inclinans: ancestral vorticelideo com ciclo de vida polimérfico tal como em P. finleyi poderia
formar tais “trofontes anémalos™ e ter dado origem ao ancestral do género Apocharchesium.
Entretanto, estd constitui apenas umas das inimeras hipdteses para a origem destes géneros a
partir de ancestral vorticelideo, sendo necessario ainda novos estudos moleculares para primeiro
elucidar a filogenia interna de Peritrichia.

Rhabdostyla inclinans foi registrado colonizando seis géneros de Oligochaeta. Portanto, é
um organismo que possui grau de especificidade com o hospedeiro de intermediario a alto, grupo
Il (COOK et al., 1998; NENNINGER, 1948). Segundo WAHL & MARK (1999) quando os
efeitos da epibiose sdo benéficos para epibiontes e basibiontes pode se esperar coevolucdo. No
caso de R. inclinans houve beneficios em ter um peddnculo curto e ndo contratil, quando se leva
em consideracdo o habito do hospedeiro. Oligoquetas sdo invertebrados benténicos que estdo
adaptados a viver em sedimentos com matéria organica variando da lama a areia, podendo ser
encontrados em uma série de ambientes rochosos, rios de planicie, lagos e lagoas onde substratos
macios sao frequentes. Portanto, o hospedeiro estd em um ambiente em que ha muito atrito, o que
dificulta a permanéncia do epibionte no basibionte (DIAS et al., 2009; FERNANDEZ-
LEBORANS et al., 1997; GREEN, 1974; UTZ & COATS 2005). Desse modo, possivelmente,
seria desvantajoso para R. inclinans ter um pedinculo muito longo, pois estaria mais exposto ao
atrito, e também seria desnecessario presenca de mionema, pois como o pedinculo ja é muito

curto e o protozoario se encontra muito proximo ao hospedeiro, a vantagem que ele teria fugindo
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de um predador por contracdo ja seria o proprio pedunculo curto, ndo tendo um custo beneficio
que favorecesse a contracdo do pedunculo, visto que ao contrair o pedinculo haveria mais gasto
energético para o ciliado. Portanto, a propria relagdo com o hospedeiro teria ajudado esta fase do

ciclo polimorfico a ser selecionada.

Rhabdostyla e Epistylis representam um exemplo de convergéncia evolutiva?

A definicdo original do género Rhabdostyla foi dada por KENT (1881), como sendo
animaculos solitarios, assemelhando-se aqueles de Vorticella, mas “sentados” em um pedinculo
ndo contratil ao em vez de contratil. O género Rhabdostyla foi definido, portanto, para incluir as
espécies do género Epistylis que possuiam pedunculo curto e um estagio trofonte solitario,
similar como ocorria a distincdo entre Vorticella e Carchesium em individuos coloniais e ndo
coloniais (KENT, 1881). Até os dias atuais tem-se incluido em Rhabdostyla espécies com base na
morfologia externa do pedunculo tal como era feito em 1881 (ALVAREZ-CAMPOS et al.,
2014). As familias que incluem estes géneros também foram divididas com base na morfologia
do peddnculo. Rhabdosyla e Epistylis foram inseridos na familia Epistylididae, e Vorticella e
Carchesium na familia Vorticellidae, baseados nas seguintes caracterriticas: Epistylididae
trofontes contrateis sobre peduinculo ndo contratil; Vorticellidae zodide contréatil, com cada um
mesmo nas formas coloniais tendo seu préprio mionema contratil em contracdo helicoidal que
estad centrado dentro de um pedinculo (LYNN, 2008).

Nos ultimos anos diversos trabalhos utilizando dados moleculares como ferramentas para
entender a filogenia interna dentro da subclasse Peritrichia tem sido contrarios a classificacéo
tradicional baseada em caracteres morfoldgicos, tradicionalmente utilizada para separar 0s
diversos niveis hierarquicos tais como géneros e familias (CLAMP & WILLIAMS 2006; LI et
al., 2008; MIAO et al., 2001, 2004; MARTIN-CERECEDA et al., 2007; SUN et al., 2010; UTZ
& EIZIRIK, 2007; UTZ et al., 2010; WILLIAMS & CLAMP 2007). Estes dados moleculares
sugerem que o0s principais caracteres usados para definir familias em Peritrichia
(presenca/auséncia de mionema no pedunculo, habito colonial versus solitario) ndo refletem
divergéncia evolutiva, o que ressalta necessidade de se ampliar o nimero de sequéncias de 18S-
rDNA para o grupo, bem como uso futuro de outros marcadores moleculares (como ITS1 e ITS2)

e da estrutura secundéaria, para melhor entendimento das relacdes evolutivas no grupo, e,
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consequentemente, propor mudangas na sistematica de Peritrichia a partir de uma caracterizacéo
que leve em consideragdo uma abordagem multidisciplinar.

O primeiro trabalho a questionar a posicdo filogenética de Rhabdostyla foi feito por SUN
et al. (2010) baseado nas sequéncias das regides espacadoras ITS1 e ITS2. Neste estudo
Rhabdostyla sp. se agrupou entre espécies de vorticelideos e ndo entre os epistilideos tal como
propde a sistematica atual, o que sugeriu a seguinte questdo: o peddnculo dos organismos dos
géneros Rhabdostyla e Epistylis sdo resultado de convergéncia evolutiva? No presente estudo R.
inclinans se agrupou entre os vorticelideos (Figura 1.2; p. 95), ressaltando que o pedunculo das
espécies de Rhabdotyla pode ser resultado de encurtamento e perda do espasmonema. A elevada
relacdo entre os ciliados rabdostilideos e seus hospedeiros € forte pressdo seletiva para redugdo
do tamanho do pedunculo e consequente perda do espasmonema.

Rhabdostyla inclinans se agrupou entre os principais grupos da familia Vorticellidae e
bem distante da familia Epistylididae (incluindo Orborhabdostyla bromelicola), o que sugere que
os ciliados rabdostilideos constituem um grado e ndo um clado. Este estudo ressalta ainda
necessidade de ampla revisdo para do género Rhabdostyla utilizando caracterizacao
multidisciplinar das espécies, ampliando dados morfoldgicos (novas ferramentas), ecoldgicos e
moleculares (sequéncias de 18S-rDNA e outros marcadores) para melhor entendimento da
validade do género e das caracteristicas que refletem divergéncia evolutiva em Peritrichia.

A relagdo filogenética entre os “rabdostilideos”

Os protozoarios peritriqueos “rabdostilideos” caracterizam-se por apresentar habito
solitario, zo6ide com formato de sino invertido e pedinculo curto ndo contratil (KAHL, 1935;
FOISSNER et al., 2009). FOISSNER et al. (2009) descreveram uma nova espécie de
“rabdostilideo” em ambiente bromelicola, e com base em seu aparato macronuclear circular
propuseram a criagdo do novo género Orborhabdostyla. Dentre os rabdostilideos apenas trés
espéecies atuais possuem aparato macronuclear circular: Orborhabdostyla bromelicola,
Orbohabdostyla khali e Rhabdostyla brevipes (FOISSNER et al., 2009). As espécies do género
Rhabdostytla sdo atualmente caracterizadas por apresentar macrontcleo em forma de ferradura
ou em forma de fita.

Atualmente existem duas sequéncias depositadas no banco de dados genéticos (GenBank)
para ciliados rabdostilideos: Rhabdostyla sp. (SUN et al., 2010; acesso GU586189) e

91



Orborhabdostyla bromelicola (FOISSNER et al., 2009; acesso GQ872428). Sun et al. (2010)
utilizando as sequéncias das regifes espassadoras ITS1 e ITS2 sugerem maior afinidade de
Rhabdostyla sp. com peritriqueos representantes da familia Vorticellidae, contrariando a
sistematica vigente. Entretanto, dados apresentados por FOISSNER et al. (2009) sobre a posicéo
filogenética de Orborhabdostyla bromelicola, baseado no marcador 18S-rDNA, demonstram
agrupamento deste ciliado com representantes da familia Epistylididae, ressaltando o estabelecido
na sistematica tradicional (Figura 1.2).

Os poucos dados moleculares disponiveis impedem reorganizacdo da sistematica da
subclasse Peritrichia usando dados que reflitam reais divergéncias evolutivas, sendo necessario
ampliacdo de sequéncias de diferentes marcadores moleculares bem com ampliagdo das
sequéncias de 18S-rDNA. Faz-se necessaria ainda urgente revisdo do género Rhabdostyla
investigando mais caracteres morfoldgicos e ecoldgicos para melhor esclarecer as relagdes
evolutivas entre representantes do género Rhabdostyla e outros peritriqueos, sugerindo assim
potenciais caracteres sinapomoficos e reorganizando sistematica do grupo. Este estudo amplia
discussao e traz novas perguntas a serem melhor elucidadas: (1) Rhabdostyla constitui um clado
ou um grado?, (2) Macrondcleo oval/circular € uma caracteristica que representa genuina
divergéncia evolutiva?, (3) Qual importancia da presenca do mionema na sistematica da

subclasse Peritrichia?

Importancia da caracterizacdo multidisciplinar de ciliados Peritrichia

Estudos atuais tem demonstrado necessidade de se aplicar uma abordagem
multidisciplinar na caracterizacdo das espécies de ciliados para melhor elucidar as relagdes
filogenéticas de diversos grupos deste filo (MODEO et al., 2013; MODEO et al., 2006; ROSATI
et al., 2004; FOISSNER et al., 2003). A grande maioria dos trabalhos sobre rabdostilideos
constituem descricGes antigas baseadas em ilustragOes e descrigdes antigas e resumidas. Esta
lacuna de conhecimento impede comparacdes e impede avanco da sistematica do grupo, o que
ressalta implementacdo desta nova abordagem para revisdo dos grupos pouco estudados da
subclasse Peritrichia, tal como os rabdostilideos. Em grupo contendo mais de 30 espécies, ha
apenas o presente trabalho e aquele realizado por FOISSNER et al. (2009) com esta abordagem
multidisciplinar para caracterizar rabdostilideos, ressaltando importancia da continuagdo dos

estudos com esta abordagem. Segundo MODEO et al. (2013), analises morfologicas em conjunto

92



com analises moleculares constituem necessidade atual no estudo da sistematica de Ciliophora,
sendo util ndo s6 na determinacdo da biodiversidade como também ampliando precisdo e

confiabilidade das propostas para sistematica do grupo.
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Figura 1.2: arvore filogenética de representantes das classes Nassophorea, Phyllopharyngea e
Oligohymenophorea (barras cinzas) com base em sequéncias do gene 18S-rDNA . A classe
Oligohymenophorea foi representada por ciliados das suas seis subclasses: Peritrichia, Peniculia,
Mobilia, Hymenostomatia, Scuticociliatia e Astomatia (barras pretas). Os valores em cada n6 da
arvore significam respectivamente: bootstrap da analise de verossimilhanca maxima (ML) e
valores de probabilidade posterior da inferéncia Bayesiana (BI). O * representa incongruéncia na
topologia usando determinado método de reconstrucao filogenética. As sequéncias de Rhabdostyla
inclinans obtidas no presente estudo estdo destacadas em vermelho.
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Figura 2.2. 1-14. Fotomicrografias e desenhos esquematicos in vivo de
Rhabdostyla inclinans. 1-3 (Foissner, 1992); 4 (Muller, 1786);  5-6, 10-13
(Penard 1922); 7. (Stokes 1887b); 8-9. Kahl (1935); 1-4 (Guhl, 1972). 1-3:
individuos estendidos com curto pedunculo, colonizando epiderme de
Oligochaeta (contraste de fase). 4: dois individuos colonizando a epiderme de
oligogueta do género Nais. 5: detalhe do pedunculo. 6,13: telotréquio em
formacdo e formado. 7-12, 14: individuos estendidos com detalhes do
macronucleo (Ma). Legenda: CV = vacuolo contréatil, Ma = macronucleo, Mt =
vestibulo, PD = disco peristomial, PK = colar peristomial.
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Tabela 2.2: Comparacdo entre as populacdes de Rhabdostyla inclinans encontradas em bromélias do Brasil e as revisadas por Foissner et al. (1992).

disco
Raz&o Morfologia peristomial
Morfologiado Comprimento comprimento e disco pedunculado/ Razéo Sitio de Vacuolo
zoGide do zodide (um) largura peristomial proeminente cuticula pedinculo/zo6ide  Basibionte  localizacdo  contratil MacronUcleo
aderido
Finamente cerda
Stokes 1887 alongado- ligeiramente estriada dorso- ventral ao
Rhabdostyla chaeticola ovalado 44 4/1 - elevado transversalmente 1/8 Nais sp. lateral infundibulo -
longo,
longitudinal,
muito estrias ventral ao flexionado
Pennard 1922 mais largo e convexo com transversais bem aderidoa infundibulo  alargado nas
Rhabdostyla lumbriculi curvado 70-77 - protuberancia - evidentes - Lumbriculus  epiderme grande extremidades
longo,
longitudinal,
Pennard 1922 disco estreito flexionado
Rhabdostyla inclinans alongado e superficie relativamente estrias muito aderidoa  ventral ao alargado nas
morf. 1 cilindrico 50-60 - plana elevado finas 1/8 a 1/6 Nais sp. cerda infundibulo  extremidades
longo,
Pennard 1922 alongado, disco estreito longitudinal,
Rhabdostyla inclinans cilindrico e superficie muito estrias muito séssil e ndo tem aderidoa  ventral ao alargado nas
morf. 2 mais curvado 50-60 - plana proeminente finas peddnculo Nais sp. epiderme infundibulo  extremidades
disco estreito Finamente
Kahl 1935 superficie ligeiramente estriada Pristina ventral ao longo e
Rhabdostyla inclinans F.6  muito cilindrico 40 - plana elevado transversalmente - longiseta - infundibulo cilindrico
disco estreito Finamente
Kahl 1935 superficie ligeiramente estriada aderidoa  ventral ao longo e
Rhabdostyla inclinans F.7  muito cilindrico 50 - plana elevado transversalmente - Nais elinguis cerda infundibulo cilindrico
flexionado na
muito regido anteior e
Guhl 1972 convexo com  ligeiramente ventral a0 extremidades
Opercularia inclinans Piriforme 62-70 - protuberancia elevado - - Oligochaeta - infundibulo globosas
muito Finamente
Foissner et al. 1992 convexo com ligeiramente estriada aderidoa  ventral ao
Rhabdostyla inclinans Piriforme 35-42 - protuberancia elevado transversalmente - Oligochaeta  epiderme infundibulo -
Longo,
disco estreito Finamente longitudinal
Marchesini et al. 2014 superficie ligeiramente estriada Aeolosoma aderidoa  ventral ao (vérios
Rhabdostyla inclinans Cilindrico 44-55 3,37:1 plana elevado transversalmente 1/28 hemprichi cerda infundibulo  morfotipos)
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ANEXO 2.1:Protocolo do Protargol Wilbert
(1975)
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Impregnacéo pelo Protargol segundo modificacio proposta por Wilbert (1975)

1. Fixar os ciliados em &cido picrico (solucéo de Bouin) ou em sublimado de Stieve (por pelo

menos 10 minutos);

2. Lavar em &gua destilada: Deixar as células concentrarem e remover o sobrenadante com
uma micropipeta em microscépio estereoscopio. Repetir 0 processo até que agua torne-se

transparente;

3. Clarear as células com solucéo branqueadora “Eau de Javelle” (solug¢ao de hidroxido sodio;
solucdo caustica de potassio; hipoclorito de sodio; solucdo de hipoclorito de potassio; solugdo
de cloreto de sodio (coar) Romeis 82448; Este passo € o mais dificil durante o processo de
preparacdo: as células podem ndo impregnar ou lizar, caso o0 branqueamento demore em
excesso. Ainda, se o branqueamento for insuficiente, os corpos basais ndo serdo observados
ao final do processo. Devido a diferencas na concentracéo do cloro (hipoclorito de s6dio) nao
podemos, neste protocolo, fornecer a concentracdo exata para a solucdo branqueadora. Uma
diluicdo de 1 : 30 (30 gotas de agua destilada : 1 gota de solucdo branqueadora) € uma boa
aproximacdo. Com uma micropipeta, gotejar a solucdo nas células fixadas sempre as
observando ao microscépio estereoscopio. As células vao, aos poucos, tornando-se
transparentes. Imediatamente ap6s a reacdo, a solucdo branqueadora deve ser removida
completamente, caso contrario, a solucdo ird precipitar na etapa de impregnacdo pelo

protargol.

4. Impregnacdo pelo protargol: foi mostrado que mesmo concentracGes bem baixas de sais de
prata sdo capazes de impregnar estruturas que apresentam afinidade pela prata. Sendo assim, o
melhor € polvilhar com a ponta da espatula pequenas quantidades de protargol préximo as
células. O tempo de impregnacdo e a temperatura variam. As seguintes condi¢cdes sao
favoraveis: 12 horas em temperatura ambiente ou 30-40 minutos a 40-50°C em chapa ou

banho-maria.

5. Solucdo de Hidroquinona 1% preparada recentemente e dissolvida em solucdo de sulfito de
sodio 5% serve como solucgéo catalizadora. Aplicar pequenas gotas da solugéo catalizadora ao
redor das células. As estruturas com afinidade pela prata adquirem coloracdo amarelada.
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Através de um microscopio estereoscOpio, 0s corpos basais, 0 aparato nuclear e os elementos

fibrilares podem ser observados neste momento. Apoés a revelacdo, lavar com &gua destilada.

6. Cobrir as celulas impregnadas com solucdo de sulfato de sodio 0,5%. Incubar por 1 a 2

minutos e lavar cuidadosamente com &gua destilada.

7. Pegar cuidadosamente 0s organismos impregnados com uma micropipeta e colocar em uma
lamina microscépica desengordurada. Albumina glicerinada serve como substancia adesiva:
misturar a albumina glicerinada em &gua destilada (razdo aproximada de 1:10). Apos,
homogeneizar cuidadosamente a mistura e sugar a fase aquosa da albumina glicerinada até
que as células figuem em evidéncia. Secar as laminas ao ar ou em chapa aquecida. Desidratar

com alcool 70 % e xilol e montar entre lamina e laminula em meio sintético.
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ANEXO 2.2:Protocolo do Carbonato de Prata
(Foissner, 1991).
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Método de Impregnacéo pelo Carbonato de Prata

(Foissner, 1991)

1- Colocar 1 goticula (aproximadamente 0,05 mL) de rica cultura contendo ciliados em um

recipiente.

2- Adicionar 1-2 gotas de formalina 4% e deixar fixando por 1-3 minutos. Mexer o recipiente

em movimentos circulares.
Observacdo: Para ciliados que apresentem pelicula grossa: 3 minutos ou mais.

Para ciliados que apresentem pelicula muito delgada: 1 minuto ou menos.
3- Adicionar 3 gotas da solu¢do de Fernandez-Galiano.

4- Colocar o recipiente em uma placa aquecida a 60-80°C. A mistura torna-se marrom, cor de
conhaque. Mexer em movimentos circulares, por aproximadamente 2-4 minutos. A

impregnacdo pode ser controlada por meio de microscopio.

Observacdo: O controle da impregnacdo é dificil, pois o sucesso da coloracdo depende do
tamanho das gotas utilizadas, da temperatura em que se encontra a placa aquecida, da espécie

de ciliado...

5- Interrompa a impregnagdo no momento desejado removendo o recipiente da placa aquecida
e adicionando 1 gota de Tiossulfato de Sodio.

Observacdo: Esta técnica ndo é permanente.

Reagentes:

1- Para fixar 0s organimos:
- 0,1 mL de formalina 37%

- 10 mL de agua destilada
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2- Solucéo de Fernandez-Galiano:

Pode ser preparada imediatamente antes do uso. Os componentes devem ser adicionados na
sequéncia indicada.

Deve ser armazenada em frasco marrom, ao abrigo da luz. Se armazenada adequadamente,

pode ser utilizada por muitos anos.
- 0,3 mL de Piridina em concentragdo comercial
- 2-4 mL de Rio-Hortega (Carbonato de prata amoniacal)
- 0,8 mL de uma Solucdo de proteose peptona
- 16 mL de agua destilada
3- Tiossulfato de Sodio:
- 2,59 de Tiossulfato de Sodio
- 100 mL de &gua destilada
4- Rio Hortega (Carbonato de prata amoniacal):
As proporcdes sdo importantes!

50 mL de Nitrato de Prata Aquoso a 10% € colocado em um frasco; 150 mL de
carbonato de sodio a 5% sao adicionados pouco a pouco. Uma solucdo de amonia a 25% ¢é
adicionada gota a gota até dissolver o preciptado. Tomar cuidado para ndo adicionar amodnia
em excesso. Completar o volume da solucdo com 750 mL de agua destilada.

5- Proteose Peptona:
- 0,6 mL de agua destilada
- 49 de Proteose Peptona

- 0,5 mL de formalina 37%
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ANEXO 2.3:Protocolo de Extracéo de DNA
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Protocolo de extracdo de DNA com o Kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen).

1- Fixar os protozoarios em alcool absoluto em um microtubo de 1,5 mL.

2- Precipitar os ciliados a aproximadamente 5.000 rpm por 3 minutos em centrifuga.

3- Retirar o maximo possivel de alcool, de preferéncia tudo, esvaziando o conteudo
sobrenadante do microtubo na pia.

4- Adicionar no microtubo 180 puL do tampé&o ATL.

5- Adicionar 20 pL da Proteinase K e misturar (utilize vortex®) por 10 segundos.

6- Incubar em banho-maria em temperatura de 56 °C por 60 minutos.

7- Ap0Gs 60 minutos, misturar (utilize vortex®) por 15 segundos.

8- Adicionar 200 pL de tampao AL e logo depois adicionar 200 puL de Etanol absoluto

e misturar (utilize vortex®) por 15 segundos.

OBS: E de extrema importancia que o tamp&o AL e o alcool absoluto sejam colocados
um apos o outro. Ao fazer varias extragdes ao mesmo tempo, pode-se colocar o tampao
AL e o Alcool a ser utilizado em todas as amostras em um Gnico microtubo vazio (estéril)
e posteriormente distribuir a solucdo a cada microtubo de 1,5 mL contendo as amostras

que serdo extraidas.

9- Separe para 0 passo 10 um tubo coletor de 2 mL e uma coluna (disponiveis no Kit).
A coluna contendo a membrana deve ser inserida no tubo coletor de 2 mL.

10- Retire todo o liquido do microtubo de 1,5 mL e coloque na coluna, exatamente sobre
a membrana, cuidadosamente, evitando perfura-la.

11- Centrifugue a 8.000 rpm por 1 minuto.

12- Jogue fora o liquido no fundo do tubo coletor e coloque a coluna em um novo tubo
coletor.

13- Adicione 500 puL de tamp&do AW1 sobre a membrana da coluna e centrifugue a 8.000
rpm por 1 minuto.

14- Jogue fora o liquido junto com o tubo coletor.

15- Coloque a coluna com a membrana em um novo tubo coletor.

16- Adicione 500 pL de tampdo AW2 a membrana da coluna e centrifugue a 14.000 rpm
por 3 minutos para secar a membrana. Jogue fora o tubo coletor junto ao liquido.

17- Coloque um novo tubo coletor e repita a centrifugacdo a 14000 rpm por 3 minutos,

garantindo que a membrana contida na coluna fique bem seca.
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18- Coloque a coluna em um microtubo de 1,5 mL e coloque na coluna 50 pL do tampéo
AE. Deixe aguardando na bancada por 1 minuto e, ap6s, centrifugue a 8.000 rpm por 1
minuto.

19- Guarde o microtubo de 1,5 mL com o DNA extraido dentro do freezer a -20°C.
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Anexo 2.4

Lista de sequéncias do gene 18S-rDNA utilizadas no presente estudo. Em cinza espécies que nao sao
peritriqueos sensu ZHAN et al. (2009).

NuUmero de Numero de
Espécies acesso (GenBank) Autor pares de base
Apocarchesium rosettum GU987030 Sun et al. 2011 1674
Astylozoon enriquesi AY049000 Striider-Kypke 2001 1603
Campanella umbellaria AF401524 Miao et al. 2004 1690
Carchesium polypinum GU187054 Sun et al. 2011 1681
Epicarchesium abrae DQ190462 Li et al. 2008 1737
Epistylis chrysemydis AF335514 Miao et al. 2001 1727
Epistylis galea AF401527 Miao et al. 2004 1746
Epistylis hentscheli AF335513 Miao et al. 2001 1729
Epistylis urceolata AF335516 Miao et al. 2001 1746
Epistylis wenrichi AF335515 Miao et al. 2001 1723
Myoschiston duplicatum JN836351 Sun et al. 2012 1696
Opercularia microdiscum AF401525 Miao et al. 2004 1743
Ophrydium versatile AF401526 Miao et al. 2004 1727
Opisthonecta henneguyi X56531 Greenwood et al. 1991 1730
Opisthonecta matiensis EF417835 Williams et al. 2007 1651
Opisthonecta minima EF417834 Williams et al. 2007 1721
Orborhabdostyla bromelicola GQ872428 Foissner et al. 2009 1735
Pseudovorticella paracratera DQ662847 Li et al. 2008 1650
Pseudovorticella punctata DQ190466 Li et al. 2008 1754
Pseuvorticella sinensis DQ845295 Li etal. 2008 1650
Vaginicola crystallina AF401521 Miao et al. 2004 1728
Vorticella aequilata JN120210 Sun et al. 2012 1542
Vorticella astyliformis JN120204 Sun et al. 2012 1541
Vorticella campanula JN120251 Sun et al. 2012 1542
Vorticella campanula JN120222 Sun et al. 2012 1542
Vorticella citrina JN120225 Sun et al. 2012 1542
Vorticella convallaria JN120227 Sun et al. 2012 1542
Vorticella elongata JN120217 Sun et al. 2012 1542
Vorticella fusca DQ190468 Li et al. 2008 1733
Vorticella gracilis GQ872429 Foissner et al. 2009 1734
Vorticella gracilis JN120233 Sun et al. 2012 1543
Vorticella infusionum JN120203 Sun et al. 2012 1541
Vorticella microstoma DQ868347 Clamp et al. 2006 1726
Vorticella similis JN120235 Sun et al. 2012 1542
Vorticella astyliformis GQ872427 Foissner et al. 2009 1729
Zoothamnium alternans DQ868352 Clamp et al. 2006 1720
Zoothamnium alternans DQ662850 Lietal. 2008 1732
Zoothamnium duplicatum DQ662851 Li et al. 2008 1651
Zoothamnium nii DQ662852 Lietal. 2008 1651
Zoothamnium niveum DQ868350 Clamp et al. 2006 1690
Zoothamnium pararbuscula DQ662853 Li et al. 2008 1651
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Zoothamnium pelagicum
Zoothamnium plumula
Zoothamnopsis sinica
Almophrya bivacuolata
Anoplophrya marylandensis
Chlamydodon excocellatus
Colpidium campylum
Cyclidium porcatum
Discophrya collini
Frontonia lynni
Ichthyophthirius multifiliis
Lembadion bullinum
Obertrumia georgiana
Paraclausilocola elongata
Paramecium tetraurelia
Pseudocohnilembus hargisi
Tetrahymena bergeri
Trichodina heterodentata
Trichodina meretricis
Urceolaria urechi
Uronema elegans

DQ868351
DQ662854
DQ190469
HQ446281
AY547546
AY331790
X56532
729517
L26446
DQ190463
U17354
AF255358
X65149
HQ446274
X03772
AY212806
AF364039
AY788099
FJ499387
FJ499388
AY103190

Clamp et al. 2006
Li et al. 2008
Lietal. 2008

Fokam et al. 2011

Affa'a et al. 2004

Snoeyenbos-West et al. 2004
Greenwood et al. 1991

Embley et al.1993

Leipe et al. 1994
Li et al. 2005

Wright et al. 1995

Struder-Kypke et al. 2000
Bernhard et al. 1995

Fokam et al. 2011
Sogin et al. 1986
Shang et al. 2003
Lynn et al. 2005
Gong et al. 2006
Zhan et al. 2009
Zhan et al. 2009

Shang et al. 2002

1731
1731
1733
1680
1753
1662
1754
1718
1678
1747
1747
1746
1765
1749
1753
1753
1748
1698
1721
1696
1757
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CONSIDERACOES FINAIS

Os dados moleculares (elevados valores de suporte) bem como a auséncia de
sinapomorfias morfoldgicas para Vorticellida e Operculariida ressaltam a necessidade de
investigacdo de caracteristicas morfoldgicas que sustentem estes grupos e a ampliagdo no
numero de sequéncias de representantes de outros géneros e outras familias ainda néo
sequenciadas. A busca por novos marcadores moleculares e por novos caracteres
morfologicos que reflitam genuina divergéncia evolutiva e constituem outra futura linha de

investigacdo para estudo da filogenia interna da subclasse Peritrichia.

O clado formado por membros do género Opercularia permaneceu monofilético
mesmo com acréscimo de mais quatro representantes, indicando que a familia Operculariidae
deva ser um grupo natural e que sua irradiacao adaptativa foi derivada a partir de um ancestral
peritriqgueo com area peristomial opercularifoprme. Caso mais estudos, utilizando outros
marcadores filogenéticos, comprovem o clado Opercularia como grupamento natural, pode-se
comprovar que aparto oral operculariforme apresenta-se como um bom marcador morfologico

filogenético.

A novas sequéncias dos epistilideos Epistylis nympharum e Rhabdostyla inclinans
entre os “vorticelideos™, o clado formado pela maioria dos membros da familia Epistylididae
junto aos membros da familia Zoothamniidae? e o clado formado por Operculariidae e dois
epistilideos (Epistylis galea e Campanella umbellaria) sugerem, definitivamente, que o
género Epistylis € um grado, bem como ressaltam importante revisdo taxonémica da familia

Epistylididae.

A posicdo filogenética de dois peritriqueos da familia Epistylididae (Espistylis
nympharum e Rhabdostyla inclinans) se agrupando entre representantes da familia
Vorticellidae reforcam topologias obtidas em trabalhos anteriores que caracteres morfologicos
usados na sistematica tradicional como diagnose para Vorticellidae, tais como morfologia e
forma de contragdo do pedinculo e morfologia da &rea peristomial, ndo constituem bons

caracteres diagnosticos.

A familia Zoothamniidae agrupou-se em trés clados bem distintos, indicando que esta

familia pode ser parafilética. Este resultado também sugere que caracteristicas morfoldgicas
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utilizadas para agrupar os membros desta familia s&o bem menores quando comparadas com a
diversidade genética das sequéncias do gene 18S-rDNA, visto que o 18S para esse grupo

possui uma sequéncia muito conservada.

A posicdo filogenética de Vainicola cystalina como um grupo irmdo de todos os
outros representantes da ordem Vorticellida sugere a possibilidade da lorica representar um
bom marcador morfoldgico filogenético. Entretanto, reconhecemos que para melhor elucidar
esta questdo seja requerido um estudo sobre a estrutura fisico-quimica da lorica, assim como
utilizacdo de outros marcadores e aumento das sequéncias de peritriqueos loricados ainda ndo
sequenciados, como membros das familias: Lagenophryidaee e Rovinjellidae e outros

membros da familia Vaginicolidae.

O presente estudo propde uma investigacdo das diversas populacGes de Rhabdostyla
inclinans dos varios continentes a partir de uma caracterizacdo multidisciplinar, a fim de

comprovar que os varios morfotipos de Rhabdostyla inclinans pertencam a mesma espécie.

A espécie Rhabdostyla inclinans agrupou-se junto aos peritriqueos da familia
Vorticellidae. Caso haja uma persisténcia de varias espécies de Rhabdostyla entre os membros
da familia Vorticellidae através de sequéncias do 18S-rDNA e utilizacdo de outros

marcadores moleculares, provavelmente, uma revisdo taxondémica do género sera necessaria.

Ao considerar Rhabdostyla inclinans como um membro da familia Vorticellidae,
sugere-se que populacdo de Rhabdostyla inclinans foi derivada de um ancestral vorticelideo
com ciclo de vida polimorfico, tendo sofrido pressdes seletivas que conduziram a

convergéncia evolutiva atual com os epistilideos.

A presenca de glandulas secretoras de muco na epiderme de Aeolosoma hemprichi
pode ter reduzido o sitio de localizacdo do epibionte a cerda do hospedeiro, em especial, para

porcéo serrilhada da serra, que conferia maior aderéncia ao telotroquio.

Como conclusdo geral, os resultados obtidos no presente estudo sugerem uma
investigacdo filogenética aprofundada de algumas familias e géneros representantes da
subclasse Peritrichia por meio da caracterizacdo multidisciplinar, utilizando maultiplos
marcadores moleculares, marcadores morfoldgicos, dados ecoldgicos e comportamentais sao
necessarios para compreender a genuina irradiagdo evolutiva ocorrida entre os representantes

destas familias e géneros.
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