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RESUMO

O desenvolvimento de novas técnicas para o estudo da evolucdo de caracteristicas dos
nematoides trouxe solu¢des para diversos problemas encontrados nos estudos cldssicos.
Porém, também surgiram diversos obstdculos para a resolucdo de questdes importantes, como
a incompatibilidade entre dados moleculares e morfol6gicos, bem como o enviesamento de
dados. Alguns estudos prévios ja levantaram dados e hipéteses sobre o surgimento de estados
de caracteres observdveis nas espécies viventes, no entanto ainda existem muitos
questionamentos acerca do valor desses caracteres no sucesso evolutivo dos nematoides
parasitos. A infraordem Spiruromorpha, por exemplo, € representada atualmente por dez
superfamilias de espécies morfologicamente heterogéneas, caracterizadas por nematoides com
modo de vida parasitdrio e com ciclos de vida heteroxenos. Com o objetivo de elucidar as
relacdes evolutivas em Spiruromorpha associando fatores como os disferentes tipos de
estruturas cefélicas, o tipo de mecanismo termorregulador dos hospedeiros vertebrados e o
sitio infeccdo nos mesmos, dados genéticos da regido 18S RNAr disponiveis em
biorepositdrios eletronicos foram coletados e processados para uma reconstrugdo filogenética
e posterior estimativa de sinal filogenético de caracteres e seus estados. As estruturas cefalicas
representam uma caracteristica morfolégica de grande importancia para a taxonomia e
demonstraram, através do sinal positivo, ter uma influéncia direta no processo evolutivo das
espécies. O mecanismo fisiolégico de termorregulacdo do hospedeiro vertebrado e o sitio de
infeccdo do parasito no hospedeiro também representaram um valor significativo na anélise
proposta, o que demonstra que os estados associados a estes caracteres foram determinantes

para o sucesso evolutivo das espécies estudadas.

Palavras-Chave: Sinal filogenético, Hospedeiro vertebrado, Sitio de infec¢ao.



ABSTRACT

The development of new techniques for studying the evolution of nematode traits has
brought solutions to several problems encountered in classical studies. However, several
obstacles have also arisen to resolve important issues, such as incompatibility between
molecular and morphological data, as well as data bias. Some previous studies have already
raised data and hypotheses about the emergence of observable character states in living
species, however there are still many questions about the value of these characters in the
evolutionary success of parasitic nematodes. The infraorder Spiruromorpha, for example, is
currently represented by ten superfamilies of morphologically heterogeneous species,
characterized by nematodes with a parasitic and heteroxenous lifestyle. In order to elucidate
the evolutionary relationships in Spiruromorpha by associating factors such as the different
types of cephalic structures, the type of vertebrate host thermoregulatory mechanism, and the
infection site, genetic data from the 18S rRNA region available in electronic biorepositories
were collected and processed for phylogenetic reconstruction and subsequent phylogenetic
signal estimation of characters and their states. The cephalic structures represent a
morphological trait of great importance for taxonomy and demonstrated through the positive
sign to have a direct influence on the evolutionary process of the species. The physiological
mechanism of thermoregulation of the vertebrate host and the site of infection of the parasite
in the host also represented a significant value in the proposed analysis, which demonstrates
that the states associated with these characters were paramount to the evolutionary success of

the species studied.

Keywords: Phylogenetic signal, Vertebrate host, Infection site.
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1 INTRODUCAO

Durante muito tempo, a sistemdtica dos nematoides foi baseada apenas em aspectos
morfolégicos e bioldgicos, como caracteristicas do sistema digestorio, 6rgaos reprodutivos,
regido anterior e regido posterior, especificidade de hospedeiro e caracteristicas do ciclo
biolégico (DURETTE-DESSET et al., 1994).

VIEIRA et al. (2017), ressaltam que um dos problemas que persistem neste tipo de
estudo € de que as identificacOes especificas baseadas apenas em abordagens tradicionais
podem ser trabalhosas, ja que certas espécies apresentam grande similaridade morfolégica e,
em alguns casos, descrigcdes de espécies antigas foram baseadas em um pequeno nimero de
espécimes, com poucas ilustragdes devido a baixa quantidade de material, problemas na
conservacao e tecnologia disponivel na época.

Com o avango e a combinagdo de tecnologias e técnicas, varios problemas foram
solucionados no estudo da filogenia dos nematoides, como a dificuldade de caracterizar tracos
morfolégicos, juntamente com alto nivel de homoplasia e falta de informacao sobre a biologia
de diversos grupos, que levou a problemas na determinacdo das relacdes filogenéticas dos
nematoides por muitos anos, como discutido por CHILTON et al. (1997); CERNOTIKOVA
et al. (2011). Contudo, novos problemas também foram levantados, como incompatibilidade
de dados com a taxonomia morfoldgica e o enviesamento de dados causado por escassez de
informagdes suficientes (CERNOTIKOVA er al., 2011) por conta da falta de dados para
grupos especificos e da auséncia de registros fosseis de nematoides.

No final da década de 1990, as primeiras andlises filogenéticas moleculares extensas dos
nematoides parasitos foram publicadas por BLAXTER et al. (1998). Como resultados destas
andlises, os nematoides Spirurida (atual Rhabditida) foram caracterizados e organizados em
um clado separado, denominado 'clado III' pelos autores (BLAXTER et al., 1998, NADLER
et al., 2007), que foi posteriormente revisado no novo sistema de classificacdo proposto por
DE LEY & BLAXTER (2002; 2004).

Na revisdo do sistema de classificacdo publicada por DE LEY & BLAXTER, 2002,
suportada por filogenias inferidas com base em sequéncias de SSU (18S) DNAr, foi proposto
que as ordens desse clado fossem realocadas com infraordens da subordem Spirurina, que por
sua vez foi alocada na ordem Rhabditida e renomeadas como Ascaridomorpha,

Spiruromorpha, Rhigonematomorpha e Oxyuridomorpha.
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A Infraordem Spiruromorpha consiste em um conjunto heterogéneo de nematoides que
possuem modo de vida parasitario (HONISCH & KRONE, 2008). Além de se caracterizarem
pelos ciclos heteroxenos com eventuais participacdes de hospedeiros paraténicos (Figura 1),
seus representantes apresentam simetria bilateral na extremidade anterior e tém como sitio de
infeccdo uma grande variedade de 6rgaos e sistemas (ANDERSON et al., 1974). Existem ao
todo 10 superfamilias incluidas em Spiruromorpha (HODDA, 2007), sendo elas:
Camallanoidea Travassos, 1920; Filarioidea Chabaud & Anderson, 1959; Thelazioidea
Skrjabin, 1915; Habronematoidea Ivaschkin, 1961; Diplotriaenoidea Anderson, 1958;
Physalopteroidea Railliet, 1893; Spiruroidea Oerley, 1885; Acuarioidea Henry & Sisoff,
1912; Rictularioidea Railliet, 1916; Aproctoidea Skrjabin & Shikhobalova, 1945. Segundo a
caracterizacdo realizada por ANDERSON (1974) algumas superfamilias de nematoides
alocadas em Spiruromorpha apresentam algum tipo de ornamentacao cefilica, que auxilia na
sua classificagdo taxondmica, como por exemplo em Acuarioidea (Henry & Sisoff, 1912),

Diplotriaenoidea (Anderson, 1958) e Habronematoidea (Ivaschkin, 1961).

Figura 1 — Ciclo de vida heteroxeno com inclusdo de hospedeiro(s) paraténico(s).

*

. Hospedeiro Ambiente
Vertebrado Externo
Hospedeiro Heteroxeno
Paraténico

X

SN N = Hospedeiro
Invertebrado

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

*L3 infectante

Dentre as estruturas anteriores responsaveis pelas identidades dos taxons incluidos nesta
infraordem, podemos encontrar 14dbios, pseudoldbios e papilas, além de ornamentagdes
complexas originadas de projecdes cuticulares da regido anterior como escudos, espinhos e
laminas, e também as de origens e funcdes ainda discutidas, como os corddes cefdlicos e
colaretes (CHITWOOD & WEHR, 1934).

Estudos sobre o ciclo bioldgico indicam que os artropodes sdo presumidamente

hospedeiros intermedidrios em potencial. Muitas espécies de vertebrados se alimentam de
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pequenos artropodes, e devido a isso ficam expostas a infec¢des por diversos parasitos que
incluem em seu ciclo animais invertebrados, dentre estes os Spiruromorpha. A infec¢do do
hospedeiro definitivo ou vertebrado por estes nematdides ocorre pela ingestdo direta ou
indireta dos hospedeiros invertebrados ou pela ingestdo de peixes, anfibios, pequenas aves ou
mamiferos que atuam como hospedeiros paraténicos (ANDERSON, 2000).

Com relacdo as questdes evolutivas em Nematoda, € proposto que a transi¢do para o
modo de vida parasitdrio surgiu pelo menos quinze vezes ao longo da histéria evolutiva do
grupo (BLAXTER & KOUTSOUVOLOS, 2015). Isso se relaciona fortemente com as
observacdes feitas na publicacio de CHABAUD & BAIN (1994), que afirmam que a
explosdo evolutiva de um grupo de vertebrados traz a possibilidade de exploracao de muitos
novos nichos.

Incluindo parasitos de grande importancia médica e médico veterindria, a infraordem &
representada por espécies como Wuchereria bancrofti, causadora da filariase linfatica, que
embora tenha sido uma doenca negligenciada tropical, assim como outras doengas causadas
por filarideos, recebeu maior atencdo nas ultimas décadas com o aprimoramento das
ferramentas de diagnéstico (MEDEIROS et. al., 1999).

Outro exemplo s@o os nematoides acuarideos, que mesmo sendo encontrados em baixas
cargas parasitdrias em animais de produgdo, acarretam alteragdes promovidas pelas lesdes e
processos inflamatérios nas moelas de aves, determinando assim a rejei¢do comercial das
visceras e causando um consideravel impacto econdmico aos produtores, uma vez que a
permanéncia dos helmintos nos tecidos causa severas lesdes e pode levar ao 6bito dos
hospedeiros, por meio da perfuracio da parede de O6rgdos, causando problemas como
peritonite e comprometimento das funcdes dos tecidos (MENEZES et. al., 2003).

Existem alguns grupos ainda sub-representados molecularmente na é4rea da
helmintologia, especialmente representantes da infraordem Spiruromorpha que inclui um
grupo de nematoides zooparasitos (HONISCH & KRONE, 2008). Como resultado, ainda
existem muitos pontos a serem discutidos em abordagens diferentes dentro da filogenia de
Spiruromorpha.

Segundo VIEIRA er al. (2017) sequéncias associadas ao gene 18S do RNAr tém se
mostrado bastante conservadas, sendo frequentemente utilizadas em estudos filogenéticos que
exploram as relacdes evolutivas entre tdxons superiores. Ainda que estejam em ascensao na
area da biodiversidade helmintolégica, alguns estudos, como o de HONISCH & KRONE
(2008), destacam a importancia, eficacia e aplicabilidade da utilizacdo desse marcador na

realizacdo de inferéncias.
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Embora o conjunto de dados relacionados a sequéncias de 18S RNAr de nematoides
parasitos compreendam mais de 300 tdxons (BLAXTER et al., 2003), estes permanecem
concentrados em grupos com grande importancia médico-veterinaria (WIJOVA et al., 2006),
o que reflete em sua pequena representatividade filogenética (HONISCH & KRONE, 2008).

Além disso, pode-se citar outro fator agravante que foi ressaltado no estudo realizado por
AILAN-CHOKE & PEREIRA (2021), que apontam a auséncia de estudos que integram
dados morfolégicos, sobre histéria de vida e caracteristicas genéticas, ou discutem
formalmente sobre a importancia desse tipo de metodologia aplicada aos nematdides da
familia Camallanidae (Railliet & Henry, 1915). De maneira complementar, a andlise
filogenética de Spirurina, realizada por WIOVA et al. (2006), ressalta a necessidade da
incorporacdo das novas filogenias no sistema de classificacio de nematoides com base na
biologia, morfologia e biologia molecular, entretanto tais informacdes ainda sdo escassas e
dificultam o esclarecimento das relagdes evolutivas do grupo.

Nesse contexto, o presente estudo propde a realizacdo de inferéncias acerca da
infraordem Spiruromorpha com base nos dados moleculares do gene 18S RNAr sob a
perspectiva de caracteristicas das espécies representadas, como o tipo das estruturas cefalicas,
o sitio de infec¢do e o tipo de termorregulacio do hospedeiro vertebrado (ectotérmico ou
endotérmico), assim como contribuir com informacdes e comparagdes sobre aspectos da

evolugdo, diferenciacdo de caracteres e filogenia de nematoides Spiruromorpha.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAL E METODOS

Para investigar o sinal filogenético, a relacdo entre os tipos de estruturas cefélicas, o tipo
de termorregulacdo do hospedeiro vertebrado e o sitio de infeccao, um conjunto de dados de
sequéncias de 18S RNAr de nematoides Spiruromorpha foi reunido a partir do banco de dados
NCBI  (National  Center  for  Biotechnology  Information,  disponivel em
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Cinquenta e seis sequéncias disponiveis com no minimo
1000 pares de bases foram selecionadas para a andlise, dentre as quais representantes de oito
superfamilias de Spiruromorpha foram selecionados. As espécies Echinorynchus gadi
(Acanthocephala: Palaeacanthocephala) e Dibothriocephalus latum (Platyhelminthes:
Cestoda) foram escolhidas por seu distanciamento filogenético dos grupos de interesse e
utilizadas como grupo externo no presente estudo.

As sequéncias foram organizadas no editor Notepad++ e alinhadas usando o software
MAFFT (KATOH & STANDLEY, 2013) com as configuragdes padrdes. Subsequentemente
foram visualizadas com o uso do software SeaView (GOUY et al., 2010) para a retirada de
sequéncias incompativeis com o alinhamento. Apds a visualizagdo, o banco de dados foi
reformulado para conter apenas sequéncias entre 1000 e 2000 pb. Também foi utilizado o
software Gblocks (CASTRESANA, 2000) para remover os locais mal alinhados. Com isso
foram retiradas sequéncias de nove espécies que ndo condiziam com os requisitos do novo
banco de dados, que passou a conter quarenta e sete espécies representantes de oito
superfamilias (exceto Aproctoidea e Rictularioidea). A determinacdo do modelo 6timo (GTR
+G) foi executada na extensdo JModelTest (POSADA, 2008) implementado na plataforma
MEGAX (KUMAR et al., 2018).

A Inferéncia Bayesiana (IB) foi empregada utilizando a plataforma online Cipres
(MILLER et. al., 2010), por meio da ferramenta MrBayes na versao 3.2.6, com 1500000
geracdes. O software Tracer (RAMBAUT et al., 2018) foi utilizado para a visualizagdo
grifica da estabilizacdo das cadeias de Markov e compatibilidade dos dados ao longo da
andlise de 1B.

A arvore gerada foi visualizada no programa figTree (RAMBAUT, 2010) e trabalhada na
forma de cladograma com o auxilio do Software Treegraph (STOVER et al., 2010) e editada

em programa de edi¢do de imagens.
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A classificagdo dos caracteres (estados de cardter) considerados para a andlise do sinal
filogenético foi dividida em trés grandes categorias. A primeira foi definida por tipo de
estrutura cefélica, subdivida em: corddes cefdlicos, colarete, hastes esclerotizadas, cdpsula
bucal esclerotizada, anel peribucal e outros. O critério utilizado para a escolha dessa
subdivisdao se baseou pimariamente em caracteres utilizados na chave de identificacdo de
nematoides parasitos de Anderson et al. (1974). Vale ressaltar que caracteres associados a
ultraestruturas ou a grande maioria das espécies, como labios, pseudoldbios e papilas ficaram
reunidas na categoria “outros”, ja que sdo estruturas que exigem um maior nivel de
detalhamento para a diferenciacdo e classificac@o, portanto elevam bastante a complexidade
da classificacdo. A segunda classificacdo teve relacio com o tipo de termorregulacdo do
hospedeiro vertebrado, subdividida em: endotermia e ectotermia. J4 a terceira foi delimitada
pelo sitio de infec¢@o no hospedeiro vertebrado, subdividida em: estdmago; intestino; sistema
digestorio superior (0rgdos prévios ao estdmago); sistema circulatério; sistema linfético;
cavidade corporal; tecido subcutaneo; sacos aéreos e bexiga natatéria. Os estados de
caracteres considerados foram escolhidos de acordo com a disponibilidade de informagdes e
potencial comparativo com dados literarios.

O célculo dos valores referentes a andlise do sinal filogenético foram executados no
software R (R CORE TEAM, 2021) por meio dos pacotes ape (PARADIS & SCHLIEP,
2019) e phytools (REVELL, 2012). A robustez dos resultados foi alcancada repetindo a
andlise com 999 bootstraps.

Dentre os diferentes indices disponiveis para o sinal filogenético, que foram compilados e
comparados por MUNKEMULLER et al., 2012, o indice de Pagel A foi utilizado no presente
estudo por ter sido considerado um dos mais robustos. Este indice considera um modelo
filogenético que avalia os caracteres de forma uniforme e permite o uso de dados ausentes,
variando dos valores 0 (nenhum sinal) a 1 (ha um sinal).

O indice Pagel A avalia entre as hipdteses alternativa (presenga de sinal) e nula (auséncia
de sinal) a variagdo no comprimento do ramo ao longo da filogenia, definindo qual hipétese

tem a maior probabilidade de acontecer (PAGEL, 1999).
2.2 RESULTADOS
O cladograma (Figura 2) gerado pela reconstrucido filogenética parcial do gene 18S

permitiu a visualizacdo de proximidade filogenética das espécies selecionadas e viabilizou a

inferéncia de fatores associados aos clados por meio dos valores de suporte.



Figura 2 — Cladograma associado aos estados de caracteres considerados, grupo de

hospedeiros vertebrados e superfamilias das espécies de Spiruromorpha.
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A andlise do sinal filogenético revelou por meio dos cdlculos do indice Pagel A se os
estados de caracteres considerados possuem um grau de significancia positivo (ha sinal
filogenético) ou ndo. Isso informa se a caracteristica em questdo remete a uma relacdo de

compatibilidade e proximidade filogenética entre as espécies.

Tabela 1 — Caracteristicas associadas ao valor do sinal filogenético

Caracteristica Valor de p
Estrutura cefalica p < 0.001
Tipo de Termorregulacio p <0.001
Sitio de Infec¢do p <0.001

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Todas as caracteristicas que foram categorizadas revelaram sinais filogenéticos positivos,
o que significa que sdo influenciadoras no processo evolutivo das espécies que foram

relacionadas.

2.3 DISCUSSAO

CHABAUD & BAIN (1994) destacaram alguns aspectos de importincia fundamental
para a caracterizagao de tracos relacionados a evolucdo das superfamilias de Spirurida. Dentre
estes caracteres, pode-se citar o grupo de hospedeiro vertebrado e as caracteristicas de
estruturas e ornamentagdes cefdlicas (nos estdgios larvais e adulto) das dez superfamilias que
foram incluidas posteriormente por DE LEY & BLAXTER (2002) em Rhabditida. Como
exemplo, pode-se citar Acuarioidea, que € uma superfamilia homogénea composta por
parasitos de aves (exceto espécies do género Stammerinema, que parasitam mamiferos como
resultado do processo evolutivo de captura de hospedeiros), e que t€ém sua sistemdtica
morfoldogica fundamentada nos padroes dos corddes cefalicos (CHABAUD & BAIN, 1994).

Similarmente, as familias de parasitos de anfibios, répteis e peixes: Hedruridae (Railliet,
1916), e Cystidicolidae (Skrjabin, 1946) (Habronematoidea), possuem estruturas cefélicas que
representam, segundo CHABAUD & BAIN (1994), caracteres basais resultantes de processo
de invaginacdo e atrofia dos ldbios submedianos e posteriormente dos pseudoldbios - um
processo similar ao de nematoides Habronematinae parasitos de aves e mamiferos.

A drvore filogenética com base molecular, produzida no presente estudo, para a

infraordem Spiruromorpha, quando associada as informacOes sobre sua fisiologia de
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termorregulacdo, o sitio de infecgdo e aos distintos tipos estruturas cefélicas, revelou uma
série de informacdes que tornam discutiveis aspectos de interesse entre os grupos envolvidos.

Camallanoidea Travassos, 1920, € representada na drvore por um agrupamento conciso
que traz caracteristicas bioldgicas bem homogéneas: parasitos com sitio de infeccdo no
intestino principalmente de peixes, mas podendo ser encontrados em répteis e anfibios
(ANDERSON et al., 1974). O grupo representado pelas espécies Camallanus cotti,
Camallanus oxycephalus, Spirocamallanus istiblenni e Spirocamallanus philippinensis &
monofilético e é apresentado como grupo irmao (s= 0,83) de um grande clado de parasitos de
animais endotérmicos representados por espécies das superfamilias Filarioidea,
Habronematoidea, Thelazioidea e Diplotriaenoidea (Figura 3). Os parasitos Camallanoidea
possuem uma cdpsula bucal caracteristica (ANDERSON et al., 1974), com um arranjo
escletorizado que € encontrado em todas as espécies listadas no cladograma, ao passo que o
amplo clado que se configurou como grupo irmdo de Camallanoidea, apesar de ser
representado com um valor de suporte baixo, possuem outros tipos de estruturas mais comuns
aos nematdides como pseudoldbios e papilas (com excecdo de Setaria tundra, que possui um

anel peribucal aparente).
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Figura 3 — Clado formado por representantes das superfamilias Camallanoidea,

Filarioidea, Habronematoidea, Thelazioidea, Spiruroidea e Diplotriaenoidea

--------

_--| Thelazioidea
_ - | Habronematoidea

———————

Diplotriaenoidea
-------

_______ Camallanoidea

< Habronematoidea

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Filarioidea Chabaud & Anderson, 1959, € representada por vdrias espécies que parasitam
vertebrados endotérmicos e se distribuem amplamente em dois grandes grupos: um clado (I)
associado a duas espécies do género Thelazia e a uma espécie (Tetrameres fissipina) de
Habronematoidea (s= 0,67) (Figura 4), e outro clado (II) associado a uma espécie (Oxyspirura
mansoni) de Thelazioidea (s= 0,68) (Figura 5), configurado como grupo irmio de dois
representantes de Habronematoidea (Cystidicola farionis e Cystidicola stigmatura) (s= 1).
Além disso, a espécie Litomosoides sigmodontis estd alocada separadamente. Devido a isso, a
superfamilia Filarioidea forma um grupo ndo monofilético. Os resultados alcancados por
CHOUDHURY et al. (2018) apresentaram distribuicdo heterogénea dos filarideos, assim
como o presente estudo, e isso se relaciona com o fato de que estes parasitos, ao longo de sua
histéria evolutiva, conquistaram, em tempos distintos, diferentes tipos de hospedeiros
vertebrados em diferentes ambientes, exibindo possivelmente origens multiplas de
parasitismo, como apresentado por NADLER er al, 2007. Nos critérios adotados,
praticamente todos os filarideos (com excecdo de Setaria tundra) apresentam 0s mesmos
padrdes de estruturas cefalicas, o que pode ter (ou ndo) uma relacdo com sua localizagdo no
hospedeiro, uma vez que estes nematoides sdo encontrados em sitios de infec¢do como

cavidade corporal, tecido subcutaneo, sistema linfatico e sistema circulatério.
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Figura 4 — Clado I correspondente a Filarioidea

T

_.-| Thelazioidea
_ | Habronematoidea

———————

]

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
As espécies Cystidicola farionis e Cystidicola stigmatura (Habronematoidea) que
formam o grupo irmao do clado II por sua vez também ndo exibem estruturas cefdlicas

incomuns e sdo parasitos de bexigas natatdria de peixes.

Figura 5 — Clado II correspondente a Filarioidea

I HGO005138.1_Acanthocheilonema_spirocauda 6 1] |
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........ Thelazioidea
* 4
-------

AY161296.1_Cystidicola_farionis ‘
AY161297.1_Cystidicola_stigmatura ¢ "

("

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

A superfamilia Thelazioidea Skrjabin, 1915, é representada por meio de trés grupos de
espécies desagregadas. O primeiro (I) consiste em um agrupamento de seis espécies
(Rhabdochona acuminata, Rhabdochona canadensis, ~Rhabdochona guerreroensis,
Rhabdochona salgadoi, Rhabdochona osorioi e Rhabdochona mexicana) com valor de
suporte consistente (s= 1) (Figura 6). Todas essas espécies sdo parasitos com sitio de infeccao
no intestino de peixes, além de compartilharem semelhangas na morfologia da regido anterior

(hastes esclerotizadas).
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Figura 6 — Clado I correspondente a Thelazioidea

{KY263809.1_Crassicauda_boopis
-------

043

Habronematoidea

—

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Ja o segundo (II) grupo se diferencia do primeiro pelo sitio de infeccdo. As espécies
Thelazia lacrymalis e Thelazia callipaeda estdo posicionadas como grupos irmaos com valor
de suporte robusto (s= 1), sendo parasitos que se alojam no tecido subcutineo de seus
hospedeiros vertebrados, mamiferos. O terceiro (III) grupo € formado por apenas uma espécie
(Oxyspirura mansoni) que parasita tecido subcutaneo de aves e estd posicionada como grupo
irmdo (s= 1) de Mansonella ozzardi (Filarioidea) que também compartilha este sitio de
infeccdo, mesmo sendo em outro tipo de hospedeiro, porém a endotermia ¢ mantida nessa
avaliagdo. As espécies de filarideos Onchocerca fasciata e Onchocerca volvulus estdo
situadas como grupo irmdo do clado formado por Oxyspirura mansoni e Mansonella ozzardi

com um alto valor de suporte (s= 0,99).
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Figura 7 — Clados II e III correspondentes a Thelazioidea
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Habronematoidea Ivaschkin, 1961, é representada no cladograma por espécies alocadas
de maneira pouco uniforme quando consideradas as relacdes de proximidade filogenética.
Existem seis clados nos quais as caracteristicas abordadas variam demasiadamente: o primeiro
formado pelas espécies Spinitectus carolini e Spinitectus mexicanus (s= 1) que sdo parasitos
de intestino de peixes e formam um grupo irmdo com espécies do género Rhabdochona (s=
0,99), que também se localizam neste sitio de infec¢do; o segundo representado por apenas
uma espécie (Crassicauda boopis) que parasita o sistema circulatério de mamiferos e como o
primeiro clado forma um grupo irmdo com os componentes do género Rhabdochona
(Thelazioidea) (s= 0,43); o terceiro clado é formado por Cyrnea leptoptera e Cyrnea seurati
que parasitam o sistema digestorio superior de aves, formando um grupo irmdo com
Microtetrameres cloacitectus € um clado amplo com representantes de cinco outras
superfamilias (s= 0,99) com diferentes caracteristicas de sitio; o quarto clado contém apenas
M. cloacitectus e assim como o terceiro clado forma um grupo irmdo com representantes de

cinco outras superfamilias (s= 0,68); O quinto clado, formado por Tetrameres fissipina forma
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um grupo irmdo (s= 0,74) com Thelazia lacrymalis e Thelazia callipaeda, que parasitam
tecido subcutaneo; O sexto e ultimo clado tem duas espécies (Cystidicola farionis e
Cystidicola stigmatura) que sdo parasitos de bexiga natatdria de peixes e estdo unidas com um
bom valor de suporte (s= 1) como grupo irmdo de espécies da superfamilia Filarioidea e
Oxyspirura mansoni (Thelazioidea). Os 3° e 4° clados, assim como o 5° contém espécies de
parasitos com sitio de infec¢d@o no sistema digestério superior de grupos de vertebrados com
mecanismo de termorregulacdo endotérmico (aves e mamiferos, respectivamente). Pode-se
afirmar que apenas as caracteristicas da regido anterior se mantém dentro do mesmo padrdo
em todos os clados.

A superfamilia Spiruroidea Oerley, 1885, estd alocada em um tnico clado com um bom
valor de suporte (s= 1), sendo grupo irmdo de representantes de Habronematoidea,
Thelazioidea e Filarioidea (s= 0,59). Sdo espécies (Spiroceca lupi e Spirocerca vulpis) que
parasitam a regido anterior do trato digestério de mamiferos.

Com relacdo a superfamilia Diplotriaenoidea (Anderson, 1958), apenas uma espécie
(Serratospiculum tendo) € representada no cladograma, formando um grupo irmao com um
agrupamento maior (s= 91) de espécies de diferentes superfamilias.

J4 a superfamilia Physalopteroidea Railliet, 1893, que conta com caracteristicas
estruturais anteriores bem destacadas (colaretes), ndo forma um grupo natural e estd
representada por cinco espécies de parasitos de estdmago de mamiferos e aves, sendo quatro
clados que se encontram em uma posi¢ao inconsistente quando observamos com mais atencao
os valores de suporte e a quantidade de nés. E notdvel que todas as espécies representadas

manifestam estes colaretes (figura 8).

Figura 8 — Clados associados a Physalopteroidea

" AY161297.1_Cystidicola_stigmatura 8 || *7 - rieroizea |
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________ Physalopteroidea
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0.28

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

As espécies da superfamilia Acuarioidea Henry & Sisoff, 1912, formam um clado

monofilético, embora o valor de suporte (s= 0,72) ndo transmita a estabilidade necessdria.
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Porém sabe-se que € um grupo de parasitos de aves que comumente utilizam hospedeiros
paraténicos como peixes e anfibios como uma estratégia para tornar o ciclo de vida vidvel,
como apontado no estudo de SCHRAMM et al. (2018). Sua homogeneidade conta com
caracteristicas bem marcadas como o sitio de infec¢do, as projecdes cuticulares anteriores que
podem formar corddes cefdlicos, assim como o tipo de hospedeiro vertebrado (ANDERSON
etal., 1974).

As observagdes realizadas por CERNOTIKOVA ez al., 2011, indicam que o agrupamento
correspondente a antiga ordem Spirurida € representada na reconstrucao filogenética como um
grupo parafilético, com ocorréncias de politomias. A parafilia ocorre na maior parte das
superfamilias apontadas na drvore com base molecular, porém as politomias observadas em
alguns subgrupos também representados no estudo de CERNOTIKOVA er al., 2011, ndo
ocorreram na drvore gerada no presente estudo.

Um dos resultados da pesquisa realizada por HONISCH & KRONE, 2008, indicou uma
grande proximidade entre Physalopteridae e Acuariidae, porém nota-se que essa relagdo nao €
tdo concisa como se achou, uma vez que no presente estudo existe um grande distanciamento
genético entre as espécies representantes de Physalpoteroidea e Acuarioidea.

As espécies dos género Rhabdochona (Thelazioidea) e Spinitectus (Habronematoidea),
representadas no presente estudo, s@o parasitos de peixes (ectotérmicos) com sitio de infec¢ao
no intestino e estdo alocadas como grupo irmdo de Acuarioidea (s= 0,97), que parasitam o
trato digestorio superior de aves (endotérmicos). Contudo, sabe-se que pequenos crusticeos
atuam como hospedeiros invertebrados dos acuarideos, sendo comum a participagao de
vertebrados ectotérmicos, principalmente peixes e anfibios como hospedeiros paraténicos
(ANDERSON, 2000). Com isso podemos ilustrar casos como os de aves Procellariformes
(SCHRAMM et al., 2018) que possuem nichos em ambientes aquaticos que se infectam por
meio da teia alimentar, ingerindo peixes com as formas dormentes dos parasitos.

Outro ponto que deve ser citado é com relacdo as espécies Thelazia lacrymalis, Thelazia
callipaeda e Oxyspirura mansoni que, em contraste com as outras espécies de Thelazioidea
presentes no cladograma, sdo parasitos de tecido subcutaneo de hospedeiros endotérmicos e
ndo apresentam estruturas cefdlicas diferenciadas, como as hastes esclerotizadas encontradas
nas espécies do género Rhadochona.

O parasitismo em vertebrados ectotérmicos, que € demonstrado no cladograma por
representantes das superfamilias Habronematoidea e Thelazioidea se limita principalmente
aos peixes como hospedeiros vertebrados e estd restrito aos sitios do intestino e bexiga

natatéria (Figuras 9 e 10).
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J4 os parasitos de vertebrados endotérmicos estdo divididos entre as aves e os mamiferos,
podendo ser encontrados em uma ampla variedade de sitios de infeccdo como tecidos
subcutaneos até mesmo em porgdes do sistema digestério (Figura 9). A grande variacido de
superfamilias nos mamiferos talvez venha acompanhada de uma justificativa biologica para
este fato, que pode estar intimamente relacionada a ampla plasticidade e capacidade de
adaptacdo destes vertebrados em diferentes tipos de ambientes, sua grande variabilidade no
tipo de alimentacdo e forrageio, assim como seus diferentes hdbitos comportamentais e

fisiol6gicos.
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Figura 9 — Cladograma associado ao tipo de termorregulacdo do hospedeiro vertebrado.
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Segundo Palmer-Young et al.(2021), a temperatura do hospedeiro e a quimica do sistema
digestorio pode modelar a resisténcia a infec¢do de parasitos. Devido a isso a capacidade dos
parasitos de sobreviver e garantir a infec¢c@o tem relacao direta com as condi¢des do ambiente
em que estd localizado no hospedeiro (Adamson & Caira, 1994). Duas caracteristicas que
definem esse ambiente sdao a temperatura e o pH. (Kirk et al., 2018).

Em aves pode-se dizer que na maioria das vezes os parasitos (representados pelas
superfamilias Thelazioidea, Habronematoidea, Diplotriaenoidea e Physalopteroidea) se
abrigam em porc¢des anteriores do sistema digestério (ver Figura 10), basicamente sendo
encontrados em Orgdos como proventriculo e moela (exceto Serratospiculum tendo,

encontrada em sacos aéreos).
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Figura 10 — Cladograma associado ao Sitio de infec¢do no hospedeiro vertebrado.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Com relacdo as estruturas cefilicas, € possivel correlacionar a frequéncia da expressao
desses caracteres em parasitos com sitio de infeccdo em O6rgdos com um alto grau de
motilidade (6rgdos que manifestam peristaltismo). A explicacdo deste fendmeno ja foi
discutida na literatura em estudos de taxonomia e biologia destes organismos e a justificativa
que outros autores, como Inglis, 1965, deram para a expressdao destes caracteres estd
relacionada a necessidade de se ter uma melhor fixacdo nas paredes dos 6rgdos que abrigam
estes parasitos. Como resultado disso existem algumas superfamilias (Acuarioidea, por
exemplo) que desenvolveram e mantiveram estruturas diferenciadas, ao ponto que outras,
como Filarioidea manifestam uma intensa reducdo na quantidade de estruturas cefalicas
(Figura 11), ja que se localizam em por¢des de tecido mecanicamente mais estdveis. Porém ¢é
importante salientar que essa hipotese ndo se aplica como a unica base para o

desenvolvimento e diferenciacdo das estruturas cefélicas.
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Figura 11 — Cladograma associado aos tipos de estruturas cefdlicas dos parasitos.
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Legenda:
Estruturas cefalicas
1- Corddes cefélicos 4 - Capsula bucal esclerotizada
2 - Colarete 9 - Anel peribucal

3 - Hastes esclerotizadas 6 - Outras

Elaborado pelo autor (2023).

Acuarioidea
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E importante destacar que o amplo estudo sobre o filo Nematoda realizado por Blaxter &
Koutsovoulos, 2015, infere quatro possiveis origens para as ocorréncias do parasitismo em
Spiruromorpha, o que pode indicar que as variacdes observadas na filogenia, em comparagao

com a morfologia e o ciclo de vida dos organismos podem se suportar nessa hipétese.

2.4 CONSIDERACOES FINAIS

Os dados apresentados e discutidos no presente trabalho demonstram que esse tipo de
andlise pode trazer diversas informacdes nio somente acerca das relagdes genéticas entre as
espécies, como também sobre dados que se relacionam com aspectos bioldgicos,
ontogenéticos, ecoldogicos, dentre outros. Tais informagdes sdo valiosas nas pesquisas atuais,
uma vez que o nimero de estudos com enfoque filogenético permanece em alta nas tltimas

décadas (Figura 9).

Figura 12 — Interesse ao longo do tempo sobre o termo “Phylogeny” de 01/01/2010 a
01/01/2023.

| 4=

Interesse ao longo do tempo <>

WA AR AR

Os mimeros representam o mnteresse de pesguisa relative 2o ponto mats alto no grafico de uma determmada regifio em um dado periode. Um valor de 100 representa o pico de populanidade
de um termo. Um valor de 50 significa que o termo teve metade da popularidade. Uma pontuagio de 0 significa que nio havia dados suficientes sobre o termo.

Fonte: Google Trends (Disponivel em: www.google.com/trends)

A unido de dados genéticos, morfologicos e evolutivos com a utilizacdo de ferramentas
diversas de forma integrativa, como realizado no estudo de AILAN-CHOKE & PEREIRA,
2021, para a realizag@o de inferéncias mais detalhadas acerca do posicionamento taxondmico
e da histéria evolutiva dos grupos, é uma metodologia que pode trazer respostas para alguns
questionamentos que permeiam as relacdes entre alguns niveis taxondmicos menores de
nematoides e podem ser expandidas para Spiruromorpha a fim de promover conhecimento
basico e aplicado.

Um exemplo que pode ser citado partiu da pesquisa realizada por WIJOVA et al., 2006,



33

que analisou aspectos evolutivos de estratégias de captura de hospedeiros, heteroxenia,
correlagdes filogeograficas e coevolu¢do em Spirurina.

Outro ponto importante que envolve o conceito do estudo € a necessidade de aumentar a
coleta de dados genéticos com este e outros tipos de marcadores para cobrir a falta de
informagdes moleculares, principalmente acerca das espécies que parasitam animais que nao
possuem importancia médica ou veterindria, mas de importancia na conservacdo da
biodiversidade - com o objetivo conciliar os dados filogenéticos para enriquecer o
entendimento sobre as dindmicas evolutivas dos nematdides parasitos e de vida livre por meio

das ferramentas moleculares, ja que o registo fssil ndo favorece a preservacdo do material.

3 CONCLUSAO

O estudo da filogenia de grandes grupos, como Spiruromorpha, embora traga
informacdes pertinentes para a discussdo dos mecanismos evolutivos e das relacdes
interespecificas também levanta muitas questdes que entram em conflito com dados da
taxonomia cldssica e ecologia. Portanto, ainda que os dados acerca do sitio de infec¢do, do
mecanismo de termorregulacio do hospedeiro vertebrado e dos padrdes de ornamentacio
cefdlica sejam estatisticamente validos, indicando influéncia direta no processo evolutivo e
possibilitando inferéncias, muitas lacunas persistem no que diz respeito a interacao entre estes

organismos e a biologia complexa que sustenta a sobrevivéncia dessas espécies.
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