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RESUMO

Esta dissertagdo ¢ composta por trés capitulos que, em conjunto, abordam aspectos
histéricos, cienciométricos e moleculares dos ciliados do género Lambornella Keilin,
1921 (Ciliophora, Tetrahymenidae), buscando integrar informagdes dispersas e
contribuir para a compreensao sistematica ¢ evolutiva do grupo. O primeiro capitulo
apresenta uma revisdo histoérica e taxondmica sobre o género Lambornella,
analisando a produgdo cientifica acumulada desde a descri¢do original do género em
1921. Foram revisadas as principais areas tematicas exploradas ao longo das décadas,
com énfase nas descrigdes morfoldgicas e em aspectos controversos da classificagdo
taxondmica. Esta abordagem destacou lacunas de conhecimento e inconsisténcias na
literatura, além de fornecer um panorama atualizado sobre o estado da arte do género,
identificando pontos-chave que requerem maior investigacao. No segundo capitulo,
foi realizada uma andlise cienciométrica da literatura sobre Lambornella entre 1921 e
2024, com o objetivo de mapear a dindmica e as tendéncias das publicagdes
cientificas relacionadas ao grupo. Os resultados revelaram uma distribui¢do desigual
dos esforcos de pesquisa, evidenciando uma escassez de estudos sobre Lambornella
stegomyiae, em contraste com a ampla investigacdo da relagdo parasito-hospedeiro
envolvendo Lambornella clarki. Observou-se ainda que Lambornella trichoglossa
possui uma descricdo morfologica detalhada, mas carece de andlises ecologicas e
moleculares mais aprofundadas. O terceiro capitulo apresenta dados sobre
Lambornella trichoglossa, coletada em fitotelmos de Portea petropolitana na Zona
da Mata de Minas Gerais, Brasil. Foram utilizadas sequéncias moleculares
(18S-rDNA e COI) do banco de dados GenBank para andlises filogenéticas e de
delimitagdo computacional de espécies. Os resultados confirmaram L. trichoglossa
como uma linhagem evolutiva independente e forneceram evidéncias robustas sobre
seu estado ancestral simbionte, contribuindo para uma melhor compreensdo da
evolu¢do dentro da familia Tetrahymenidae. Além disso, as analises moleculares
suscitaram reflexdes sobre a validade do género Lambornella, abrindo caminhos para
revisdes taxondmicas futuras. Assim, esta dissertacdo retine abordagens
complementares na forma de revisdo historica, cienciometria e dados moleculares
que, integradas, oferecem novas perspectivas para a sistematica e evolucdo de
Lambornella, bem como para o entendimento dos ciliados de ambientes fitotelmais.

Palavras-chave: Lambornella, diversidade genética, evolucao, fitotelmo, taxonomia.



ABSTRACT

This dissertation is composed of three chapters that collectively address historical,
scientometric and molecular aspects of ciliates of the genus Lambornella Keilin,
1921 (Ciliophora, Tetrahymenidae), aiming to integrate dispersed information and
contribute to a systematic and evolutionary understanding of the group.

The first chapter presents a historical and taxonomic review of the genus
Lambornella, analyzing the scientific output accumulated since the original
description of the genus in 1921. The major thematic areas explored over the decades
were examined, with emphasis on morphological descriptions and on controversial
aspects of taxonomic classification. This approach highlighted knowledge gaps and
inconsistencies in the literature, while providing an updated overview of the state of
the art of the genus, identifying key points that require further investigation. In the
second chapter, a scientometric analysis of the literature on Lambornella between
1921 and 2024 was conducted, with the aim of mapping the dynamics and trends of
scientific publications related to the group. The results revealed an uneven
distribution of research efforts, showing a scarcity of studies on Lambornella
stegomyiae in contrast to the extensive investigation of the parasite—host relationship
involving Lambornella clarki. 1t was also observed that Lambornella trichoglossa
has a detailed morphological description but lacks deeper ecological and molecular
analyses. The third chapter presents data on Lambornella trichoglossa, collected
from phytotelmata of Portea petropolitana in the Zona da Mata of Minas Gerais,
Brazil. Molecular sequences (18S rDNA and COI) from the GenBank database were
used for phylogenetic analyses and computational species delimitation. The results
confirmed L. trichoglossa as an independent evolutionary lineage and provided
robust evidence of its ancestral symbiotic condition, contributing to a better
understanding of evolution within the family Tetrahymenidae. Moreover, the
molecular analyses raised considerations regarding the wvalidity of the genus
Lambornella, opening avenues for future taxonomic revisions. Thus, this dissertation
brings together complementary approaches, historical review, scientometrics, and
molecular data that, when integrated, offer new perspectives for the systematics and
evolution of Lambornella, as well as for understanding ciliates inhabiting
phytotelmic environments.

Keywords: Lambornella, genetic diversity, evolution, phytotelma, taxonomy.
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INTRODUCAO GERAL

O filo Ciliophora (Alveolata) Doflein, 1901 apresenta uma grande diversidade de
microeucariotos unicelulares com diferentes morfologias corporais que evoluiram ha
pelo menos 2 bilhdes de anos. Eles diferem-se dos demais microeucariotos
unicelulares  heterétrofos por possuirem uma peculiar ciliatura corporal
(infraciliatura), estruturas que atuam em fungdes locomotivas e alimentares (Lynn,
2017). Os ciliados se reproduzem via processo de conjugagcdo, movimento em que
ambos 0s organismos passam por uma fusdo temporario para efetuar a troca de
material nuclear gamético (Lynn, 2008). De igual importancia, vemos também o
dimorfismo nuclear, com a presenca de um macronicleo com fungdes somaticas, e
um micronucleo, estrutura de reserva germinativa (Ahsan; Blanche; Katz, 2022).
Estes trés atributos, infraciliatura, conjuga¢do e dois tipos de nucleos, constituem as
autoapomorfias do grupo. Com cerca de 8.000 espécies descritas (Lynn, 2008),
acredita-se que isto represente apenas 10% da biodiversidade total de ciliados no

mundo (Foissner; Chao; Katz, 2008).

Os ciliados sdo encontrados nos mais diversos habitats e com variados modos
de vida. Sendo majoritariamente heterdtrofos, os ciliados classificados como de vida
livre se alimentam de bactérias e de microeucariotos unicelulares e multicelulares
(Lynn, 2017). Inimeros sdo os representantes com associacdo simbidtica com
hospedeiros, seja por relagdes mutualisticas ou parasitarias (Mayén-Estrada et al.,
2022). Os parasitos sdo relatados em ampla gama de metazodrios, como em insetos,
peixes ou moluscos (Corliss e Coats, 1976; Haites et al., 2021; Liu et al., 2017). Ha
ainda um representante de importancia de satide humana, no caso da balantidiase
(Oliveira; Gémez-Hernandez; Rezende-Oliveira, 2021). O estado parasitario evoluiu
de maneira independente dentro do filo Ciliophora, fato que contribuiu para a

ampliacao da biodiversidade do grupo (Costa; Dias; Rossi, 2021).

Os ciliados de vida livre sdo encontrados em diversos ecossistemas terrestres
e aquaticos. No habitat terrestre sdo designados como potenciais bioindicadores da
qualidade do solo (Foissner et al., 2005). No ambiente aquatico, podem ser vistos em
agua doce ou marinha, contemplando os mais variados géneros dentro de Ciliophora
(Liu et al., 2017; Wang et al, 2022). H4 ainda ciliados em ambientes de condi¢des

extremas, como em locais altamente acidos ou alcalinos (Hu, 2014) e em regides de
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baixissima temperatura, relatado na regido antartica (Miecazan et al., 2014). Além
destes ambientes, estes organismos sdo encontrados em habitats planctonicos,
desempenhando fungdes essenciais nas relagdes tréficas (Velho et al., 2013) Os
ciliados sdo igualmente relatados em ambientes altamente complexos, como visto no
caso dos fitotelmos. Nos fitotelmos bromelicolas repara-se um espaco de alto
endemismo, abrigando um local que abrange espécies especificas e condigdes

ambientais proprias (Foissner et al., 2003; Dunthorn et al., 2012).

Dentro dessa diversidade funcional e ecologica, destaca-se a familia
Tetrahymenidae Corliss, 1952. A familia Tetrahymenidae apresenta baixa
variabilidade morfoldgica e auséncia de caracteristicas sinapomorficas evidentes
entre seus integrantes, fato este que dificulta o entendimento claro dos processos de
delimitagdo taxondmica do grupo (Simon; Nanney; Doerder, 2008; Xiong et al.,
2019). Em fungdo da relativa homogeneidade morfologica, mecanismos
complementares tém sido empregados para a distingdo das espécies e géneros do
grupo via andlises a nivel molecular. (Chantangsi et al., 2007; Cassidy-Hanley et al.,
2023). Os ciliados tetrahimenideos sdo encontrados predominantemente em
ambientes de dgua doce e em habitats terrestres umidos, apresentando tanto formas
de vida livre quanto representantes com hdébito parasitario, o qual pode ser
obrigatorio ou facultativo. Nos casos parasitarios, observam-se hospedeiros variados,
incluindo lesmas, caracois, vermes, mosquitos, girinos e peixes (Lynn e Doerder,
2012). A familia Tetrahymenidae ¢, atualmente, dividida em trés géneros
reconhecidos: Lambornella Keilin, 1921; Tetrahymena Furgason, 1940; e Deltopylum
Fauré-Fremiet e Mugard, 1946 (Lynn, 2008).

O género Lambornella foi proposto em 1921, por Keilin, apos andlise de
material encontrado por Lamborn em sua pesquisa feita na Malasia, que a época nao
pode identificar o protozoario que parasitava o interior de larvas de mosquitos
culicideos. (Lamborn, 1921; Keilin, 1921). O nome do grupo ¢ uma homenagem ao
pesquisador que encontrou o primeiro relato de Lambornella stegomyiae Keilin,
1921, um parasito facultativo de mosquitos culicideos, em especial Aedes
(Stegomyia) scutellaris Walker, 1859. Com a inédita capacidade de gerar cistos
cuticulares no hospedeiro, Keilin propds a criagdo de um género proprio para este
ciliado. As descricdes morfoldgicas escassas do representante Unico do grupo

levantaram inquietacdes, visto a dificuldade na identificacdo de L. stegomyiae
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(Muspratt, 1945; Muspratt, 1957; Corliss; 1953). A lacuna de dados relevantes ao
grupo guiou para a extingdo do género por Corliss, sinonimizando Lambornella com
Tetrahymena (Corliss, 1960). Este movimento foi desfeito apds a descricdo de
Lambornella clarki Corliss e Coats, 1976, a qual revalidou o género Lambornella ao
encontrarem um novo ciliado parasito de Aedes sierrensis Ludlow, 1905. Novamente
a caracteristica do encistamento cuticular foi reforcada como diagnose, além da
ontogenia e morfologia da ciliatura oral destas duas espécies (Corliss e Coats, 1976).
Um novo alerta sobre a validade do género ocorreu via uso de técnicas moleculares,
incitando maiores investigagdes quanto ao grupo (Striide-Kypke et al., 2001). Com a
descricdo de Lambornella trichoglossa Foissner, 2003, novas informagdes
morfologicas foram adicionadas, fomentando a validade do grupo. Diferentemente
das espécies irmas, L. trichoglossa ¢ um ciliado exclusivamente de vida livre, mas
que compartilha o aparelho tetrahimenideo diferenciado e ¢ endémico de fitotelmos

bromelicolas (Foissner, 2003).

Focando na compreensdo da trajetéria cientifica envolvendo o género
Lambornella, utilizou-se da ferramenta de revisdo historica e analise cienciométrica
das publicacdes realizadas desde a primeira descricdo da espécie. Identificando
pontos fortes e lacunas a serem respondidas, o processo de tracar novos objetivos
para aprofundar o conhecimento do grupo torna-se mais claro. Por intermédio da
revisdo historica € possivel ter o panorama qualitativo das producdes e via
cienciometria, obtém-se resultados quantitativos das publicacdes cientificas. O que se
sabe de antemdo ¢ a fragilidade dos argumentos que sustentam Lambornella, focados

principalmente em caracteres morfoldgicos (Kotyk et al., 2023).

As classificagdes baseadas exclusivamente em morfologia enfrentam desafios
para sua efetividade. Além das intimeras espécies com baixa distingdo morfolégica,
ha o obstaculo das espécies cripticas (Warren et al., 2017). Dado a fragilidade dos
processos baseados apenas em caracteristicas morfologicas, se faz necessario o uso
de técnicas moleculares que, através de sequenciamentos genéticos e reconstrugoes
filogenéticas, auxiliam na classificacdo dos ciliados (Kumar e Foissner, 2015; Gao et
al., 2016). Essa fragilidade taxondmica ¢ vista com os ciliados do género
Tetrahymena, dada a presenga de complexo de espécies no grupo (Kher et al., 2011).
Entre os ciliados, o gene mitocondrial citrocromo oxidase subunidade I mostrou- se

com alta variabilidade e acurécia suficiente para delimitacdo das espécies de varios
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grupos de ciliados (Striider-Kypke e Lynn, 2010). Dada a grande sensibilidade para
delimitar espécies e reconhecer suas relagdes filogenéticas, o gene COI tem sido

empregado com sucesso entre ciliados (Greczek-Stachura, Rautian e Tarcz, 2021).

As pesquisas envolvendo o género Lambornella mostram fragilidades quanto
a sua sustentacdo taxondmica, o que envolve classificacdo com base em morfologia.
Dada a proximidade morfologica de ciliados, decisdes baseadas exclusivamente em
morfologia podem nao ser conclusivas. O historico cientifico do grupo revela lacunas
do conhecimento a respeito destes ciliados que carecem de melhor entendimento e
analise. A aplicacdo da revisdo historica e da andlise cienciométrica permitem o
entendimento geral do estado do conhecimento cientifico e a identificacdo de tais
pontos. Com tais métodos, ¢ possivel orientar os esfor¢os para melhor elucidar quais
lacunas ainda necessitam de investiga¢do e quais pontos fortes devem ser utilizados,
garantindo robustez nas classificacdes taxonomicas. Aliado a este movimento, as
analises moleculares facilitam a compreensdo sistematica de Lambornella. Essas
ferramentas ndo dependem da morfologia, o que garante um novo panorama para
ampliagdo sobre o entendimento do gé€nero. Para isso, diversos instrumentos podem
ser utilizados, tal como na utilizagdo do gene COI, reconhecido por sua alta variagdo
genética e precisao na delimitacdo de espécies. Com a unido de dados historicos,
morfolégicos e moleculares integralizados propomos um caminho promissor na

ampliacdo do conhecimento sobre o género Lambornella na presente dissertacao.
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CAPITULO 1

Revisao histérica e taxonomica sobre ciliados do género Lambornella
Keilin, 1921 (Ciliophora, Tetrahymenidae)

Resumo

A continua produg@o de publicagdes cientificas pode causar ruido no entendimento
cientifico dos dados, gerando duavidas consideraveis ao longo do tempo. Para
identificar tais questdes, € necessario movimentar-se em dire¢do ao passado e
investigar a literatura historica. Seguir este caminho abre espago para obter dados ja
estabelecidos e informagdes negligenciadas, como destacar os pontos que carecem de
maior atencdo. Com o objetivo de tragar o estado da arte sobre o conhecimento
produzido para ciliados do género Lambornella, foi realizada uma revisdo historica
sistematica da produgdo cientifica. A andlise buscou identificar as principais areas
tematicas exploradas ao longo das décadas, com especial atengdo as descri¢des
morfoldgicas, a fim de contribuir para o esclarecimento da classificacdo taxondmica
do género e identificar as principais tematicas exploradas ao longo que mais de 100

anos de estudos para o grupo.

Palavras-chave: Revisdo Historica, Revisdao Morfoldgica, Lambornella stegomyiae,
Lambornella clarki, Lambornella trichoglossa.
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Introduciao

A evolugdo cientifica ¢ um processo historico e inevitavel diante do progresso
da humanidade. Tal como a pressao seletiva do ambiente natural, inimeros
acontecimentos modularam a ciéncia ao longo da historia, onde cada periodo remete
as influéncias ali presentes. Assim, cada ideia, conceito e teoria passam por um
processo de selecdo conceitual, filtrados pelas demandas referentes ao momento
vigente. A ciéncia ¢, a partir de tais conceitos, um conceito histérico, mutavel e
adaptativo. Todo o contetido gerado pelas indaga¢des da comunidade cientifica pode
ser sustentado diante de evidéncias aceitas pela unanimidade ou refutados de igual
maneira, descartados em reflexo de uma incapacidade de se sustentar a luz das
provas da realidade. Assim, o conhecimento cientifico, em sua totalidade, ¢ produto
de um processo dinamico de sele¢do e variagao, no qual novas proposi¢des coexistem
e competem com concepgdes estabelecidas. Para identificar as nuances explicitas e
implicitas deste discurso, se faz necessario observar os critérios e circunstancias
através de trabalhos de investigacdo historica a fim de compreender os significados
atribuidos as teorias. Tomando parametro das influéncias conceituais envolvidas, ¢
possivel compreender abordagens, reinterpretar argumentos e discernir o que sdo
fatores externos do conhecimento propriamente dito. Tal dindmica ¢ particularmente
evidente nas discussdes cladisticas e nas redefinigoes taxondmicas dos seres vivos,
campo no qual a constante consulta aos referenciais historicos se articula as
tendéncias metodoldgicas contemporaneas, compondo um ambiente de permanente

revisao e reconstrucao conceitual (Hull, 1990).

Tais reflexdes mostram-se ainda mais impactantes diante da otica das ciéncias
naturais, em que continuamente as teorias sdao questionadas, interpretadas e
propostas. Para a protozoologia este fendmeno ¢ ainda mais notdrio, visto que o
conhecimento destes microrganismos estd sempre diante de indaga¢des na medida
em que as novidades tecnologicas surgem. Vemos claramente este movimento com as
ciéncias moleculares, que trouxeram uma nova visao sobre o que se entendia pelas
relagdes filogenéticas (Warren et al., 2017). Assim, ao encarar o passado nesta
investigagdo critica e histdrica, é possivel analisar e compreender a evolucdo das
hipdteses e os contextos nela inseridas (Gao et al, 2016). Juntamente a tal proposta, a
natureza dos fendmenos observados pode ter uma nova interpretagdo, de forma a

avaliar a robustez e a replicabilidade dos fatos (Cleland, 2011; Page et al., 2020). A
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compreensdo do embasamento da comunidade cientifica diante dos acontecimentos
no meio natural evidencia, de mesmo modo, as lacunas conceituais ¢ limitagoes
metodoldgicas que fornecem informacdes valiosas para adotar novos mecanismos de

investigacao e pesquisa (Zammito, 2011).

Com uma visao amplificada pela investigagdo prévia, a ciéncia como um todo
assume um papel heuristico, acompanhada de um senso critico aprimorado pela
compreensdo do discurso envolvido no desenvolvimento do conhecimento cientifico.
Na pratica, essa articulagdo entre o conhecimento histérico e o0s avangos
técnico-cientificos contemporaneos revela-se indispensavel, sobretudo em dareas
caracterizadas por grande diversidade taxondmica e complexidade metodologica. Ao
adotar a revisdo historica além de um simples exercicio académico e coloca-la em um
patamar metodoldgico aplicado, permite-se adquirir uma visdo estratégica capaz de
organizar questdes taxondmicas complexas e ampliar o entendimento dos fatos em
grande profundidade analitica. (Cedrola et al., 2020; Cedrola et al., 2021; Kotyk et
al., 2023).

Nesse cenario, o presente trabalho propds-se a realizar uma revisao
abrangente sobre o género Lambornella Keilin, 1921, cuja trajetdria historica e
producdo cientifica permanecem consideravelmente restritas. Além da revisdo
historica, apresentamos uma revisao taxonomica contendo dados da morfologia e
sistematica do género. Trata-se de um género descrito hd pouco mais de um século e,
ainda assim, carente de investigacdes sistematicas e atualizagdes conceituais. A
escassez de estudos dedicados a Lambornella, associada a persisténcia de lacunas
relevantes quanto a biologia, ecologia, distribui¢ao e posicionamento filogenético de
suas trés espécies reconhecidas, torna indispensavel a retomada critica de sua
literatura. Partindo desta logica, os trabalhos produzidos referentes ao género
Lambornella até o ano de 2024 foram analisados e categorizados, conforme mostra a
ilustragdo adiante. Os artigos cientificos disponiveis foram alocados em trés grandes
areas (estudos taxondmicos, estudos ecologicos e estudos moleculares), além de

devidamente explorados quanto aos métodos empregados (Figura 1).
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Figura 1: Linha temporal das publicac¢des relativas das espécies do género Lambornella. A linha do

tempo foi categorizada por cores, indicando a natureza do trabalho. O nome do autor principal é

evidenciado logo apds o ano e a espécie analisada. Em vermelho, artigo referente a descrigdo de

espécie. Em verde, trabalhos referentes a taxonomia do grupo. Em azul, produgdes de teor ecologico.

Em rosa, publicagdes de analises moleculares. Dados referentes da primeira publicagdo até 2024.
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Revisao Historica (1921-2024)

O género Lambornella foi proposto no estudo de Keilin (1921). O nome do
género foi escolhido em homenagem ao Dr. W. A. Lamborn. No mesmo ano, mas
anteriormente a publicagdo do género, Lamborn (1921) registrou um protozodario
patogénico em larvas de mosquitos na Maldsia, apds o autor constatar larvas de
mosquitos da espécie Stegomyia scutellaris (Diptera, Nematocera, Culicidae),
atualmente descrito como Aedes (Stegomyia) scutellaris Walker, 1859, em tons
palidos, diferente do habitual. Keilin (1921) descreve o novo género e sua espécie
representante, Lambornella stegomyiae, na cavidade corporal de larvas de A.

scutellaris, apresentando descrigdes morfologicas e modo de reproducao do ciliado.

Nao ocorreram publicagdes no periodo de 1921 a 1944. Muspratt (1945)
investigou a composicdo dos fitotelmos da arvore mongongo, no territorio da
Zambia. Ele apresenta um protozoario parasito, a qual suspeita ser L. stegomyiae.
Além de relatar a mortalidade de larvas de mosquito, o autor propde o método de
infeccdo por ingestdo ou acesso pela papila anal. Muspratt (1947) em seguida
apresenta o mecanismo de saida deste parasito via rompimento da papila anal em

larvas de mosquitos culicideos.

Para o periodo da década de cinquenta, Corliss (1953) propde a organizagio
taxonOmica de ciliados himenostomados holotricos e reforca a necessidade do género
Lambornella, visto a peculiaridade da formagdo de cistos cuticulares. Ja em 1960,
Corliss afirma que os ciliados vistos por Muspratt (1945; 1947) sdo a mesma espécie.
Ademais, o autor discute que o género Lambornella ndo ¢ valido, incorporando-o ao
género Tetrahymena e transformando Lambornella stegomyiae em Tetrahymena
stegomyiae. Corliss (1970) segue com seus trabalhos, organizando género
Tetrahymena em quatro grupos, onde a entdo nomeada 7. stegomyiae enquadra-se no
complexo piriforme. Um ano mais tarce Corliss (1971) executa técnicas de
impregnacdo por prata em representantes tetrahimenideos, a qual demonstra os
ciliados apresentados por Keilin (1921) e Muspratt (1945; 1947) sao Tetrahymena

stegomyiae, portanto organismos cogenéricos.

Apo6s identificarem processos de melanizacdo em mosquitos de Aedes

sierrensis Ludlow, 71905, Clark e Brandl (1976) apresentam um ciliado que se
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encontrava dentro do corpo destes insetos, a qual ndo foram capazes de identificar.
Posteriormente, Corliss ¢ Coats (1976) identificaram este organismo como
Lambornella clarki, e revalidaram o género Lambornella dado a capacidade do
encistamento cuticular e a habilidade de penetrar a hemocele destes hospedeiros

culicideos.

Egerter e Anderson (1985) relataram infec¢des de L. clarki e evidenciaram a
capacidade de castracdo do trato reprodutivo de fémeas de A4. sierrensis. No ano
seguinte, Egerter, Anderson e Washburn (1986) notificaram a dispersdo deste ciliado
por oviposicdo de fémeas infectadas e pela morte do mosquito em corpos d‘agua,

além de apresentaram a perda de longevidade dos hospedeiros quando infectados.

Washburn e Anderson (1986) mostraram que a distribui¢cdo de L. clarki ndo ¢
limitada por condigdes ambientais dos seus habitats fitotelmais e tampouco por
atributos de geolocalizagdo e que sua presenca ocorre pela oportunidade de
colonizagdo. Na auséncia de condigdes adversas, o ciliado apresenta um habito de
vida-livre, porém segue altamente patogénica quando em contato com seu
hospedeiro. Em estudo que analisava a infec¢do simultanea de L. clarki e Pythiaceae,
um fungo parasito oportunista, Washburn et al. (1988a) comprovaram que os danos
gerados pela invasdo do ciliado servem de abertura para o fungo e, quando em agao
conjunta, aumenta a fatalidade de maneira significativa. Os autores também
levantaram a hipotese do habito parasitario de L. clarki como resposta evolutiva da
pressdo predatoria das larvas de mosquitos culicideos, organismos estes que
consomem ativamente microrganismos em seus habitats aquaticos (Washburn et al.,

1988b).

Quando infectados por L. clarki, os mosquitos da espécie A. sierrensis tem
seu comportamento alterado. Egerter ¢ Anderson (1989) demonstraram a lentidao no
manejo do fasciculo perfurante na alimentagdo e na redugdo da agressividade de
fémeas fertilizadas. No mesmo ano Washburn, Anderson e Mercer (1989) revelaram
que a taxa de dispersdo e sobrevivéncia deste ciliado esta diretamente ligada no
percentual de disseminagdo dos mosquitos, visto que as chances de alcangar novos

habitats esta diretamente ligado na movimenta¢ao dos hospedeiros.

A dinamica populacional de A. sierrensis sofre efeito na presenca do

parasitismo causado por L. clarki, onde o ciliado aumenta a mortalidade em pequenas
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populagdes. Washburn, Anderson e Mercer (1991) demostraram que em populacdes
de alta densidade, Lambornella se favorece pelas propor¢des aumentada de seu
hospedeiro, ao passo que ¢ desfavorecida pela alta taxa predatéria das larvas de
mosquito. Esta taxa predatdria foi investigada no mesmo ano, em que os autores
indicaram que quanto maior a predacdo feita pelas larvas de mosquitos culicideos,
maior serd a presenga do ciliado na forma de vida parasitaria (Washburn, Mercer e

Anderson, 1991).

Ao isolarem o protozodrio, Norton, Washburn e Omi (1992) relataram que
Lambornella clarki mostrou-se como um organismo cabivel de manutencdo em
meios de cultivo, podendo estabelecido em meio axénico e, com melhores resultados,
em meio monoxénico. No trabalho realizado por Washburn e Hartmann, descobriu-se
que o parasito consegue penetrar o corpo do hospedeiro, porém ¢ incapaz de finalizar
seu ciclo de vida (1992). No mesmo ano Preparata e colaboradores (1992) trouxeram
a primeira sequéncia da regido D2 do gene 23s de Lambornella clarki, bem como
outros protistas. Ao realizarem arvores de reconstrucao filogenética, Lambornella
posicionou-se proxima de Tetrahymena, sendo distinto o suficiente para reforcar sua

posi¢cdo como um género.

Referente ao controle quimico de taninos nos fitotelmos de arvores, Mercer e
Anderson (1994) mostraram que grandes doses deste componente sdo fatais para a
forma de vida livre de L. clarki, que adota sua forma parasitiaria como forma de
defesa e sobrevivéncia. No ano seguinte, Yee (1995) apresenta como este ciliado, na
sua forma parasitaria, alteram o comportamento de fémeas fertilizadas de A.
sierrensis. Estes mosquitos ndo mais exploram o ambiente no periodo anterior a
ovoposi¢do, ndo fazem manuten¢do das patas e abdomen e tem a velocidade de
ovoposicdo acelerada quando infectados. O comportamento de voo de fémeas
também tem seu tempo total reduzido em decorréncia da acao do parasito, fendmeno
visto por Yee e Anderson (1995a), onde também apresentaram que, embora este
tempo total de voo entre fémeas infectadas e ndo infectadas exista, ndo ¢ possivel
afirmar ser uma consequéncia direta da acao do ciliado. Aponta-se que Lambornella
possa consumir nutrientes de seu hospedeiro, mas ndo aqueles relativos a sua

necessidade de dispersao através do voo (Yee e Anderson, 1995b).

Ao investigar o potencial controle bioldgico de Lambornella clarki, Washburn
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(1995) analisou a mortalidade de mosquitos emergentes de A. sierrensis diante do
impacto de L. clarki sobre sua populagdo. Este impacto depende do nivel de recursos
do habitat que, quando abundante, o ciliado atua de forma aditiva na taxa de
mortalidade e causa a redu¢do do nimero de mosquitos. J4 nos espacos com recursos
limitados, o parasito pode exercer fungdo compensatoria ou depensatoria, a depender

das variaveis locais.

Diferentemente da relacdo de especificidade de Lambornella clarki com seu
hospedeiro, L. stegomyiae revelou alta adaptabilidade ao atacar, de maneira fatal, as
espécies de mosquito Aedes albopictus e Aedes aegypti. Em ensaio produzido por
Ashard e Sulaiman (1995), observou-se ainda que este ciliado, quando na forma

parasitaria, mata seu hospedeiro larval ainda nos primeiros estagios de vida.

Broberg e Bradshaw (1997) investigaram a variacdo genética de A. sierrensis
para avaliar possiveis resistentes adquiridas diante de seu parasito oportunista, L.
clarki. Os resultados mostraram que ndo ha correlacdo entre resisténcia e exposi¢ao

ao longo das geracdes.

Em 1998, Naney e colaboradores trouxeram novas sequéncias da regiao D2
do gene 23s de Lambornella clarki e outros protistas, buscando relevar espécies
cripticas. As reconstrucdes filogenéticas mostraram esta sequéncia associada a
Tetrahymena corlissi, além de proximidade entre os grupos Glaucoma e Colpidium.
Seguindo os estudos de reconstrucdes filogenéticas, Striider-Kypke et al. (2001),
usando o marcador 18Sr-DNA, evidenciamram que a histofagia no género
Tetrahymena ocorreu varias vezes e de maneira independente ao longo da evolugao
dos Tetrahymenidae. Nesse estudo um novo sequenciamento para Lambornella sp.

foi apresentado, tendo se agrupadocomo espécie irma de Tetrahymena empidokyria.

O género Lambornella teve sua terceira espécie descrita em 2003. Foissner
(2003) descreveu Lambornella trichoglossa, com uma minuciosa caracterizaciao
morfologica e ressaltou que o novo taxon difere das espécies congéneres por ndo
apresentar habito parasitdrio em nenhum momento do ciclo de vida e viver
exclusivamente em fitotelmos bromelicolas. Foissner et al. (2003), em estudo mais
amplo sobre ciliados bromelicolas, apontou que hd um forte indicio de correlagao

evolutiva entre espécies fitotelmais e o surgimento das bromélias.

O trabalho de Ganz e Washburn (2006) relatou a adaptacao local de L. clarki,
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influenciada por sua alta viruléncia e ciclo de vida adaptavel. Apresenta-se uma taxa
de migracao do ciliado menor que a de seu hospedeiro, possibilitando ajustes diante
das condicdes locais. Em estudo que buscou compreender a influéncia da
verticalizacao fémeas fertilizadas de A. sierrensis, Mercer, Washburn ¢ Anderson
(2010) constaram homogeneidade nos estratos e auséncia de influéncia de L. clarki

para os mosquitos, com prevaléncia de apens 23,3% do ciliado nos habitats.

Retomando ao estudo dos endemismos, Dunthorn et al. (2012) analisaram o
ambiente fitotelmal bromelicola a nivel molecular utilizando sequéncias do marcador
18Sr-DNA para realizar reconstrugdes filogenéticas. Tal como Lambornella
trichoglossa, organismos que se estabelecerem neste habitat passam por intenso

efeito de especiacdo por influéncia das peculiaridades do ambiente.

Ao utilizar de sequenciamento das regides D1-D2 do gene LSU-rDNA,
Stoeck, Przybos e Dunthorn (2014) mostraram que este método apresenta baixa
variagdo intraespecifica e alta varia¢ao interespecifica para ciliados, a qual se insere

os dados de Lambornella sp.

Partindo de um viés mais ecoldgico, Buosi et al. (2014) mostraram que ha
maior diversidade de ciliados fitotelmais em estagdo de estiagem e que bromélias
proximas do rio apresentam espécies deste habitat, aplicando a mesma l6gica para as
plantas proximas ao solo.

L. trichoglossa demonstra potencial de bioindicador das condi¢des ambientais, dada
sua relacdo com a quantidade de dgua e nutrientes. No ano seguinte, 0s mesmos
autores observaram efeito contrario: a maior diversidade deste estudo ocorreu em
estagdo chuvosa, revelando a dependéncia do fator hidrico para a comunidade
fitotelmal. Entre os organismos citados, notifica-se L. trichoglossa. Ainda em 2015,
Duran-Ramirez et al. (2015) apresentaram o levantamento de ciliados fitotelmais
bromelicolas do M¢éxico via identificagdo morfologica, onde L. trichoglossa foi
encontrada em diferentes espagos amostrais. Assumindo a heterogeneidade destas
comunidades, a presenca desta Lambornella sugere forte tolerancia ambiental. Novos
registros fotograficos de Lambornella stegomyiae foram apresentados por Sulaiman e
Arshad (2017), juntamente do relato de uma forma ameboide no desenvolvimento

deste ciliado.

Em novo trabalho realizado no México, Durdn-Ramirez et al. (2019)
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realizaram o levantamento de ciliados bromelicolas por técnicas morfologicas,
encontrando Lambornella sp. na maioria dos ambientes amostrais. A composicao das
espécies nao ocorre de maneira aleatoria, sendo modulada pelas caracteristicas

ambientais do fitotelmo.

Ao avaliar a influéncia da altitude em comunidades eucaridticas fitotelmais,
Malfatti, Ferreira e Utz (2020) mostram maior riqueza e diversidade alfa em
comunidades de eclevacdo intermediaria, com diversidade beta com maior taxa de
substituicdo em altitudes inferiores e homogeneidade em superiores. Lambornellha
trichoglossa foi mais abundante em altitudes mais baixas, o que sugere maior

complexidade ecologica para espécies especializadas.

Em 2021, Antonetti, Malfatti e Utz analisaram novas comunidades de
fitotelmos bromelicolas identificaram correlacdo positiva entre a riqueza de espécies
com a temperatura da agua e quantidade de bromélias. L. trichoglossa foi encontrada
em diversos extratos, sugerindo ampla tolerancia ecologica e capacidade de

dispersao.

Um amplo levantamento de ciliados foi feito por Campello-Nunes et al.
(2022) no territorio do Chile, utilizando de técnicas morfoldgicas para a identificagdo
destes organismos. Representantes de Lambornella sp. foram encontradas. No
mesmo ano, Durdn-Ramirez et al. (2022) retornam com seus estudos na regido do
México, onde informaram maior riqueza de ciliados em regides montanhosas
nebulares. O género Lambornella foi registrado com representante Lambornella sp. e

visto em area de floresta montanhosa nebular e floresta tropical semidecidua

Apo6s ensaios com controle de temperatura, [smail et al. (2023) confirmaram
que L. clarki possui adaptacdo térmica local, mostrando pico de infec¢do com
temperatura inferior ao seu padrdo de crescimento livre. Ao correlacionar esta
informac¢do com o cendrio de mudangas climaticas, a interagdo ciliado-temperatura
deve ser investigada mais a fundo. Lyberger e colaboradores (2024) aprofundam
nesta questdo e encontra a mesma situagdo em seu ensaio. Adicionalmente, relatou
que a forma parasitaria ndo apresenta adaptacdo térmica local, fendmeno visto pela

forma de vida-livre.
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Revisao Taxonomica

Conforme visto anteriormente na revisdo historica, o género Lambornella
ainda se mostra como um grupo que necessita maior investigagdo em diversos
aspectos, tal como o universo taxondmico. A escassez de estudos morfologicos mais
detalhados das espécies L. stegomyiae e L. clarki dificulta o processo de delimitagdo
morfolégica para o género, bem como sua validade taxonomica. Entretanto, com
base nas descri¢cdes de Keilin (1921) e Corliss e Coats (1976), juntamente com os
esfor¢os de Foissner (2003), existe uma diagnose que diferencia Lambornella dos

outros géneros que compde a familia Tetrahymenidae.

As espécies do género Lambornella, em particular Lambornella trichoglossa,
apresentam um conjunto distintivo de caracteristicas morfoldgicas e estruturais que
as interconectam. Um dos aspectos mais notaveis € a estrutura do aparato oral, que
segue o padrio classico dos ciliados da ordem Tetrahymenida. Este aparato ¢
composto por trés membranelas adorais: a membranela 1, que se destaca por ser mais
longa e curva; a membranela 2, que possui uma curvatura sigmoidal notavel; e a

membranela 3, que ¢ reduzida e apresenta apenas alguns corpos basais dispersos.

r

Adicionalmente, a membrana paraoral no género ¢ continua e ciliada,
consistindo em uma unica fila de cilios que contribui para a funcionalidade alimentar
do organismo. Quando se examina o padrdo ciliar, Lambornella trichoglossa se
distingue por ter um numero elevado de cinécias, geralmente cerca de 47, das quais
algumas estdo dispostas de forma pos-oral. Tal configuracdo ¢ importante para a

locomocao e alimentac¢ao do individuo, facilitando o seu desempenho em ambientes

aquaticos.

Do ponto de vista morfologico, essas espécies geralmente apresentam um
formato fusiforme ou claviforme, com o corpo se alargando na regido pos-oral, onde
se localiza um evidente elevado ventral. O vacuolo contratil ¢ frequentemente
encontrado na parte média do corpo, refletindo a adaptagdo da célula a seu ambiente

aquatico.

J4

Outro ponto crucial a ser destacado é a capacidade das Lambornella de
produzir cistos de resisténcia, o que revela uma adaptagdo significativa para a

sobrevivéncia sob condigdes adversas. Embora Lambornella trichoglossa nao
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produza cistos cuticulares caracteristicos das espécies-irmads, suas caracteristicas
morfoldgicas e funcionais sugerem uma boa capacidade de sobrevivéncia em meios

de cultura, mesmo sem a presenca de hospedeiros.

O ciclo de desenvolvimento das espécies do género Lambornella envolve a
reorganizacdo do aparato oral parental durante a divisdo celular. Durante a divisao, as
células formam proter e opisthe, e o aparato oral original passa por reestruturagao.
Em comparagdo com outras espécies do género Lambornella, esse processo resulta
em fases ndo estomatosas, onde as novas células, como os terontes, ndo possuem um
aparato oral completamente desenvolvido. Essa reorganiza¢do assegura que cada
nova célula desenvolva seu proprio aparato oral funcional, permitindo a adaptacdo e
alimentagdo em seu ambiente apds a divisdo, o que pode diferir em velocidade e

complexidade em relacao a outras espécies do género.

Essas semelhancas, tanto morfologicas quanto funcionais, desempenham um
papel fundamental na compreensdao da sistematica e evolu¢do dentro do grupo,
estabelecendo Lambornella como um género que, apesar de algumas divergéncias,

mantém uma relacdo estreita com outras espécies em sua familia.

A inser¢do de Lambornella dentro da familia Tetrahymenidae ¢ justificada
pela presenca de caracteristicas morfologicas e ontogenéticas que alinham essa
espécie com outras representantes do grupo. Primeiramente, Lambornella
trichoglossa e seus congéneres compartilham uma estrutura oral tipica da familia
Tetrahymenidae, a qual ¢ composta por um aparelho oral ciliado, caracterizado pela
organizagdo especifica das membranelas adorais, a presenca de dicinécias e uma

configuragdo complexa que permite suas interagdes com ambientes aquaticos.

Além disso, Lambornella apresenta um padrao de cinécias somaticas que ¢
semelhante ao de outros membros da familia, com um nimero elevado de cinécias
pés-orais e um arranjo especifico que sustenta a classificagio entre os
Tetrahymenidae. A ecologia de Lambornella, que inclui a habilidade de parasitar
larvas de mosquito, também estd alinhada com comportamentos observados em
algumas espécies de Tetrahymena, que embora principalmente livres, t€m também

representantes com modos de vida parasitarios.

A justificativa para a inclusdo de Lambornella na familia Tetrahymenidae ¢
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ainda reforcada pela andlise filogenética e pela morfologia do ciclo de vida, que
apresenta sincronia na substituicdo do aparelho oral parental, um aspecto que foi
observado nas outras espécies do grupo. Isso implica que, embora existam diferengas
manifestas entre os géneros, como a producdo de cistos e o tipo de relagdo com seus
hospedeiros, os tragos fundamentais de morfologia e ciclo de vida sustentam a

classificacdo de Lambornella dentro da familia Tetrahymenidae.

Assim sendo, a combinagdo de caracteristicas morfoldgicas, a similaridade
funcional e as adaptagdes ecoldgicas observadas em Lambornella corroboram sua
colocagdo na familia Tetrahymenidae, refletindo tanto a diversidade quanto a
complexidade evolutiva dentro das linhagens de ciliados. Assim, Lambornella
representa uma variante que, apesar de suas especificidades, segue as diretrizes

taxondmicas estabelecidas para os membros da Tetrahymenidae.

Apresentaremos as descricdes de cada uma das trés espécies do género
Lambornella: Lambornella stegomyiae Keilin, 1921; Lambornella clarki Corliss e

Coats 1976; Lambornella trichoglossa Foissner, 2003.

Lambornella stegomyiae Keilin, 1921

A descri¢do a seguir ¢ a compilagdo de dados taxondmicos descritos por
Keilin, na publicacdo da apresentagdo da espécie, e a redescri¢do de Corliss e Coats,
ao analisarem novos materiais deste ciliado.

Diagnose: Ciliado parasitario tetrahimenideo. Corpo fusiforme (50 um a 78
um de comprimento, 20 pm a 30 pm de largura), com extremidade anterior
conicamente mais acentuada. Ciliatura holdtrica densa, com cerca de 30 cinécias e
3-5 meridianos pos-orais. Citéstoma pequeno, ventral, em formato de
losango/levemente alongado. Macronucleo esférico (10 um a 15 um de diametro),
com micronucleo (2 pm a 4 pm) situado em uma depressao periférica. Protoplasma
granular, com 1 a 4 vacuolos, apresentando tipicamente 2 poros de vacuolos
contrateis subequatoriais. Reproducdo por fissdo transversal simples (mitose
micronuclear seguida de amitose macronuclear). Estidgio encistado -cuticular
hemisférico (30 pm a 40 pm de didmetro) presente em larvas de mosquitos,

notavelmente Aedes e Culex de orificios de arvores na Malasia, Rodésia e Africa do
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Sul.

Morfologia: Corpo de formato fusiforme quando vivo, apresentando-se oval e
alongado apds fixa¢do. A extremidade anterior ¢ mais fortemente cOnica que a
posterior. O comprimento corporal varia entre 50 pm e 78 pm (média de 78 pum) e a
largura maxima entre 20 pm e 30 um (média de 22 pum). A superficie corporal ¢
uniformemente coberta por cilios dispostos densamente e arranjados
longitudinalmente em estrias paralelas (cinécias), com nimero modal de cinécias em
torno de 30. O ectoplasma ndo ¢ claramente definido, e o endoplasma ¢ muito
granular. Possui 3-5 meridianos pos-orais, com a sutura pré-oral a esquerda da linha
central do corpo. Cilios caudais ou corpos basais polares nunca foram encontrados
e/ou descritos.

O citéstoma ¢ pequeno, de formato losango ou levemente mais longo que
largo, localizado na posi¢do ventral, interrompendo as estrias longitudinais da
superficie do corpo, e aparece mais facilmente em visdo de perfil. As bases das
membranelas ciliares estdo arranjadas predominantemente na parede posterior
anterior da cavidade bucal.

O macrontcleo ¢ esférico, com didmetro variando entre 10 pm e 15 pum
(didmetro de cerca de 15 pm), e impregna-se profundamente com corantes basicos. O
micronucleo, com diametro entre 2 um e 4 pum (cerca de 4 um), aparece como um
pequeno granulo cromatico, situado em uma depressdao ou ranhura periférica do
macronucleo, podendo variar de uma posicdo marginal para uma central, embora
sempre na regido superficial.

O protoplasma ¢ granular, contendo vactiolos baséfilos que se impregnam
com corantes basicos. O numero de vacuolos varia entre 1 a 4. Tipicamente,
apresenta 2 poros de vacuolos contrateis (alcance de 1-3), geralmente na meridiana
do nimero 8 ou 9, com um localizado imediatamente acima do outro, encontrado
geralmente a um nivel subequatorial acima do terco inferior do corpo.

A reprodugdo ocorre por fissao transversal simples, dividindo o corpo em
duas partes iguais. O micronucleo se divide mitoticamente primeiro, € quando os
micronucleos filhos surgem, o macronucleo sofre uma divisdo amitdtica,
acompanhada por uma constricdo do corpo e fissdo do protoplasma. Conjugacao nao
foi relatada.

O estagio encistado € visto na superficie externa da cuticula de larvas de
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mosquitos. O cisto cuticular apresenta-se como uma pequena vesicula hemisférica e
transparente, com diametro entre 30 um e 40 um e altura de cerca de 20 um. A
parede do cisto ¢ fina, sem estruturas definidas. A massa protopldsmica, com
didmetro entre 22 um e 32 pm, contém um macronucleo contraido, com didmetro de
8 um a 10 pm, e uma depressdo periférica onde se encontra o micronucleo. Pode
conter de 1 a 2 vactiolos basofilos de 3 uym a 8 um de diametro.

A espécie ¢ encontrada parasitando instares larvais de mosquitos de orificios
de arvores tropicais, pertencentes a subgéneros como Stegomyia, e outras espécies de
Aedes e Culex na Malésia, Rodésia e Africa do Sul. A infec¢do ocorre em diversas

fases do desenvolvimento das larvas.

Figura 2 (A- G): Ilustragdo de L. stegomyiae vista em microscopia de luz. A-D: In vivo. E- F: Fissdo
binaria ou divisdo transversal. G: Macro e microntcleos. Cy: citéstoma, m: micronucleo, M:

macronucleo, v: vactiolo alimentar.
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Fonte: adaptado de Keilin, 1921.

Figura 3. llustragdes cientificas de L. stegomyiae, evidenciando formas cisticas e
localizagcado no hospedeiro. A-l: Diferentes formas dos cistos cutilares de L. stegomyiae. J:
Larva de Stegomyia scutellaris - extremidade posterior do corpo, sifao e branquias
mostrando, por transparéncia, um grande numero de L. stegomyiae. Os contornos da larva
sao representados esquematicamente, todos os 6rgaos acessorios e pelos sensoriais sendo
omitidos. K: Larva de S. scutellaris - extremidade posterior do corpo mostrando, por
transparéncia, varios espécimes dos estagios ativos de L. stegomyiae. L: ciliado L.
stegomyiae ativo, Cys: cisto, C1: cisto, L1: ciliado ativo, G1: branquia, S1: sifao, m.
micronucleo; M. macronucleo; W. parede do cisto.
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Fonte: adaptado de Keilin, 1921.]

Figura 4. Registros fotograficos de L. stegomyiae representando a morfologia corporal. A: Preparagdo de
carbonato de prata de L. stegomyiae. Observa-se a membrana ondulante (UM), a zona adoral tripartida de
membranelas (AZM), sutura pré-oral (PS), macronicleo (MA) e microntcleo (MI). B: Preparagdo de
carbonato de prata de um trofonte de Lambornella stegomyiae em processo de fissdo binaria. A fissdo
comecou com a divisdo do micronucleo (MI) e foi seguida pela divisdo do macrontcleo (MA). O plano de
fissdo corta transversalmente as cinécias (K). C: Preparagdo de carbonato de prata de um par de L.
stegomyiae em conjugacgdo. Observe os macronticleos (MA) e os microntcleos em divisdo (MI). D: Cisto
resistente a dessicagdo (DRC) de L. stegomyiae ao lado de um ovo de A. albopictus. E: Formas
arredondadas (RF) de L. stegomyiae em um ovo de A. albopictus. F: Formas ameboides (AF) de L.
stegomyiae na papila anal da larva de 4. albopictus. G: Cistos cuticulares (CC) de L. stegomyiae na cuticula
de uma larva de primeiro instar de A. albopictus. Observe o ciliado recém-penetrado (PC).

Fonte: adaptado de Sulaiman e Arshad, 2017.
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Lambornella clarki Corliss e Coats, 1976

Diagnose: Corpo com tamanho médio de 71x45um e geralmente de formato
piriforme, embora ocasionalmente com cauda, nimero modal de cinécias 46, com
alcance de 44-52; 6-9 meridianos pds-orais, sendo 7 o nimero mais comum; sutura
pré-oral diretamente no eixo corporal; usualmente 2-3 poros de vactolos contrateis
(alcance de 1-5), envolvendo meridianos 6-7, 7-8 ou 8-9, nenhum acima do outro ou
paralelo, tipicamente no quarto inferior do corpo, abertura bucal com largura tao
comprida quanto larga, especialmente evidente nos espécimes arredondados, com as
bases das membranelas bucais mais ou menos paralelas umas com as outras,
geralmente ligeiramente inclinado para o eixo do corpo e em maioria a esquerda da
linha medial; cilio caudal nunca notificado, mas complexo do corpo basal polar ¢
claramente presente em espécies impregnados por prata; didmetro do macronucleo
cerca de 18um, microntcleo cerca de Sum; cisto cuticular hemisférico com 46-
60um de diametro e 25-40pum de altura quando alojado no mosquito; numerosos
pontos escuros (locais de melanizagdao do tecido hospedeiro danificado e/ou ciliados
mortos no ato da invasdo) entre a cuticula e a epiderme, particularmente proeminente
no pos-segundo instar larval (de A. sierrensis de orificios no tronco de carvalho)
caracteristica de hospedeiros infectados; encontrado em hospedeiro de dois

municipios ndo adjacentes da California.

35



Figura 5. A-C: L. clarki impregnada pela prata evidenciando a ciliatura somatica ¢ oral.. A: Vista
ventral. B: Vista polar anterior revelando o padrao de convergéncia das cinécias somadticas na
extremidade anterior do organismo. C. Estdgio inicial de divisdo do ciliado mostrando a
estomatogénese paracinética no presumido opisthe e a substituicdo oral no proter. Campos de
cinetossomos "erraticos" parecem, em ambos os casos, ter sido derivados de por¢des da cinécia

estomatogenética.

N

Fonte: adaptado de Corliss e Coats, 1976.
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Figura 6. A-F. Fotomicrografias de L. clarki em contraste de fase. A: Individuo recém-cistificado
assentado sobre a cuticula do torax de larvas de segundo instar do hospedeiro, A. sierrensis. B: Ciliado
imediatamente apds a penetracdo da cuticula da larva de segundo instar do hospedeiro mosquito. C:
Produtos da divisdo de um ciliado aparentemente preso entre a nova e a antiga cuticula na larva de
mosquito em processo de muda. D: Contraste de fase de se¢do de material ndo corado, mas fixado,
revelando cisto vazio na parte externa da cuticula do hospedeiro ¢ o corpo melanizado, por baixo, do
ciliado, que nunca conseguiu penetrar pela epiderme até a hemocele. E: Contraste de fase de secdo de
material ndo corado, mas fixado, mostrando o ciliado morto e melanizado logo abaixo da cuticula do
hospedeiro (cisto vazio, normalmente na parte externa, perdido nesta secdo especifica). F: Fotografia
de larva de quarto instar do mosquito hospedeiro A. sierrensis mostrando manchas negras
(melanizadas) indicando os locais de tentativas de invasdo mal-sucedidas pelo ciliado endoparasita L.
clarki n. sp. Escalas: A: 440x, B: 550x, C: 550x, D: 280x, E: 550x%, F: 20x.

Fonte: adaptado de Corliss e Coats, 1976.
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Lambornella trichoglossa Foissner, 2003

Diagnose: Tamanho em torno de 200x50 um in vivo. Indistintamente
fusiforme, geralmente ligeiramente sigmoidal e mais largo posturalmente devido a
uma protuberancia ventral. Aparelho nuclear pds-oral no segundo quarto da célula.
Vacuolo contratil proximo ao meio do corpo, geralmente 2 poros excretores ao fim da
cinécia 6. Extrussomos em formato de bastdo, com dimensao média de 2.5x0.25 um.
Em média 47 linhas ciliares, a qual 8 sdo pds- orais, os outros encontram-se
preoralmente ao longo de uma sutura espatular; distdncia entre cinécias 1 e n
aumentado distintamente pos-oralmente; 1 cilio caudal; Membranela adoral 1
curvada, menbranela 2 sigmoidal e direcionada para a direita, membranela 3

diminuta. Linhas de prata projetando-se em loop entre os corpos basais.

Descricdo: Espécies cultivadas 120-250x30-70 um in vivo, geralmente
proximo de 200x50 pum. Células impregnadas com protargol sdo cerca de 18%
menores do que os espécimes impregnados com prata de Chatton-Lwoff,
provavelmente devido a algum encolhimento durante a preparagdo; espécimes
provenientes de culturas em declinio e do material transportado para Salzburgo sao
consideravelmente menores, a saber, 100—150 x 25— 35 um in vivo. A vista lateral da
forma ¢ altamente caracteristica, ou seja, ligeiramente sigmoidal e fusiforme, até
distintamente claviforme devido a uma saliéncia pds-oral conspicua; assim, a parte
mais larga estd no segundo quarto, estreitando-se gradualmente na regido anterior e
especialmente na posterior, formando uma cauda mais ou menos distinta; ambas as
extremidades sdo estreitamente arredondadas; ndo achatadas. O aparato nuclear esta
invariavelmente localizado no segundo quarto da célula, ou seja, entre o aparato oral
e a regido média do corpo. O macronucleo ¢ globular a ligeiramente elipsoidal,
contendo um nucléolo reticulado in vivo, enquanto muitos nucléolos globulares,
conectados por finos filamentos, sdo reconheciveis em coloragdes com prata. O
micronicleo geralmente estd em uma pequena indentacdo, raramente até 10 pm
distante do macrontcleo, medindo cerca de 5 um de didmetro in vivo. O vactolo
contratil estd ligeiramente acima ou distintamente acima da regiao média do corpo,
em média 46% distante da extremidade anterior do corpo. Ele se forma a partir de
pequenos vacuolos que se fundem durante a didstole; possui de um a trés, em média

dois, poros excretores minusculos na extremidade de uma, raramente duas, fileiras
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ciliares encurtadas, ou seja, nas cinécias 5-7, geralmente na ciéncia 6, cuja linha
meridiana de prata continua posteriormente. Os poros geralmente estdo dispostos um
apds o outro, raramente em linha obliqua ou transversal, ou dispersos. Cortex liso,
exceto na area oral direita e pré-oral, onde as cinécias se estendem em sulcos
superficiais. Extrusomos, provavelmente mucocistos, fixados ao cortex, numerosos,
formam uma faixa densa entre cada duas fileiras ciliares e as mitocondrias alongadas
dispostas seriamente a direita das cinécias; em forma de bastdo com extremidades
arredondadas, cerca de 2,5 x 0,25 pum in vivo; ocasionalmente impregnados com
protargol. O citopigeo ¢ subterminal no terco posterior da célula, na extremidade da
cinécia encurtada 1, aparece como uma linha argirofilica em preparagdes com nitrato
de prata e como uma area ligeiramente alargada e incolor em espécimes impregnados
com carbonato de prata e protargol. O citoplasma ¢ incolor, espécimes bem
alimentados, no entanto, aparecem escuros em baixa magnificagdo (< % 100) devido
a vacuolos alimentares e muitas goticulas lipidicas altamente refrativas de até 10 um
de diametro. Alimenta-se de rotiferos grandes, tanto na amostra nativa quanto nas
culturas brutas, digeridos em vactolos de até 100 x 50 um de tamanho. Em culturas
de graos de trigo, também ingere bactérias, flagelados (Peranema sp., Polytomella
sp.) e graos de amido. Nada rapidamente por rotagdo em torno do eixo principal do

COrpo; nunca repousa.

Cilios cerca de 8um de comprimento in vivo, que forma ondas metacronais
bastante proeminentes na metade anterior densamente ciliada do corpo, dispostas em
uma média de 47 fileiras equidistantes, na maioria meridionais, que se curvam
distintamente ao longo da margem direita da abertura oral, semelhante ao Colpidium
(Ganner e Foissner, 1989); muito mais proximas entre si na regido anterior do que na
posterior, onde algumas fileiras sdo encurtadas, e o padrdo das fileiras torna-se
indistinto devido ao espacamento mais amplo dos corpos basais. As linhas ciliares
comegam ao longo de uma reta, conspicuamente espatuladas e levemente projetado
para sutura pré-oral com dicinécia ciliada, exceto por uma média de oito cinécias
pos-orais, linhas de dois a seis a direita da abertura oral, e a primeira linha a esquerda
da abertura oral. Dicinécias distintas apenas em preparacdes especialmente
favoraveis. As cinécias poés-orais e as localizadas a direita do aparelho oral
frequentemente apresentam pequenas irregularidades, como interrupgdes minimas e

corpos Dbasais espagados de forma irregular; uma ou vérias fileiras sdo
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ocasionalmente levemente encurtadas na regido anterior e, especialmente, na
posterior, onde terminam nos poros excretores, de forma subterminal e/ou encurtam
gradualmente ao longo das margens direita e esquerda da citopige, formando uma
sutura mais ou menos distinta. Cinécia pds-oral 1 e n curvados anteriormente,
produzindo uma 4area em formato de V que ocasionalmente contém alguns corpos
basais alinhados ou dispersos, semelhantes a remanescentes da ultima
estomatogénese. Cilio caudal levemente inserido dorsalmente, sitiado por uma
pequena area lisa, originando de um poco ciliar distinto, com cerca de 25um de
comprimento e disperso dorsal obliquamente in vivo, ter¢o distal bastante fino e
facilmente ignorado; corpo basal nao alargado em preparagdes de nitrato de prata, na
qual alargava-se distintamente em espécimes impregnadas por protargol e carbonato
de prata, indicando o complexo de cilio caudal, como definido por Corliss (1952).
Cinécias somadticas comuns compostas de dois (trés em dicinécias anteriores)
granulos obliquamente orientados, cercados por uma linha ténue e associado com
uma curta fibra anteriormente estendida ao lado direito da cinécia; granulo anterior
geralmente levemente largo e impregnado profundamente do que as ciliatura
posteriores; cinécias anteriores 10-15 das cinécias pds-orais associam-se com um
sistema especial de fibras, reconhecidas ocasionalmente em espécimes impregnados

por protargol.

O aparelho oral estd subterminal na primeira sexta parte da célula, em média,
pequeno (cerca de 15x15um) quando comparado ao tamanho da célula (cerca de
200x50um). Abertura oral arredondada e triangular, parte posterior ¢ margem
esquerda bem definida e ligeiramente espessada, a direita se funde gradualmente ao
cortex somatico. A cavidade bucal ¢ apenas ligeiramente maior que a abertura oral e
bastante plana, expondo a membranela adoral 1 quase completamente. Fibras
faringianas com cerca de 20um de comprimento, O funil oral é pouco conspicuo e
estende-se obliquamente dorsal e posterior. Invariavelmente trés membranelas
adorais, cada qual composta por trés linhas de corpos basais, a linha direita
acompanhada por uma linha impregnada clara e granular (sacos parassomaticos).
Membranela 1 ancorada na parede bucal esquerda, orientada para o eixo central do
corpo e ligeiramente a distintamente convexo, conspicuo por sua composi¢ao de trés
fileiras ndo encurtadas de cilios de cerca de 10 um de comprimento, formando um

feixe espesso e em forma de lingua, invariavelmente direcionado para a direita em
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micrografias de eletronica de varredura, cobrindo assim as membranelas 2 e 3. A
membranela 2, no meio da cavidade bucal, é distintamente sigmoidal e direcionada
obliquamente para a direita, formando um padrao triangular com a membranela 1.
Membranela 2 no meio da cavidade bucal, distintamente sigmoidal e direcionada
obliquamente para a direita, formando um padrdo triangular com a membranala 1;
linhas de corpos basais individuais levemente encurtados anteriormente com o final
membranelar anterior composto de apenas uma ou duas linhas. Membranela 3
proxima da extremidade proximal da membranela 2, diminuta, a qual consiste
algumas vezes de alguns, ou levemente espagados, corpos basais. Membrana paraoral
a metade posterior direita da abertura oral com o ter¢o proximal estendido para a
cavidade bucal, levemente curvado (distintamente em preparacdes comprimidas,
provavelmente devido a distor¢do dos sistemas fibrilares que conferem forma), em
preparacdes de protargol compostas de dicinécias muito estreitamente espagadas,
provavelmente possuindo cilios apenas no corpo basal direito (externo), enquanto o
esquerdo (interno) estd associado a uma fibra que se estende para a parede bucal; as
fibras da parede bucal formam uma estrutura estriada em forma de prato,

projetando-se do corpo em cerca de 3um.

Os padroes de linha de prata s3o simples devido a auséncia de meridianos
secundarios. Os meridianos primarios apresentam-se em forma de loop,
projetando-se para a esquerda entre as cinécias, especialmente no quartil médio da
célula, onde os loops sdo mais frequentemente associados a acumulacio de granulos
de prata, provavelmente marcando os locais de fixagdo dos extrusomas. Os loops de
linha de prata tornam-se menores anteriormente e posteriormente, onde os
meridianos se encontram em uma linha de prata circular que circunda o complexo do
cilio caudal, associado com uma, raramente duas ou trés, linhas de prata que

atravessam a area lisa.

A ontogénese de Lambornella trichoglossa ¢ homotetogénica e ocorre em
condi¢do livre e motil (ndo encistada). A estomatogénese ¢ paracinetal e o aparelho
oral parental ¢ completamente reorganizado. Basicamente, o processo se assemelha
ao de Tetrahymena, exceto que as estruturas orais parentais (proter) sdo substituidas
de forma sincrona com a producdo do novo aparelho oral opisthe, ¢ uma quarta

membranela adoral, que desaparece em divisores médios, ¢ gerada durante a
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estomatogénese precoce. Essas peculiaridades sdo novas e caracteristicas principais

do género.

A divisdo comeca com a formacdo do primoérdio oral do opisthe, ou seja, a
producdo de corpos basais dispersos na parte média, proximos a esquerda da cinétia
1. Um pouco depois, a estomatogénese do proter comega com a formagdo de um
campo anarquico de corpos basais sob o aparelho oral parental na area alargada entre
a cinétia 1 e n. Essa curta pausa na estomatogénese do proter ¢ reconhecivel durante
todo o processo. Além disso, a estomatogénese ¢ monoparacinetal, ou seja, envolve
apenas a cinétia 1, enquanto os corpos basais na extremidade anterior das possiveis
cinétias pos-orais a esquerda da cinétia 1 sdo ou reabsorvidos ou incorporados ao

primérdio oral em crescimento.

O primordio oral logo cresce para um grande campo, tanto no proter quanto
no opisthe, composto de monocinétias dispersas e dicinétias indistintas. Ocorre uma
intensa proliferagdo de corpos basais dentro das cinétias somaticas. Em seguida, as
membranelas adorais se montam na area anterior esquerda do campo anarquico,
deixando para tras numerosas cinétias dispersas na area direita e posterior. As
membranelas consistem em pequenos fragmentos dicinetais que se alinham as
protomembranelas curvadas ao longo da margem anterior e esquerda do primérdio

oral.

Concomitantemente, a reabsor¢cdo do aparelho oral parental comega. A
cavidade bucal se achata e a membrana ondulante se desorganiza, enquanto as
membranelas adorais ainda estdo intactas. As cinétias somaticas comeg¢am a s¢
separar na area de fissdo prevista, com possibilidade de haver reconhecimento prévio

da separacdo em alguns espécimes. O micronucleo comega a se dividir.

Os proximos eventos estomatogénicos sao a montagem da membrana paroral
e a reabsorcao das estruturas orais parentais. Assim como as membranelas adorais, a
membrana paroral se monta a partir de pequenos fragmentos dicinetais formados a
partir das dicinétias dispersas na area direita e posterior do primérdio oral. Algumas
cinétias supernumerarios permanecem na extremidade posterior da nova membrana
paroral por um tempo; eventualmente, eles sdo reabsorvidos ou, possivelmente, se
organizam na curta linha ciliar encontrada em alguns espécimes em intervalo entre a

porcdo anterior das cinétias 1 e n. Concomitantemente, as recém-formadas
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membranelas adorais se tornam de trés filas e uma pequena quarta membranela ¢é
gerada tanto no proter quanto no opisthe, ou em ambos, em metade dos 12 divisores
apropriados encontrados. Claramente, esta quarta membranela, que ¢ uma estrutura
bastante transitoria, ndo ¢ parte da paroral, mas localizada a direita da membranela 3
e a esquerda da nova paroral. A area oral parental se achata e as membranelas adorais
se desorganizam lentamente e comegam a migrar anteriormente para a sutura preoral
alargada. A divisao micronuclear esta quase completa € 0 macronucleo comecga a se

dividir.

Quando a fissdo celular comeca, a divisdo nuclear e a estomatogénese estao
quase completas em ambos, proter e opisthe, e as estruturas orais parentais foram
reabsorvidas. A membrana paroral agora consiste em cinétias muito espacadas que
perderam a aparéncia dicinetal das etapas anteriores; preparacdes de protargol
indicam que seguem como em dicinétias, onde apenas o corpo basal ciliar direito
(externo) impregna distintamente. A sutura preoral parental ainda estd alargada. Os
primeiros pos-divisores sdo fusiformes e ainda t€ém uma cavidade bucal bastante
achatada, com membranelas adorais dispostas obliquamente e em paralelo,

mostrando que o padrao final ocorre apenas em pds- divisores tardios.
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Figura 7. A-J. L. trichoglossa in-vivo (A-E, 1, J), ap6s impregnacdo com protargol (F) e apos
impregnagdo com nitrato de prata segundo Chatton-Lwoff (G) e Klein-Foissner (H). A: Vista lateral
direita de um espécime representativo que ingeriu um grande rotifero. B, C: Variantes de forma esguia
e robusta. D: Extrusoma, com comprimento de 2,5 pm. E: Extremidade posterior do corpo com cilio
caudal de 25-30 pm de comprimento. F: Padrdo ciliado do lado ventral do espécime holétipo. G: Vista
ventral de um espécime bem preservado. A seta marca a parede direita estriada da cavidade bucal. H:
Padrido de linha prateada na regido do polo posterior mostrando o cilio caudal dentro e cercado por
uma linha prateada. I, J: Secdo 6tica e vista da superficie do cortex. CC — cilio caudal, CY — citopigeo,
El — extrusomas, EP — poros excretores, K — cinécias, LD — gotas lipidicas, MA — macronucleo, MT —
mitocondrias, OA — aparato oral. Escalas: 50 um (A, F, G) ¢ 10 um (H).

Fonte: adaptado de Foissner, 2003.
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Figura 8: L. trichoglossa em micrografia eletronica de varreadura (A-D) e apds impregnagdo pela
prata (E-G). A: Vistas ventrolaterais com poros excretores. B: Vista lateral direita. C-D: Vistas ventrais
mostrando a abertura oral triangular arredondada ¢ a membranela adoral 1 conspicua em forma de
lingua inserindo-se na parede bucal esquerda; as membranelas 2 e 3 estdo cobertas pela membranela 1.
As setas marcam a membrana paroral pouco visivel, composta por uma Unica fileira de cilios com o
mesmo comprimento que os cilios somaticos. O asterisco denota fibras ligeiramente projetadas na
parede bucal direita; essas fibras formam uma estrutura estriada in vivo e em preparagdes de nitrato de
prata. E-F: Padrdo ciliado do lado ventral e dorsal. O asterisco denota um alargamento entre a cinécia
1 e n. A seta marca os poros de excre¢do. G: Visdo ventral das populacdes da Republica Dominicana
em preparagdes permanentes de carbonato de prata. Visdo geral e detalhes do opisthe de um divisor,
cujo opisthe possui uma quarta membranela adoral supernumeraria (setas). A seta marca as
membranelas adorais parentais em reabsor¢do. A membrana paroral consiste em dicinécias claramente
reconheciveis. OA - aparelho oral, MA — macronucleo, M1 — membranela adoral, S — pré-sutura oral,
CY — citopigeo, K1 — cinécia 1. Barras de escala: 50 um (A-B, E-F), 40 pm (C), 10 um (D), 60 pm
(G).

Fonte: adaptado de Foissner, 2003.
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CAPITULO 2

Caminhos da literatura sobre ciliados do género Lambornella Keilin, 1921
(Ciliophora, Tetrahymenidae): uma analise cienciométrica

Resumo

A quantidade de material cientifico produzido ndo acompanha a capacidade cientifica
de analisar este material publicado. Com o auxilio da tecnologia e da formacdo
continua de novos cientistas, as publicagdes de producdes académicas sdo alocadas
nas mais diferentes revistas e relativos assuntos. Este conteudo muitas vezes ¢
negligenciado, visto a alta demanda de informagdes disponiveis. A cienciometria
surge como uma ferramenta capaz de elencar essas informagdes, oferecendo uma
analise quantitativa dos dados. Esta forma de interpretagdo permite observar pontos
fortes dos dados, bem como aqueles que carecem de maiores investigagdes. Tal
cenario € visto dentro do universo dos ciliados, que segue deficiente de uma analise
aprofundada de suas publicagdes. Esta realidade se aplica a um grupo especifico
destes microrganismos, o género Lambornella. Com o objetivo de analisar a
dindmica das pesquisas realizadas desde a sua descri¢do original, uma analise
cienciométrica foi realizada no periodo de 1921 até 2024. Os resultados
possibilitaram identificar uma defasagem geral nos estudos de Lambornella
stegomyiae, ao ponto que Lambornella clarki foi contemplada por extensa
investigacdo da sua relacdo parasito-hospedeiro. Embora a descricdo morfologica de
Lambornella trichoglossa seja detalhada e completa, o conhecimento sobre sua

biologia ¢ limitado, exigindo estudos urgentes em areas como ecologia e genética.

Palavras-chave: cienciometria, Lambornella, Lambornella stegomyiae, Lambornella
clarki, Lambornella trichoglossa.
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Introducio

A producdo académica tem crescido de forma exponencial, impulsionada por
inovagdes tecnoldgicas e pelo aumento do numero de pesquisadores em diversas
areas do conhecimento. Como resultado, os produtos da investigacdo cientifica se
acumulam em grande escala (Leonelli, 2019). Além das publicacdes
contemporaneas, ha um vasto acervo de trabalhos do passado, ampliando ainda mais
o volume de informagdes disponiveis. No entanto, essa abundancia de dados
frequentemente carece de curadoria, o que gera lacunas devido a auséncia de analises

aprofundadas (Fan, Han e Liu, 2014; Cai e Zhu, 2015).

Diante desse cendrio, a cienciometria surge como uma abordagem promissora
para a compreensao quantitativa da ciéncia. Aplicada na analise de citagdes e padroes
de publicagdo na literatura académica, essa area interpreta as publicagdes como um
sistema de comunicagdo e oferece meios para mensurar e avaliar o desempenho da
pesquisa cientifica. Por meio de suas métricas, a cienciometria quantifica a qualidade
e o impacto da producdo cientifica, contribuindo para a organizacio e o

aprimoramento da investigacdo académica (Mingers et al., 2015).

Além disso, a andlise cienciométrica desempenha um papel crucial na
compreensdo do desenvolvimento da ciéncia e da tecnologia ao longo do tempo,
fornecendo indicadores essenciais para a avaliacdo dessas dinamicas (Van Raan,
1997). Sua aplicacdo permite ainda elucidar redes de colaboragdo, identificar
agrupamentos tematicos de pesquisa e mapear padrdes de evolugdo historica,
oferecendo uma visdo mais abrangente sobre os rumos da producdo cientifica (Li et
al., 2023). Assim, a cienciometria se consolida como uma ferramenta indispensavel
para compreender as transformacodes do conhecimento, facilitando a interpretacao das
dinadmicas de pesquisa e orientando novas diregdes para os campos de investigagdo e

analise (Wani et al., 2019).

A cienciometria tem se mostrado uma ferramenta eficaz em diversas areas de
pesquisa, especialmente em andlises voltadas a biodiversidade e as ciéncias da
natureza (Gupta e Singh, 2023; Ali e Kumari, 2018; Filho et al., 2022), tendo sido

aplicada em estudo envolvendo ciliados (Moraes et al., 2017).

O filo Ciliophora Doflein compreende um grupo altamente diverso de
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microrganismos unicelulares ciliados que ocupam uma ampla variedade de nichos
ambientais, desde habitats terrestres (Barti et al., 2024; Huang et al., 2024) seja em
ecossistema aquatico de agua doce (Abraham et al., 2024; Oliveira et al., 2024) ou
marinho (Malfatti et al., 2024; Liu et al., 2017). Além da diversidade de habitats, os
ciliados desempenham papel fundamental nas interagdes ecoldgicas, sendo
elementos-chave nas cadeias troficas dos ecossistemas em que ocorrem. Sua atuagao
abrange processos como a decomposicdo da matéria organica € o controle
populacional de outros microrganismos e pequenos invertebrados (Kamiyama et al.,

2015; Weisse et al., 2017).

Adicionalmente, os ciliados podem estabelecer relagdes simbidticas com
ampla gama de organismos, caracteristico ao longo da evolu¢do do grupo (Costa;
Dias; Rossi, 2021). Essas interagdes simbioticas também influenciam diretamente as
dinamicas ecologicas dos hdabitats onde esses protozodrios sdo encontrados,
impactando a estrutura e o funcionamento dos ecossistemas (Gao et al., 2016).
Dentro dessa diversidade funcional e ecoldgica, destaca-se o género Lambornella
Keilin 1921, cujas espécies apresentam caracteristicas particulares que refletem a
complexidade das interacdes destes ciliados nos ambientes naturais. Com
caracteristicas morfologicas peculiares ao grupo, o género Lambornella
consolidou-se com suas trés espécies de ciliados tetrahimenideos: Lambornella
stegomyiae Keilin, 1921; Lambornella clarki Corliss e Coats, 1976; e Lambornella
trichoglossa Foissner, 2003. Esses trés representantes compartilham tracos
distintivos, incluindo uma grande por¢do de suas cinécias somaticas organizadas
predominantemente como dicinetideas, a presenca de um aparelho oral caracterizado
por uma membrana paraoral ciliada e continua, além de membranelas adorais

dispostas em policinécias organizadas em trés fileiras ciliares (Foissner, 2003).

Além dessas particularidades morfoldgicas, o género Lambornella inclui
espécies de habito parasitario facultativo em mosquitos culicideos, demonstrando a
capacidade de formar cistos cuticulares invasivos (Foissner, 2003; Lynn, 2008).
Essas interacdes parasitarias conferem grande relevancia ecoldgica ao grupo,
influenciando a dinamica populacional de seus hospedeiros invertebrados (Ismail et
al., 2024; Lyberger et al., 2024) e levantando discussdes sobre seu papel nos
ecossistemas em que ocorrem (Simdo et al., 2017; Antonetti, Malfatti e Utz, 2021,

2021).
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Apesar dos avancos no conhecimento sobre Lambornella, ainda persistem
lacunas significativas que exigem investigacdo mais aprofundada para compreender
quanto aos aspectos que refletem a validacdo do género. A necessidade de estudos
abrange tanto abordagens individuais, voltadas para a biologia e os processos
especificos de cada espécie, quanto perspectivas mais amplas, que englobam o grupo

como um todo. A exploragdo de diferentes aspectos desse clado € essencial para

ampliar nosso entendimento sobre sua diversidade, evolugao e papel ecologico.

Diante do contexto das pesquisas sobre o género Lambornella, este estudo
teve como objetivo analisar a dindmica das investigagdes realizadas desde a sua
descricao original, em 1921, até 2024, periodo final das andlises. Por meio da
abordagem cienciométrica, buscou-se tragar um panorama quantitativo da produgdo
cientifica sobre o grupo, mapeando a publicacdo de artigos e¢ as redes de
comunicacdo estabelecidas ao longo do tempo. Essa abordagem permitiu
compreender a evolucdo dos estudos sobre Lambornella, oferecendo uma visdao

ampliada do desenvolvimento do conhecimento cientifico nesse campo.

Metodologia

Este estudo utilizou dados bibliométricos para ciliados do género
Lambornella de publicagdes de 1921 a 2024 extraidos das plataformas Web of
Science, Scielo, PubMed, Scoupus e Google Académico, por meio de pesquisas
utilizando o nome das espécies como palavras-chave fundamentais, ou seja, as buscas
foram feitas com (I) Lambornella stegomyiae, (11) Lambornella clarki e (III)
Lambornella trichoglossa (ver Figura 9). Na busca de sinonimias (propostas por
alguns autores) com o género Tetrahymena, também se buscou por Tetrahymena
stegomyiae, Tetrahymena clarki e Tetrahymena trichoglossa, extraindo toda

producao encontrada.
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Figura 9: Representagdo via ilustragdo cientifica em visdo ventral das espécies do género
Lambornella, realizados apds técnica de impregnagdo por prata. A morfologia corporal ¢ ilustrada,
com enfoque na disposi¢do da ciliatura somatica, no formato do corpo e¢ na posi¢do e formado da
abertura oral. 1. Lambornella stegomyiae;

2. Lambornella clarki; 3. Lambornella trichoglossa. Escalas: 1 e 2 =20um; 3 = 50pm.

.

Fonte: Ilustragdes 1 e 2: adaptado de Corliss e Coats 1976; e Ilustracdo 3: adaptado de Foissner, 2003.

Especificamente, neste estudo realizou-se (1) A identificacao das publicacdes
originais dos trabalhos realizados do género de protozoarios ciliados Lambornella
Keilin de 1921 a 2024; (2) Extracdo de variaveis dos trabalhos supracitados; (3)
Andlise bibliométrica do conjunto de dados. Com a base montada, foram aplicados
critérios de exclusdo para garantir trabalhos relevantes, sendo eles: (1) Nao ser

apenas citacao; (2) Nao ser artigo de revisao e (3) Nao ser trabalho duplicado.

Para a montagem do banco de dados para anélise, organizou-se: Ano, Autor,
Titulo, Plataforma Cientifica, Palavras-chave, Revista, Pais e Laboratorio. O
software e os pacotes utilizados no presente estudo foram Rstudio: Language and
Environment for Statistical Computing, versdo 4.4.2, Tidyvese para manipula¢ao dos

dados e plotagem dos graficos.

Resultados

Entre 1921 e 2024, a busca pelos termos Lambornella stegomyiae,
Lambornella clarki e Lambornella trichoglossa nas plataformas Scopus, Google
Scholar, Web of Science (WoS), PubMed e SciELO resultou em 215 publicacdes.
Dentre esses trabalhos, 140 correspondiam a citagdes (42 para L. stegomyiae, 84 para
L. clarki e 12 para L. trichoglossa), enquanto 19 eram duplicatas (11 de L.
stegomyiae ¢ 8 de L. clarki), sendo estas ultimas excluidas conforme os critérios

estabelecidos. Assim, foram identificados 56 estudos originais e Unicos sobre
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protozoarios ciliados do género Lambornella Keilin, sendo a primeira publicacdo
referente a descri¢do de L. stegomyiae.
Observou-se que 71,4% (40) dos trabalhos foram publicados no século XX, e
46,4%
(26) antes de 1991, evidenciando a predominancia de estudos com pelo menos 34
anos. A recuperacao de informagdes completas e padronizadas sobre esses trabalhos
mais antigos mostrou-se desafiadora, sobretudo no caso de manuscritos ou
documentos datilografados que foram posteriormente digitalizados, muitas vezes

com perda de dados essenciais.

ApoOs a selecdo dos trabalhos, as informacdes das varidveis definidas na
metodologia foram extraidas das cinco plataformas mencionadas, visando maximizar
a completude e a qualidade dos dados. Em 40% dos casos, foi necessario recorrer a
pelo menos trés plataformas para obter todas as varidveis, enquanto 50% dos
trabalhos tiveram seus dados completamente extraidos a partir de uma tnica fonte. A
Figura 10 representa a distribuicdo percentual dos trabalhos identificados em cada

plataforma, sendo possivel a ocorréncia de registros em multiplas bases de dados.

Figura 10. Distribuig¢@o percentual de publicagdes cientificas referente ao género Lambornella, com
base nas correlagdes dos resultados obtidos nas bases de dados bibliograficas. As plataformas
investigadas foram Google Scholar, Web of Science (WoS), Scopus e PubMed. O eixo horizontal
apresenta o percentual de publica¢des, baseado no numero total de artigos. O eixo vertical apresenta as
combinagdes exclusivas ou conjuntas dos bancos de dados.

Scholar-+ 28

PubMed, WoS, Scopus, Scholar 11

WoS, Scopus, Scholar+ 6

WoS, Scholar+ 4

PubMed, WoS, Scholar

-
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% Publicagdes

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Embora todas as plataformas consultadas com os mesmos parametros, o
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Google Scholar contribuiu, a0 menos parcialmente, para a obtencdo de informacdes
em 97% dos artigos, sendo a plataforma com maior numero de registros encontrados.
Ainda que haja compartilhamento de publicagdes entre as plataformas analisadas,
uma proporcao elevada de trabalhos foi encontrada apenas no Google Académico.

Nenhum resultado foi obtido nas buscas na plataforma SciElo.

Com a base completa, observou-se a frequéncia absoluta e relativas das
publicacdes ao longo dos anos, como ja comentado, a grande maioria dos trabalhos
foram publicados no século passado, com destaque para sua ultima década, onde foi
observado o pico de publicagdes e subsequente uma queda consideravel dos estudos,
onde houve apenas um crescimento pequeno nos anos de 2011 a 2020. Na Figura 11

constam as frequéncias das publica¢des ao longo das décadas.

Figura 11: Distribuicdo percentual do numero total de publicagbes do género
Lambornella ao longo do tempo. O eixo horizontal apresenta a linha do tempo
separada por décadas e subdividida entre o século XX e o século XXI. O percentual

de publicagdes € indicado no eixo vertical, seguindo progressao ao longo do tempo.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Dentre os oito autores com maior contribui¢do no nimero de trabalhos
publicados, destacam-se os trés primeiros mais influentes: Washburn, com 16% do
total de artigos do banco de dados; Corliss, com 11%; e Dzerzhinsky com 7%.
Percebe-se que os trabalhos relacionados as espécies L. stegomyiae e L. clarki

contam com maior numero de pesquisadores envolvidos. Nao obstante, ambas as
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espécies sdo as mais antigas quando comparadas com L. trichoglossa. Cerca de 75%
dos primeiros autores publicaram apenas uma vez sobre os ciliados do género
Lambornella, independente da espécie.

Figura 12. Comparativo percentual da participagdo de primeiros autores no
total de publicagbes sobre o género Lambornella. O eixo horizontal mostra o
percentual total e o eixo vertical lista os primeiros autores e sua contribuigao.

Apenas autores com duas ou mais publica¢des estdo representados no grafico.

Washburn+ 9

Corliss+ 6

Dzerzhinski+ 4

Yee- 3

Autor

Egerter 3

Muspratt 2

Foissner 2

Clark 2

0% 2% 4% 6% 8%  10%  12% 14%  16%
% Publica¢des

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Entre as revistas de publicacao cientifica dos artigos encontrados, observa-se
o predominio de —Journal of Medical Entomologyl em primeira posi¢ao, seguido da
—Parasitologyl em segundo e —Journal of Invertebrate Pathologyl em terceiro.
Partindo da premissa que a maior parte dos artigos publicados sdo a respeito de L.
stegomyiae e L. clarki, ambas espécies parasitarias de mosquitos culicideos, ¢ natural
que as revistas alvo apresentem escopo principal relacionado com o modo de vida
destes ciliados e seus hospedeiros. Outros 24 diferentes jornais apresentaram apenas
uma publicacdo sobre o assunto. Na Figura 13 constam as revistas como quantitativo

de trabalhos publicados e sua frequéncia relativa dos estudos.
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Figura 13. Distribuigdo percentual das publicagdes sobre o género Lambornella em diferentes
periddicos cientificos. O eixo vertical lista os periddicos, sendo selecionadas apenas aquelas com duas
ou mais publicagdes. As barras mostram o numero total de artigos para cada revista. O eixo horizontal
apresenta o percentual em relagdo ao total de publicagdes.
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% Publicacdes

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Ao se debrugar diante do tema sobre paises de origem, os produtos das
analises apontam um valor dominante dos Estados Unidos em relagdo a todos as
outras nagdes encontradas (Figura 14). Com 60% das publicagdes totais, os EUA
assumem o posto de pais com maior numero de publica¢do, seguido da Malasia (9%)
e um percentual igual para o Brasil e a extinta Unido Soviética (4%). A posigdo dos
Estados Unidos aponta-se relacionada ndo apenas pelo fator de desenvolvimento
cientifico, mas igualmente com o fato de que L. clarki é encontrada neste territorio.
De igual modo, ¢ observado os paises que abrigam suas espécies nativas muito
distantes dos EUA, o que levanta diversos questionamentos. Para a Malasia, pais
onde foi encontrado L. stegomyiae (Keilin, 1921), revela-se um nimero pequeno de
publicacdes quando comparado com o primeiro lugar. O mesmo vale para o Brasil,
que abriga uma diversidade de bromélias, habitat de L. trichoglossa (Foissner, 2003).
Os demais paises encontrados, embora ndo haja relato preciso da presenca dos
ciliados em tais territdrios, orientam a questdo de se analisar materiais oriundos de

outras nagoes.

60



Figura 14: Distribuicdo percentual de publicacdes sobre o género Lambornella com base no pais de
origem do artigo cientifico. O eixo vertical lista os paises ¢ o eixo horizontal apresenta o percentual de

publicagdes. Os numeros no topo das barras indicam o total de artigos para cada patis..
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025)

Nao existe um padrio geografico nas publicacdes, o que pode ser explicado

pela descri¢do das trés espécies em locais muitos distintos e visto poucos registros

para propiciar um estudo biogeografico mais detalhado (Figura 15).

Figura 15: Distribuigdo geografica das publicagdes sobre o género Lambornella. O mapa globo ilustra
os paises de origem dos artigos cientificos, com categorizagdo do percentual de trabalhos via escala de
cor continua: tons mais claros (amarelo) refletem ao menor niimero de registros, tons mais escuros
(vermelho) conectam-se a maior volume de producgdo. O eixo X e Y correspondem a Longitude e

Latitude, respectivamente.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Ao dividir-se o numero total de trabalhos encontrados pelas espécies de
Lambornella, encontramos um panorama em que L. clarki (48%) sendo o ciliado
mais investigado, seguido de L. stegomyiae (45%) e L. trichoglossa (14%) (Figura
16). O pais com maior nimero de publicacdes ¢ os EUA, local onde foi encontrada L.
clarki. Além disso, as ferramentas cientificas, quando comparadas com aquelas na
época da descrigdo de L. stegomyiae, podem ser um facilitador no processo de
investigagdo. Quanto a L. trichoglossa, o baixo percentual total pode estar

relacionado com sua descrigao recente em 2003.

Figura 16: Razdo relativa de publicacdes por espécie do género Lambornella, baseado no total de
registros analisados até 2024. O ecixo vertical lista as espécies, ¢ o eixo horizontal apresenta o
percentual de publicagdes. Os nimeros no topo das barras indicam o total de artigos encontrados para
cada espécie.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Para melhor compreender a relacdo entre os paises de origem das publicagdes
e as espécies investigadas, foi elaborada a figura 17. Como destacado anteriormente,
a distribuicdo geografica das Lambornella influencia diretamente a origem dos
estudos. No entanto, colaboragdes institucionais € o interesse em avaliar os riscos e
beneficios desses protozodrios fora de suas areas de ocorréncia também resultam em
publicacdes realizadas em paises distintos de seu local original. Um exemplo disso é

o estudo sobre L. clarki no Reino Unido, tnico caso identificado nessa regiao.
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Figura 17: Distribuicdo percentual das publicac¢des cientificas por espécie do género Lambornella,
categorizadas por século de publicacdo (século XX e século XXI), com dados coletados até 2024. O
eixo horizontal indica as espécies e o eixo vertical apresenta a percentagem de publicagdes. A legenda

de cores diferencia as publica¢des conforme o século (XX em azul claro e XXI em azul escuro).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

E possivel notar um fator interessante referente as primeiras duas espécies
descritas do género. L. stegomyiae e L. clarki concentraram seus estudos
principalmente no século XX, periodo do seu descobrimento, ¢ com redugao
significativa de investigagdo no século seguinte. Mesmo ja bem consolidadas, ambas
as espécies ndo demonstraram grande enfoque por parte dos pesquisadores nos anos

subsequentes. Visto que L. trichoglossa foi descrita em 2003, todos os trabalhos

ocorrem no séc. XXI.

De forma a sumarizar os dados cienciométricos em um conjunto temporal
comum, organizamos a progressao dos trabalhos ao decorrer das décadas. Embora L.
stegomyiae tenha sido descrita na década de 20, apenas em 1960 que se registrou um
pico de investigacdo cientifica, com maior pico na década de 70 e queda em 80. Por
sua vez, desde o momento de sua descri¢ao, em 1970, que os trabalhos de L. clarki
foram crescendo progressivamente e com queda vertiginosa na mudanca do milénio.
Ja L. trichoglossa apresenta um pico de produgdo notavelmente menor que suas

espécies irmas e mesmo no breve periodo de 20 anos ja conta com perda de trabalhos

Séc.
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efetuados.

Figura 18: Variacado temporal do percentual de publicagdes cientificas por
espécie do género Lambornella, ao longo de intervalos de décadas entre os séculos
XX e XXI (dados até 2024). As espécies estao representadas por cores distintas: L.

clarki (verde), L. stegomyiae (roxo) e L. trichoglossa (amarelo).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Discussao

O retorno gerado pelas buscas efetuadas nos bancos de dados do objeto
amostral revelou Google Académico como a plataforma com maior indice de
resultados positivos e incidéncia de artigos exclusivos. Este resultado foi encontrado
em outras pesquisas, com dados exclusivos e em maior quantidade. Em
contrapartida, problemas semelhantes como resultados duplicados e respostas
invalidas também s3o vistos. (Martin-Martin et al., 2018a; Martin-Martin et al.,
2018b). O Google Académico ¢ um mecanismo de pesquisa de acesso gratuito e de
facil acesso. Apesar do seu método de pesquisa de alta sensibilidade, que acessa

trabalhos publicados em ambientes de baixo impacto (Google Académico, 2025),
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muitos resultados negativos foram obtidos. A alta sensibilidade ndo exclui falsos
positivos, resultados duplicados ou itens de citagdo, mesmo apds a aplicacdo dos
filtros de pesquisa. Embora de grande ajuda, ainda ¢ extremamente necessaria uma

revisao minuciosa de dados a fim de eliminar possiveis erros amostrais.

O género Lambornella apresenta-se como um grupo com investigagao
cientifica fragmentada em diversos aspectos. Com auséncia de linearidade na
divulgagdo ao longo do tempo, repara-se no periodo de 1970 a 2000 grande aumento
na publicagdo de trabalhos. Apesar da descri¢do de L. trichoglossa no inicio do séc.
XXI, ¢ visto a queda de pesquisas realizadas com o género. A diminuigdo pode estar
associada nas dificuldades enfrentadas pelas barreiras geradas ao lidar com um grupo
tdo pequeno quanto Lambornella, tal como demais desafios vistos no estudo de
ciliados. Embora tais adversidades possam comprometer o desenvolvimento
cientifico, tais processos evidenciam a importancia de buscar por novos meios de

investigacao (Rajter et al., 2022).

Ha concentrag¢do notavel de pesquisas realizadas nos Estados Unidos quando
comparada com demais paises. A descricdo de L. clarki dentro do territério
americano, juntamente com sua ampla distribuicdo no territorio da California,
fomenta os altos indices de trabalhos realizados (Corliss e Coats, 1976; Washburn,
Mercer ¢ Anderson, 1991; Washburn, Anderson ¢ Mercer, 1991; Washburn, 1995;
Yee, 1995; Yee e Anderson, 1995a e 1995b). A proximidade da regido amostral
facilita a metodologia, porém o método nao pode resumir-se apenas a fatores
espaciais. Obter amostras variaveis em ponto geograficamente estratégicos garante
proximidade da realidade do objeto de pesquisa (Turner, 2019). Em contrapartida, a
regido neotropical ndo acompanha pontos de alta publicagio ao analisar a
proximidade do espago amostral. O habitat de L. trichoglossa, que vive nos
fitotelmos de bromélias, se estende da regido sul da América do Norte, América
Central e América do Sul (Zizka et al., 2020). O Brasil, localizado em um territério
endémico de espécies da familia Bromeliaceae, consta com poucos trabalhos
associados. Na Asia, onde L. stegomyiae foi encontrada, as pesquisas sdo escassas, o
que leva a questionar a auséncia de tais investigagdes (Arshad e Sulaiman, 1995;

Sulaiman e Arshard, 2017).

A discrepancia do foco nas espécies do género Lambornella exige atengao. L.
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stegomyiae possui um percentual de publicacdes muito menor quando comparada
com L. clarki, ciliado descrito cinquenta anos depois da catalogacdo da primeira
espécie. Sendo ambos protozodrios facultativos de mosquitos culicideos, a diferenga
entre percentual de trabalhos traz uma visdo curiosa dos fatos. L. trichoglossa, por
sua vez, acompanha baixo interesse cientifico, visto o curto periodo desde sua

descri¢ao e menos trabalhos produzidos quando comparado com as espécies irmas.

A natureza das publicagcdes ¢, em sua maioria, focada na interacdo entre
mosquito ¢ hospedeiro ciliado, o que reflete diretamente nas revistas cientificas em
que tais trabalhos foram destinados. Com a maior concentracdo dos trabalhos
encontrados em Journal of Medical Entomology, Parasitology e Journal of
Invertebrate Pathology, estas revistas abrangem as 4reas de entomologia e
parasitologia, o que ¢ um resultado natural diante do montante de artigos realizados
até o momento. Os esfor¢os para compreender tal relagcdo entre
L. clarki e Aedes sierrensis Ludlow, 1905 sdo varios, porém sempre remetendo a
especificidade entre os organismos (Corliss e Coats, 1976; Washburn e Anderson,
1986; Washburn, Mercer ¢ Anderson, 1991; Washburn, Anderson e Mercer, 1991).
Embora L. clarki fora investigada como possivel controle bioldgico de insetos
(Washburn, 1995), este ciliado mostra incapacidade de terminar seu ciclo de vida em
espécies de mosquitos diferentes (Washburn et al., 1992). L. stegomyiae consta com
trabalhos de natureza morfolégica, com registros e observagcdes ambientais
(Muspratt, 1953 e 1955; Arshad e Sulaiman, 1995; Sulaiman e Arshard, 2017), além
da discussdo de sua validade taxonomica (Corliss, 1953 e 1960). Mesmo com alta
taxa de infeccdo e mortalidade elevada, esta espécie nao recebeu o devido esforco
cientifico para analisd-la. Quanto a L. trichoglossa, os estudos sdo voltados para
elaboracdo de checklists de ambientes fitotelmais bromelicolas (Durdn-Ramirez et
al., 2015; Duran-Ramirez e Mayén-Estrada, 2019; Duran-Ramirez e Mayén-Estrada,
2022; Campello-Nunez et al., 2022) ou relagdes ecoldgicas ndo especificas para o
ciliado (Buosi et al., 2014; Buosi et al.,, 2015; Antonetti, Malfatti e Utz, 2021;
Malfatti, Ferreira e Utz, 2020). Isso reflete em ampla deficiéncia nos estudos focados
na interacdo da espécie com seu meio. Investigar a biodiversidade de protozoarios
reitera a importancia da preservagdao da biodiversidade. A riqueza de espécies em
micro habitats requer os devidos cuidados, especialmente em casos de alto

endemismo fitotelmal (Pearson e Neilan, 2022). Para L. trichoglossa, com alto
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endemismo para o complexo ambiente de fitotelmos de bromélia, esta atencdo a
conservagdo da biodiversidade é ainda mais necessaria (Foissner et al. 2003). Para
todas as espécies do género Lambornella repara-se em uma abordagem escassa
quanto ao uso de ferramentas modernas para analises moleculares. Com poucos
trabalhos explorando este universo (Preparata et al., 1992; Naney et al., 1998;
Striidder- Kypke et al., 2001; Foissner, 2003), o aprofundamento deste contexto
metodoldgico para o género fornecera dados relevantes para o melhor entendimento

do género e esclarecer as relagdes filogenéticas das espécies de Lambornella.

Os resultados indicam baixa variabilidade de autores que atuaram nos estudos
do género Lambornella, o que indica uma dependéncia de um ntcleo especifico de
pesquisadores. A auséncia de diversidade entre grupos de pesquisa limita a
abrangéncia cientifica ao ndo permitir a interacdo entre diferentes olhos e
interpretagdes dos objetos de pesquisa. Tal fendmeno leva a um processo de
monopolizacdo académica, levando a um atraso no progresso cientifico (Zhang et al.,

2025)

Os resultados da analise cienciométrica mostraram-se efetivos para a
compreensdo do estado da arte do género Lambornella, mostrando os pontos fortes
dos trabalhos até entdo publicados e as fragilidades do processo histdrico-cientifico.
A diversificagdo de ideias mostra-se necessaria e, para isso, deve-se buscar novas
regioes de amostragem e inovar com contribui¢des de diferentes grupos de pesquisa.
Garante-se, desse modo, um retrato fidedigno da realidade via processos amostrais,
além de permitir visdes unicas com a contribui¢do de novos cientistas sobre os mais
diferentes temas que carecem de estudo dentro do grupo. Entre os aspectos pouco
explorados, as ferramentas moleculares destacam-se como componentes
fundamentais por contribuir para a clareza entre as relagdes filogenéticas de ciliados
(Kher et al., 2011; Warren et al., 2017). Um novo escopo interpretativo se faz
necessario para o género Lambornella de forma a solucionar dividas que ainda
restam dos trabalhos atuais e complementar os resultados atuais, abrindo o horizonte

para futuras pesquisas.
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CAPITULO 3

Novos dados moleculares para o ciliado bromelicola Lambornella
trichoglossa (Foissner, 2003) (Ciliophora, Tetrahymenidae) coletado no
sudeste brasileiro, com novas perspectivas sobre sistematica e evolucao

Resumo

As pesquisas em ambientes fitotelmais de bromélias revelam ecossistemas aquaticos
complexos, com alta diversidade microbiana, incluindo ciliados (Alveolata,
Ciliophora). Dentre os ciliados que vivem exclusivamente em fitotelmos de
bromélias, destaca-se a espécie Lambornella trichoglossa Foissner, 2003. Nosso
estudo inclui novas abordagens de dados moleculares de uma populacdo de L.
trichoglossa coletada em fitotelmos de Portea petropolitana na Zona da Mata de
Minas Gerais, Brasil, bem como apresenta andlises que trouxeram contribuigdes no
campo da sistematica e evolucdo para tetrahimenideos do género Lambornella. As
principais contribui¢des ¢ inovagdes do estudo foram: (i) discussdo sobre a validade
do género Lambornella baseado nas novas sequéncias de Lambornella trichoglossa
(18S-rDNA e COI) apresentadas no prosente estudo; (ii) validagcdo de Lambornella
trichoglossa como uma linhagem evolutiva independente, usando delimitagdo
computacional de espécies; e (iii) a forte evidéncia sobre o estado ancestral simbionte
de Lambornella trichoglossa, ampliando os olhares para entendimento da origem e

modo de evolugao de Tetrahymenidae.

Palavras-chave: Brasil, Evolugdo, fitotelmo, Floresta Atlantica, Lambornella,

Hymenostomatia.
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Introducio

O filo Ciliophora (Alveolata) compreende um grupo amplamente diversificado de
microrganismos, com mais de 8.000 espécies formalmente descritas, distribuidas nos
mais variados habitats, incluindo ambientes aquaticos, terrestres € como simbiontes
de outros organismos (Lynn, 2008). Estima-se, contudo, que mais de 80% da
diversidade real do grupo permaneg¢a nao descrita, especialmente em regides de
dificil acesso, como zonas abissais marinhas (Foissner; Chao; Katz, 2008). Esse
grupo retne impressionante diversidade, marcada por uma ampla variedade de
formas e adaptacdes. Apesar dessa diversidade, seus representantes compartilham
caracteristicas essenciais, como a infraciliatura altamente especializada, responsavel
pela locomogdo e alimentagdo, o dimorfismo nuclear, no qual um macrontucleo rege
as fungdes vegetativas, enquanto o micronucleo estd associado a reproducdo, e a
reproducao por conjugacao (Lynn, 2008).

Os representantes deste filo apresentam grande variedade de formas de vida,
podendo ocorrer como organismos de vida livre ou parasitaria, de maneira facultativa
ou obrigatoria (Luong e Mathot, 2019). Exercem fung¢des ecoldgicas distintas nos
ecossistemas onde estdo inseridos, atuando como importantes componentes das
cadeias troficas, predominantemente como heterdtrofos, embora haja registros de
formas mixotroficas (Esteban, Fenchel e Finlay, 2010).

Apesar dos avangos na compreensdo sobre a diversidade dos ciliados nos
diferentes ecossistemas, ainda existem lacunas significativas, especialmente
relacionadas ao reconhecimento de espécies cripticas e reorganizagdo a sistemadtica
do grupo. Nesse cendrio, as ferramentas moleculares tém se mostrado fundamentais,
proporcionando novas perspectivas sobre as relagcdes evolutivas dos ciliados e
refinando a compreensao de sua filogenia e sistamadtica (Gao et al., 2016; Gentaki et
al., 2014; Pecina e Vd’a¢ny, 2020).

Os ciliados pertencentes a familia Tetrahymenidae Corliss, 1952 sdo
organismos menor que a média de tamanho dos ciliados (>60um), geralmente com o
corpo alongado, ovéide ou cilindrico. Sao livre-natantes, com ciliatura somadtica
densa, sendo que alguns representantes possuem, adicionalmente, um cilio caudal.
Esses ciliados caracterizam-se pela presenca de um aparelho bucal do tipo

tetrahimenal. O aparelho bucal é composto por quatro membranelas localizadas na
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regido oral: uma membranela paraoral situada a direita da cavidade bucal e trés
membranelas dispostas a esquerda, configuracdo considerada marcante entre os
representantes desse grupo. (Lynn, 2008). Embora a maioria dos ciliados possua
tanto macronucleo quanto microntcleo, algumas espécies da familia Tetrahymenidae
sdo desprovidas de micronticleo, sendo, portanto, amicronucleadas. No geral, sdo
organismos bacterivoros, capazes de apresentar plasticidade tréfica por meio da
transformagdo de formas microstomas para macrostomas. Além disso, diversas
espécies possuem capacidade de encistamento, que pode ocorrer em estigios
reprodutivos e/ou de resisténcia (Lynn, 2008).

Os tetrahimenideos sdo encontrados predominantemente em ambientes de
agua doce e em habitats terrestres imidos, apresentando tanto formas de vida livre
quanto representantes com hdabito parasitario, o qual pode ser obrigatorio ou
facultativo. Nos casos parasitarios, observam-se hospedeiros variados, incluindo
lesmas, caracois, vermes, mosquitos, girinos e peixes (Lynn, 2008).

A familia Tetrahymenidae apresenta baixa variabilidade morfologica e
auséncia de caracteristicas sinapomorficas evidentes entre seus integrantes, fato este
que dificulta o entendimento claro dos processos de delimitacdo taxondmica do
grupo. Em funcdo da relativa homogeneidade morfoldgica, mecanismos
complementares tém sido empregados para a distingdo das espécies e géneros do
grupo, tais como a analise de padrdoes de isoenzimas, proteinas de superficie,
elementos do citoesqueleto, além de hibridizacdo de DNA e sequenciamento de
genes nucleares ¢ mitocondriais, bem como dados gendmicos modernos. A familia
Tetrahymenidae €, atualmente, dividida em trés géneros reconhecidos: Lambornella
Keilin, 1921; Tetrahymena Furgason, 1940; e Deltopylum Fauré-Fremiet ¢ Mugard,
1946 (Lynn, 2008).

Dentre os tetrahimenideos, Lambornella apresenta particularidades
taxonOmicas relevantes. O género foi criado em 1921, a partir da descrigao de
Lambornella stegomyiae Keilin, 1921. Apresenta caracteristicas singulares dentro da
familia, como a formacdo de cistos cuticulares e habito parasitario facultativo em
mosquitos (Keilin, 1921, Muspratt, 1947; Corliss, 1953). Dentro da histérica
taxondmica do grupo, houve a sinonimizagdo temporaria de Lambornella com
Tetrahymena, com base em investigagdes morfoldgicas (Corliss, 1960). Entretanto,

apos a descri¢ao de Lambornella clarki Corliss e Coats, 1976, houve a reversao desta
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proposta, com a nova validacdo do género pela comunidade cientifica. Desde entdo,
Lambornella passou a contar com duas espécies reconhecidas de ciliados parasitas
facultativos de mosquitos culicideos (Corliss e Coats, 1976). Apenas em 2003 uma
terceira espécie foi acrescentada ao grupo: Lambornella trichoglossa Foissner, 2003,
que se diferencia por apresentar hdbito de vida livre e ocorréncia restrita a fitotelmos
de bromélias (Foissner, 2003).

Embora haja um numero representativos de estudos sobre o género
Lambornella na literatura, foram realizados poucos estudos sobre a caracterizagao
molecular e filogenia para o género (Nanney et al., 1998; Striider-Kypke et al., 2001;
Dunthorn et al., 2012). Lambornella trichoglossa Foissner, 2003 ¢ a inica espécie de
vida-livre do género, ocorrendo exclusivamente em ambientes fitotelmais (Foissner,
2003). Apesar dos registros recorrentes na regido neotropical (Foissner et al., 2003;
Foissner 2003; Buosi et al., 2014; Buosi et al., 2015; Duran-Ramirez et al., 2015),
ndo ha trabalhos que investiguem a posicao filogenética de L. trichoglossa
baseando-se em marcadores mitocondriais. Segundo Chantangsi e Lynn (2008), o
gene mitocondrial Citocromo Oxidase subunidade I (COI) ¢ eficaz para esclarecer
eventos filogenéticos recentes no género Tetrahymena, sendo util na delimitagdo de
espécies dentro de Tetrahymenidae. Nesse cendrio, o presente trabalho teve como
objetivos: (1) investigar a posi¢ao filogenética de Lambornella trichoglossa com base
nos marcadores 18S-rDNA e COI; (ii) realizar delimitacdo computacional das
linhagens de Tetrahymenidae disponiveis nos bancos de dados (COI), de modo a
investigar se Lambornella trichoglossa descrita nesse estudo ¢ uma linhagem
independente (espécie valida); e (ii1) investigar o estado ancestral da habito de vida
(vida-livre e simbionte/parasito) das linhagens de Tetrahymenidae disponiveis nos
bancos de dados, com foco em elucidar a origem do héabito de vida da espécie

Lambornella trichoglossa.

Metodologia

Local de coleta, identificacdo do ciliado, extracao de DNA e PCR

A populagdo de ciliado sequenciada nesse estudo foi coletada em tanques de

bromélias (fitotelmos) da espécie Portea petropolitana no Jardim Botanico da
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Universidade Federal de Juiz de Fora (21°43°74“S 43°22°06 °0O), Juiz de Fora,
Minas Gerais, Brasil. Os ciliados foram indentificados como Lambornella
trichoglossa (Figura 19). Os dados moleculares disponiveis para essa espécie no
GenBank seguiu o seguinte procedimento. Para a extragdo do DNA gendomico, 30
individuos de Lambornella trichoglossa foram triados sob microscopio estereoscopio
e, em seguida, fixados em etanol absoluto. A extragdo foi realizada utilizando o Kit
DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN), conforme o protocolo recomendado pelo
fabricante. A amplificagdo dos genes 18S-rDNA e COI foi conduzida por meio de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), em um termociclador —Applied Biossystems
GeneAmp PCR System 9700I, utilizando microtubos com volume final de 25ml por
reagdo. As condigdes das reagdes ¢ PCR e os primers utilizados, para cada um dos
marcadores, foram: COI (primers F388dT e R1184dT) segundo Striider-Kypke e
Lynn (2010), e 18S-rDNA (F9Euk e 18SR1513) segundo Schrallhammer et al.
(2013). Os produtos amplificados foram confirmados por eletroforese em gel de
agarose a 1% (Invitrogen, CA, EUA), e posteriormente purificados utilizando o kit
QIAquick PCR Purification (QIAGEN), seguindo as recomendag¢des do fabricante. O
material purificado foi entdo submetido ao sequenciamento, em ambas as direcdes,
pelo método Sanger, em reagdes de 7ml, utilizando os primers 18S R536, 18S F783,
18S F919 e 18S R1052 (Modeo et al., 2006) para o marcador 18S-rDNA, e primers
especificos para o gene COI, a saber: LambCOl 23F (5
ACAGCTGCTGCTAATACAGG-3) e LambCOI638R (5-
TGGTTTTTGATACAGCCTTGTGG-3%).
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Figura 19. Fotomicrografias in vivo de Lambornella trichoglossa provenientes de tanques de
bromélias (Portea petropolitana) do Jardim Botanico da Universidade Federal de Juiz de Fora,
mostrando a morfologia geral do corpo, a abertura oral (OA) na por¢do anterior do corpo, o
macronticleo (Ma), os vacuolos alimentares (FV) e localizacdo do cilio caudal na porgdo posterior do
corpo (CC). A e B: Morfologia geral in vivo. C. Detalhes da regido cortical, mostrando os extrusomas
(setas pretas) e os granulos corticais (setas brancas). D. Conjugagdo. Barras: A: 55um; B: 35um; C:

12um; D: 40pum.

Fonte: Imagens do banco digital da cole¢cdo do Laboratério de Protozoologia da
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UFJF

Analise filogenética e datacio molecular

As andlises propostas por este estudo utilizaram de sequéncias moleculares
oriundas da plataforma Genbank (Benson et al., 2013), anexadas em dois datasets
distintos. O primeiro dataset constitui-se por todas as sequéncias disponiveis para o
gene 18S-rDNA de ciliados tetrahimenideos, enquanto o segundo incluiu todas as
sequéncias disponiveis do gene citocromo oxidase subunidade I (COI) para
representantes da familia Tetrahymenidae. Além disso, para compor o grupo
externo, foram utilizadas sequéncias de Icthyophthirius multifiliis para o dataset 1
(18Sr-DNA), e sequéncias de Tetrahymena paravorax, Tetrahymena unionis,
Tetrahymena pennsylvaniensis, Tetrahymena glochidiophila e Tetrahymena nigricans
para o dataset 2 (COI). Ambos os datasets tiveram as sequéncias alinhadas através
do algoritmo MAFFT v.7.0 (Katoh e Standley, 2013), com a selecdo dos parametros
padrdes do programa. Seguido por uma inspe¢do visual no algoritmo Seaview v.
5.0.4 (Gouy et al., 2010), e uma edicao através do GBLOCKS (Castresana, 2002),
para a remogdo dos sitios pobremente alinhados. Apds a edig¢do, os alinhamentos
foram submetidos ao programa IQ-TREE (Nguyen et al.,, 2015) para estimar o
melhor modelo de substituicdo de nucleotideos, com base no critério de informagao
Bayesiano, obtendo o GTR+I+G4+F como melhor modelo para a evolucdo das
sequéncias. As inferéncias filogenéticas baseadas em méaxima verossimilhanga (MV),
bem como as estimativas dos valores de suporte, foram desenvolvidas através do
programa IQ-TREE (Nguyen et al., 2015) na plataforma online do IQ-TREE

(http://igtree.cibiv.univie.ac.at/) (Trifinopoulos et al., 2016).

A filogenia de maxima verossimilhanga inferida a partir do gene COI foi
utilizada para estimar o tempo de divergéncia dos tetrahimenideos, inclusive o
género Lambornella. Para isso, utilizamos o programa Reltime na plataforma MEGA
11 (Tamura et al., 2021), com um ponto de calibragdo primario, proveniente do
registro fossil disponivel para os ciliados do género Tetrahymena, com intervalo de

93-99 milhdes de anos (Schonborn, 1999, corrigido por Schmidt et al., 2001).
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Métodos coalescentes de delimitacio de espécies

Para investigar a validagdo da espécie Lambornella trichoglossa como um
clado independente, foram empregados distintos métodos computacionais de
delimitacdo de espécies, incluindo o algoritmo Poisson Tree Processes (PTP; Zhang
et al.,, 2013), o multi- rate Poisson tree process (mPTP; Kapli et al., 2016) e o
Generalized Mixed Yule-Coalescent (GMYC; Pons et al., 2006) considerando ambos
os modelos disponiveis, "single" e "multiple". Esses métodos fundamentam-se na
teoria de coalescéncia para detectar diferencas estatisticamente significativas entre os
clados recuperados na topologia. Além disso, baseiam- se no conceito filogenético de
espécies, no qual os limites especificos sdo estabelecidos a partir da identificagdo de
agrupamentos de organismos que compartilham padrdoes de ancestralidade e

descendéncia, os quais se diferem de outros grupos (Eldredge e Cracraft, 1980).

As principais diferengas entre esses métodos estao relacionadas a forma como
cada um modela os processos de especiagdao. O algoritmo PTP baseia-se no numero
de substitui¢des acumuladas durante os eventos de especiagdo para modelar os
processos de ramificagdo, assumindo que cada substituigdo possui uma baixa
probabilidade de gerar um novo evento de ramificacdo. Ademais, pressupde-se que
os eventos de ramificacdo ocorrem com maior frequéncia dentro das espécies do que
entre elas, uma vez que o numero de substitui¢des até o proximo evento de

especiacdo segue uma distribui¢do exponencial.

O mPTP, uma versao aprimorada do PTP, em contrapartida considera que os
eventos de ramificacdo de cada espécie delimitada sigam uma distribuicao
exponencial distinta, tornando mais robusta as estimativas baseadas em filogenias
que apresentam tdxons com diferentes taxas intra e interespecificas. J& o GMYC
assume que os processos de ramificagdo intra e interespecificos sdo moldados por
diferentes modelos. Presupde-se que o modelo Yule molda os eventos de ramificacao
interespecificos, considerando constantes as taxas de especiacdo e inexistentes 0s
eventos de extin¢do. Enquanto o modelo de coalescéncia neutro modela os eventos

de ramificagdo intraespecificos.

Ambos os métodos de Poisson, PTP e mPTP, foram desenvolvidos com a

topologia de maxima verossimilhanga estimada anteriormente com base no gene
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COIl, e foram implementados na plataforma online (https://mptp.h-its.org/#/tree),
com a selecdo dos parametros padrdes. Em contrapartida, o GMYC foi desenvolvido
com a topologia datada, a qual foi submetida ao pacote splits no programa RStudio

(R Core Team, 2020).

Reconstrucao do estado ancestral do habito

A fim de melhorar a compreensdo sobre a origem e a evolu¢do do género
Lambornella e da espécie Lambornella trichoglossa, investigamos as mudancas de
habito ao longo da filogenia estimada dos tetrahimenideos, por meio da reconstrugao
do estado ancestral. Para essa andlise, a topologia datada foi submetida ao pacote
MrBayes Ancestral states with R (MBASR; Heritage, 2021) com "n.samples =
10,000" e o "numero de geragdes = 1,000,000". O programa foi conduzido no
ambiente Rstudio (R Core team, 2020), com o auxilio dos pacotes "ape", "phytools" e
"pdftools" e o software MrBayes 3.2.7 (Ronquist et al., 2012). Além da topologia, o
programa MBASR requer um arquivo com o estado atual de cada sequéncia incluida
no conjunto de dados utilizado. Assim, cada sequéncia foi categorizada de acordo
com seu habito, podendo ser classificadas como de "vida livre" ou "simbionte". As
informacgodes utilizadas para essa classificagdo foram obtidas a partir dos artigos de
descricdo de espécies ou dos estudos responsaveis pelo registro das sequéncias

analisadas.

Resultados

Posicao filogenética

Nossas analises geraram duas novas sequéncias, as quais apos o devido
processamento ¢ edi¢cdo, foram nomeadas e depositadas no banco de dados NCBI -
Genbank sob os seguintes codigos de acesso MN567691.1 e MN477017.1,
correspondentes aos marcadores moleculares 18S-rDNA e COI, respectivamente. A
sequéncia de 18S-rDNA apresenta 1712 pares de bases, sendo 27,2% adenina;
24,59% citosina, 18,1% guanina e 30,02% de timina. A sequéncia de COI, por sua
vez, apresenta 774 pares de bases, dos quais 32,94% sdo adenina; 12,01% citosina,

13,43% guanina e 41,6% de timina. As sequéncias MN567691 e MN477017 nao

82



apresentaram 100% de similaridade com nenhuma outra sequéncia previamente
incluida no banco de dados genético, o que nos permite, junto aos dados

morfologicos, considerar os individuos analisados como uma linhagem nova.

As inferéncias filogenéticas, mostraram que independente do gene,
18S-rDNA (Figura 20) ou COI (Figura 21), as sequéncias de L. trichoglossa
agrupam-se com outras espécies do género Tetrahymena, sugerindo a necessidade de
se coletar e sequéncias as duas outras espécies do género para se deliberar sobre a
validade do género Lambornella. Esse padrao de agrupamento com outras espécies
do género Tetrahymena ocorre também quando hd mais de uma sequéncia do género
Lambornella, tal como ocorrido para o marcador 18S-rDNA (ver Figura 2). Na
topologia contendo linhagens do marcador 18S-rDNA foram inseridas trés linhagens
do género Lambornella, sendo que uma delas (Lambornella sp. — AF36043) se
agrupou em um clado contendo Tetrahymena engbergi e Tetrahymena tropicalis. As
duas outras linhagens do género Lambornella (MN567691 — presente estudo e
JQ723971) se agruparam em um clado contendo 7Tetrahymena corlissi, Tetrahymena
acanthophora e Tetrahymena bergeri (Figura 20). Na topologia contendo linhagens
do marcador COI para tetrahimenideos em geral, inferida por maxima
verossimilhanga, foi ampliado (zoom) um clado da arvore filogenética (ver Figura
21). Nesse clado foram recuperados trés grupos/clados principais. O primeiro
formado por quatro sequéncias de 7. wellsae. O segundo formado por uma sequéncia
de Tetrahymena sp. e uma de Tetrahymena tropicalis. E o terceiro formado por vérias
sequéncias de T. corlissi, T. bergeri, T. acanthophora, T. scolopax, T. dugesiae, T.
empidokyrea e pela nova sequéncia de L. trichoglossa descrita no presente estudo. A
sequéncia do gene COI de L. trichoglossa agrupou-se com um clado formado por
duas espécies do género Tetrahymena, T. corlissi e T. bergeri, com alto valor de

suporte (100) (Figura 21).
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Figura 20. Arvore filogenética inferida pelo método de méaxima verossimilhanca (ML), baseada no
marcador 18S-rRNA de representantes dos géneros Tetrahymena ¢ Lambornella. As novas sequéncias
de Lambornella (presente estudo) estdo destacadas em vermelho. Grupo externo: Ichthyophthirius
multifiliis. Observa-se que as sequéncias de Lambornella se inserem dentro dos agrupamentos de
Tetrahymena. Lambornella trichoglossa forma um clado com uma sequéncia de Lambornella sp.,
ambos posicionados internamente aos agrupamentos de Tetrahymena corlissi e Tetrahymena

acanthophora. Externamente a este agrupamento, Tetrahymena bergeri aparece em posic¢do basal, sem
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ilhanga (ML), usando COI
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Figura 21. Arvore filogenética inferida pelo método de m:

Foram indicados os resultados da

de representantes dos géneros Tetrahymena ¢ Lambornella.

delimitacdo de espécies pelos métodos PTP (verde), mPTP (azul), sGMYC (vermelho) e mGMYC

(amarelo), indicando as unidades delimitadas por cada algoritmo. A sequéncia de Lambornella

trichoglossa esta destacada em vermelho. Fonte: autores.
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Delimitacio de espécies coalescentes

Para identificar a diferenga genética entre a sequéncia de Lambornella e
outros tetrahymenideos, submetemos nossa filogenia de méxima verossimilhanca
baseada no gene COI a diferentes métodos de coalescentes de delimitacdo de
espécies. Os métodos foram divergentes quanto ao numero total de ESUs. O PTP
particionou o clado ampliado (ver item anterior) em 11 ESUs, o mPTP em 3 ESUs, o
sGMYC em 13 ESUs e 0o mGMYC em 11 ESUs. Dos quatro métodos utilizados,
PTP; sGMYC e mGMYC delimitaram a sequéncia de
L. trichoglossa como uma unidade evolutiva significativa unica, o que reforca e

valida L. trichoglossa como uma espécie independente (Figura 21).

Reconstrucao do estado ancestral do habito

A reconstru¢do do estado ancestral do habito sugere que o Ultimo ancestral
comum da familia Tetrahymenidae era, provavelmente, um organismo de vida livre.
Contudo, em um intervalo relativamente curto no tempo evolutivo, parte dos ciliados
tetrahimenideos teriam se adaptado ao modo de vida simbidtico, estabelecendo
relagdes de menor ou maior dependéncia metabolica com diferentes organismos.
Esse habito se mostrou vantajoso para o grupo, uma vez que, apos seu surgimento no
interior da familia, foi amplamente mantido por seus descentes e permanece em

grande parte dos seus representantes atuais.

Na topologia contendo linhagens do marcador COI, inferida por maxima
verossimilhanga, reconstruimos o estado ancestral das linhagens contidas no clado da
arvore filogenética ampliado (ancestral de vida livre), e obtivemos que o grupo
formado pelas quatro sequéncias de 7. wellsae e aquele formado por Tetrahymena sp.
+ Tetrahymena tropicalis possuem, respectivamente, ancestrais de vida livre.
Entretanto, o clado contendo sequéncias de 7. corlissi, T. bergeri, T. acanthophora, T.
scolopax, T. dugesiae, T. empidokyrea e L. trichoglossa possuem ancestral simbionte.
Nesse clado, L. trichoglossa ¢ a tUnica linhagem de vida livre (Figura 22). A
sequéncia do gene COI de L. trichoglossa, ciliado encontrado até 0 momento apenas

em tanques de bromélias na América Latina, se insere agrupo com sequéncias de
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ciliados simbiontes de larvas de insetos, Tetrahymena corlissi e Tetrahymena bergeri

(Figura 22).

Figura 22. Reconstrucdo do estado ancestral de habito de vida para
Lambornella trichoglossa e linhagens relacionadas, baseada na topologia da arvore
filogenética inferida a partir do gene mitocondrial citocromo c oxidase subunidade |
(cox-1). A anadlise foi conduzida utilizando um numero amostral de 10.000
repeticoes e 1.000.000 de geragdes. O caractere evolutivo investigado corresponde
ao habito de vida livre ou simbionte/parasitario ao longo da histéria evolutiva do
grupo. Os circulos amarelos indicam linhagens de vida livre, enquanto os circulos

marrons representam simbiontes ou parasitos.
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Fonte: Elaborado pelos autores.

Discussao

Visto a histéria taxondmica do género Lambornella Keilin, 1921 ¢ a escassez
de estudos morfologicos e moleculares, as novas analises moleculares apresentados
(Figuras 20 e 21) fortalecem a proposta apresentada nos anos 60 de que o género
Lambornella sinbnimo do género Tetrahymena (Corliss, 1960; Corliss e Coats,
1976). Em ambas topologias apresentados (Figuras 20 e 21) representantes do género

Lambornella se agruparam como grupo interno do género Tetrahymena.

Usando dados do marcador 18S-rDNA os representantes do género
Lambornella (AF364043, MN567691 e JQ723971) se agruparam em dois clados
distintos da arvore (Figura 20), o que ressalta a necessidade de ampliagdo de
representantes desse género em futuras andlises sobre filogenia da familia
Tetrahymenidae, principalmente das espécies do género Lambornella simbiontes das
fases larvais de insetos dipteros. Com base no gene COI (Figura 21), a unica
sequéncia do género Lambornella (MN477017), se agrupara em um clado contendo
duas espécies do género Tetrahymena, T. corlissi e T. bergeri, com alto valor de
suporte. Segundo Chantangsi e Lynn (2008), o gene mitocondrial COI ¢ eficaz para
elucidar a filogenia recente de Tetrahymena, enquanto o marcador 18S-rDNA ¢ mais
adequado a avaliagcdes sobre a filogenia profunda do género. A manutencdo da
topologia nas reconstrugdes realizadas com ambos marcadores demonstra que L.
trichoglossa, T. corlissi e T. bergeri compartilham longa historia evolutiva, sendo a
diferenciagdo das espécies pertencentes ao género Lambornella algo recente dentro
da filogenia do género Tetrahymena. A posicdo filogenética de L. trichoglossa
demonstrada também pelo gene COI refor¢a as propostas de sinonimizagdo dos

géneros Lambornella e Tetrahymena.

No presente estudo ndo propusemos a sinonimizagcdo dos géneros
Lambornella e Tetrahymena e nova combinagao de Lambornella trichoglossa para o
género Tetrahymena visto alguns pontos a serem previamente elucidados para que a
nova proposta tenha estabilidade e coeréncia. Segundo Lynn (1994) e Lynn e Small
(2002) os trés géneros da familia Tetrahymenidae se distinguem pelo formato das

membranelas adorais e pelo estilo de vida, a saber: Tetrahymena (trés policinécias
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orais lineares, nunca sendo sigmdides); Lambornella (apenas as policinécias orais 2
sdo sigmoides; extremidade anterior da policinécias 1 curvada para a direita;
parasitos na cuticula de larvas de mosquito); e Deltopylum (policinécias orais 1 e 2
sigmoides). Segundo essa organizag¢do, Lambornella trichoglossa nao se enquadra
em nenhum dos géneros por ndo ser um organismo parasito, entretanto, seu padrao de
membranelas orais indicam estar inserida no género Lambornella. Assim sendo, se
realizdssemos a combinacao de Lambornella trichoglossa para o género Tetrahymena
ndo haveria a possibilidade de ampliacio da atual da diagnose do género
Tetrahymena sem incluir as duas outras espécies do género Lambornella:
Lambornella stegomyiae ¢ Lambornella clarki. Como nao ha dados moleculares para
Lambornella stegomyiae € Lambornella clarki e, decidimos de forma parcimoniosa
ndo propor essa sinonimizagao por hora, sendo clara necessidade de obter sequéncias

para essas espécies simbiontes de insetos.

Os diferentes métodos de coalescentes de delimitagdo de espécies utilizados
no estudo foram claros em validar L. trichoglossa como uma espécie independente.
Dos quatro métodos utilizados, PTP; sGMYC e mGMYC delimitaram a sequéncia de
L. trichoglossa como uma unidade evolutiva significativa Gnica. Como o método
mPTP possui tendéncia a unir mais sequéncias em uma mesma SEU (lumper), era
esperado que L. trichoglossa formasse uma ESU contendo linhagens do género
Tetrahymena. As espécies de tetrahimenideos, em geral, ndo apresentam caracteres
morfoldgicos facilmente distinguiveis, além de exibirem significativa plasticidade
fenotipica, o que dificulta a delimitagdo taxondmica com base apenas em
caracteristicas morfologicas e ecologicas. Diante dessa complexidade, a utilizagao de
abordagens moleculares tornou-se indispensavel para a identificacdo precisa dessas
espécies, tal como proposto em nosso estudo (Lynn, 2008). Segundo Foissner (2003)
as caracteristicas morfologicas de Lambornella trichoglossa eram claramente
distinguiveis de qualquer espécie conhecida para a familia Tetrahymenidae, e
continuam sendo até o momento. Dessa forma o estudo de delimitagcdo
computacional constitui mais uma evidéncia da validade de L. trichoglossa. Os dados
da delimitagdo validaram ainda as espécies 7. corlissi e T. bergeri como ESUs
independentes de L. trichoglossa nos mesmos trés delimitadores, PTP; sGMYC e
mGMYC. Dados morfologicos, hospedeiros e moleculares (COI) corroboram a

separagdo das espécies T. corlissi e T. bergeri (Lynn, 1975; Chantangsi e Lynn, 2008;
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Pan et al., 2020). Segundo Pan et al. (2020) 7. corlissi sdo comumente encontrados

em peixes e 1. bergeri larvas de insetos, girinos e espécimes de peixes.

A diversidade de habitos de vida dentre os representantes da familia
Tetrahymenidae levanta questionamentos sobre sua trajetoria evolutiva. Com
variagdes notdveis entre seus representantes, que transitaram o modo de vida ao
longo do tempo, ha um recente interesse em investigar o estado ancestral do habito
de vida para esse grupo (Rataj e Vd’acny, 2020). Da mesma forma em que o habito
histéfago ja foi abordado, como um processo de evolugdo convergente no grupo,
compreender a trajetoria do modo de vida dos ciliados tetrahimenideos trara
esclarecimentos sobre a origem e modo de vida de Tetrahymenidae (Striilder-Kypke

et al., 2001; Rataj e Vd’acny, 2020).

Nosso estudo deixa claro que L. trichoglossa possui um ancestral simbionte, o
que nos revelam uma possivel rota evolutiva para ciliados tetrahimenideos
bromelicolas, bem como a refletir sobre os agentes moduladores da especiagao para o
grupo (Corliss, 1972). Em nossas analises, L. trichoglossa, agrupada como espécie
irma do grupo 7. bergeri + T. corlissi, retoma o habito de vida-livre anterior a
diversificacdo destas espécies irmads. Rataj e Vdacny (2020) realizaram a
reconstru¢ao do modo de vida (vida livre ou parasitario) para representantes do
género Tetrahymena, e demostraram ser o habito de vida livre o ancestral e, ainda
que, o habito de vida simbionte/parasitario evoluiu e ocorreu de forma independente

em varios clados dentro da evolugdo do género.

Uma das hipoteses de colonizacdo e chegada de ciliados nos fitotelmos, com
base em nosso estudo, poderia estar relacionada com insetos que utilizam tanques de
bromélias e possuiam algum tetrahimenideo simbionte. Segundo Costa et al. (2024) a
colonizagdo dos ciliados exclusivos de bromélias (tal como L. trichoglossa) é recente
e ocorreu inumeras vezes ¢ de forma independente ao longo do tempo evolutivo para
Ciliophora, sendo a origem dos ciliados exclusivos de bromélias surgiram apos a
datacdo para origem de Bromeliaceae. Embora diversas hipdteses ecologicas,
morfologicas e evolutivas ajudem a explicar o sucesso evolutivo desses ciliados
bromelicolas, mais estudos com esse grupo sao necessarios para definir hipdteses

complexas que expliquem tal processo (Costa et al., 2024).
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CONSIDERACOES FINAIS

A presente dissertacdo apresentou um conjunto de abordagens
complementares (revisdo histdrica, analise cienciométrica e dados morfologicos e
moleculares inéditos) que, de forma integrada, avangam significativamente no
conhecimento sobre os ciliados do género Lambornella Keilin, 1921.

O primeiro capitulo, ao revisitar a literatura historica e taxondmica, revelou a
trajetoria de mais de um século de estudos sobre o género, destacando lacunas e
inconsisténcias em aspectos morfologicos e taxonOmicos. Essa andlise permitiu
identificar areas que carecem de investigagdo, como a definicdo de limites
taxondmicos e a necessidade de revisdes criticas das descrigdes originais das trés
espécies reconhecidas (L. stegomyiae, L. clarki e L. trichoglossa), bem como sobre a
validade do género.

O segundo capitulo utilizou a cienciometria para mapear, de 1921 a 2024, as
tendéncias na produgdo cientifica sobre Lambornella. Os resultados indicaram um
foco desproporcional em L. clarki, especialmente em sua interagdo
parasito-hospedeiro, em contraste com a quase auséncia de estudos sobre L.
stegomyiae € a caréncia de analises ecoldgicas e moleculares de L. trichoglossa. Esta
abordagem quantitativa evidenciou a urgéncia de novos esfor¢os de pesquisa,
particularmente no campo molecular e evolutivo.

O terceiro capitulo trouxe contribui¢des inéditas sobre a sistemadtica e
evolucdo de L. trichoglossa coletada em fitotelmos de bromélias no Brasil,
indicando-a como uma linhagem evolutiva independente.

De forma integrada, os resultados refor¢am a importancia de unir ferramentas
historicas, cienciométricas e moleculares para resolver questdes complexas de
sistematica e evolucdo. As evidéncias apresentadas apontam para a necessidade de:
(1) ampliar o banco de dados genomicos e moleculares para todas as espécies de
Lambornella, (ii) revisar criticamente a validade taxondmica do género a luz de
novas evidéncias filogenéticas e (iii) investigar aspectos ecoldgicos pouco
explorados, como as relagdes parasitarias e simbidticas.

Assim, esta dissertacdo nao apenas sistematiza o conhecimento existente
sobre Lambornella, mas também fornece uma base solida para estudos futuros,

incentivando uma abordagem mais integrada entre ecologia e biologia molecular
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para a compreensdo da diversidade e evolugdo dos ciliados. Os resultados desta
dissertacdo abrem um campo amplo para investigagdes futuras sobre a sistematica,
ecologia e evolug¢ao do género Lambornella. Inicialmente, a inclusdo de novos dados
moleculares, como genomas mitocondriais completos e sequéncias multilocus,
poderd fornecer uma base filogendmica robusta para revisar a posi¢do do género
dentro da familia Tetrahymenidae, permitindo testar a monofilia de Lambornella e
sua relagdo com os demais tetrahimenideos. Além disso, estudos de metagenomica e
metabarcoding em fitotelmos de bromélias e outros ambientes aquaticos podem
revelar espécies ainda ndo descritas ou linhagens cripticas associadas ao género,
aumentando a compreensdo sobre sua diversidade global. Abordagens experimentais,
como ensaios de infecgdo e analises ecofisiologicas, também se mostram promissoras
para esclarecer a plasticidade de habitos (vida livre vs. parasitaria) e os fatores
ambientais que modulam a transicdo entre modos de vida. Paralelamente,
investigacdes sobre interagdes ecoldgicas como por exemplo, entre Lambornella e as
comunidades microbianas nos fitotelmos, podem esclarecer o papel trofico e a
contribuicado do género para a dindmica dos ecossistemas bromelicolas. Por fim, a
criagdo de um banco de dados integrado, reunindo informacdes historicas,
morfolégicas e moleculares, facilitaria analises comparativas em larga escala,
incentivando colaboragdes internacionais € permitindo a elaboracdo de um panorama

mais abrangente da evolucao dos ciliados.
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APENDICE A

A: Tabela do ranqueamento de revistas cientificas sem critério de exclusdo. Indicativo em niimero de
artigos e percentual total.

Porcentagem de participacio nas publicacfes por revista

Revistas % (n)
Journal of Medical Entomologqy 10.71% (6)
Parasitology B.93% (5)
Journal of Invirebrate Fathology T.14%: (4)
European Journal of Protistology 5.36% (3)
Journal of medical entomology 5.369% (3)
Parazitologiya 5.36% (3)
Joumal of Vector Ecology 3.57T%(2)
Jourmnal of imertebrate pathology 3.57% (2)
Science 3579 (2)
Transactons of the Amenican Microscopical Sockery 3.5T% (2)
Amercan Mosguito Control Association 1.79% (1)
BMC Evolutionary Biology 1.79% (1)
BioMed Research International 1.79% (1)
Diversity 1.79% (1)
Jourmnal of Eukaryotic Microbiology 1.75% (1)
Journal of Evolutionary Biology 1.79% (1)
Journal of Molecular Evolution 1799 (1)
Joumal of Protozoology 1.79% (1)
Journal of the Entomological Socky of Southem Aftica LT9% (1)
Kakkasan 1799 (1)
Meditsinskaya Parazitologiya | Parazitarmye Bolezni 1799 (1)
Molecutar Ecology Resources 1795 (1)
Matural History 1.79% (1)
MNarure 1.79% (1)
Neotropical Blology and Consemvation 1L75% (1)
Oecologa 1.79% (1)
Proceadngs ol the National Acadermy of Sciences 1.79% (1)
Systematics and Biodiversity 1.79% (1)
Thet American Maturalist L79% (1)
The International Jowmal of Medicine and Sciences 1.79% (1)
Thi Joumal of parasitohogy L1.79% (1)
Transactions of the Royal Sockety of Tropical Medicine and Hygiene 1.75%: (1)
Tropical Blomedicine 1.79% (1)
Zoological Stisdies. 1785 (1)
Total 10:0% (56)

Fonte: Produzido pelo autor.
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