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RESUMO

LEMES, Débora Sa. Taxonomia integrativa de duas espécies de nematoides de Delomys
dorsalis (Rodentia: Sigmodontinae) coletados no Parque Nacional do Itatiaia, do estado
do Rio de Janeiro, Brasil. 2025. 51p. Dissertagdo (mestrado em Ciéncias Veterinarias).
Instituto de Veterindria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do

Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2025.

A Mata Atlantica ¢ um dos maiores e principais biomas brasileiros, abrigando muitas espécies
endémicas de fauna e flora. Entretanto, com a urbanizagao desenfreada e agdes antropicas essas
espécies estdo cada vez mais correndo risco de extingdo. Sendo assim, necessario a criagdo de
areas de conservagdo, para garantir a preservacao dessas espécies. O Parque Nacional do
Itatiaia, localizado entre os estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais, faz parte da Mata
Atlantica e la ¢ possivel encontrar o roedor cricetideo Delomys dorsalis (Hensel, 1873), objeto
de estudo desse trabalho. Apesar da escassez de informagdes sobre a comunidade parasitaria
deste pequeno mamifero, este estudo permitiu descrever uma nova espécie de nematoide e
redescrever uma espécie ja conhecida, atualizando o conhecimento sobre a helmintofauna desse
hospedeiro. Alippistrongylus itatiaensis (Lemes et al., 2024) foi descrito utilizando taxonomia
integrativa e caracterizado por se diferenciar das outras duas espécies do género, por meio do
padrdo dos raios presentes na bolsa copuladora do macho e apéndice em forma esférica na
fémea. Por outro lado, viu-se a necessidade de contribuir com informag¢des taxondmicas novas
e mais atualizadas da espécie de nematoide Protospirura numidica (Seurat, 1914),
acrescentando dados morfoldgicos e moleculares. Desta forma, a taxomonia integrativa foi

essencial para descri¢do e redescri¢do de espécies.

Palavras-chave: Nematoide, roedor, taxonomia integrativa, Parque Nacional de Itatiaia.



ABSTRACT

LEMES, Débora Sa. Integrative taxonomy of two species of Delomys dorsalis nematodes
(Rodentia: Sigmodontinae) collected in Itatiaia National Park, Rio de Janeiro state,
Brazil. 2025. 51p. Dissertation (master’s degree in veterinary sciences). Institute of Veterinary
Medicine, Department of Animal Parasitology, Federal Rural University of Rio de Janeiro,

Seropédica, RJ, 2025.

The Atlantic Forest is one of the largest and most important biomes in Brazil, home to many
endemic species of fauna and flora. However, with rampant urbanization and human activities,
these species are increasingly at risk of extinction. Therefore, it is necessary to create
conservation areas to ensure the preservation of these species. The Itatiaia National Park,
located between the states of Rio de Janeiro and Minas Gerais, is part of the Atlantic Forest and
there it is possible to find the cricetid rodent Delomys dorsalis (Hensel, 1873), the object of
study of this work. Despite the scarcity of information about the parasitic community of this
small mammal, this study allowed us to describe a new species of nematode and redescribe an
already known species, updating the knowledge about the helminth fauna of this host.
Alippistrongylus itatiaensis (Lemes et al., 2024) was described using integrative taxonomy and
characterized by being different from the other two species of the genus, through the pattern of
rays present in the male copulatory pouch and the spherical appendage in the female. On the
other hand, there was a need to contribute new and more updated taxonomic information on the
nematode species Protospirura numidica (Seurat, 1914), adding morphological and molecular

data. Thus, integrative taxomony was essential for the description and redescription of species.

Keywords: Nematode, rodent, integrative taxonomy, Itatiaia National Park.
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1 INTRODUCAO GERAL

A Mata Atlantica, um dos principais hotspots de biodiversidade no mundo, abriga uma
vasta comunidade ecoldgica que se desenvolveu ao longo dos anos. Com uma flora e fauna
extremamente diversificadas, incluindo muitas espécies endémicas dessa regido, além de outras
que compartilham o ecossistema com biomas distintos do Brasil (MMA, 2025), esse bioma
resulta em uma rede complexa de interagdes bioldgicas, muitas vezes dependentes e
interrelacionadas, para que as espécies possam sobreviver (MARQUES & GRILLES, 2021). A
Mata Atlantica se estende por uma vasta area geografica, com variagdes significativas de
altitude e relevo, que vao das planicies litoraneas até as montanhas da Serra do Caparad (IBGE,
2008).

O crescimento economico da regido Sudeste, impulsionado pela expansdo urbana e
industrial, causou um desequilibrio ambiental, levando a degradacdo de grandes porcdes de
mata nativa (MARQUES & GRILLES, 2021). Esse desequilibrio resultou em um aumento
significativo do contato entre seres humanos e animais silvestres, o que favoreceu a
disseminagdo de doengas zoonoticas emergentes € reemergentes, que anteriormente estavam
restritas ao meio selvagem (LAFFERTY, 1997; GIRAUDOUX et al., 2003). Muitas dessas
doengas originam-se no ambiente natural e representam uma ameaga global a saude humana,
como as hantaviroses, SARS, rickettsioses, COVID-19, entre outras (WOOLHOUSE &
GOWTAGE-SEQUERIA, 2005; HAIDER et al., 2020).
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Figura 1. Infografico da biodiversidade da Mata Atlantica.




A presenca de parasitos em populagdes de pequenos mamiferos silvestres ¢ um desafio
consideravel para a saide publica, uma vez que esses mamiferos frequentemente atuam como
reservatorios de patdogenos zoonoticos, tornando essencial o entendimento e monitoramento das
interacdes entre parasitos e hospedeiros (NIELSEN, 1995; HERRERA et al., 2005). Os
roedores representam a ordem de mamiferos mais numerosa e com maior diversidade de
espécies. Aproximadamente 10,7% das espécies de roedores (244 de 2220) atuam como
hospedeiros de 85 doencgas zoondticas distintas. Esses roedores, que servem como reservatorios
dessas doengas, se distinguem por um ciclo de vida caracterizado pela reproducio precoce e
frequente. Adicionalmente, a grande diversidade de espécies, o ciclo de vida curto e a facilidade
de coleta fazem dos pequenos mamiferos modelos ideais para estudar a transmissao de zoonoses
e a dindmica das doengas infecciosas (BRYDA, 2013; HAN et al, 2016). A pesquisa envolvendo
esses mamiferos ¢ cada vez mais relevante para a saude publica, e estudos sobre
tripanossomiase e esquistossomose tém sido fundamentais para o desenvolvimento de
estratégias de controle dessas doengas (ROQUE et al., 2002; MALDONADO JR et al., 2006;
EASTWOOD et al., 2018).

Os parasitos desempenham um papel significativo no meio ambiente, podendo causar
alteracdes comportamentais, fisiolégicas e reprodutivas em seus hospedeiros
(MARCOGLIESE, 2004). Os roedores, por serem os mamiferos terrestres mais abundantes,
desempenham um papel fundamental na dinamica dos ecossistemas, servindo como
hospedeiros para uma grande variedade de parasitos e vetores. Sua adaptabilidade a diferentes
ambientes, incluindo os modificados pela a¢do humana, aumenta ainda mais sua relevancia
nesse contexto (CERQUEIRA et al., 1993; GIRAUDOUX et al., 2003; RUIZ-PINA & CRUZ-
REYES, 2002; SUAREZ et al., 2003).

A relacdo entre animais silvestres e seus habitats ¢ complexa, envolvendo diversas
interagdes ecologicas (TOKESHI, 1999). Fatores ambientais e biologicos moldam as
populagdes de animais, incluindo parasitos (BEGON et al., 2005; BEHNKE, 2008). A
compreensdo das interagdes entre parasito-hospedeiro e parasito-habitat ¢ fundamental,
especialmente para entender os fatores que influenciam a comunidade helmintica dos roedores
silvestres.

Estudos de Cardoso et al. (2018 ¢ 2019), Simdes et al. (2010 e 2017) e Maldonado Jr
et al. (2006) evidenciam a relevancia de investigar a comunidade helmintica de pequenos
roedores brasileiros. Esses animais, por serem importantes vetores de zoonoses, desempenham

um papel central na satde unica. O conhecimento aprofundado dessas comunidades permite a



implementagdo de medidas preventivas e o estabelecimento de estratégias de saude que
englobam tanto animais quanto humanos. Além disso, essa informagdo ¢ crucial para
compreender as complexas interagdes entre parasitos, hospedeiros e ambiente, e para o uso de
helmintos como bioindicadores.

A taxonomia integrativa ¢ uma abordagem que usa diferentes tipos de dados para
classificar e entender a diversidade bioldgica. Ela se baseia em: reconhecer as limitagcdes da
analise da forma, complementar com outras técnicas e ir além da simples identificacdo para
entender os processos evolutivos (SCHLICK-STEINER et al., 2010). Na helmintologia,
analises moleculares e filogenéticas sdo comumente utilizadas, bem como o uso de microscopia
eletronica de varredura (COSTA et al, 2018; LEMES et al., 2024). Além dessas, alguns autores
utilizam técnicas histologicas (MACHADO et al., 2024), aspectos ecologicos (CASTRO et al.,
2017), microscopia de fluorescéncia (GOMES et al., 2025) e modelagem 3d (BRAGA et al.,
2025) a essa abordagem. A identificagdo precisa de espécies de nematoides ¢ complexa devido
a similaridade morfologica entre esses helmintos. A combinagdo das técnicas de microscopia
eletronica de varredura (MEV) e andlise filogenética, tem sido essencial para superar esse
desafio. A MEV, por fornecer imagens bidimensionais em alta resolugdo, permite a analise
detalhada de caracteristicas morfoldgicas, enquanto a filogenética baseada em dados genéticos
auxilia na classificacdo e associacdo a outras espécies conhecidas (LEMES et al., 2024;

MACHADO et al., 2024; MIQUEL et al., 2023; MALDONADO et al., 2019).

Boullosa et al. (2018) e Costa et al. (2018) apresentam em seus respectivos trabalhos
novas espécies de nematoides parasitos de roedores sigmodontineos, o primeiro capturado na
regido Sul do Brasil e o segundo no Sudeste, ambos na Mata Atlantica. A comunidade
helmintica desses roedores ainda ndo estad completamente elucidada, sendo necessario mais
trabalho a respeito do assunto para que possamos entender melhor essa comunidade.

Delomys dorsalis (Hensel, 1873), um roedor da familia Cricetidae e subfamilia
Sigmodontinae, ¢ endémico da Mata Atlantica, ocorrendo em altitudes elevadas de até 2.000
metros (GONCALVES e OLIVEIRA, 2014). Sua dieta ¢ baseada em matéria vegetal e
artropodes encontrados no solo (PINOTTI ez al., 2011). E uma espécie reprodutivamente ativa
durante o ano todo, entretanto no periodo do inverno ocorre uma reducgao na reprodugao, devido
ao fotoperiodo mais curto (CADEMARTORI, 2003). A helmintofauna desse roedor, ainda
pouco investigada, oferece oportunidades para novas descobertas, como a descricdo de uma
nova espécie do género Alippistrongylus (DIGIANI e KINSELLA, 2014; LEMES et al., 2024).

Além disso, estudos realizados em outros roedores sigmodontineos do Brasil, embora com

3



dados epidemiolégicos limitados, tém revelado a presenca de trematodeos (TRAVASSOS et al.,
1969; D’ANDREA et al., 2000; MALDONADO JR. et al., 2003), nematoides (VICENTE et
al., 1997; MALDONADO JR. et al., 2006; SIMOES et al. 2010; LEMES et al., 2024),
destacando a importancia da continuidade da pesquisa para o reconhecimento de novas espécies

nos biomas brasileiros (SIMOES et al., 2014; MALDONADO et al., 2020).

.

-

Figura 2. Roedor cricetideo, Delomys dorsalis.

O Parque Nacional do Itatiaia (PNI), localizado na Serra da Mantiqueira, abrangendo
areas dos estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais, desempenha um papel crucial na protecao
e preservacao da biodiversidade (ICMBIO, 2024). Reconhecido pela UNESCO por abrigar
varias espécies endémicas da Mata Atlantica, o PNI ¢ fundamental para a manutengdo dos
ecossistemas dessa regidao (ICMBIO, 2024). O parque ¢ composto por regides montanhosas e
ilhas de vegetacdo, oferecendo abrigo a uma grande variedade de espécies, muitas das quais
sensiveis a acdo humana, o que reforca a importancia de sua preservacio (MARTINELLI,

2007).



Figura 3. Parte baixa do Parque Nacional do Itatiaia.

Dado que a Mata Atlantica ¢ um dos biomas mais ameacgados e abriga uma fauna rica
em pequenos mamiferos, o estudo da helmintofauna de roedores como Delomys dorsalis no
PNI ¢ essencial para entender as relagdes entre parasitos, hospedeiros e o ambiente. Tais estudos
sao fundamentais para compreender a satide do ecossistema, a preservacdo da biodiversidade e

para o desenvolvimento de estratégias de saude tnica.
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Abstract

We describe a new species of the genus Alippistrongylus (Nematoda: Trichostrongylina) in the
small intestine of Delomys dorsalis (Rodentia: Sigmodontinae) found in [tatiaia National Park
(Parque Nacional do Itatiaia, PNI), state of Rio de Janeiro, Brazil. The new species can be
distinguished between the other two species previously described by the following morphological
characteristics: pattern of the rays from the caudal bursa rays in males and the spherical-shaped
appendage in the female. Additionally, we provide molecular genetic data from the new species.
The discovery of Alippistrongylus itatiaiaensis sp. n. expands our understanding of nematode
diversity and underscores the importance of parasite studies in biodiversity conservation. Its
occurrence in a preserved area like the PNI emphasises the role of such habitats in maintaining
unique ecological interactions.



RESUMO

Descrevemos uma nova espécie do género Alippistrongylus (Nematoda: Trichostrongylina)
parasitando o intestino delgado de Delomys dorsalis (Rodentia: Sigmodontinae) coletados no
Parque Nacional do Itatiaia (PNI), estado do Rio de Janeiro, Brasil. A nova espécie pode ser
distinguida das outras duas espécies ja descritas pelas seguintes caracteristicas morfoldgicas:
padrao dos raios da bolsa caudal nos machos e apéndice em forma esférica na fémea. Além
disso, fornecemos dados genéticos moleculares da nova espécie. A descoberta de
Alippistrongylus itatiaiaensis. expande nossa compreensdao da diversidade de nematoides e
ressalta a importancia dos estudos de parasitos na conservagdo da biodiversidade. Sua
ocorréncia em uma area preservada como o PNI enfatiza o papel desses habitats na manutencao
de interag¢des ecoldgicas Unicas.

Palavras-chave: Taxonomia integrativa, nematoide, Parque Nacional do Itatiaia, roedor



ABSTRACT

We describe a new species of the genus Alippistrongylus (Nematoda: Trichostrongylina)
parasitizing the small intestine of Delomys dorsalis (Rodentia: Sigmodontinae) collected in the
Itatiaia National Park (PNI), Rio de Janeiro state, Brazil. The new species can be distinguished
from the other two previously described species by the following morphological characteristics:
pattern of the caudal pouch rays in males and spherical appendage in females. In addition, we
provide molecular genetic data of the new species. The discovery of Alippistrongylus
itatiaiaensis expands our understanding of nematode diversity and highlights the importance of
parasite studies in biodiversity conservation. Its occurrence in a preserved area such as the PNI
emphasizes the role of these habitats in maintaining unique ecological interactions.

Keywords: Integrative taxonomy, nematode, Parque Nacional do Itatiaia, rodent



2.3 INTRODUCAO

A Mata Atlantica ¢ a segunda maior floresta tropical da América do Sul, compreendendo
uma das areas com maior biodiversidade do planeta nos territorios brasileiro, argentino e
paraguaio (MARQUES et al., 2021). E uma regidio onde se encontram as espécies vegetais e
animais mais ricas ¢ ameagadas do planeta (MYERS et al., 2000), devido ao desmatamento
motivado por diversas atividades humanas (MMA, 2024).

O Parque Nacional do Itatiaia (PNI) abrange regides do estado do Rio de Janeiro e Minas
Gerais, cujo principal objetivo ¢ a conservagdo da fauna e flora endémicas do bioma Mata
Atlantica. O parque ¢ reconhecido pela UNESCO e esté localizado em éreas de alta prioridade
para conservacao da biodiversidade (ICMBIO, 2024).

A Mata Atlantica abriga mais de 270 espécies de mamiferos (MMA, 2024), incluindo
40 espécies de roedores pertencentes a subfamilia Sigmodontinae (Bonvicino et al., 2008).
Roedores sigmodontineos sdo relevantes para a saide publica, servindo como potenciais
reservatorios para hantavirus, Bartonella spp., Leptospira spp., Trypanosoma cruzi €
Schistosoma mansoni (MALDONADO JR. et al., 2006; OROZCO et al., 2014; VIEIRA et al.,
2019; SALVO et al., 2020; BELLOMO et al., 2021).

Dentre esses roedores, Delomys dorsalis (Hensel, 1873) é uma espécie de
sigmodontineo com habitos terrestres endémica da Mata Atlantica (BONVICINO et al., 2008).
Esta espécie prospera em altitudes que podem atingir at¢ 2.000 m (GONCALVES e
OLIVEIRA, 2014). Alimentando-se principalmente de matéria vegetal e artropodes do solo
(PINOTTI et al., 2011). Delomys dorsalis permanece relativamente pouco estudado em termos
de sua fauna de helmintos, com apenas dois helmintos relatados (CARDOSO et al., 2018).

Este estudo ¢ parte de um projeto de pesquisa de biodiversidade mais amplo que
investiga varios taxons dentro da Mata Atlantica. Utilizando uma abordagem multidisciplinar
abrangendo perspectivas taxondmicas, evolutivas, ecologicas e parasitologicas, nosso objetivo
principal foi descrever uma nova espécie de nematoide parasitando o intestino delgado de

Delomys dorsalis encontrada no PNI usando taxonomia integrativa.



2.4 MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi feita dentro dos limites do PNI, no municipio de Itatiaia, estado do Rio
de Janeiro, Brasil. O PNI abrange uma area de 28.086 hectares (ha) com altitudes variando de
600 a 2.791 m (ICMBIO, 2024). O clima dentro do parque ¢ caracterizado como umido, com
temperaturas médias atingindo até 20 °C durante o verdo. O PNI faz parte de um programa de
protecao estratégica que visa conservar a Mata Atlantica, designada como Reserva da Biosfera
da Mata Atlantica (RBMA, 2024).

Os roedores foram capturados em faixas de altitude aproximadas de 800 a 1.500 metros.
Seis transectos lineares foram estabelecidos nessas areas, compreendendo 15 estacdes de
captura cada, e foram georreferenciados usando tecnologia GPS. Foram utilizadas armadilhas
vivas dos modelos Tomahawk (40,64 cm x 12,70 cm x 12,70 cm) e Sherman (7,62 cm x 9,53
cm x 30,48 cm) e dentro iscas feitas com uma mistura de banana, aveia, manteiga de amendoim
e bacon. As armadilhas contendo os animais foram transportadas para um laboratdrio de campo
para processamento e coleta de amostras, estritamente dentro dos padrdes de biosseguranca. As
autorizagdes para coleta e manuseio dos animais foram emitidas pelo Instituto Chico Mendes
de Conservacao da Biodiversidade (ICMBio), sob autorizacdo n°® 74498-11 e pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA/IOC), com licenga n® L-036/2018-A1, respectivamente.

Todos os nematoides coletados do intestino delgado foram conservados em etanol a
70%. Dez nematoides machos e 10 fémeas foram clarificados usando lactofenol e examinados
através de um microscopio optico Zeiss Standard 20. Os desenhos foram produzidos com a
ajuda de uma camera lucida. As estruturas morfologicas foram medidas usando um sistema de
imagem digital Zeiss Axio Cam HRC (Zeiss, Alemanha), com o software acessorio Axio Vision
Rel, versao 4.7. As medigdes foram fornecidas em micrometros (a menos que especificado de
outra forma) para amostras de holdtipo ou aldtipo, seguidas pelo intervalo de paratipo entre
parénteses. A descri¢ao da morfologia geral dos nematoides foi baseada em Digiani e Kinsella
(2014), o padrao da bolsa caudal estava de acordo com Durette-Desset e Digiani (2012) e a
orientacdo da sinlofe estava seguindo Durette-Desset e Digiani (2005). O holotipo, aldtipo e
paratipos foram depositados na cole¢do helmintoldgica do Instituto Oswaldo Cruz (CHIOC),
no Rio de Janeiro.

Para analise por microscopia eletronica de varredura (MEV), os nematoides foram
desidratados em etanol graduado (30-100%) por 2 horas e submetidos a secagem de ponto
critico com CO2 (CPD 030, Balzers, Suica). As amostras foram montadas em stubs de aluminio,

revestidas com uma camada de ouro de 20 nm e examinadas usando um microscopio eletronico
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de varredura Jeol JSM 6390LV (operando a 15 kV) (JEOL, Akishima, Toquio, Japao) na
Plataforma de Microscopia Eletronica Rudolf Barth do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro.

O DNA genomico foi isolado de um pool de dez nematoides usando o QIAamp DNA
Mini Kit seguindo o protocolo do fabricante (QIAGEN, Hilden, Alemanha). A amplificac¢do por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) de um gene parcial de RNA ribossomico de grande
subunidade (28S rRNA) foi conduzida usando os primers NC28-7 (5’-GAC CCT GTT GAC
CTT GAC TC-3") e NC28-BR (5’-GTC TAA ACC CAG CTC ACG TT-3’) (CHILTON et al.,
2003). Cada reagdo de PCR consistiu em 12,5 pL. de PCR Master Mix (Promega Corporation,
Madison, EUA), 8,5 L. de 4gua sem DNA, 0,5 puL de cada primer direto e reverso ¢ 3 uL da
amostra de DNA, perfazendo um volume total de reagcdo de 25 pL. O programa de ciclagem
térmica envolveu uma etapa inicial de desnaturagao a 94 °C por 5 minutos; seguido por 30
ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 55 °C por 30 segundos e extensao
a 72 °C por 1 minuto; e uma extensdo final a 72 °C por 5 minutos. Os amplicons foram
visualizados em géis de agarose a 1,5% apo0s eletroforese, corados com corantes de gel de 4cido
nucleico Gel Red (Biotium, Hayward, Califérnia, EUA) e examinados sob um transiluminador
UV. Os amplicons amplificados com sucesso foram purificados usando o Illustra GFX PCR
DNA and Gel Band Purification Kit de acordo com o protocolo do fabricante (GE Healthcare,
Little Chalfont, Reino Unido). Os amplicons foram sequenciados em ciclo usando o Big Dye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, EUA) em ambas as fitas usando
os primers de PCR mencionados, resultando em sequenciamento bidirecional para maior
precisdo dos dados. O sequenciamento foi realizado utilizando o Analisador de DNA ABI3730.
Ambos os procedimentos e a precipitacdo dos produtos sequenciados do ciclo foram conduzidos
na Plataforma da Funda¢ao Oswaldo Cruz para sequenciamento de DNA por eletroforese
capilar (P01-001-RPT/FIOCRUZ). Os fragmentos foram montados em contigs e editados para
ambiguidades utilizando a plataforma de software Geneious Prime 2023 (KEARSE et al.,
2012), resultando em uma sequéncia de consenso. A sequéncia de DNA obtida foi comparada
com aquelas disponiveis no banco de dados do National Center for Biotechnology Information
(NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) utilizando 0 algoritmo BLASTn
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Os dados da sequéncia 28S de Alippistrongylus
itatiaiaensis foram depositados no banco de dados GenBank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

Alinhamos a sequéncia de Alippistrongylus itatiaiaensis com 11 sequéncias de outras

espécies de nematoides pertencentes a subordem Trichostrongylina (sensu Durette-Desset e
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Chabaud, 1993) recuperadas do GenBank. Como grupos externos, usamos duas sequéncias de
espécies de nematoides pertencentes a subordem Ancylostomatina (Ancylostoma caninum
(Ercolani, 1859) e Necator americanus (Stiles, 1092). Alinhamos as sequéncias usando o
programa de alinhamento de sequéncias multiplas ClustalW (THOMPSON et al., 1994).
Aparamos regides mal alinhadas usando o pacote de software Mesquite, versdo 3.81
(MADDISON ¢ MADDISON, 2023).

A reconstrugdo filogenética usando maxima verossimilhanca (ML), como critério de
otimalidade, foi realizada usando o servidor web PhyML 3.0 (GUINDON et al., 2010). O
modelo evolutivo de nucleotideos de melhor ajuste foi calculado sob o critério de informagao
de Akaike (AIC), via SMS (Smart Model Selection) (LEFORT et al., 2017). Os suportes de
ramificacdo foram avaliados pelo teste de razdo de verossimilhanga aproximada (aLRT)
(ANISIMOVA e GASCUEL, 2006).

A inferéncia filogenética bayesiana (BI) foi realizada usando o MrBayes versao 3.2.7a
(RONQUIST et al., 2012) no XSEDE usando o CIPRES Science Gateway (MILLER et al.,
2010). Amostragens de Monte Carlo de cadeia de Markov (MCMC) foram realizadas para
10.000.000 de geragdes, com quatro cadeias simultaneas, em duas execugdes. Os suportes de
ramificacdo foram avaliados por probabilidades posteriores bayesianas (BPP), calculadas a
partir de arvores amostradas a cada 1000 geragdes, apos uma remocao de burn-in de fracao de

25%.

2.5 RESULTADOS

Subordem Trichostrongylina Durette-Desset € Chabaud, 1993
Superfamilia Heligmosomoidea Durette-Desset e Chabaud, 1993
Familia Heligmonellidae Skrjabin e Schikhobalova, 1952
Subfamilia Nippostrongylinae Durette-Desset, 1971
Alippistrongylus itatiaiaensis Lemes, Andrade, Maldonado Jr., 2024

Geral: Nematoides de pequeno comprimento, com a regido posterior irregularmente enrolada.
Vesicula cefalica conspicua com estrias transversais (Fig. 1b), dois anfideos, 4 papilas externo
labiais e 4 papilas cefalicas submedianas (Fig. 1a). Anel nervoso anterior ao poro excretor e
deirideo (Fig. 1b). Poro excretor e derideos cerca de 84% e 67% do comprimento do esofago

na fémea e 77% e 63% no macho, respectivamente. Eso6fago claviforme (Fig. 1b).
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Sinlofe: (Observado em 1 macho e 1 fémea). Em ambos os sexos, cuticulas com cristas
longitudinais ininterruptas aparecendo gradualmente posteriormente a vesicula cefélica,
desaparecendo imediatamente anterior a bolsa caudal no macho e alcangando o apéndice caudal
na fémea. Sinlofe com 19 cristas na fémea (8 dorsais/ 11 ventrais) (Fig. 1a) e 21 no macho (9
dorsais/12 ventrais) (Fig. 1b) entre o derideo e o esofago; 22 cristas na fémea (9 dorsais/ 13
ventrais) (Fig. 1¢) e 24 cristas no macho (11 dorsais/ 13 ventrais) (Fig. 1d) no meio do corpo;
22 cristas na fémea (9 dorsais/13 ventrais) (Fig. le) anteriores a vulva e 24 no macho (10
dorsais/14 ventrais) (Fig. 1f) anteriores a bolsa caudal. No meio do corpo, o tamanho e o
formato das cristas apresentam variagdo limitada, com cristas no quadrante ventral e dorsal
direito ligeiramente maiores. Eixo Unico de orientacdo das cristas inclinado em cerca de 80° em

relagdo ao eixo sagital em ambos os sexos.
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Figura 1. Sinlofe em secgdes transversais do corpo: (a) entre o derideo e o esdfago, fémea e (b) macho; no meio
do corpo (c) fémea e (d) macho; (e) anterior a vulva; (f) anterior a bolsa caudal.
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Macho (holétipo e 10 paratipos): 3,36 (2,33-3,51) mm de comprimento ¢ 51 (44-78) de
largura no meio do corpo. Vesicula cefalica com 23 (21-44) de comprimento ¢ 18 (15-27) de
largura. Anel nervoso, derideos e poro excretor situados a 120 (128-301), 178 (133-308) e 228
(145-370) da regido anterior, respectivamente. Esofago com 293 (196-368) de comprimento.
Bolsa caudal assimétrica, com o lobo direito maior que o esquerdo (Fig. 2¢). Lobo esquerdo e
direito com padrao 4-1 (Fig. 2d, 2e). O raio direito 2 ¢ mais longo que o raio esquerdo 2,
alcancando a borda da bolsa caudal. Os raios direito e esquerdo 3, 4 ¢ 5 sdo de tamanhos
semelhantes. Os raios 6, em ambos os lobos, s3o menores que os outros. Lobo dorsal curto. Na
regido medial do lobo direito, a extremidade do raio 8 alcanga o raio 6, mas no lobo direito os
raios ndo alcangam um ao outro. Raio dorsal longo e mais fino, dividido em cerca de tergo distal
em 2 ramos. Cada ramo dividido na ponta em 2 ramos diferentes: raio 10 (interno) ligeiramente
maior que o raio 9 (externo). Cone genital bem desenvolvido com &pice bifurcado 68 (55-85)
de comprimento e 47 (32-53) de largura, com papilas visiveis 7 (Fig. 2f). Espiculos 361 (228-
361) de comprimento terminando em forma de bisel (Fig. 3a). Comprimento dos espiculos em
relacdo ao comprimento do corpo (SpL/BL) 9,3% (9,7%-10,2%). Gubernaculo com 10 (8-16)
de comprimento e 34 (24-44) de largura (Fig. 2f).

Fémea (alotipo e 10 paratipos): 3,20 (2,56-3,39) mm de comprimento e 47 (47-82) de largura
no meio do corpo. Vesicula cefalica com 34 (30-46) de comprimento e 19 (19-31) de largura.
Anel nervoso, derideos e poro excretor situados a 167 (105-279), 202 (116-347) e 216 (135-
292) da regido anterior, respectivamente. Es6fago com 315 (160-434) de comprimento.
Monodélfico (Fig. 2g). Vulva situada a 117 (75-184) da extremidade caudal. Vagina vera 21
(18-27) de comprimento, vestibulo 49 (32-77) de comprimento e 42 (24-50) de largura,
esfincter 50 (42-76) de comprimento e 27 (22-68) de largura, infundibulo 118 (113-218) de
comprimento. Utero 940 (711-1,07) de comprimento, contendo aproximadamente 4 (1-6)
ovulos com 46 (34-62) de comprimento e 25 (24-51) de largura. A regido posterior bifurca-se
em uma porg¢ao conica ventral e um apéndice pods-vulvar dorsal arredondado (Fig. 3b). Porgao
ventral (mucron incluido) 62 (61-76) de comprimento. Cauda (mucron incluido) 46 (39-59) de
comprimento. Mucron distal 10 (9-15) de comprimento. Distancia do anus até o final da cauda

30 (24-36). Apéndice arredondado com 96 (82-133) de comprimento e 89 (74-116) de largura.
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Figura 5. Alippistrongylus itatiaiaensis (a) Regido cefalica, vista apical (b) Vista lateral esquerda da extremidade
anterior, mostrando anel nervoso, poro excretor, derideos e es6fago (c) Vista ventral do macho, bolsa caudal. (d)
Vista lateral do lobo esquerdo, macho. (¢) Vista lateral do lobo direito, macho. (f) Vista ventral do cone genital,
gubernaculo e espiculos. (g) Fémea, extremidade posterior, mostrando utero distal, vestibulo, esfincter, infundibulo
e ovos. Abreviagdes: 21-81 — raios esquerdos 2—8; 2r—8r — raios direitos 2—8.
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Figura 6. Microscopia eletronica de varredura (MEV) Alippistrongylus itatiaiaensis (a) espiculos passando pelo
cone genital, com papila aparente em vista lateral macho. (b) regido posterior da fémea em vista ventral da vulva,
(v) vulva.

Resumo taxonomico

Hospedeiro: Delomys dorsalis (Hensel, 1873)

Local de infeccao: Intestino Delgado.

Localidade tipo: Vizinhanca de Abrigo Lamego, Parque Nacional de Itatiaia (22° 25° S 44° 37°
W), municipio de Itatiaia, estado do Rio de Janeiro, Brasil.

Prevaléncia: 20% (11 de 56 roedores coletados).

Intensidade média: 31 (339 helmintos nos 11 roedores infectados).

Abundancia média: 6 (339 helmintos nos 56 roedores coletados)

Espécimes depositados: Holotipo: CHIOC 39673a (macho); alotipo: CHIOC 39673b (fémea);
paratipos: CHIOC 39674 (10 machos e 10 fémeas).

Etimologia: O nome do epiteto especifico se refere a localidade onde o nematoide foi

encontrado.

2.6 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Alippistrongylus itatiaiaensis pode ser distinguido de A. bicaudatus e A. marki com base
na morfologia do apéndice feminino. Diferentemente das outras espécies, a presente espécie
exibe um apéndice dorsal que ndo ¢ alongado ou digitiforme, mas sim arredondado logo apds

a bifurcacdo, assumindo uma forma esférica. Além disso, tem o apéndice localizado
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dorsalmente de forma semelhante a 4. bicaudatus e em contraste com 4. marki, no qual esta
posicionado ventralmente. Os padroes da bolsa caudal de Alippistrongylus itatiaiaensis
consistem em 4-1 em ambos os lobos, diferentemente de A. bicaudatus que apresenta uma
configuracdo de 1-4 no lobo esquerdo e 4-1 no lobo direito. A nova espécie pode ser ainda mais
diferenciada das outras duas espécies através do raio dorsal, que é menor e assimétrico. Em
Alippistrongylus itatiaiaensis, as extremidades dos raios 8 alcangam os raios 6, assemelhando-
se a A. bicaudatus, enquanto em A. marki, emergem na metade distal do tronco dorsal. Além
disso, Alippistrongylus itatiaiaensis difere de A. bicaudatus pela presenga de um gubernaculo
e um cone genital bem desenvolvido, caracteristicas ausentes em A. marki. Além disso, o anel
nervoso de Alippistrongylus itatiaiaensis esta localizado anterior ao poro excretor, enquanto em
A. bicaudatus esta mais proximo do poro excretor. A orientacao das cristas na sinlofe difere
entre as duas espécies. Alippistrongylus itatiaiensis exibe uma unica orientacdo de crista em
ambos o0s sexos, em cerca de 80° em relagdo ao eixo sagital. Em contraste, 4. biacaudatus possui
cristas orientadas a 60° em ambos os sexos. A Tabela 1 fornece uma comparacao morfométrica

entre as espécies.
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Tabela 1. Morfometria das espécies de Alippistrongylus

Alippistrongylus bicaudatus

Digiani and Kinsella, 2014

Alippistrongylus marki

Drabik, Vivar and Jiménez, 2022

Alippistrongylus itatiaiaensis

Lemes, Andrade, Maldonado Jr., 2024

Macho Fémea Macho Fémea Macho Fémea
Comprimento 2.75-3.70 2.95-3.75 2.10-3.40 2.13-3.88 2.33-3.51 2.56-3.39
Largura 70 60-90 66-95 82-140 44-78 47-82
Vesicula cefalica 40-45x 30 40-50 x 30-40 20-62 x 25-46 32-60 x 26-43 23-44 x 15-27 30-46 x 19-31
Anel nervoso 165-180 120-190 77-130 81-113 88-171 105-279
Poro excretor 245 210-240 46-198 128-144 145-259 135-292
Derideo 220-270 210-240 - - 133-242 116-347
Eséfago 305-320 260-340 146-278 x 11-22 201-318 x 15-52 196-368 160-434
Bolsa caudal Dissimétrico - Simétrico - Dissimétrico -
Cone genital 60 x 45-50 - - - 55-82 x 32-53 -
Espiculos 295 - 1.00-1.46 - 228-361 -
Gubernaculo - - 27-39 x 13-20 - 8-16 x 24-44 -
Vulva - 120-210 - 60-116 - 75-184
Vagina vera - 10-15 - 33-67 - 18-27
Vestibulo - 50-110 - 92-594 x 34-57 - 32-77 x 24-50
Esfincter - 22-35x 30-40 - 31-84 - 42-76 x 22-68
Infundibulo - 90-100 - 78-250 - 113-218

19



Utero

Ovos

Numero de ovos
Apéndice
Porcao ventral
Cauda

Mucron

Anus
Hospedeiro

Localidade

500-850

40-60 x 30-45

12-23

85-140 x 35-80

113-185
50-75

12-25

Delomys dorsalis

Argentina

55-82 x 25-46

3

53-125 x 30-39

33-66

Euryoryzoms nitidus

Peru

711-1.31

32-62 x 24-51

1-6
82-133 x 74-116
61-76
39-59
9-12
24-36
Delomys dorsalis

Brasil
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2.7 CARACTERIZACAO MOLECULAR

Uma sequéncia de consenso parcial do gene 28S de Alippistrongylus itatiaiaensis,
obtida neste estudo, compreendeu 546 pares de bases de comprimento. A sequéncia foi
depositada no banco de dados GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) sob o numero de acesso
PP512577. O alinhamento das sequéncias em nosso conjunto de dados resultou, apos o corte,
em uma matriz de 14 tdxons. O modelo de melhor ajuste, calculado via SMS em PhyML, sob
AIC, foi HKY85 +G+I (modelo de taxa livre), com quatro categorias de taxa livre, propor¢ao
de sitios invariaveis Pinv = 0,644 e pardmetro de forma gama o = 0,117, resultando em uma
arvore ML com InL = -6257,889292. A amostragem BI, apds remog¢ao de 25% de burn-in, as
amostragens MCMC resultaram em InL = -6264,9745 probabilidade marginal média estimada
(erro padrao = 0,0298; mediana = -6264,627). Os valores ESS foram robustos para todos os
parametros.

As topologias de arvore produzidas com diferentes critérios de otimalidade (ML e BI)
foram amplamente congruentes, mostrando Trichostrongylina como grupo monofilético,
confirmando Alippistrongylus itatiaiaensis no clado da subfamilia Nippostrongylinae com

valores de suporte moderados a altos (aLRT = 79%, BPP = 94%) (Fig. 4)

Nicoflina cameroni AM0397491

Haemonchus confortus AM0397421

Ostertagia lepfospicularis AM0O397 441

90/98
557100 e Graphidium strigosum LN71522191
Hyostrongylus rubidus LN715237
99/100
Trichostrongylus colubriformis AMO397431
—73/70 —— Coopenia curticei LN152351

Filarimena flagrifer AM0387461

69/ 86 Alippistrongylus itatiaiaensis sp. n. PP512577

79/ 84

-Nippostrongylus brasifiensis AM0337481
79/98

Mippostrongylus magnus LN7152281
Chisholmia bainae LN8461311

I Necator americanus AM0D397401

99/100
Ancylostoma caninum AM0397391

00w

Figura 7. Arvore filogenética bayesiana para o gene 28S rRNA. Os nimeros nos nos sio aLRT (esquerda) e BPPs
(direita). A barra de escala representa o nimero de substituigdes por sitio.
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2.8 DISCUSSAO

O género Alippistrongylus foi escassamente documentado na literatura, com apenas
duas espécies descritas até o momento: Alippistrongylus bicaudatus (DIGIANI e KINSELLA,
2014) e Alippistrongylus marki (DRABIK, VIVAR e JIMENEZ, 2022). Digiani ¢ Kinsella
(2014) descreveram o género Alippistrongylus e a espécie A. bicaudatus no roedor Delomys
dorsalis, o primeiro helminto relatado neste hospedeiro, capturado na provincia de Misiones,
Argentina. Drabik et al. (2022) descreveram A. marki no roedor Euryoryzomys nitidus (Thomas,
1884) encontrado na provincia de La Convencion, Peru. A caracterizagdo do género realizada
por Digiani e Kinsella (2014) delineou caracteristicas distintivas, como, por exemplo, 21 cristas
sinlofe irregulares em ambos os sexos; machos exibindo uma bolsa caudal assimétrica, com o
lobo direito hipertrofiado, com um padrao 1-4 ou 4-1; e fémeas com um longo apéndice dorsal
conico, posterior a vulva, formando uma aparéncia bicaudal. A espécie 4. marki compartilha
caracteristicas diagnosticas com o género, mas difere de A. bicaudatus, notavelmente no
apéndice conico posicionado ventralmente da fémea e machos com uma bolsa caudal simétrica
tendo um padrao 2-2-1 (DRABIK et al., 2022).

Delomys dorsalis, a espécie hospedeira, ¢ um roedor terrestre encontrado em florestas
umidas tropicais e subtropicais de altas e baixas altitudes nas regides Sul e Sudeste do Brasil,
bem como na regido Nordeste da Argentina (CADEMARTORI et al., 2005; BONVICINO et
al., 2008).

Nosso estudo descreve uma nova espécie parasitaria que compartilha o mesmo
hospedeiro que A. bicaudatus. No entanto, A. itatiaiaensis foi descoberto em altas altitudes
dentro do Parque Nacional de Itatiaia, uma area intocada de Mata Atlantica aninhada no
municipio de Itatiaia, estado do Rio de Janeiro. As distingdes diagnosticas notaveis da nova
espécie incluem o formato arredondado e ndo conico do apéndice e a assimetria da bolsa caudal,
exibindo um padrao 4-1 em ambos os lobos, confirmando assim sua novidade.

Nossa analise morfologica, embora completa, seria significativamente enriquecida pela
incorporacdo de dados genéticos moleculares, permitindo-nos obter resultados mais precisos e
abrangentes. Apesar das limitagdes da sequéncia obtida no presente estudo, uma vez que ndo
foi possivel alinhar com algumas sequéncias pertencentes a familia Heligmonellidae como
Hassalstrongylus e Heligmosomoides, a sequéncia genética de A. itatiaiaensis continua valiosa
para facilitar a identificacdo e diferenciagdo molecular de espécies de Alippistrongylus e

elucidar o status sistematico da subfamilia Nippostrongylinae em estudos futuros.
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A compreensdo de helmintos em pequenos mamiferos dentro de areas preservadas
permanece escassa, como evidenciado por recentes divulgacdes de espécies (CARDOSO et al.,
2018). De fato, o exame de parasitos em animais selvagens ¢ vital, servindo como
bioindicadores para avaliar a dinAmica parasito-hospedeiro e a saide ambiental (SIMOES et al.
2010, CASTRO et al. 2017). Além disso, dadas as ameagas representadas pelas mudancas
climaticas e incéndios florestais, que contribuem para a perda de biodiversidade e extingdo de

parasitos, dados abrangentes sobre biodiversidade sao imperativos e urgentes.
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3 CAPITULO II
REDESCRICAO DE PROTOSPIRURA NUMIDICA (NEMATODA: SPIRURIDA)

PARASITO DE DELOMYS DORSALIS (RODENTIA: SIGMODONTINAE) DA MATA
ATLANTICA DO RIO DE JANEIRO, BRASIL
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RESUMO

O género Protospirura ¢ cosmopolita e parasito de diversos mamiferos, com destaque para
roedores. No entanto, a delimitagdo das espécies desse género tem sido desafiadora devido a
falta de dados atualizados e a similaridade com outros grupos. Este estudo tem como objetivo
contribuir para o conhecimento taxonomico de Protospirura numidica por meio da redescrigao
da espécie, utilizando técnicas modernas de microscopia eletronica e filogenia molecular. Os
espécimes analisados foram coletados em roedores Delomys dorsalis do Parque Nacional do
Itatiaia, no Rio de Janeiro. Os resultados obtidos permitem uma caracterizagdo mais precisa da
espécie acrescentando informagdes sobre sua posi¢ao filogenética, desta forma, contribuindo
para uma melhor compreensao da diversidade de nematoides parasitos.

Palavras-chave: Taxonomia integrativa, roedores, cricetideos, helminto
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ABSTRACT

The genus Protospirura is cosmopolitan and parasitic to several mammals, especially rodents.
However, species delimitation of this genus has been challenging due to the lack of updated
data and the similarity with other groups. This study aims to contribute to the taxonomic
knowledge of Protospirura numidica by redescribing the species, using modern electron
microscopy and molecular phylogeny techniques. The analyzed specimens were collected from
Delomys dorsalis rodents from Itatiaia National Park, Rio de Janeiro. The results obtained allow
a more precise characterization of the species, adding information about its phylogenetic
position, thus contributing to a better understanding of the diversity of parasitic nematodes.

Keywords: Integrative taxonomy, rodents, cricetids, helminth
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3.3 INTRODUCAO

Os nematoides da familia Spiruridae (Orley, 1885) e do género Protospirura (Seurat,
1914) sdo caracterizados morfologicamente por serem longos, espessos € possuirem uma
cuticula densa e estriada. Eles parasitam o estdbmago de mamiferos e tém uma ampla
distribuicdo, embora sejam frequentemente confundidos com nematoides do género
Mastophorus Diesing, 1853 (Spirocercidae) (SUTTON, 1989; MIQUEL et al., 2023). Existem
caracteristicas que distinguem esses dois géneros: Profospirura possui dois ou quatro dentes no
pseudolabio, faringe comprimida lateralmente, papilas cloacais sésseis, cauda curta nos machos
e vulva localizada na regido poés-equatorial (CHITWOOD, 1938). Em contraste, Mastophorus
tem trés, cinco, sete ou nove dentes no pseudoldbio, uma faringe cilindrica, papilas
pedunculadas, uma cauda longa nos machos e uma vulva pré-equatorial (CHITWOOD, 1938).

Roedores sigmodontineos sao endémicos dos Neotropicos, incluindo a espécie Delomys
dorsalis (PATTON, 2015). A Mata Atlantica, um dos maiores biomas do mundo, possui uma
grande diversidade de fauna e flora (MYERS et al., 2000). No entanto, a crescente urbanizagao
e a acdo humana descontrolada levaram a devastacao da regiao (MMA, 2024). O Parque
Nacional do Itatiaia (PNI) prioriza a conserva¢do da biodiversidade da Mata Atlantica
(ICMBIO, 2024).

A redescri¢ao de espécies € importante quando as descrigdes originais sao insuficientes
ou incompletas, seja por métodos antigos ou falta de detalhes essenciais. A incorporagdo de
novas tecnologias, como microscopia avancada e andlise molecular, também justifica essa
revisdo, pois revelam informagdes antes desconhecidas (SMALES et al., 2009) Além disso,
mudancgas na classificagdo taxondmica, devido a novas descobertas ou revisdes cientificas,
tornam a redescrigdo necessaria para refletir o conhecimento atualizado sobre as espécies
(RAFAEL, 2001).

Ferramentas de taxonomia integrativa sdo relevantes em estudos de descri¢ao e
redescricdo de espécies, uma vez que com elas ¢ possivel fornecer ou acrescentar novas
informacdes a respeito de caracteristicas moleculares e morfologicas que antes nao foram
possiveis de ser observada (PERIN et al., 2023; LOPES-TORRES et al., 2024; LEMES et al.,
2024; MACHADO et al., 2024).

Neste capitulo, propomos uma redescri¢ao da espécie Protospirura numidica, parasita
do estdmago do roedor Delomys dorsalis coletado no Parque Nacional da Itatiaia (PNI), no
estado do Rio de Janeiro. Nosso objetivo ¢ fornecer uma compreensdo mais aprofundada desta

espécie através da aplicagdo de técnicas de taxonomia integrativa, devido a antiguidade da
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descri¢do original e pela incorporagdo de novas metodologias taxondmicas que permitem uma
caracterizagdo mais completa e precisa do parasita. Este estudo faz parte de um projeto de

pesquisa em biodiversidade mais amplo que investiga varios tdxons na Mata Atlantica.

3.4 MATERIAIS E METODOS

3.4.1 Espécimes, microscopia optica e microscopia eletronica de varredura

As metodologias empregadas nesta sessdo foram as mesmas utilizadas no capitulo

anterior.

3.4.2 Analise molecular e arvore filogenética

O DNA foi extraido de espécime macho (1) e fémea (1) de Protospirura numidica
usando o Qiagen QIAamp DNA Minikit, seguindo o protocolo do fabricante. O DNA foi
amplificado usando os primers 18S rDNA PHYSA F e PHYSA R (GOMES et al. 2015). A
reacdo de PCR 18s rDNA foi realizada em um volume total de 25 uL, composto por: 12,5 puL
de PCR Master Mix da Promega Corporation (50 unidades/mL Taq DNA polymerase, 400 pM
dATP, 400 uM dGTP, 400 uM dCTP, 400 uM dTTP, 3 mM MgCl2), 0,5 pL de primer direto,
0,5 pL de primer reverso, 8,5 uL. de agua ultrapura e 3 uL. de DNA extraido.

O DNA também foi amplificado usando COI, com uma reagao dos primers CoiF e CoiR
(Prosser et al. 2013). A rea¢ao de PCR do mitDNA COI foi realizada em um volume total de
25uL, composto por: 12,5ul. de PCR Master Mix da Promega Corporation (50 unidades/mL de
Taq DNA polimerase, 400 uM dATP, 400 uM dGTP, 400 uM dCTP, 400 uM dTTP, 3 mM
MgCl2), 1uL de primer direto, 1uL de primer reverso, 8,5uL de dgua ultrapura e 2ul. de DNA
extraido.

Foi utilizado Bio-Rad T100TM Thermal Cycler para ambos os processos de ciclagem
de reagdes de PCR seguindo as condi¢des de Jost et al. (2024) para 18S rDNA e Gaillard et al,
(2020) para COI mtDNA. A purificagdo de DNA foi realizada usando o Qiagen QIAquick PCR
Purification Kit, seguindo o protocolo do fabricante. O sequenciamento de amplicons foi
realizado da subunidade RPTOIA foi realizado utilizando o kit BigDye Terminator v3.1
(Applied Biosystems, Foster City, Califéornia) em um sequenciador de DNA ABI 3730, na
Plataforma de Sequenciamento do Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ.Os fragmentos

resultantes foram montados em contigs e editados para eliminar ambiguidades com o software
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Geneious R9.1 (KEARSE et al, 2012), para fornecer sequéncias de consenso. As sequéncias
obtidas foram depositadas no banco de dados GenBank sob o nimero de acesso XXxX € XXXX.
O software Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA), versao 11 (TAMURA
et al,2021) forneceu analise filogenética para 18S rDNA com base na méxima verossimilhanga
(ML), com Kimura 2-parametro com distribui¢do gama, e para Tamura-Nei mitocondrial com
distribuicao gama com sitios invariantes. O método Bootstrap com 1.000 replicacdes bootstrap
foi usado para o teste de filogenia para ambas as analises de primers. O MrBayes versao 3.2.6
(RONQUIST et al, 2012) realizou inferéncia bayesiana (BI) no XSEDE, por meio do CIPRES
Science Gateway (MILLER et al, 2010). As sequéncias disponiveis no GenBank usadas nas

analises filogenéticas estdo nas respectivas arvores (Fig. 8 e Fig. 9).

3.5 RESULTADOS

Resumo taxondmico

Familia Spiruridae Oerley, 1885

Género Protospirura Seurat, 1914

Protospirura numidica Seurat, 1914

Hospedeiro: Delomys dorsalis (Hensel, 1873)

Localidade-tipo: Vizinhanga de Abrigo Lamego, Parque Nacional de Itatiaia (22° 25’ S 44°
37> W), municipio de Itatiaia, estado do Rio de Janeiro, Brasil.

Material-tipo: Sete machos e nove fémeas.

Geral: Nematoides longos e grossos com cuticula espessa e estriada. Na regido cefalica, podem
ser vistos dois pseudolabios, cada um com um lobo mediano maior e dois lobos laterais
menores. O lobo mediano tem quatro dentes e os lobos laterais tém dois dentes trifurcados cada
(Fig. 5a). Dois pares de papilas cefalicas localizadas acima dos ldbios e um par de anfideos
(Fig. 5b). A faringe ¢ bem desenvolvida e o esdfago ¢ dividido em regides glandular e muscular.
A vulva esta localizada na regiao pds-equatorial (Fig. 6b) e o anus na parte mais distal da cauda
da fémea (Fig. 6¢). Os machos tém dois espiculos de tamanho desigual, sendo o da direita mais
longo (Fig. 6a) e o da esquerda mais curto € com a ponta em formato de lanca, e um gubernaculo
bem desenvolvido. Eles também t€m quatro pares de papilas pré-cloacal (Fig. 7a e 7c), uma

unica papila impar (Fig. 7a e 7c) antes da cloaca, dois pares de grandes papilas pos-cloacal (Fig.
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7b e 7¢), seguidas por trés pares de pequenas papilas e um par de fasmideos perto do tltimo par
de papilas (Figura 7d).

Macho (n=7): 17,77 — 23,05 mm de comprimento e 0,40 — 0,57 de largura no meio do corpo.
Anel nervoso, derideos e poro excretor situados a 0,29 — 0,53, 0,13 — 0,41 e 0,31 — 0,76 da
regido anterior, respectivamente. Es6fago 2,94 — 4,32 de comprimento. Faringe 0,08 — 0,14 de
comprimento. Quatro pares de papilas pré-cloacal, uma tnica papila impar antes da cloaca, dois
pares de grandes papilas pos-cloacal, seguidas por quatro pares de pequenas papilas € um par
de fasmideos perto do ultimo par de papilas. Espiculos assimétricos. Espiculo direito 0,93 —
1,67 de comprimento. Espiculo esquerdo 0,42 — 0,65 de comprimento. Gubernaculo 0,11 —0,19

de comprimento.

Fémea (n=9): 28,32 — 39,16 mm de comprimento e 1,07 — 1,45 de largura no meio do corpo.
Anel nervoso, derideos e poro excretor situados a 0,58 — 1,14, 0,38 — 0,64 ¢ 0,67 — 1,37 da
regido anterior, respectivamente. Es6fago 3,78 — 5,81 de comprimento. Faringe 0,18 — 0,42 de
comprimento. Vulva na regido pos-equatorial 1,02 — 1,52 da extremidade posterior. Ovos
elipticos 0,050 — 0,060 x 0,033 — 0,043 de didmetro. Anus a 0,17 — 0,55 da terminagio da cauda.

Cauda curta e com terminagdo romba.
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Figura 8. Microscopia eletronica de varredura (MEV) Protospirura numidica, macho, regido cefalica. a) Abertura
dos labios com os lobos medial e laterais, as setas indicam a trifurcagdo dos dentes. b) Par superior de papilas
cefalicas.
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Figura 9. Microscopia eletronica de varredura (MEV) Protospirura numidica, regido posterior macho e fémea.
a) Espiculo transpassando a cloaca. b) Abertura da vulva. ¢) Anus na regido terminal.
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Figura 10. Microscopia eletronica de varredura (MEV) Protospirura numidica, regido posterior macho. Papilas
terminais. a) Dois pares de papilas pré-cloacal e papila impar. b) Primeiro par de papilas poés-cloacal. ¢) Vista
ventral da regido posterior do macho, onde as cabecas de seta indicam as papilas pré-cloacal, as setas indicam as
papilas pds-cloacal e “ee” significa espiculo esquerdo. d) Vista lateral da regido posterior, onde as cabecas de seta
indicam as papilas pré-cloacal, as setas indicam as papilas pos-cloacal e * indica o fasmideo.

3.6 CARACTERIZACAO MOLECULAR

O sequenciamento com o uso do marcador 18S deu origem a uma sequéncia com 794
pares de base. A sequéncia foi depositada no GenBank sob o ntimero de acesso XXXX. O
modelo evolutivo mais adequado foi Kimura 2-parametros com distribui¢do gama para o gene
18S. Apds alinhamento e selegao, obtivemos matrizes de dados com 13 taxons e 827 caracteres,
dos quais 304 eram conservados e 381 eram varidveis parcimonio-informativos. A inferéncia
Bayesiana calculou uma probabilidade marginal estimada média de -2970,512, com um valor
mediano de -2970,198. O tamanho efetivo da amostra para todos os parametros foi 12905,
demonstrando a robustez das amostras. As duas topologias construidas com diferentes critérios
de otimalidade, ML e BI, foram similares, com pouca varia¢ao nos valores de suportes dos nos.

O espécime Protospirura numidica aqui sequenciado agrupou com outro espécime do género
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Protospirura com um alto valor de repeticao para ML (80%) e alto valor de probabilidade de

suporte de nos na BI (BBP = 0,98) (Fig. 8).

[ KP760162 Protospirura muricola "
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Figura 11. Relagdes filogenéticas entre sequéncias de espécies selecionadas da familia Spirurida, incluindo o
espécime de Protospirura numidica aqui sequenciado, com base em analises do gene 18S. A arvore foi inferida
utilizando a maxima verossimilhanga (ML) e inferéncia bayesiana (BI). O suporte nodal é descrito a esquerda
pelos valores obtidos na ML e a direita pelos obtidos na BI. * indica que este valor de n6 nao foi calculado. - indica

valores de suporte nodal inferior a 70 ou 0,7.

O sequenciamento com o uso do marcador CO1 deu origem a duas sequéncias com 444
pares de base. As sequéncias foram depositadas no GenBank sob o nimero de acesso XXXX.
O modelo evolutivo mais adequado foi Tamura-Nei com distribuigdo gama para o gene CO1.
Ap6s alinhamento e selecdo, obtivemos matrizes de dados com 18 tdxons e 450 caracteres, dos
quais 165 eram conservados e 276 eram variaveis parcimonio-informativos. A inferéncia
Bayesiana calculou uma probabilidade marginal estimada média de -2341,5149, com um valor
mediano de -2341,235. O tamanho efetivo da amostra para todos os parametros foi 6235,8,
demonstrando a robustez das amostras. As duas topologias construidas com diferentes critérios
de otimalidade, ML e BI, foram similares, com pouca varia¢ao nos valores de suportes dos nos.

O clado formados por espécimes Protospirura numidica aqui sequenciados agruparam com um
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clado de espécimes Protospirura canariensis ¢ com um clado de espécimes do género

Protospirura com valores de suporte baixo a moderado (ML=44%; BBP = 0,63) (Fig. 9).
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oqrmsa s carsrerse g
sooxx protospirra rumidica
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Figura 12. Relacdes filogenéticas entre sequéncias de espécies selecionadas da familia Spirurida, incluindo o
espécime de Protospirura numidica aqui sequenciado, com base em analises do gene CO1. A arvore foi inferida
utilizando a maxima verossimilhanga (ML) ¢ inferéncia bayesiana (BI). O suporte nodal é descrito a esquerda

pelos valores obtidos na ML ¢ a direita pelos obtidos na BI. * indica que este valor de n6 néo foi calculado. - indica

valores de suporte nodal inferior a 60 ou 0,6.
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Tabela 2. Dados utilizados na formagéo da arvore filogenética.

Familia Espécie Gene Cédigo de acesso Hospedeiro Localidade
Podarcis lilfordi; Algyroides
Unknowh spirurid 18s JQ771745;JQ77146 marchi Peninsula Ibérica
p . 18S KY462830 Mastomys colcha Africa do Sul
rotospirura sp.
28s MT512662 Nao disponivel Naio disponivel
Nao disponivel; Oxymycterus
P. numidica 18s KT89481; KT894812 delator Nao disponivel
Spiruridae . .
28s KT894801; KT894800 Oxymycterus delator Brasil
18s KP760162 Gorilla sp. Nao disponivel
P. muricola . .
28s MN89024; KP760207; MN890122 Gorilla gorilla gorilla Camardes

MN890093; MN890094; MN890114
0Q799521; 0Q799522; 0Q799523;

P. canariensis 28s 0Q799524 Rattus rattus Ilhas Canarias
Spirocercidae Cyclospirura petrowi 18s KM434335 Felis silvestris Alemanha
Gongylonema sp. 18s J1X401925 Otus scops Espanha
Gongylonematidae Gongylonema
gy neoplasticum 18s LC331000 Rattus norvegicus Tailandia
Gongylonema pulchrum 18s AB495401 Saimiri boliviensis Japao
Onchocerca volvulus 28s MH190075 Homo sapiens Camardes
Onchocercidae Canis lupus familiaris; Homo )
Dirofilaria repens 18s MG780293; AB973229 sapiens India; Japao
28S KY828979 Canis lupus familiaris Finlandia
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3.7 DISCUSSAO

O género Protospirura, descrito por Seurat (1914), teve como representante inicial a
espécie Protospirura numidica, encontrado inicialmente em felinos Felis ocreata na América
do Norte. Até o momento, foram descritas 15 espécies deste género, distribuidas por diversos
continentes, com destaque para a Asia (3 espécies), Africa (2), América do Norte (2), Oceania
(2) e Europa (1). Os principais hospedeiros sdo roedores, felinos e toupeiras (MIQUEL et al.,
2023; SMALES, 2021; RIBAS et al., 2012; SMALES, HARRIS e BEHNKE, 2009; SMALES,
2001; ORDAZ E ESPINOZA, 1995; HASEGAWA, 1990; YOKOHATA ¢ HISASHI ABE,
1989; BARBERO ¢ MATTHIAS, 1967). No entanto, ndo foi possivel localizar os registros
originais de cinco dessas espécies para comparacoes detalhadas, como demonstrado na Tabela
2. Apesar da variedade de espécies, esse género apresenta uma morfologia muito similar,
dificultando o diagndstico. Entretanto, ha algumas caracteristicas que podem auxiliar na
identificacdo, como a quantidade de dentes nos lobos da abertura oral, a disposi¢do da vulva
nas fémeas e a quantidade de papilas terminais (MIQUEL ef al., 2023).

A abertura oral apresenta dois pseudoslabios, caracteristico do género Protospirura,
cada um com um lobo medial mais longo e dois lobos laterais menores. Segundo Seurat (1914),
na descrigdo original do Protospirura numidica, cada lobo era composto por trés dentes. Porém,
com as técnicas de MEV utilizadas no presente trabalho foi possivel observar quatro dentes no
lobo medial e dois dentes trifurcados em cada lobo lateral, sendo assim uma contribuicao
relevante para a atualizacdo de caracteristica morfologica dessa espécie.

As espécies P. canariensis (MIQUEL et al., 2023) e P. peromysci (BABERO e
MATTHIAS, 1967) se diferenciam da espécie P. numidica por apresentarem quatro dentes no
lobo medial e dois dentes simples nos lobos laterais. Ja as espécies P. muricola (GEDOELST,
1916; SMALES, 2009), P. kaindiensis (SMALES, 2001) e P. munimuniensis (SMALES, 2021)
sdo caracterizadas por possuirem dois dentes em cada um dos lobos. P. okinavensis
(HASEGAWA, 1990) e P. siamensis (RIBAS et al., 2012) apresentam quatro dentes em cada
lobo, P. mexicana (ORDAZ e ESPINOZA, 1995) possui um dente em cada lobo lateral e dois
dentes no lobo medial e P. pseudomuris (YOKOHATA e HISASHI ABE, 1989) apresenta um
dente em cada lobo. Desta forma, estas espécies se distinguem de P. numidica possui no lobo
mediano quatro dentes e dois dentes trifurcados em cada lobo lateral.

As papilas terminais sdo formadas por um conjunto de papilas localizadas na regido
posterior, abrangendo tanto a regido pré-cloacal quanto a pds-cloacal. Protospirura numidica

conta com quatro pares de papilas pré-cloacal, uma papila impar acima da abertura da cloaca e
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cinco pares pos-cloacal, sendo os dois primeiros maiores € o trés tltimos menores. As espécies
pertencentes ao género Protospirura possuem um numero varavel de papilas pré e pos clocal
de acordo com a espécie: P. munimuniensis, P. muricola e P. pseudomuris sao semelhantes pois
apresentam quatro pares de papilas pré-cloacal, uma papila impar na regido da cloaca e seis
pares pds-cloacal (SMALES, 2021; SMALES, 2009; YOKOHATA e HISASHI ABE, 1989;
GEDOELST, 1916;). P. peromysci tém quatro pares pré-cloacal, e sete pares pos-cloacal, sendo
os dois primeiros maiores e cinco ultimos menores (BARBERO ¢ MATTHIAS, 1967). P.
okinavensis pode ter cinco ou seis pares pré-cloacal, e quatro pares pos-cloacal (HASEGAWA,
1990). P. kaindiensis tem quatro pares pré-cloacal e cinco pares pds-cloacal (SMALES, 2001).
P. siamensis pode ter quatro ou cinco pares pré-cloacal e quatro pares pos-cloacal (RIBAS et
al.,2012). Todas as espécies apresentam uma papila impar anteriormente a abertura da cloaca.
As que apresentam menor quantidade papilas sdo P. canariensis (quatro pares pré-cloacal e
quatro pares pos-clocal) e P mexicana (quatro pares pré-cloacal e trés pares pos-clocal)
(MIQUEL et al., 2023; ORDAZ e ESPINOZA, 1995).

Em relagcdo ao posicionamento da vulva algumas espécies apresentam a abertura do
orgdo na regido pré-equatorial e outras pos-equatorial. Na espécie P. numidica a vulva esté
localizada na regido p6s-equatorial, assim como em P. siamensis, P. muricola, P. mexicana e P.
peromysci (RIBAS et al., 2012; SMALES, 2009; ORDAZ e ESPINOZA, 1995; BARBERO ¢
MATTHIAS, 1967, GEDOELST, 1916;). Ja nas espécies P. canariensis, P. kaindiensis, P.
okinavensi e P. pseudomuris fica situado na regido pré-equatorial (MIQUEL et al., 2023;
SMALES, 2001; HASEGAWA, 1990; YOKOHATA e HISASHI ABE, 1989).

Quentin et al. (1968) propuseram a criagdo da subespécie Protospirura numidica
criceticola com base em diferencas morfologicas como o tamanho do espiculo do macho e a
disposicdo das papilas terminais, além de diferencas nos hospedeiros (cdes selvagens e
roedores) e na distribuicdo geografica (América do Norte e do Sul). Os autores sugeriram que
todos os espécimes americanos fossem incluidos nessa subespécie. Estudos utilizando outras
ferramentas como MEYV, assim como biologia molecular sdo cruciais para confirmar ou refutar
essa classificagdo. E possivel que analises genéticas revelem diferengas significativas entre os
espécimes americanos e os demais, indicando a existéncia de mais uma espécie em vez de uma
subespécie. Portanto, uma combinacao de dados morfologicos e moleculares ¢ fundamental
para uma classifica¢do taxondmica precisa e confiavel.

Devido suas caracteristicas morfologicas muito semelhantes os géneros Protospirura e

Mastophorus sdo frequentemente confundidos. Segundo Chitwood (1938) e Miquel et al.
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(2023) o que diferencia essas espécies ¢ a quantidade de dentes presente nos pseudolabios, dois
ou quatro no Protospirura e trés, cinco, sete ou nove no Mastophorus. Os autores também
destacam a morfologia da faringe, sendo comprimida lateralmente em Protospirura e cilindrica
em Mastophorus. Papilas sésseis e cauda curta em Protospirura e papilas pedunculadas e cauda
longa em Mastophorus, vulva em posi¢ao pds-equatorial em Protospirura e pré-equatorial no
Mastophorus (CHITWOOD, 1938; MIQUEL et al., 2023). Descrigdes mais recentes, como P,
canariensis (MIQUEL et al., 2023), revelam que as distingdes anteriormente estabelecidas entre
essas espécies ndo sdo mais tdo precisas. O ideal ¢ que informagdes moleculares sejam
adicionadas ao banco de dados para que se possa fazer uma analise molecular mais detalhada e
com isso conseguir um diagnostico mais preciso.

O presente estudo forneceu a primeira sequéncia de 18S de Protospirura numidica
coletado de Delomys dorsalis no Brasil. Essa sequéncia agrupou com outra sequéncia do género
Protospirura (KY462830), cujo espécime foi coletado do roedor murideo Mastomys colcha em
Gouteng, Africa do Sul (JULIUS ef al., 2017). Entre essas sequéncias havia 7 pares de bases
diferentes. Julius et al. (2017) ndo conseguiram chegar na identificagcdo da espécie, contribuindo
apenas com a sequéncia genética. Além disso, os autores sugerem que este espécime pode
representar uma nova espécie, porém ressalta a necessidade de estudos taxondmicos mais
aprofundados para confirmar essa hipdtese.

Também fornecemos as primeiras sequéncias CO1 de Protospirura numidica coletado
de D. dorsalis no Brasil. A sequéncia agrupou com sequéncias de Protospirura canariensis
(0Q799524, 0Q799523, 0Q799522, 0Q799521), coletado do roedor Rattus rattus em Ilhas
Canarias, Espanha (MIQUEL et al., 2023). Entre as sequéncias havia 294 pares de bases
diferentes. A sequéncia de P. numidica também agrupou com sequéncias de P. muricola
(MN890114, MN890094, MN890093), coletadas de amostras de fezes dos primatas Gorilla
gorilla e Cercopithecus nictitans em Camardes (GAILLARD et al., 2020). Entre as sequéncias
havia 261 pares de bases diferentes. Essas bases distintas encontradas entre as sequéncias
podem ser explicadas por serem espécies e hospedeiros diferentes e regides distintas. Embora
Gaillard et al. (2020) alegarem que as amostras foram coletadas de fezes de primatas, eles
também ressaltam que ndo podem excluir a possibilidade de contaminagdo cruzada de P.
muricola através de fezes de roedores, uma vez que estes sdo os principais hospedeiros dessa
espécie.

No presente estudo através da andlise da arvore filogenética dos genes CO1 foi possivel

observar que duas sequéncias de P. numidica (KT894801, KT894800) nao se agruparam com
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as sequencias de P. numidica produzidas no presente estudo e ainda formaram um clado distinto.
Jost et al. (2024) apontam um possivel caso de equivoco na identificacdo, onde Mastophorus
pode ter sido identificado como Protospirura em espécimes coletados no roedor do género
Oxymycterus aqui no Brasil. Fato observado pela analise filogenética utilizando as sequencias
P. numidica (KT894801, KT894800). Estas as sequencias foram depositadas como P. numidica,
mas na arvore filogenética os espécimes ficaram agrupados a um clado formado por
Mastophorus, indicando assim que aquelas amostras apresentavam mais similaridade com o
género Mastophorus do que com Protospirura (JOST et al., 2024). De fato, no presente estudo
observamos que as sequencias de P. numidica (KT894801, KT894800), cujo hospedeiro é o
roedor Oxymycterus dasytrichus, agrupou com um clado de outra sequéncia de Protospirura
sp. (MT512662). O fato dessas sequéncias ndo terem agrupado com as sequéncias de P.
numidica fornecida por este trabalho, pode indicar que esses espécimes nao pertencam de fato
ao género Protospirura. Sendo assim, se faz necessdrio uma revisdo das caracteristicas
morfologicas e moleculares dos espécimes de Protospirura numidica (KT894801, KT894800).

A combinagao de microscopia eletronica de varredura (MEV) e andlises moleculares
permitiu uma redescri¢do mais completa da espécie, detalhando caracteristicas morfoldgicas,
especialmente os dentes labiais. Essa abordagem representa um avango significativo para o

género, fornecendo uma base so6lida para futuras pesquisas taxonOmicas.
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Tabela 3. Diferenga entre as espécies do género Protospirura. M - labio medial. L - labio lateral.

N° de dentes Papilas terminais Localiza¢iio da vulva Hospedeiro Localidade
Protospirura numidica
(redescricio) M: 4; L: 2 (trifurcados) 9 pares e 1 ndo pareado Pos-equatorial Delomys dorsalis Brasil
Presente estudo
Protospirura canariensis AT ~ . .
Miquel et al., 2023 M:4;L:2 8 pares e 1 ndo pareado Pré-equatorial Rattus rattus Espanha
Protospirura munimuniensis M:2;L:2 10 pares e 1 ndo pareado Nao informado Chiruromys lamia Papua Nova Guiné
Smales, 2021
Protospirura . . .
siamensis M:4;L: 4 8 ou 9 pares e 1 ndo pareado Pos-equatorial Bandicota ;ndt.a]ze,afteurgzlsmy s spp-; Mus Tailandia
Ribas et al., 2012 PP-> PPp-
Protospirura muricola
(redescricdo) AT ~ . . . . - .
Smales, Harris e Behnke M:2;L:2 10 pares e 1 ndo pareado Poés-equatorial Cricetomys gambiamus Repuiblica Democratica do Congo
2009
Protospirura kaindiensis ~ . . . -
M:2;L:2 9 pares e 1 ndo pareado Pré-equatorial Pseudohydromys murinus Papua Nova Guiné
Smales, 2001
Protospirura mexicana AT . R . P o
Ordaz e Espinoza, 1995 M:2;L: 1 7 pares 1 ndo pareado Pos-equatorial Peromyscus difficilis México
Protospirura okinavensi AT N . . . ~
Hasegawa, 1990 M:4;L: 4 9 ou 10 pares e 1 ndo pareado Pré-equatorial Mus caroli Japdo
Protospirura pseudomuris
Yokohata e Hisashi Abe, M:I;L: 1 10 pares e 1 ndo pareado Pré-equatorial Mogera wogura e M. kobeae Japdo
1989
Protospirura peromysci M:4; L:2 11 pares e 1 ndo pareado Pos-equatorial Peromyscus maniculatus e P. truci Estados Unidos

Barbero e Matthias, 1967
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4. CONCLUSOES GERAIS

o Foi descrita uma nova espécie de nematdodeo do gé€nero Alippistrongylus,
denominada A. itatiaiensis baseada em dados morfoldgicos, morfométricos, moleculares e
imagens de MEV. Assim, demonstra a escassez de conhecimento sobre a helmintofauna do
roedor cricetideo D. dorsalis endémico da Mata Atlantica. Desta forma, este estudo preenche
uma lacuna importante no conhecimento sobre a biodiversidade parasitaria da Mata Atlantica.

o Foi realizado a redescri¢do da espécie Protospirura numidica com base em
dados morfolégicos detalhados e andlises filogenéticas. Contribuindo para uma melhor
compreensao da morfologia e filogenia da espécie.

o A utilizagdo de ferramentas de taxonomia integrativa como MEV e biologia
molecular mostraram-se relevantes nas descricdes e redescricdo de espécies incluindo
informacgdes que poderdo auxiliar na identificacdo de novas espécies € na compreensao das
relagdes entre parasitos e hospedeiros.

. O estudo contribui para a area da parasitologia de pequenos mamiferos e para a

conservagao da biodiversidade.
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6. ANEXO

New species of the genus Alippistrongylus
(Nematoda: Trichostrongylina) parasitic in
Delomys dorsalis (Rodentia: Sigmodontinae) in
the Atlantic Forest of Rio de Janeiro, Brazil

D. 53 Lemes' 2, B.E. de Andrade Silva® @, A. Maldonado Jr.? @, RV. Vilela™ @,
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Abstract
We describe a new species of the genus Aljppistrongyius (Mematoda: Trichostrongylina) in the
small intestine of Delomys domalis (Rodentia: Sigmodontinae) found in Hatiais National Pardk
{Parque Nacional do Itatiaia, PNI), state of Rio de Janeiro, Brazil The new species can be
distinguished between the other two species previously described by the following morpho logical
chamcteristica pattern of the rays from thecaudal bursa rays in males and the spherical-shaped
appendage in the female. Additionally, we provide molecular genetic data from the new species
The discovery of Alippistrongylus itatigizgensis sp. 0. expands our understanding of nematode
diversity and underscores the importance of parasite studies in biodiversity conservation. Its
occumence in a preserved area like the PMI emphasises the role of such habitats in maintaining
unique ecological interactions.

Intreduction

The Atlantic Forest is the second largest tropical forest in South America, boasting one of the arcas
with the greatest bindiversity on the planet in the Brazilian, Argentine, and Paragnayan territories
(Marques et al. 2021). It is a region where the richest and most threatened plant and animal species
onthe planetare found (Myers et al 2000), due to deforestation driven by various human activities
(MMM 2023).

The Itatiaia Mational Park (PINI) covers regions of the state of Rio de Janeiro and Minas Gerais,
whose main objective is the consrvation of the endemic fauna and flora of the Atlantic Forest
biome. The park is recognised by UMNESCO and located in areas ofhigh priority for biodiversity
conservation [ MBio 2023).

The Atlantic Forest harbors over 270 mammal species (MMA 2023), induding 40 species of
rodents belonging to the subfamily Sigmodontinae (Bonvidnoet al. 2008). Sigmodontine rodents
are relevant to public health, serving as potential reservoirs for hantaviruses, Bartonella spp..
Leptospira spp., Trypanosoma cruzi, and Schistosoma marso ni (Maldonado Jr. et al. 2006, Orozeo
et al. 2014; Vieira et al. 201% Salvo et al. 2020; Bdlomo et al. 2021).

Among these rodents, Delomys dorsalis (Hensel, 1873) is a sigmodontine species with temes-
trial habits endemic to the Atlantic Forest { Bonvicino et al. 2008). This species thrives ataltitudes
that can reach up to 2,000 m (Gongabres and Oliveira 2014 ) and freds mainly on plant matter and
=il arthropods (Pinotti etal 201 1). Delomys dorsalis remains relatively understudied in terms of
its helminth fauna, with only two helminths reported (Cardoso et al. 2018).

This study is part of a broader biodiversity research project investigating various taxa within
the Atlantic Forest. Utilising a multidisciplinary approach encompassing taxonomic, evolution-
ary, ecological, and parasitological perspectives, our primary aim was to describe a new spedes of
nematode parasitising the small intestine of Delomys dorsalis found in the PN using integrative
taxonomy.

Material and methods

The research was conducted within the confines of Itatiaia Mational Park (PNI), in the munici-
pality of Itatiaia, state of Rio de Janeiro, Brazil The PNI encompasses an area of 28,086 hectares
(ha) with altitudes ranging from 600 to 2,791 m (ICMBio 2023 ). The dimate within the park is
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