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RESUMO

O conhecimento sobre a helmintofauna em saguis (Callithrix penicillata X
Callithrix jacchus) introduzidos e que coabitam a area de ocorréncia do ameacado
mico-ledo-dourado é escasso. Este trabalho teve como objetivo analisar por biologia
molecular e microscopia optica e eletrénica de varredura (MEV) os espécimes de
Primasubulura jacchi achados em C. penicillata x C. jacchus oriundos de fragmentos
florestais no entorno da Reserva Bioldgica de Poco das Antas. Para isso, 0s
espécimes de helmintos foram analisados através de microscopia éptica e eletrénica
de varredura (MEV), e as regides ITS1 e 2 (Internal Transcribed Spacer) dos genes
do RNA ribossomal foram amplificadas, sequenciadas e analisadas por homologia
(BLAST). A andlise morfométrica por éptica confirmou caracteristicas compativeis
com a espécie e varredura trouxe detalhes tais como: superficie cuticular contendo
estriacbes no sentido transversal a intervalos regulares (1-2,5 um), intercaladas por
cristas longitudinais curtas, boca hexagonal contendo 06 papilas proximas. Machos
apresentaram onze pares de papilas genitais circulares com estriagbes duplas na
extremidade proximal e uma na extremidade distal possuindo ao centro uma
conformacao arredondada, sendo distribuidas na pré-cloaca (03), junto a cloaca (02)
e pos-cloaca (06). O apéndice caudal variou de 35- 80 um, possuindo extremidade
distal afilada e pontiaguda. Os espiculos levemente desiguais, continham cristas
longitudinais que terminam préximo a extremidade distal afilada com &pice
arredondado. As PCRs de P. jacchi e Haemonchus contortus (nematoide referéncia)
amplificaram um fragmento de ~1000pb e ~850pb, respectivamente, os quais foram
sequenciados. O BLAST da sequéncia do H. contortus confirmou a espécie com
99,5% de identidade. O sequenciamento do P. jacchi gerou duas sequéncias parciais
de 450pb e 228pb que ndo se sobrepuseram. O BLAST do fragmento de 450pb foi
correspondente com a superfamilia subuluroidea. Este é o primeiro descritivo por MEV
de P. jacchi da mesma forma, ndo ha sequéncia referéncia para este nematoide no
banco do NCBI usando a regido ITS. Assim, contribui-se para o conhecimento da

helmintofauna de saguis.

Palavras-chave: Callithrix penicillata, Callithrix jacchus, helmintos, ultraestrutura,

biologia molecular.
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ABSTRACT

Knowledge about the helminth fauna in introduced marmosets (Callithrix
penicillata x Callithrix jacchus) that cohabit the area where the endangered golden lion
tamarin occurs is scarce. This work aimed to analyze by molecular biology and optical
and scanning electron microscopy (SEM) the specimens of Primasubulura jacchi found
in C. penicillata x C. jacchus from forest fragments surrounding the Pogo das Antas
Biological Reserve. Thus, the helminth specimens were analyzed by optical and
scanning electron microscopy (SEM), and the ITS1 and 2 (Internal Transcribed
Spacer) regions of the ribosomal RNA genes were amplified, sequenced, and analyzed
by homology (BLAST). The optical morphometric analysis confirmed characteristics
compatible with the species, and scanning brought details such as a cuticular surface
containing striations in the transverse direction at regular intervals (1-2.5 um),
interspersed by short longitudinal ridges, hexagonal mouth containing 6 nearby
papillae. Males presented eleven pairs of circular genital papillae with double striations
at the proximal end and one at the distal end with a rounded shape in the center,
distributed in the pre-cloaca (03), next to the cloaca (02) and post-cloaca (06). The
caudal appendage ranged from 35-80 um, with a tapered and pointed distal end. The
slightly unequal spicules contained longitudinal ridges near the tapered distal end with
a rounded tip. The PCRs for P. jacchi and Haemonchus contortus (reference
nematode) amplified a fragment of ~1000bp and ~850bp, respectively, which were
sequenced. BLAST of the H. contortus sequence confirmed the species with 99.5%
identity. Sequencing of P. jacchi generated two partial sequences of 450bp and 228bp
that did not overlap. BLAST of the 450bp fragment corresponded to the subuluroidea
superfamily. This is the first SEM study of P. jacchi. Likewise, there is no reference
sequence for this nematode in the NCBI database using the ITS region. Thus, it

contributes to the knowledge of marmoset helminth fauna.

Keywords: Callithrix penicillata, Callithrix jacchus, helminths, ultrastructure, molecular

biology.
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1. INTRODUCAO

Existem seis espécies de primatas nativos na Mata Atlantica do estado do Rio
de Janeiro (Bugio Ruivo - Alouatta guariba clamitans; Saua - Callicebus nigrifrons;
macaco-prego - Sapajos nigritus; mico-ledo-dourado - Leonthopitecus rosalia; sagui-
caveirinha - Callithrix aurita; e o muriqui-do-sul (Brachyteles arachnoides) e duas
espécies introduzidas de saguis (Callithrix penicillata e Callithrix jacchus). Quatro das
espécies nativas (L. rosalia, C.aurita, C.nigrifrons e B. arachnoides) estdo ameacadas
de extincdo devido a perda de habitat e fragmentacdo de areas de mata.
Recentemente, todas essas espécies, exceto 0 macaco-prego, sofreram grandes
perdas populacionais causadas por uma epidemia de febre amarela (DIETZ ET AL.,
2019; BERTHET ET AL., 2021). Esses trés fatores de declinio populacional resultaram
em pequenas populacbes de cinco das seis espécies, deixando-as altamente
vulneraveis a processos de extingdo estocasticos, catastrofes como incéndios e
epidemias e os efeitos de espécies exdticas introduzidas causando problemas como
doencas, competicao e predacdo (BALLOU et al., 1995; DOBSON, 1988; FRITTS e
RODDA, 1998; WOODROFFE e GINSENG, 1988). As espécies invasoras estao entre
as cinco principais causas do declinio da biodiversidade no mundo, e prevé-se que
assim permanecam mesmo além de 2050 (CDB, 2020).

Populacdes de saguis-de-tufo branco (C. jacchus) e saguis-de-tufo preto (C.
penicillata) introduzidos, e seus hibridos férteis estdo presentes em toda a Mata
Atlantica do Brasil como consequéncia do comércio ilegal de animais selvagens
(MALUKIEWICZ, 2018; MALUKIEWICZ et al., 2015; MALUKIEWICZ et al., 2013; RUIZ
MIRANDA et al., 2011; SANTOS et al., 2007; SILVA et al., 2018). O comércio ilegal
destes animais acontece, pois eles sao animais adaptaveis a ambientes e pessoas,
possuem uma aparéncia exuberante, porém, quando chegam a fase de reprodutora e
devido a consequéncia do manejo inadequado podem apresentar reacfes agressivas
levando os tutores a os abandonarem em locais distantes, essa atitude pode levar,
inclusive o animal a morte, pois apds morar tanto tempo em residéncias, pois eles nao
tém a capacidade de adaptacédo ao habitat natural (PEREIRA et al., 2020).

Populacbes de espécies invasoras tém mostrado sucesso ecoldgico e
representam uma ameaca para varias espécies de calitriquideos, isso porque o0 seu

nicho ecoldgico e biologia semelhantes promovem a competicAo por recursos e
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também facilitam a transmissdo de doencas entre as espécies (NUNN et al., 2006;
RYLANDS e FARIA, 1993). Essas espécies foram introduzidas na area de ocorréncia
do mico-ledo-dourado (L. rosalia) ha mais de trés décadas (RUIZ-MIRANDA et al.,
2000) onde estabeleceram uma série de populacdes de hibridos cujo niumero pode
ser igual ou superior agueles das espécies nativas ameacadas de extingdo (de
MORAIS JUNIOR et al., 2008; de MORAIS JUNIOR 2010; MALUKIEWICZ et al. 2015;
MALUKIEWICZ et al.,, 2013). As duas espécies interagem com frequéncia,
principalmente durante a estagéo seca, quando os frutos s&o escassos; iSSo ocasiona
prejuizos que trazem maleficios as espécies que estdo em extin¢do (RUIZ MIRANDA
et al., 2006). Estudos anteriores sugerem que 0s saguis podem transportar agentes
etiolégicos inexistentes nos micos-ledes-dourados (MONTEIRO et al., 2007; SALES
2015; SALES et al., 2010; SOUZA et al., 2004).

Os helmintos sdo o grupo mais diverso de parasitas metazoarios de
vertebrados e sdo reconhecidos como um importante componente da biodiversidade
global (POULIN e MORAND, 2004). A infeccdo por endoparasitos parece ser um
fendmeno comum em primatas ndo humanos (DINIZ, 1997). Esses organismos
representam 89% da fauna parasitaria de primatas neotropicais, dos quais a maioria
sdo helmintos, principalmente nematoides, que correspondem a 42% dos registros na
literatura (SOLORZANO-GARCIA e PEREZ-PONCE DE LEON 2018). Embora a
maioria dos individuos abrigue uma comunidade diversificada de parasitas,
endoparasitas em populacdes selvagens podem ter efeitos negativos importantes na
distribuicdo e densidade de algumas espécies (STONER, 1996).

De acordo com o trabalho realizado, € possivel sugerir que parasitos intestinais
podem estar diretamente ligados ao manejo inadequado desses animais, de acordo
com o ambiente em que vivem, com influéncia antrépica ou natural, e com a interacdo
cotidiana com outras espécies, podendo ter seus habitos alimentares influenciados
pela area que habitam, e com isso, ocasionar a transmissdo de novos patdgenos,
como parasitos, para outras espécies. Sendo assim, é necessario que estudos sejam
realizados para preservacdo das espécies, principalmente quando tratamos de
espécies ameacadas de extingdo (CATENACCI et al., 2022)

Estudos parasitologicos detalhados ainda sdo poucos e distantes entre si e
necessitam de maior investigacao para ampliacdo do conhecimento sobre o tema em
guestdo (MARTINS et al., 2008) e muitas questdes permanecem sem resposta, cComo

0s aspectos ecologicos e evolutivos que cercam a relacdo parasita-hospedeiro e 0s
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efeitos dessa forma de vida na conservacéo de primatas e na saude publica humana
(SOLORZANO-GARCIA e PEREZ-PONCE DE LEON, 2018). Ademais, poucos
também sdo os estudos relativos aos aspectos da ultraestrutura e genética dos
helmintos parasitando primatas ndo humanos. Neste sentido, € crucial desenvolver
métodos que aumentem a precisdo do diagnostico do parasita ao usar amostras ndo
invasivas. A incorporacao de técnicas moleculares em procedimentos de rotina deve
ser uma prioridade nos estudos parasitologicos de primatas neotropicais.

Técnicas moleculares desenvolvidas a partir da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) como o sequenciamento de DNA, tém sido Uteis na identificacédo
de diversos organismos, inclusive os nematoides. Entre os marcadores moleculares
utilizados para este propoésito destaca-se o sequenciamento da regidao ITS (Internal
Transcribed Spacer), que separa os genes 18S e 28S do DNA ribossomal (rDNA) e
que pode ser amplificada com primers especificos ancorados nessas duas regides
(CHILTON et al. 2001, ANDRADE et al. 2013, 2018)

Das 18 espécies descritas de helmintos encontrados em C. jacchus
(SOLORZANO-GARCIA e PEREZ-PONCE DE LEON, 2018), as consequéncias
desse parasitismo para a saude sdo conhecidas apenas para algumas espécies
(XIMENES, 1997). Por exemplo, Filariopsis barretoi é um parasito que produz nédulos
no parénquima pulmonar, pequenas lesdes foram descritas e aparentemente nao
muito patogénicas, a menos que uma grande area seja afetada (REGO e SCHEFFER,
1988). Além disso, nematoides podem causar infec¢cdes assintomaticas no
hospedeiro, mas também pode causar sérios problemas como hemorragias
pulmonares e enterite ulcerativa severa o que se torna um problema de saude para
essas espécies (FALCAO et al., 2018). Por sua vez, C. penicillata apresenta um
parasitismo natural elevado e heterogéneo. Nessas infec¢cdes espontaneas, muitos
protozoarios e helmintos podem ser encontrados (RESENDE et al.,, 1994). Em
comparacao com C. penicillata, C. jacchus apresenta menor infestacdo de helmintos
(SOLORZANO-GARCIA e PEREZ-PONCE DE LEON, 2018).

Em uma avaliacdo inicial do perfil parasitolégico das populacbes de saguis
introduzidos na éarea de ocorréncia do mico-ledo-dourado, um levantamento
coproldgico evidenciou a presencga de helmintos pertencentes ao filo Nematoda e
Acanthocephala (SALES et al., 2010). Este estudo também encontrou uma maior
ocorréncia de nematoides em calitriquideos machos do que em fémeas.

Acanthocephala foi encontrado em todas as faixas etarias, tanto em machos quanto
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em fémeas, incluindo fémeas gravidas. Primasubulura jacchi foi encontrado com mais
frequéncia em fémeas adultas do que em machos adultos (SALES et al., 2010).
Posteriormente, em estudo com achados de necropsia, duas espécies de nematoides
(P. jacchi e Trypanoxyurus sceleratus) e um acantocéfalo (Prosthenorchis elegans)
foram observados. As prevaléncias observadas foram 73% (P. jacchi), 15,4% (P.
elegans) e 11,6% (T. sceleratus). As respectivas abundancias meédias para cada
espécie foram 17,3; 10,1 e 0,5 e a intensidade meédia foi 23,6; 3,2 e 87,7,
respectivamente. Dez saguis machos e nove fémeas estavam parasitados por pelo
menos um tipo de helminto, e os saguis fémeas abrigavam um numero maior de
parasitas (COSTA, et al., 2022).

A continuidade nas analises dos achados de helmintos oriundos de necropsia
de saguis (C. penicillata x C. jacchus) nos fragmentos de mata atlantica localizados
dentro da Area de Prote¢do Ambiental da Bacia do Rio S&o Jodo/Mico- Le&o-Dourado
traz uma importante contribuicdo para a helmintofauna dos hospedeiros supracitados.
A analise proposta aqui trara contribuicdes especificamente a aspectos da morfologia

e genética molecular de Primasubulura jacchi.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Género Callithrix

Os primatas do género Callithrix, Cebuella, Callibella, Mico, Saguinus,
Leontopithecus e Callimico pertencem a familia Callitrichidae (RYLANDS;
MITTERMEIER, 2009) e sdo conhecidos popularmente como saguis. Estes animais
possuem ornamentos de cabeca como tufos, cristas, jubas e bigodes, em varias
espécies e presenca de garras nas patas anteriores e posteriores que sdo marcantes
ao grupo (VERONA,; PISSINATI, 2006). As garras auxiliam o escalar dos troncos das
arvores e o forrageamento em busca de insetos e pequenos vertebrados. Saguis
possuem cauda longa, ndo preénsil, e, por vezes, maiores que o comprimento do
corpo e também séo um grupo conhecido por conter as menores espécies de primatas
com pesos variando de 100g (Cebuella pigmea) a = 600g (género Leontopithecus)
(VERONA; PISSINATI, 2006).

O género Callithrix é composto de seis espécies: Callithrix jacchus, Callithrix

penicillata, Callithrix geoffroyi, Callithrix aurita, Callithrix kuhlii e Callithrix flaviceps
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(RYLANDS et al., 2009). Séo primatas arbéreos e de pequeno porte (230-400 g) com
espécies endémicas do Brasil (PAGLIA et al., 2012).

Callithrix penicillata (tipico do Cerrado brasileiro) e C. jacchus (tipico do
nordeste brasileiro) sdo consideradas espécies invasoras por terem sido introduzidas
em diversos locais do pais e tem sido um problema quer seja pela hibridizacdo ou
ocupacdo do habitat de espécies nativas (COIMBRA-FILHO et al., 1993) pois,
representam uma ameaca a conservacgao destas espécies.

A introducao destas espécies € passivel de compreenséo, ja que primatas de
um do modo geral, sempre mantiveram uma relagao bastante estreita com os seres
humanos, que movidos pela curiosidade, os utilizaram como animais de companhia,
entretenimento ou trabalhos experimentais e desta maneira os elevando a um lugar
de destaque no quesito de grupos de animais introduzidos (TRAAD et al., 2012).

Os saguis introduzidos na bacia do rio Sdo Joao, no interior do estado do Rio
de Janeiro, estdo presentes na maioria dos fragmentos florestais habitados pelos

micos-lebes-dourados (Figura 1) (Ruiz et al. 2011).

Figura 1 - Interacao das espécies em 2011
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Fonte: Ruiz, et al., 2011
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2.2. Callithrix penicillata

A espécie Callithrix penicillata € reconhecida como primata neotropical da familia
callitrichidae, sdo animais considerados de pequeno porte (cerca de 200 - 300
gramas), vivem em grupos de 4 a 13 individuos e possuem habitos diurnos,
popularmente sdo conhecidos como sagui do tufo preto e mico estrela (AURICCHIO,
1995). Individuos desta espécie possuem tufos pré-auriculares longos e negros em
forma de pincel, coloracdo castanha escura a negra da cabeca até a escapula e
acinzentada escura no corpo, mancha branca na fronte e cauda longa n&o preénsil
com pelo em tons branco e preto intercalado em forma de anéis (Figura 2). A
maturidade sexual de fémeas é em torno dos 12- 15 meses ja os machos 12 meses.
A gestacao dura cerca de 5 meses. Trata-se de uma espécie invasora com grande
distribuicdo geografica, ocorre em regides fitoecoldgicas no interior do Brasil, como no
cerrado e na caatinga. Sao animais que possuem uma ampla variedade em sua dieta,
como seiva, frutos, folhas e pequenos vertebrados. Essa espécie possui uma grande
taxa de sobrevivéncia e reproducéo, o que esta diretamente ligada com a capacidade
de invasdo dos mesmos (MORAIS JR. et al, 2008).

Figura 2 - Callithrix penicillata

Fonte: Ruiz, et al., 2011
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2.3. Callithrix jacchus

E popularmente conhecido como sagui do tufo branco pela presenca dos tufos de pelo
branco ao redor das orelhas. Ademais possuem cauda longa néo preénsil listrada em
preto normalmente maior que o corpo (Figura 3). Também possuem um porte pequeno
(cerca de 200 - 400 gramas), habitos diurnos e vivem em grupos de 2 a 13 individuos
com uma fémea poliandra, ou seja, pode cruzar com diversos machos e se reproduzir
ao longo de todo o ano. A maturidade sexual e a gestacéo € similar a descrita para C.
penicillata. Ocupam uma area de 0,5 - 5 hectares e normalmente escolhem
emaranhados e ocos de arvores para passar a noite (AURICCHIO, 1995). Séao
animais silvestres, que nao deveriam ter contato com seres humanos, porém, devido
ao trafico ilegal de animais, essas espécies sdo vistas cada vez mais em areas
urbanas. A interferéncia antrépica pode trazer diversos maleficios para esses animais
que sao vitimas do trafico ilegal, e também para o homem, ocasionando um grande
desequilibrio ecologico (ROCHA et al.,2021).

Figura 3 - Callithrix jacchus

Fonte: Ruiz, et al., 2011
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2.4. Callithrix spp.

Esse grupo de saguis é reconhecido como espécies hibridas. A maior parte da
populacdo consiste no cruzamento dessas duas espécies Callithrix penicillata x
Callithrix jacchus. Seus hibridos podem ser identificados por diferencas nos padrées
de disposicéo e coloracdo dos pelos da face e dos tufos de pelos nas orelhas, em

comparacao com as duas espécies puras (Ruiz et al., 2011).

Figura 4 - Callithrix spp. (hibridos)

Fonte: Ruiz, et al., 2011

2.5 Helmintos

Os helmintos constituem um amplo grupo de animais que inclui espécies de
vida livre e parasitaria. “Helmins” significa verme (SERRAVALE, 1987) e o termo tem
sido utilizado para agueles animais de corpo alongado, cilindrico e para os planos lisos
ou segmentados e sem esqueleto interno ou externo. No contexto da parasitologia
séo de interesse os filos Platelmintos, Nematoda, Acantocephala, Nematomorpha e

Anelida*!. Helmintos tem importancia jA que podem ocasionar uma variedade de

1 * Na sub-classe Hirudinea (Sanguessuga) existem espécies ectoparasitas temporarios de
invertebrados e vertebrados.
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problemas de saude a humanos, animais domésticos e silvestres. Problemas estes
gue podem levar a 6bitos decorrentes do parasitismo direto e ou causas associadas
tais como uma infeccdo secundaria. Alguns helmintos como os nematoides podem
impactar a agricultura levando a prejuizos na produtividade de plantacfes diversas
usadas para consumo humano e animal (FORTES, 2014).

Em primatas ndo-humanos os helmintos encontrados pertencem ao grupo dos
nematoda, platelmintos e acantocephala. Em simios do Novo Mundo, na década de
70 eram assinalados 72 espécies de nematoides, 13 trematoides e 18 cestoides
(HERSHKOVITZ, 1977). Mais recentemente, em um estudo de revisdo sistematica
com primatas neotropicais foram relatados 276 taxons de parasitas. A maior parte das
pesquisas parasitolégicas em primatas neotropicais foi concentrada em
endoparasitas. Os helmintos sédo o grupo mais estudados, com 204 artigos, seguidos
pelos protozoérios, que contam com 115 artigos, em um banco de dados de 251
publicacdes sobre a fauna parasitaria de primatas neotropicais. Em contrapartida, 0os
ectoparasitas foram explorados apenas em 19 estudos (6%). A fauna parasitaria de
primatas Neotropicais € dominada principalmente por nematoides (SOLORZANO-
GARCIA e PEREZ-PONCE DE LEON, 2018).

No Brasil a lista de helmintos de primatas selvagens da Colecdo Helmintoldgica
do Instituto Oswaldo Cruz (CHIOC), Rio de Janeiro, Brasil, juntamente com
informacdes da literatura atualizadas até 2016 trazia 50 espécies de helmintos
associadas a 46 espécies de primatas silvestres no Brasil (CORREA, 2016). Sendo
gue 30 espécies (60%) sdo de nematoides. O maior nimero de registros é o
nematoide Dipetalonema gracilis (Filarioidea, Onchocercidae), associado a 13
espécies de primatas. A espécie de primatas com mais registros de helmintos no Brasil
€ Saimiris ciureus (Cebidae) com 16 espécies (13 nematoides, trés acantocéfalos). O
autor também observou que um total de 46 espécies de primatas silvestres do pais
possui pelo menos uma espécie de helminto registrada, o que representa
aproximadamente 39% das espécies deste grupo hospedeiro no Brasil. Assim, a
helmintofauna em primatas silvestres no Brasil esta obviamente subestimada, uma
vez que a helmintofauna na maioria das espécies de primatas brasileiros permanece

desconhecida.
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2.6 Nematoides

Nematoides sdo animais que possuem simetria bilateral, pseudocelomados e
com um corpo fusiforme, as vezes subcilindrico ou esférico. O sistema respiratorio e
circulatério estd ausente, mas esta presente sistema digestivo completo, sistema
excretor constituido de canais longitudinais, sistema nervoso ganglionar e apresentam
feixes musculares que se estendem no sentido longitudinal. Geralmente tém sexos
separados, 0 que pode resultar em um notavel dimorfismo sexual. Podem viver de
forma livre ou parasitaria, alternando entre esses modos de vida em diferentes fases
de seu ciclo vital. Aqueles de vida livre podem estar presentes em ambientes
terrestres, marinhos e dulciaquicolas. Todos os vertebrados sdo parasitados e a
maioria dos invertebrados e podem ocorrer em quase todas as partes do organismo.
Suas dimensdes variam de milimetros a cerca de oito metros (FORTES, 2014).

Externamente, a superficie dos nematoides € revestida por uma cuticula fina e
flexivel composta principalmente de proteinas com vestigios de lipidios e carboidratos,
geralmente com estrias transversais mais ou menos Vvisiveis, podendo ou nao
apresentar expansdes. Na parte anterior, localiza-se a boca, que pode ter diferentes
formas, como circular, hexagonal, triangular ou pontiaguda, podendo ser simples ou
possuir labios, interlabios, uma coroa radiada ou papilas peribucais. Na parte anterior
também podem existir outras estruturas cuticulares, como dilatacdo vesicular, asas,
constricdes, papilas cervicais, saliéncias cuticulares, espinhos e corddes. Além das
papilas peribucais, ha outros érgaos sensoriais chamados anfidios, que sao cavidades
cuticulares. Nas fémeas, a parte posterior do corpo e a cauda geralmente séo conicas,
alongadas e raramente possuem curvaturas. Em relacdo aos machos, geralmente
podem ser observadas expansdes cuticulares que, quando suportadas por feixes de
musculos dispostos radialmente, formam a bolsa copuladora, enquanto as expansdes
menores sustentadas por papilas pedunculadas constituem as asas caudais. Outras
estruturas como papilas sésseis, espiculos, telamons, gubernaculos e ventosas
podem estar presentes na extremidade posterior dos machos. Em relacdo a ecologia,
0S nematoides séo extremamente bem-sucedidos, evidenciado pela grande

diversidade de espécies e habitats de ocorréncia (FORTES, 2014).
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2.7 Género Primasubulura

O género Primasubulura e outros da familia Subuluridae foram caracterizados
por INGLIS (1958) devido as suas caracteristicas morfoldgicas. A estrutura da cabeca
dos nematoides desta familia foi analisada comparativamente, e os resultados obtidos
fundamentaram uma nova classificacdo. Pelo menos trés partes da regido anterior
sdo valiosas na andlise sisteméatica: o formato da abertura da boca, o formato da secéo
transversal da cavidade bucal e a estrutura das porgdes faringeas. Os nove géneros
gue compdem a familia, dois dos quais - Primasubulura e Tarsubulura - sdo novos,
foram agrupados em trés subfamilias, das quais uma - Allodapinae - € nova, com base
na andlise da estrutura da cabeca, em conjunto com outros caracteres anteriormente
mais conhecidos. Os géneros foram agrupados da seguinte forma: subfamilia
Subulurinae com trés géneros, Subulura, Oxynema e Labiobulura; subfamilia
Allodapinae com dois géneros, Allodapa e Aulonocephalus; subfamilia
Parasubulurinae com quatro géneros, Parasubulura, Primasubulura, Tarsubulura e
Leipanema.

Os caracteres destas subfamilias séo:

Subulurinae: abertura bucal simplesmente hexagonal; lobos periféricos
totalmente musculosos: asas cervicais presentes. Macho: ventosa pré-cloaca sem
elaboracdes cuticulares; ambos espiculos totalmente cuticularizados.

Allodapinae: abertura bucal basicamente hexagonal, quando complexos,
prolongamentos anteriores do revestimento da cavidade bucal sdo mais estreitos que
os lébulos labiais; cavidade bucal circular, por¢cdes faringeas nédo lobadas ou torcidas,
mas com um elaborado arranjo interno de cristas. Macho: ventosa pré-cloaca
alongada sem elaboracoes.

Parasubulurinae: abertura bucal hexagonal a triangular, simples ou complexa;
guando complexos, prolongamentos anteriores da cavidade bucal com a mesma
largura dos lobulos labiais; cavidade bucal hexagonal ou triangular em secao
transversal; porcdes faringeas geralmente lobadas e torcidas. Macho: ventosa pré-
cloaca alongada sem borda definida ou, basicamente, circular com borda complexa
de lamelas radiantes.

A espécie P. jacchi € comumente encontrada no género Callithrix (PINTO e
NORONHA 1972; MELO e PEREIRA, 1986; RESENDE et al 1994; MELO 2004,
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SALES et al., 2010; TAVELA et al., 2013; COSTA, et al.,2022; SOARES et al, 2024).
Os adultos vivem no intestino grosso principalmente, mas também podem ser
encontrados no intestino delgado, sobretudo quando o parasitismo € intenso (MELO
et al. 1985). Apds a copula as fémeas liberam os ovos embrionados, arredondados de
casca fina juntamente as fezes. No ambiente externo o ovo ao ser ingerido pelo
hospedeiro artrépode da lugar ao desenvolvimento da larva infectante (L3). A infeccéo
dos saguis ocorre pela ingestdo do artropode (Figura 5). Embora frequente e por
vezes envolvendo grande numero de vermes, o parasitismo por P. jacchi ndo induz

uma patologia significativa (MELO, 2004).

Figura 5 — Ciclo de vida de P. jacchi.

Fonte: Elaborado pelo autor

2.8 RNA Ribossomal ITS (Espacadores Internos Transcritos)

As técnicas moleculares derivadas da reagdo em cadeia da polimerase (PCR),
como o sequenciamento de DNA, tém sido eficazes na identificacdo de diversos
organismos, incluindo os nematoides, pela caracterizacdo da regiao ITS (Internal
Transcribed Spacer ou Espacadores Internos Transcritos). Essa regidao separa 0s
genes do DNA ribossomal nuclear (rDNA) 18S e 26S, que codifica os respectivos RNAs

ribossomais, e pode ser amplificada com primers especificos ancorados nessas duas
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regides. O ITS é dividido em ITS1 e ITS2, sendo o segundo que separa 0s genes do
rDNA 5.8S e 28S. Enquanto as regides dos genes ribossomais permanecem altamente
conservadas entre os individuos de uma mesma espécie, as regides dos espacadores
ITS, devido a sua taxa de evolugdo mais rapida, apresentam variages significativas
tanto na sequéncia de bases quanto no comprimento. Essa variagdo intraespecifica nas
regides ITS torna-se uma ferramenta valiosa para estudos de diversidade genética e
identificacdo precisa de espécies, permitindo uma analise mais detalhada das
diferencas genéticas dentro de populacdes especificas (CHILTON et al. 2001,
ANDRADE et al. 2013, 2018).

A maturacao dos rRNAs e o processo de splicing sdo processos que dependem
significativamente da estrutura secundaria do ITS. Devido a isso, existe uma forte
pressao seletiva para que as sequéncias e as estruturas dessa regido sejam mantidas
de maneira relativamente conservada. Essa conservagdo € crucial para garantir o
correto funcionamento e eficiéncia desses processos biolégicos essenciais. A
variabilidade intraespecifica nas regides ITS néo apenas reflete a complexidade e a
adaptabilidade dos organismos, mas também fornece uma base robusta para a
identificacdo precisa de diferentes linhagens genéticas. A utilizacao das regides ITS na
identificacéo é considerada uma alternativa eficaz e o estudo detalhado da diversidade
genética dentro de populacdes especificas pode revelar insights valiosos sobre sua
histéria evolutiva e dinAmica populacional (COLEMAN, 2007).

As regibes ITS (Internal Transcribed Spacer) evoluem de maneira acelerada, o
gue resulta em variacfes tanto na sequéncia quanto no comprimento dessas regides
entre individuos da mesma espécie. Essa rapida evolucdo torna as regides
extremamente valiosas para estudos filogenéticos e de identificacdo, pois permite a
diferenciacdo precisa entre géneros e espécies. A diversidade observada nessas
sequéncias pode ser utilizada como uma ferramenta poderosa para a taxonomia,
contribuindo para uma melhor compreensdo da biodiversidade e das relacbes
evolutivas entre os organismos. Assim, as regides ITS se destacam como um recurso
essencial para pesquisadores que buscam elucidar a complexidade da vida no planeta
(MENEZES et al. 2009)
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3. OBJETIVOS

O presente estudo teve por objetivo caracterizar a ultraestrutura e a regiao
génica ITS1/2 de espécimes de Primasubulura jacchi encontrados em saguis hibridos
(Callithrix spp.) oriundos de fragmentos florestais no entorno da Reserva Bioldgica de

Poco das Antas.

3.1 Objetivos especificos

- Descrever por microscopia Optica a morfologia e a morfometria de espécimes de P.
Jacchi

- Descrever por microscopia eletronica de varredura a morfologia de superficie de
espécimes de P.Jacchi.

- Amplificar e sequenciar as regides génicas ITS-1 - ITS-2 dos espécimes de P. jacchi.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao dos helmintos

As amostras de P. jacchi foram obtidas através de necropsias de saguis
oriundos dos fragmentos florestais localizados dentro da Area de Protecdo Ambiental
da Bacia do Rio Sao Joao/Mico Ledo-Dourado (RJ), no entorno da Reserva Bioldgica
de Poco das Antas, e preservadas em etanol 70%. A obtencéo dessas amostras foi
vinculada ao projeto coordenado pelo prof. Dr. Leonardo Serafim e aprovado pelo
comité de ética no uso de animais com o protocolo 470. Os espécimes foram

processados de acordo com os protocolos descritos abaixo.

4.2 Microscopia Optica

Os nematoides conservados em etanol 70% foram transferidos diretamente
para lactofenol de Amann para clarificacdo conforme descrito em Amato et al. (1991)
e posterior analise em microscopia Optica de campo claro e microscopia de contraste

interferencial. Foram utilizados ao todo 11 espécimes (05 machos e 06 fémeas) para
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o descritivo morfométrico. Estes dados foram comparados com descritivos de outros

estudos.

4.3 Microscopia eletronica de Varredura

As amostras oriundas do etanol 70% foram processadas seguindo De Souza et
al., (1989; 2007). Para tanto, foram fixadas em glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 4%
recém-preparado, CaCl2 Cloreto de Calcio 5mM, tamponada em pH 7,4 com solucao
tampao de cacodilato de sédio 0,1 M, em seguida, as amostras foram lavadas em
tampédo cacodilato 0,1 M, pH 7,2, e poés-fixadas em uma solucdo contendo 1% de
tetroxido de 6smio, 5mM de cloreto de calcio e 0,8% de ferrocianeto de potassio em
tampao cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7,2, por 1 hora. Posteriormente, foram lavadas
novamente com tampao cacodilato.

As amostras foram desidratadas em série crescente com acetona (30% - 50% -
70% - 90% - 3x 100%), permanecendo por uma hora em cada concentracéo, e secadas
no aparelho de ponto critico com didxido de carbono (CO2). Depois, as amostras foram
montadas em suporte para MEV com fita de carbono, metalizadas em ouro-paladio e
observadas no microscépio eletrénico de varredura Zeiss 962, operado com 15 kV. Um

fluxograma das principais etapas é demonstrado na Figura 6.
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Figura 6 - Fluxograma das principais etapas de processamento da amostra para observacdo de amostra em
Microscopia eletrénica de varredura

Amostras separadas fixadas

Microscopia Eletronica de Varredura

Montagem do
‘ material sobre stubs

Secagem ao ponto critico em
CO2

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.4 Extracao de DNA gendémico

A extracéo do DNA gendmico de um pool de 10 individuos adultos de P. jacchi
foi realizada utilizando o Qlamp® DNA Mini Kit (QIAGEN), conforme as instru¢des do
fabricante.

O excesso de etanol 70% foi removido. Em seguida, as amostras foram
incubadas a 37°C até que todo o residuo de etanol fosse evaporado completamente.
Foi adicionado 180 uL de tampao ATL as amostras, que estavam em tubos de 1,5 mL.
ApOs isso, 20 uL de proteinase K foi adicionado, misturando a solugdo em um vértex,
e as amostras foram incubadas a 56°C até que o tecido estivesse completamente
lisado, o que levou pelo menos 12 horas (overnight).

Apbs a lise completa do tecido, as amostras foram incubadas a uma
temperatura adequada sob agitacdo por 1 hora ou até que a degradacéo estivesse
completa. Em seguida, as amostras foram centrifugadas brevemente para remover as
gotas presentes na tampa dos tubos.

Foi adicionado 200 pL de tampao AL a amostra, misturando bem para garantir

uma solucao homogénea. A amostra foi entdo incubada a 70°C por 10 minutos e, apés
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esta etapa, foi novamente centrifugada brevemente. Em seguida, foi adicionado 200
ML de etanol a amostra e misturado em vortex por 15 segundos, seguido de outra
centrifugacéo breve.

A mistura resultante foi cuidadosamente aplicada na coluna de silica (em um

tubo de coleta de 2 mL) sem molhar a borda. Apés fechar a tampa, centrifugamos a
8000 rpm por 1 minuto. A coluna de centrifugacao Mini QlIAamp foi transferida para
um tubo de coleta limpo de 2 mL e o tubo contendo o filtrado foi descartado.
Foi adicionado 500 pL de tampao AW1 e centrifugamos em velocidade de 8000 RPM
por 1 minuto. A coluna de centrifugacéo foi, entdo, transferida para um novo tubo de
coleta de 2 mL. Logo apos, foi adicionado 500 pL de tampéao AW2 que foi centrifugado
em velocidade maxima (13.400 rpm) por 3 minutos. A coluna de centrifugacao foi,
entdo, transferida para um novo tubo de coleta de 2 mL e a centrifugacdo em
velocidade méxima foi repetida por 1 minuto para evitar a transferéncia do AW2 na
préxima etapa. Apés essa etapa, colocamos a coluna com o filtrado em um tubo de
1,5 ml (ndo fornecido pelo kit) onde foi adicionado 200 uL de tamp&o AE para eluicéo,
onde ficou incubado em temperatura ambiente por 1 minuto, depois disso foi
centrifugado a 8000 RPM por 1 minuto. Apos a eluicdo, o DNA das amostras foi
guantificado a 260 nm no equipamento nanodrop.

Além da extracdo de DNA do pool de nematoides, era nosso interesse obter
amostras de DNA de individuos isolados. Para isto, foram usados 3 meétodos de
extragdo: 1) Primeiro, o kit Qlamp® DNA Mini Kit (QIAGEN) conforme descrito acima;
2) o kit Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega); e o 3) método in-house com
base em SDS e proteinase K. Os métodos 2 e 3 estdo detalhados a seguir:

Cada nematoide foi colocado em um tubo de 1,5 ml com uma ping¢a, em seguida
foi lavado com PBS e vortexado. O PBS foi retirado com uma pipeta e, posteriormente,
foram adicionados 600 pL de solugao de lise de nucleos, 3 uL de RNase e 10 uL de
proteinase K. A mistura foi incubada a 37°C overnight para permitir a completa
degradacao dos tecidos do nematoide. ApGs a incubacao, a amostra foi resfriada a
temperatura ambiente e foram adicionados 200 yL de solugdo de precipitacdo de
proteinas, que foi vortexada para garantir uma mistura homogénea. A seguir, a
amostra foi brevemente colocada no congelador por 5 minutos para facilitar a
precipitacdo de proteinas. ApoOs essa etapa, a amostra foi entdo centrifugada a 13.400
rpm por 5 minutos. O sobrenadante, contendo o DNA, foi cuidadosamente transferido

para um novo tubo limpo contendo 600 uL de isopropanol a temperatura ambiente,
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promovendo a precipitacdo do DNA. ApGs misturar por inversao suave, a amostra foi
centrifugada novamente a 13.400 rpm por 1 minuto para sedimentar o DNA
precipitado.

O sobrenadante foi removido delicadamente e a amostra foi tratada com 600
ML de etanol 70% a temperatura ambiente, seguido de nova centrifugacao a 13.400
rpm por 1 minuto. Apos, este etanol foi descartado e a amostra foi deixada secar a
temperatura ambiente por 15 minutos. Finalmente, o DNA precipitado foi solubilizado
com 50 pL de agua ultrapura e incubado overnight em temperatura ambiente.

Apébs o nematoide ja lavado com PBS foi adicionado 1 pL de proteinase K (25
mg/ml) e 49 pL de SDS a 0,005%, conforme descrito por Carneiro et al. (2011). Os
microtubos foram entdo incubados a 55°C por 1 hora, seguido de uma incubacéo a
99°C por 30 minutos para garantir a completa degradacé&o das amostras.

Para purificar a amostra e remover o SDS, inicialmente transferimos o
sobrenadante para um tubo limpo e adicionamos dois volumes de etanol absoluto.
Agitamos suavemente para facilitar a precipitacdo do DNA e centrifugamos a 3.200
rom por 10 minutos. Em seguida, verificamos a presenca do precipitado e
descartamos o sobrenadante. Adicionamos 5 pL de etanol 70%, centrifugamos
novamente por 10 minutos a 3.200 rpm e repetimos o processo de verificacdo do
precipitado. O tubo foi entdo deixado secar na bancada e incubado destampado a
37°C por 5 a 10 minutos.

Apébs a incubacéo, ressuspendeu-se o precipitado em 300 a 350 pL de agua
para PCR e deixamos a mistura em temperatura ambiente durante a noite. No dia
seguinte, incubamos a 37°C por 30 minutos e transferimos a solucdo para um tubo
Eppendorf devidamente identificado. Finalmente, mantivemos o material a 4°C ou -
20°C, dependendo da necessidade de uso posterior.

Este procedimento visou garantir a purificacdo eficaz da amostra, preparando-

a para analises subsequentes com DNA livre de SDS.

4.5 Amplificagdo por PCR

O gene ribosomal ITS1 foi amplificado utilizando os primers NC5 (forward) e
NC13 (reverse) (NEWTON et al., 1998), o gene ribosomal ITS2 foi amplificado
utilizando os primers NC13 (forward) e NC2 (reverse) (GASSER et al., 1993;
NEWTON et al.,1998). O produto do PCR foi examinado por eletroforese em gel de
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agarose 1,5%- TBE (89 mM Tris- HCL, 0,89M de &cido borico, 1 mM EDTA, pH 7,4)
(SAMBROOK et al., 1989) e tratados com brometo de etidio. Os produtos de PCR
foram sequenciados em ambas as dire¢fes, utilizando os primers forward e reverse,
em reacdes separadas. As sequéncias de DNA foram editadas e analisadas usando
os programas BioEdit v7.0.1 e o DNASTAR Lasergene SegMan v7.0.0. As sequéncias
foram alinhadas usando Clustal W (THOMPSON et al.,1994).

ApoOs a etapa de extracdo do DNA do pool e individuos utilizando o Qlamp®
DNA Mini Kit (QIAGEN), foi realizada a PCR utlizando os primers
NC2(TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT) e
NC5(GTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATT) ao master mix, foram adicionados os
seguintes componentes: 5 L de tampéao de PCR 10X, 3 pL de MgClz, 4 yL de dNTP,
1 pL de cada primer (NC2 e NC5), 0,2 pL de Platinum Taq polimerase, 31,8 uL de
H20 e 4 uL de DNA. O programa ITS2 foi utilizado para a espécie H. contortus, com
o termociclador ajustado para temperaturas de 55°C e 58°C. Para a espécie P. jacchi,
a temperatura utilizada foi de 58°C. O Programa utilizado para a amplificacdo consistiu
em uma temperatura inicial de 95°C por 2 minutos, com ciclos de desnaturagéao de 95°
C por 1 minuto, anelamento a 55°C por 1 minuto e extenséo 72°C por 1 minuto.

Para a preparacao do gel de agarose 1,5 % foi utilizado 0,9 g de agarose e 60
ml de TAE e colocado em um béquer de vidro de 125ml, apds, o liquido foi aquecido
em forno micro-ondas até que solucao estivesse totalmente homogénea.

Para a eletroforese, foi feita a preparagcéo da Ladder com 5uL de ladder e 1L
de gel red em um tubo de 0,5 mL, apds essa etapa, procedemos com a preparacao
do gel adicionando 1 pL de tampéo de amostra, 1 pL de gel red e 5 yL do produto da
PCR em um outro tubo de 0,5.

Procedemos com a PCR de um organismo individualmente utilizando o
programa ITS1/nematoide. Para cada reacdo de PCR, foram adicionados 5 pL de
tampédo de PCR 10X, 3 yuL de MgCI2, 5 uL de dNTP, 1 uL de cada primer especifico
e 2 L de Taq polimerase (Promega). O programa de amplificagdo consistiu em uma
desnaturacao inicial a 94°C por 2 minutos, seguida por ciclos de desnaturacdo a 94°C
por 30 segundos, anelamento a 55°C e extensao a 72°C por 30 segundos.

Este método foi utilizado para amplificar e analisar os fragmentos de interesse
do DNA, permitindo a caracterizagdo precisa dos nematoides estudados. Um

fluxograma das principais etapas é demonstrado na Figura 7.
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Figura 7 - Fluxograma das principais etapas de processamento da amostra para analise molecular.

Extregio o DNA com on 3 métados Eletroforese em gel de agarose
B / PO . \\
~—

¢ [E===]

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.6 Sequenciamento direto de DNA

As sequéncias de DNA amplificadas por PCR foram purificadas e submetidas
a reacado de sequenciamento com o reagente BigDye Terminator v3.1 (Thermo Fisher
Scientific). A purificacdo foi realizada com a enzima Exosap-IT express: 2 pl para 6uL
de amostra, e incubadas por 37°C por 6 minutos e 80°C por 5 minutos. Um microlitro
da amostra purificada e 1uL do primer forward ou reverse foram adicionados a cada
poco da placa de sequenciamento. A reacdo de sequenciamento foi preparada com
5,5 yL de agua ultrapura, 1,5 uL de BigDye Sequencing Buffer e 1 uL de BigDye Ready
Reaction Premix, perfazendo um total de 8uL, que foi adicionado a cada pogo ja
contendo 1uL do primer e 1uL do DNA template.

Em seguida essa reacao foi colocada no termociclador, com o seguinte
programa: 95°C por 1 minuto, 25x (96°C por 15 segundo, 50°C por 15 segundos, 60°C
por 4 minutos), 4°C até ser retirado do termociclador.

Na purificacao da reacao de sequenciamento foi feito o método de precipitacéo
por etanol: 2,5 L de EDTA 125 mM e 30 uL de etanol absoluto foram adicionados a
cada poco. A placa foi incubada a temperatura ambiente por 15 minutos, em seguida
a placa foi centrifugada a 4000 rpm por 30 minutos. O sobrenadante foi entéo
dispensado e a placa foi centrifugada de ponta cabeca a 1160 rpm por 1 minuto para

secar os po¢os. Foi adicionado 30 yL de etanol 70% (preparado na hora) em cada



29

poco, e novamente centrifugado a 4000 rpm por 15 minutos. O conteudo foi
novamente dispensado e a placa foi centrifugada de ponta cabeca (a 1160 rpm por 1
minuto). Apds a evaporacgao total do etanol, 10 yL de formamida foi adicionado em
cada poco. A placa fechada com uma septa foi levada para o termociclador usando a
seguinte etapa de desnaturacao: 95°C por 5 minutos e 4°C por 3 minutos. Por fim, a
placa foi colocada no sequenciador. As amostras foram analisadas por eletroforese
capilar no analisador genético automatico (ABI 3500), usando o polimero POP-7 e
capilares de 50 cm. As sequéncias obtidas foram analisadas com o software Geneious
(Dotmatics). As sequéncias com boa qualidade foram usadas no BLASTnN
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=tblastn&PAGE_TYPE=BlastSea
rch&LINK _LOC=blasthome) para identificacdo do organismo por homologia da regido
ITS1/2.

6. RESULTADOS

6.1 Microscopia optica

Primasubulura jacchi apresentou corpo retilineo contendo extremidade anterior
em formato de cone, apresentando asas cervicais pouco desenvolvidas, porcao
posterior afilada muito recurvada ventralmente no macho e reta na fémea terminando
em um apéndice caudal.

Machos (Figura 8 e Figura 9): corpo com 13,5 — 16 mm (14,3 + 0,871)
comprimento, 0,35 — 0,38 mm (0,36 = 0,01) largura na juncdo esodfago intestino.
Cépsula bucal pequena 0,03 — 0,04 mm (0,03+ 0,005) e 0,03 — 0,03 mm (0,03 + 0)
largura. Eséfago retilineo medindo 1,26 — 1,4 mm (1,34+ 0,522), com dilatacédo
piriforme na porgao terminal, unido por um curto istmo ao bulbo esferoide, medindo
0,25 - 0,29mm (0,27 = 0,014) comprimento e 0,22 — 0,25 mm (0,23 = 0,01) largura.
Distancia do poro excretor a extremidade anterior medindo 0,62 — 0,64 mm (0,63 +
0,01). Espiculos levemente desiguais sendo que espiculo maior medindo 1,79 — 1,87
mm (1,83 + 0,03) comprimento e espiculo menor 1,7 — 1, 82 mm (1,77 = 0,039)
comprimento. Gubernaculo quase retilineo medindo 0,19 — 0,21 mm (0,2 £ 0,007)

comprimento. Filamento caudal medindo 0,11 — 0,23 mm (0,12 + 0,007).
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Figura 8 - Micrografia de microscopia 6ptica de contraste interferencial da regido anterior de um macho
de P. jacchi. A- Es6fago contendo dilatag&o piriforme, istmo e bulbo esferoide. Inset da regido do poro
excretor, B- Extremidade anterior detalhando a capsula bucal e asas cefélicas C- Bulbo esferoide no
detalhe. Seta branca: Poro excretor, pontas de seta: asa cervical, seta dois sentidos: capsula bucal,
Seta preta: istmo, Estrela: Bulbo esferoide Barras: 200 pm.




Figura 9 - Regido posterior de macho de P. jacchi com espiculos retraidos (A) e
projetados (B). Barras 20 um, setas pretas: espiculos, seta grossa: Ventosa,
chave: gubérnaculo, Ponta de seta: papilas genitais, asterisco: filamento caudal.
Microscopia de campo claro na imagem A e microscopia 6ptica de contraste
interferencial na imagem B.
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Fémeas de P. jacchi (Figura 9 e 10): corpo com 18 — 26 mm (21,5 £ 3,496) comprimento,
0,4 -0,57 mm (0,46 £ 0,064) largura na juncao es6fago intestino. Capsula bucal pequena
0,04 — 0,05 mm (0,04+ 0,004) e 0,04 — 0,05 mm (0,04+ 0,004) largura. Eso6fago retilineo
medindo 1,43 — 1,59 mm (1,52+ 0,05), com dilatacéo piriforme na por¢ao terminal, unido
por um curto istmo ao bulbo esferoide, medindo 0,27 — 0,37 mm (0,33 = 0,031)
comprimento e 0,23 — 0,35 mm (0,29 + 0,036) largura. Distancia do poro excretor a
extremidade anterior medindo 0,6 — 0,73 mm (0,66 + 0,052). Distancia da vulva a
extremidade anterior medindo 4 — 11,25 mm (9,55 = 2,394). Filamento caudal medindo
0,07 — 0,26 mm (0,16 = 0,092).

Figura 10 - Micrografia de microscopia 6ptica de contraste interferencial de uma
fémea de P. jacchi. A- Parte do segmento anterior detalhando bulbo esferoide e istmo.
Nota-se a presenca de ovos. B- Extremidade anterior onde é possivel observar asas
cervical reduzida e cdpsula bucal. C- Detalhe do poro excretor. Barras A e B: 20um,
C: 200 um. seta branca: istmo, estrela: bulbo esférico, tridngulo: ovos, pontas de seta:
asa cervical, seta preta: poro excretor.
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Figura 11 - Micrografia de microscopia Optica de contraste interferencial de fémea de P. jacchi. A-
Regido caudal onde é possivel visualizar anus e filamento. B- Detalhe do anus C- Detalhe da vulva.
Barras A e B: 20um, C: 200 um. chave: anus, seta preta: poro excretor.
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Tabela 1 - Caracteres morfométricos de machos e fémeas de P. jacchi (Marcel, 1857) Railet & Henry,
1913 do estudo atual comparado a dados da literatura com distribuicdo de média, desvio padrao e
valores maximos e minimos observados da amostra analisada. Medidas em milimetros.

Caracteres Estudo atual Soares et al. 2024 Descricédo original
Macho Fémea Macho Fémea Macho Fémea
11.51+1.72 20.78+2.52 (8.29 - (23.9 -
Comprimento total 14,3+0,871  21,5+3,497 (9.19-  (17.41-24.41)  12.6) 19.2)
(13,5-16) (18-26) 14.02)
Largura maxima (]'ungéo 0.46+0.04 0.53+0.02 (0.50) (0.53 -
0,36+0,01 0,46+0,064
. . . (0.40-0.50)  (0.51-0.55) 0.66)
eso6fago intestino) (0,35-0,38) (0,4-0,57)
. , 0,03+0,005 0,04+0,004  0.03+0.01 0.04+0.01 (0.033) (0.033)
Comprimento capsula bucal
(0,03-0,04)  (0,04-0,05) (0.03-0.04)  (0.03-0.04)
. 0,030 0,04+0,004  0.03:0.01  0.04:0.01 (0.033) (0.053)
Largura capsula bucal
(0,03) (0,04-0,05)  (0.03-0.04)  (0.03-0.04)
, ) 1,34%0,522  1,524#0,05  1.20£0.07 1.55£0.10 (1.09) (1.34)
Comprimento es6fago
(1,26-1,4)  (1,43-1,59) (1.11-1.28)  (1.39-1.66)
, ) 0,27+0,014 0,330,031 0.29+0.01  0.330.03 (0.26) (0.34)
Comprimento bulbo eséfago
(0,25-0,29)  (0,27-0,37) (0.28-0.30)  (0.29-0.37)
) 0,23+0,01 0,290,036 0.26:0.02  0.27+0.04 (0.24) (0.31)
Largura bulbo es6fago
(0,22-0,25)  (0,23-0,35) (0.21-0.27)  (0.20-0.31)
Anel nervoso a extremidade 0.30+0.05 0.52+0.06 (0.30) (0.32)
. .27-0.37 .43-0.
anterior ) ) © 0.37) (0.43-0.56)
Distancia do poro excretor 0.45+0.04 0.68+0.07 - (0.64)
0,63+0,01 0,66+0,052
. . 0.38-0.48)  (0.61-0.80)
extremidade anterior (0,62-0,64) (0,6-0,73)
. , . 1,83+0,03 1.76+0.08 - - -
Comprimento espiculo maior
(1,79-1,87) - (1.70-1.88)
. , 1,770,039 1.73+0.07 - - -
Comprimento espiculo menor
(1,7-1,82) - 1.66—1.84)
_ . 0,240,007 0.20:0.03 - (0.17) -
Comprimento gubernaculo
(0,19-0,21) - (0.18-0.25)
Distincia da  cloaca a 0.27+0.02 (0.24) -
. . 0.25-0.30
Extremidade posterior - - ( )
Distancia da vulva a 8.11+1.46 (5.67)
9,55+2,394
(6.64-10.04)

Extremidade anterior

(4-11,25)
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6.2 Microscopia Eletronica de Varredura

A andlise mostrou superficie cuticular contendo estriacbes no sentido
transversal a intervalos regulares (1-2,5 um), intercaladas por cristas longitudinais
curtas, e aleta cervical pouco desenvolvida. A boca hexagonal continha 06 papilas
préximas dispostas em 2 fileiras. Machos apresentaram 11 pares de papilas genitais
circulares com estriacbes duplas na extremidade proximal e uma na extremidade
distal possuindo ao centro uma conformacéo arredondada, sendo distribuidas na pré-
cloaca (03), junto a cloaca (02) e pés-cloaca (06). Uma das papilas pré-cloacais situa-
se anexa a ventosa (Figura 11). A ventosa apresentou-se de forma eliptica sendo
alongada no sentido longitudinal e possuindo um padréo na superficie cuticular proprio
ao centro e nas bordas. Ao centro a superficie apresenta-se apenas com as estriacdes
cuticulares enquanto nas bordas as cristas cuticulares atingem seu tamanho maximo
(Figura 12). O apéndice caudal variou de 35-80 um, possuindo extremidade distal
afilada e pontiaguda. Os espiculos levemente desiguais continham cristas
longitudinais que terminam préximo a extremidade distal afilada com &pice

arredondado (Figura 13).



Figura 12 - Micrografias de MEV de P. jacchi. A) superficie cuticular contendo
estriagBes no sentido transversal a intervalos regulares (1-2,5 um), intercaladas
por cristas longitudinais curtas, B) aleta cervical pouco desenvolvida, C) Boca
hexagonal contendo 06 papilas préximas. D) regido caudal do macho
apresentando onze pares de papilas genitais sendo distribuidas na pré-cloaca
(03), junto a cloaca (02) e pos-cloaca (06), presenca de espiculos levemente
desiguais, E) Inset mostrando detalhe da papila com estriagbes duplas na
extremidade proximal e uma na extremidade distal possuindo ao centro uma
conformacé@o arredondada. Barras A e E:2um, B:20um, C:10um, D:200um,
asterisco: papilas, estrela: espiculos, setas brancas: estriagbes transversais,
ponta de seta: cristas longitudinais curtas, triangulo: asa cervical.
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Figura 13 - Micrografias de MEV de P. jacchi. A) Regido caudal de macho, B e D)
Ventosa mostrando padrdo distribuicdo cuticular e forma alongada
longitudinalmente, C e E) Detalhe da superficie cuticular ao centro e bordas da
ventosa. Barras A e D: 100 um, B: 20 pm, C e E: 10 pm. asterisco: papila genital,
estrela: espiculo, triangulo: apéndice caudal, seta preta: borda da ventosa, seta
grossa: regido central da ventosa, ponta de seta: cristas, seta branca: estriacdes.
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Figura 15 - Micrografias de MEV de P. jacchi. F) Regido caudal de macho, G) apéndice caudal
variou de 35- 80 um, possuindo extremidade distal afilada e pontiaguda. H) Detalhe da cloaca
contendo espiculos e papilas proximas, 1) detalhe das cristas longitudinais ao longo do espiculo,
J) Espiculos mostrando cristas terminando proximo a extremidade distal afilada com ponta
arredondada, K) Regido caudal de uma fémeas mostrando o &nus. Barras H e J: 20um, G e I:
10um, F e K: 200um, estrela: asterico: papilas, estrela: espiculos, losango e quadrado: arranjo
de cristas longitudinais, Seta preta: anus.
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6.3 ANALISE GENETICA

Inicialmente as analises moleculares foram realizadas com um pool de 10
parasitas de cada espécie: H. contortus (referéncia) e P. jacchi. A PCR amplificou uma
banda de ~1200 pb para o H. contortus e ~1500 pb para o P. jacchi (Figura 15).

O sequenciamento da amostra referéncia gerou uma sequéncia de ~860 pb
com boa qualidade, cujo BLAST confirmou a espécie H. contortus com 99,5% de
identidade. O sequenciamento do fragmento de ~1500 pb do P. jacchi gerou duas
sequéncias parciais de 450 pb e 228 pb com boa qualidade que n&o se sobrepunham
(Figura 16). Parte da regido amplificada foi perdida pela baixa qualidade da sequéncia
gerada. O BLAST do fragmento de 450 pb foi correspondente com a espécie Subulura
chinensis e a superfamilia subuluroidea, ambos com 85% de identidade. A figura 17
mostra o alinhamento desta sequéncia com as sequéncias referéncias da regiao
ITS1/2 de Subulura chinensis (MK770149) e da superfamilia subuluroidea
(MW520839). O alinhamento da sequéncia de 450 pb com a RefSeq da regido ITS1/2
de C. elegans (MN519140) mostra que essa sequéncia cobre o final da regido ITS1,
todo o gene do rRNA 5.8S e boa parte do ITS2 (Figura 18).

O BLASTnN do fragmento de 228 pb identificou a espécie Subulura chinensis
(MK770149) com 75,6% de identidade. Esta regido, diferentemente da de 450 pb,
cobre uma parte da regido do gene do rRNA 26S.
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Figura 17 - PCR ITS1 e ITS2 (NC5-NC2). L- Ladder como referéncia, 1- H. contortus com temperatura
a 55°C, 2- H. contortus com temperatura a 58°C e 3- P. jacchi com temperatura a 58°C. Gel de agarose.
Imagem. Gel de agarose 1,5% contendo fragmentos amplificados das regides génicas do RNA
ribossomal dos nematoides.
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Figura 19 - Sequéncia de fragmento de 450 pb da regido ITS1/2 do pool de P. jacchi. A) Sequéncia no
formato FASTA. B) Eletroferograma da mesma regiéo.

>P)_58_NC5_AO1_01_StdSeq50_POP7_Z.abl

A CTCATACCGTGCATACCATCCATTTGCACGAAAAGTGAGCCGTGTCGCATTCTGGCTACTTCTCAGCACTCAACATAGCGCAACACAACGCG
CCGCCTGAAAAGCGATGTTGTTGCGACTAGCGTTGAATGTCTTCTGATGGTAACGTTGGTAGACAGCTGAGGTGCGTACACGTTGAGAGC
AGCCGRATGATACGTCGCCGCTAATTTAGACGTATCGCTAGCGTTCGGCGACTCGTTATTGGTAACAACGGTGTCCACTGCTGGCGTCTACG
CCGCATCGAGCTATCTTCGGACCGTGGATAGCGATGAAAGATGCGGGTTTAGTTCCACACTGCTGCCTGTCAAGTGTGTTGAGCAGACTTA
ATAAGCGTTCAGCTAGTGCGCTGCCAGCAACCAAAACACCACAAATACTATGTACAATGTGGTATTCACCCATGTATGTATGGTG
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Figura 20 - Sequéncia de fragmento de 228 pb da regido ITS1/2 do pool de P. jacchi. A) Sequéncia
no formato FASTA. B) Eletroferograma da mesma regido.

>PJ_58_NC2_B01_02_StdSeq50_POP7_Z.abl_(reversed)
CAGCCAGCATCGGGCGGCCCGACGGGACGATATCCGTATGGGATGTCAGAGTTGTTGCTGTGTTGCTCTGATGCCTCGTAACCAACGTGTGCTTGTTCA

AACAATGTTGGTGAGACGAGTTCGCTATGCATCCGCACAGACGAGCAATGCGCGCCAGTAAAGCGACACTCAGTGACAGYTTCCAGAGAACGCGGATT
GTTGATTAATTTCGACCTCAGCTCAGTGCGG

N
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Figura 21 - Alinhamento da sequéncia de 450 pb com as sequéncias referéncias (RefSeq) da regido ITS1/2 dos
organismos com maior identidade no BLAST: A) superfamilia subuluroidea e B) Subulura chinensis.

450pb P. jacchi x [ITS1-5.85-1TS2] subuluroidea sp.

86% identidade
i sy m'mmumm b bl
2L e—— 2

E 450pb P. jacchi x [ITS1-5.85-1TS2] Subulura chinensis.
— 86% identidade

Figura 22 - Alinhamento da sequéncia de 450 pb de P. jacchi com a regido ITS1-5.8S-ITS2 de Caenorhabditis
elegans.

450pb P. jacchi x [ITS1-5.85-ITS2] C. elegans
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Figura 20- Alinhamento da regido do rDNA 26S das espécies P. jacchi x Subulura chinensis, mostrando 88% de
identidade entre as espécies.

228pb P. jacchi x [26S rDNA] Subulura chinensis com 88% identidade
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O DNA gendmico dos parasitos individuais foram extraidos usando diferentes
métodos: 1) Qiamp DNA Mini kit (Qiagen); 2) Wizard Genomic DNA Purification kit
(Promega); 3) métodos in-house baseado em digestdo com 1pl proteinase K (25
mg/ml) e 49 ul de SDS a 0.005 %, seguido de precipitacdo alcodlica. O método 1
purificou uma baixa quantidade de DNA de H. contortus e P. jacchi. Nas PCRs foram
aplicados os volumes maximos de template, porém apenas H. contortus amplificou
uma banda de ~1200pb. O método 2 falhou em purificar o DNA gendémico dos
parasitos. JA com o método 3, foram obtidas quantidades de DNA suficientes para a
PCR, no entanto o excesso de SDS inibiu a amplificacdo. Ajustes nos métodos serao
realizados para aperfeicoar a extracdo e amplificacdo das regides ITS1 e 2 para o

posterior sequenciamento de Sanger.



Figura 25- DNA extraido pelos trés métodos. A: método 1, utilizando 15 pL de DNA para a reacao.
B: foi realizada a PCR do DNA extraido pelo método 2, também utilizando 15 yL de DNA para a
reacado. C: foi realizada a PCR do DNA extraido pelo método 3, utilizando 7 uL de DNA para a
reacao.

Método |
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7. DISCUSSAO

Primasubulura jacchi € um nematoide que foi descrito ha cerca de 17 décadas
originalmente como Subulura jacchi por MARCEL (1857) e mais tarde transferida por
RAILLIET e HENRY (1913) para o género Primasubulura. Cerca de 100 anos apos
tal descricdo, INGLIS (1958) reorganiza os membros da familia subuluridae a nova
classificacdo com base em caracteres morfoldégicos da regido anterior destes
nematoides. Neste estudo, trazemos novas informacgfes acerca da ultraestrutura e
genética que complementam as informacdes sobre esta espécie.

Os caracteres qualitativos apresentaram concordancia com a descri¢ao original
e com SOARES et al. (2004). Da mesma forma, a maioria das medidas dos espécimes
deste estudo foram compativeis com aqueles da descricdo original e com SOARES et
al. (2004). Algumas medidas tais como, comprimento total de machos e fémeas e o
comprimento do eséfago foram maiores que na descricao original (Tabela 1).

Os achados para analise ultraestrutural ainda ndo haviam sido descritos para
P. jacchi. Detalhes da superficie cuticular, espiculos, conformacgédo bucal e papilas
genitais enriqguecem os caracteres descritivos da espécie. O padrédo de conformacéo
da superficie corporal observado na ventosa se assemelha muito ao observado em
algumas espécies do género Subulura (MING e ZHANG, 2010; ASHOUR e AL-
GODY 2013; DU et al., 2014; DEWI et al 2018) mostrando que a nivel cuticular esta
estrutura corporal pode se apresentar de forma comum aos representantes destas
duas subfamilias distintas.

A metodologia adotada em nosso estudo para identificacdo das espécies H.
contortus e P. jacchi envolveu diversas etapas, desde a coleta dos parasitos até a
extracdo do DNA, amplificacdo por PCR, eletroforese e andlise das sequéncias de
DNA. Inicialmente, H. contortus foi escolhido como referéncia devido a sua ampla
utilizacdo e estudo prévio, enquanto P. jacchi foi a espécie de interesse. Os resultados
do sequenciamento de H. contortus revelaram uma correspondéncia altamente
precisa com a espeécie, com 99,5% de identidade confirmada pelo BLAST,
demonstrando a robustez do método para esta espécie.

Por outro lado, o sequenciamento do fragmento de ~1500 pb de P. jacchi
resultou em duas sequéncias parciais de 450 pb e 228 pb, ambas de boa qualidade,

mas nao sobrepostas. O fragmento de 450 pb mostrou uma correspondéncia de 85%
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com a espécie Subulura chinensis e a superfamilia Subuluroidea, indicando uma
relacéo taxonémica proxima.

No contexto da genética molecular, a amplificacdo da regido ITS1 e ITS2 foi
realizada utilizando os primers NC2 e NC5, escolhidos pela sua eficacia na
amplificacédo das regides ITS, que incluem o ITS-1, o gene do rRNA5.8Se 0 ITS-2. A
analise comparativa com o estudo de NEWTON et al. (1998) que também utilizou
esses primers, revelou diferencas metodoldgicas significativas. Enquanto Newton
empregou padroes de restricdo e confirmou a identidade dos produtos por
hibridizagdo, nossa abordagem priorizou o sequenciamento direto dos fragmentos
amplificados seguido de analise BLAST para que assim pudéssemos obter a
sequéncia de nossa espécie de interesse P. jacchi. Esta estratégia permitiu uma
caracterizacao detalhada das sequéncias de ITS de P. jacchi e H. contortus, revelando
fragmentos especificos que expandem a compreensdo da diversidade genética
dessas espécies. Em outro estudo conduzido por Gasser et al. (2001), foi destacada
a sensibilidade do sequenciamento para diagnostico e estudos epidemiolégicos.
Nosso estudo atual, por sua vez, concentrou-se na caracterizacado detalhada das
sequéncias ITS, devido a falta de conhecimento prévio dessas sequéncias para uma
melhor compreensédo da taxonomia molecular das espécies investigadas.

Nossos resultados destacam a importancia de técnicas de sequenciamento
direto para uma caracterizacdo mais precisa e detalhada das regides ITS em
nematoides parasitas. Enquanto H. contortus demonstrou ser uma referéncia bem
estabelecida e altamente identificavel, P. jacchi apresentou desafios relacionados a
otimizacdo dos métodos de extracdo e amplificacdo de DNA. A necessidade de
ajustes nos métodos in-house para melhorar a quantidade e pureza do DNA sem
inibidores foi evidenciada, sugerindo que abordagens personalizadas podem ser mais
eficazes para estudos futuros.

Os proximos passos deste estudo incluem refinamentos nos métodos de
extracao e amplificacéo para aprimorar a obtencéo de sequéncias completas e de alta
gualidade das regides ITS1 e ITS2 de P. jacchi. Alem disso, a auséncia de sequéncias
de referéncia para P. jacchi nas bases de dados quando se refere as regioes ITS1 e
ITS2, destacamos a necessidade de depositar sequéncias de alta qualidade para
apoiar futuras pesquisas taxonémicas e epidemioldgicas. Essas iniciativas sao
essenciais para uma compreensdo mais abrangente da biodiversidade genética e

evolutiva dos nematoides parasitos.
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8. CONCLUSAO

A pesquisa sobre P. jacchi fornece novas informagdes significativas baseadas
em estudos de ultraestrutura e genética molecular. A anédlise morfolégica confirmou a
maioria das caracteristicas descritas anteriormente, com algumas diferencas nas
medidas dos espécimes. Notavelmente, a ultraestrutura corporal da ventosa mostrou
semelhanca com outras espécies do género Subulura, sugerindo caracteristicas
comuns entre as duas subfamilias.

Os resultados do sequenciamento do DNA revelaram variacdes nas regides
ITS1 e ITS2 do DNA de P. jacchi. Os trés métodos de extracdo de DNA foram
testados, com 0 método in-house apresentando maior potencial, embora necessite de
otimizagOes. A identificagdo de H. contortus foi altamente precisa, servindo como uma
referéncia robusta para futuras analises.

A auséncia de sequéncias de referéncia para P. jacchi nas regifes ITS1 e ITS2
no banco de dados NCBI destaca a necessidade de mais pesquisas para a
confirmacédo precisa dessa espécie. Em suma, enquanto H. contortus ja estd bem
estabelecido como referéncia, P. jacchi requer aprimoramentos na obtencdo de

sequéncias completas e de alta qualidade para validacao taxondmica.
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