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TARDIGRADOS TERRESTRES DA ILHA DO MEL, PARANA, BRASIL

Resumo

Tardigrados sdo micrometazoarios hidréfilos encontrados em todos os continentes do
planeta, habitando os mais variados substratos nos ambientes terrestres, marinhos e de
agua doce. Uma vez que a fauna de tardigrados do Brasil tem sido irregularmente
estudada, é ainda pouco conhecida, especialmente nos ecossistemas insulares. O projeto
tem como objetivos realizar o levantamento taxondmico de espécies de tardigrados
terrestres com ocorréncia na llha do Mel, estado do Parand, investigando os padrdes locais
de diversidade e distribuicéo.

Palavras-chave: levantamento faunistico; Tardigrada, fauna insular.

1. Introducéo

O filo Tardigrada Doyere, 1840 (do latim, tardus = lento + gradus = passo;
Spallanzani, 1776) compreende um grupo de micrometazoarios hidréfilos, comumente
conhecidos como tardigrados ou “ursos d’agua”. Foram descritos pela primeira vez ao
final do século XVIII pelo naturalista alemao Johann August Ephraim Goeze (Goeze,
1773).

Apresentam o corpo bilateralmente simétrico, revestido por uma cuticula
quitinosa e dividido em um segmento cefalico e quatro segmentos troncais. Cada
segmento do tronco porta um par de lobépodes (membros locomotores ndo articulados),
geralmente terminados em garras, digitos e/ou ventosas. O comprimento corporal varia
de 50 um em tardigrados marinhos até 1200 pm em adultos terrestres. Possuem tubo
digestivo completo e a cavidade corporal repleta de celomdcitos, células responsaveis
pela respiracao, circulacdo e armazenamento de nutrientes. O sistema nervoso consiste
em um cérebro simples e uma cadeia nervosa ventral com quatro ganglios bilobados. Os
tardigrados podem ser herbivoros e se alimentarem de algas e/ou células vegetais;
carnivoros, alimentando-se principalmente de rotiferos e nematoides, mas também de
outros tardigrados; ou onivoros e se alimentarem de musgos, invertebrados e bactérias.
Os tardigrados podem ser dioicos, partenogenéticos ou monoicos (Ramazzotti & Maucci,
1983; Kinchin, 1994; Schill, 2018).
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Estudos morfoldgicos e moleculares mostraram que os tardigrados formam um
grupo monofilético relacionado aos artropodes (Garey et al., 1996; Giribet et al., 1996;
1996; Garey et al., 1999), compreendido entre aos Ecdysozoa, animais que fazem muda
(Aguinaldo et al., 1997), e os Panarthropoda, ecdisozoarios com patas (Nielsen et al.,
1996; Rota-Stabelli et al., 2010; Campbell et al., 2011).

Os tardigrados sdo, provavelmente, os mais famosos criptozoarios devido as
habilidades que lhes permitem sobreviver a um amplo espectro de condigdes ambientais
extremas, como falta de agua (Wright, 1989; Rebecchi et al., 2007), temperaturas muito
baixas ou muito elevadas (Somme, 1996; Hengherr et al., 2009), exposicao a radiacao
ionizante (Jonsson, 2019), falta de comida (Reuner et al., 2010), falta de oxigénio
(Guidetti et al., 2011), elevados niveis de substancias toxicas (Leetham et al., 1982;
Vargha et al., 2002) ou ao vacuo espacial (Jonsson et al., 2008). O que é ainda mais
impressionante, os tardigrados podem, possivelmente, ndo envelhecer durante a
anidrobiose (Hengherr et al., 2008; Schill, 2010).

Tardigrados sdo encontrados em todos os continentes do planeta, habitando ampla
diversidade de habitats terrestres, dulcicolas e marinhos, desde zonas abissais até os picos
mais elevados (Ramazzotti & Maucci, 1983; Kinchin, 1994; Bertolani et al., 2009).
Costumam ser encontrados em diferentes tipos de substratos, tais como musgos, liquens,
algas, solo e nos mais variados tipos de sedimentos em ambientes aquaticos (Nelson et
al. 2015). A dispersao ativa dos tardigrados terrestres é limitada pelo tamanho do corpo,
pela velocidade de deslocamento e pela necessidade de uma pelicula constante de dgua
cobrindo o corpo. Assim, a dispersdo ocorre passivamente quando ovos, cistos e
espécimes anidrobioticos sdo dispersos, predominantemente, pelo vento. Outros animais
associados as comunidades terrestres (e.g. passaros) podem também ajudar na dispersédo
dos tardigrados terrestres (Nelson et al. 2015; Mogle et al., 2018).

Cerca de 1300 espécies de tardigrados ja foram descritas até agora, incluindo duas
espécies fosseis (Degma & Guidetti, 2007; Degma et al. 2020). A descricdo de novas
espécies é esperada na medida em que novas areas geograficas sejam exploradas, podendo
superar a casa das 2000 (Bartels et al., 2016). A lista de verificagcdo mais recente dos
tardigrados brasileiros relata 30 espécies marinhas e 70 espécies terrestres e de dgua doce
(Barros, 2020). O primeiro registro de um tardigrado no Brasil foi feito por James Murray
em 1913, quando relatou a espécie Macrobiotus occidentalis Murray, 1910 sem, contudo,
especificar a localizacdo (Murray, 1913). Desde entdo, os estudos com tardigrados no

Brasil tém sido feitos de forma erratica. No inicio da década de 1930, Gilbert Rahm
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registrou 12 espécies para os estados de Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Pernambuco (Rahm,
1931; Rahm, 1932). Entre as décadas de 1930 e 1950, os pesquisadores Rosina de Barros,
Eveline Du Bois-Reymond Marcus e Ernest Marcus se dedicaram a descrever e relatar a
diversidade dos tardigrados do estado de Séo Paulo (Barros, 1938, 1939a, 1939b,19423,
1942b, 1943; Marcus, 1937; Du Bois-Reymond Marcus, 1944; Du Bois-Reymond
Marcus, 1952). Apds um hiato de quase 50 anos, novos registros de tardigrados foram
feitos no Brasil no inicio da década de 2000 (Pilato et al., 2000; Pilato et al. 2004), tendo
a tardigradologia brasileira renascido a partir dos estudos realizados no litoral de
Pernambuco (Rocha et al., 2000, 2004, 2009) e, mais recentemente, em Sdo Paulo
(Guidetti et al., 2021).

A despeito de sua pouca importancia econdmica (Garey et al., 2008), o0s
tardigrados representam uma excepcional oportunidade para ensino e pesquisa, sendo
excelentes modelos em estudos de ecologia, evolucdo, desenvolvimento, etologia,
fisiologia, astrobiologia, biotecnologia, medicina e taxonomia integrativa (Nelson, 2002;
Roszkowska et al., 2021).

2. Justificativa

O filo Tardigrada esta entre os grupos menos conhecidos de protostdmios e tem
sido, relativamente, pouco estudado pelos zoo6logos de invertebrados (Nelson, 2002).
Apesar da abundancia geral e distribui¢cdo cosmopolita do filo, existem padrdes regionais
de riqueza e abundancia que permanecem desconhecidos (Guil et al., 2010). Embora as
espécies terrestres sejam mais bem conhecidas do que as marinhas (Bartels et al., 2016),
pouco se sabe sobre a distribui¢do dos tardigrados terrestres dentro de um mesmo habitat
(Garey et al., 2008).

A maior parte das espécies de tardigrados terrestres descritas foram amostradas
nas regibes paleartica (55,6%) e neértica (21,3%) (Garey et al., 2008), permanecendo a
regido neotropical ainda pouco estudada. No Brasil, existem ainda grandes regides
inexploradas (Kaczmarek et al., 2015) e grande parte dos registros existentes séo para 0s
estados de Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Ceara, Rio Grande do Norte e Pernambuco (Barros,
2020). Para o estado do Paran4, ja foram relatadas 16 espécies de tardigrados terrestres,
sendo todos os registros para as cidades de Curitiba, Ponta Grossa e Foz do Iguagu. Assim

sendo, a fauna de tardigrados da regido litoranea paranaense ainda nédo foi estudada.

Inserido ao protocolo 18.473.109-6 por: Jucara Garcia Ribeiro em: 11/01/2022 13:16.




Por fim, embora existam estudos sobre tardigrados marinhos em ilhas da costa T
brasileira (Rocha et al., 2004; Moura et al.; 2009), a fauna de tardigrados terrestres

insulares permanece inexplorada.

3. Objetivos

Naturalmente, o principal objetivo do projeto é contribuir para com o
conhecimento sobre a diversidade de tardigrados no Brasil. Especificamente, pretende
também:

a. Inventariar as espécies de tardigrados terrestres com ocorréncia na llha do Mel,

b. Reconhecer padrdes locais de diversidade e distribuicéo;

c. Identificar aspectos ecoldgicos dos tardigrados terrestres insulares;

d. Identificar e descrever novas espécies com base na taxonomia integrativa.

4. Metodologia
4.1 Area de Estudos

A llha do Mel, com superficie aproximada de 27 km?, localiza-se entre as
desembocaduras das baias de Antonina e Paranagud, estado do Parand, separando esse
complexo estuarino lagunar do oceano Atlantico (Fig. 1) (Parana, 1995; Giannini et al.,
2004). A ilha esta localizada na provincia biogeografica Atlantica do dominio Parana
(Morrone, 2014). Oitenta e um por cento de sua area é ocupado pela Estacdo Ecoldgica
Ilha do Mel, unidade de conservacdo criada em 1982 para proteger a sua principal
conformacao vegetacional, representada por Floresta Ombrofila Densa das Terras Baixas
(Parand, 1995).

E caracteristica do estado do Parana a baixa variagdo da precipitacdo. Assim
sendo, a regido em que se insere a llha do Mel apresenta uma estabilidade pluviométrica
estimada de 85% do volume anual esperado. O periodo mais chuvoso ocorre de dezembro

a fevereiro e 0 mais seco entre 0s meses de junho e agosto (Parand, 1995).

Inserido ao protocolo 18.473.109-6 por: Jucara Garcia Ribeiro em: 11/01/2022 13:16.




Figura 1. A. Posicionamento geografico da Ilha do Mel na baia de Paranagua. B.
Detalhe da Ilha do Mel e os trés pontos amostrais: 1. Fortaleza Nossa Senhora dos
Prazeres; 2. Farol das Conchas; 3. Gruta das Encantadas. Imagens: Google Earth e
Creative Commons.

4.2 Material Bioldgico

Para investigar a variacdo sazonal da fauna terrestre de tardigrados serdo
realizadas duas campanhas amostrais, uma no periodo seco (junho a agosto) e outra no
periodo chuvoso (dezembro a fevereiro). Serdo amostradas trés regides distintas da ilha,
a saber: Fortaleza Nossa Senhora dos Prazeres, Farol das Conchas e Gruta das Encantadas
(Fig. 1; Quadro 1). As regibes foram escolhidas levando em consideracdo a
dissimilaridade entre os ecossistemas insulares de influéncia sobre a fauna de tardigrados
terrestres e o distanciamento do continente.

Amostras de musgos e/ou liquens serdo coletadas de rochas. As superficies
rochosas demonstraram ter maiores riqueza e abundancia de espécies de tardigrados
guando comparado a troncos de arvores e/ou solo (Guil et al., 2010). As amostras serdo
acondicionadas em cartuxos de papel, devidamente identificados com etiquetas de campo.

As coordenadas geograficas de cada ponto de coleta serdo obtidas com auxilio de aparelho
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GPS (Garmin Etrex 10). Serdo coletadas de 3 a 5 amostras de musgo ou liquen em cada
local de coleta, totalizando de 9 a 15 por campanha amostral.

Em laboratdrio, as amostras serdo colocadas em placas de Petri, hidratadas e
deixadas em repouso a temperatura ambiente por 1-2 horas. Apos este periodo, as
amostras serdo triadas sob microscépio estereoscépico, sendo os tardigrados coletados
com o auxilio de micropipeta automatica. Os espécimes serdo colocados em estado de
relaxamento pela exposicéo ao calor (Morek et al., 2016a) e preparados de acordo com a
técnica de microscopia a ser empregada (detalhes abaixo). As laminas serdo tombadas na

colecdo cientifica do Laboratorio de Evolugdo de Organismos Meiofaunais (LEOM).

Quadro 1. Locais de amostragens na Ilha do Mel.

Local de Coleta Coordenadas Descricao
25°30°38,74” S Influenciado pela Floresta Ombréfila Densa

1 Fortaleza 48°18°41,32” O das Terras Baixas

25°32°20,74” S . . . L.
2 Farol 48°17°26.86” O Influenciado pela planicie costeira maritima
3 Gruta 25°34°30,197.5 Influenciado pela planicie lagunar/estuarina

48°18°45,16” O

4.3 Sistematica e Diversidade

Este trabalho pretende aliar técnicas integrativas (microscopia éptica, eletrénica
de varredura e confocal) para o estudo morfolégico dos tardigrados, promovendo novas
abordagens e visando esclarecer duvidas surgidas a partir das analises tradicionais,
ampliando a quantidade de caracteres analisada e servindo de suporte para futuras
investigacoes.

Para a microscopia Optica, os tardigrados serdo montados entre lamina e laminula
com meio aquoso Fluoromount (Guidetti et al., 2021) e observados sob o microscopio de
luz ZEISS Axio Imager M2 equipado com Contraste de Interferéncia Diferencial
(Differential Interference Contrast, DIC), camera AxioCam MRC5 acoplada e com o
programa AxioVision para obtencdo das imagens com diferentes magnificacdes para que
se possa fazer uma descricdo morfologica detalhada. Para a realizacdo das medidas
morfometrias sera utilizado o programa ZenBlue Weiss.

No caso da microscopia confocal, sera empregada a técnica padrdo, que consiste

na fixacdo do material e posterior incubacao de proteinas e marcadores fluorescentes que
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destacam a estrutura que se deseja observar (p. ex. aparato buco-faringeo, musculos,
ganglios; ver Russel et al., 2001; Mayer et al., 2013; Guidetti et al., 2015).

Na microscopia de varredura, ja existem alguns protocolos estabelecidos para
Tardigrada (Mitchell & Miller, 2008; Gomes Jr & Rocha, 2015). Os organismos
considerados em bom estado apés triagem e anestesiamento serdo submetidos a uma série
de desidratacdo consecutiva de agua/etanol e etanol/acetona (Morek et al., 2016b). Em
seguida sera feito o ponto critico dentro de cestos confeccionados com tubos eppendorf e
malha de 20 um de abertura, permitindo a passagem do liquido e impedindo a saida do
animal durante o processo. Posteriormente o0s stubs serdo montados e submetidos a
metalizacdo (sputter). A observagdo serd realizada no microscépio eletrbnico de
varredura Jeol- JSM 5800LV no departamento de Microscopia Eletronica do IB-
Unicamp.

A identificacdo taxonémica ocorrera através da analise comparativa dos
espécimes amostrados, apos criteriosa descri¢do dos espécimes, seguindo as chaves para
géneros e espécies de Ramazzotti & Maucci (1983) e Guidetti & Bertolani (2005), além
de outras referéncias da literatura primaria para validacdo dos taxons. Sempre que
possivel, vouchers moleculares serdo vinculados aos vouchers morfologicos (Astrin et
al., 2013). Para tanto, espécimes inteiros de tardigrados serdo preservados em &lcool
etilico 96% e refrigeracdo a -20° C (Hillis et al., 1996). Esse biobanco molecular sera
utilizado para impulsionar estudos futuros de sistematica molecular.

Abundéncia e riqueza de espécies serdo estimadas através do ndmero de
individuos e de espécies, respectivamente. Para a comparacdo da diversidade entre as
areas amostradas e entre as estacOes climaticas serdo calculados os indices de diversidade
de Simpson e de Shannon. O indice de diversidade de Simpson € particularmente sensivel
a riqueza de espécies e o indice de Shannon € sensivel a espécies raras (Farina, 2006).
Ambos os indices sdo comparaveis através do teste t de diversidade. O calculo dos indices
e a analise estatistica serdo realizados com o auxilio do programa PAST v. 2.17c
(Hammer et al., 2001).

5. Resultados e Desdobramentos
Seréo feitos os primeiros registros de tardigrados para o litoral paranaense e de

tardigrados terrestres insulares para o Brasil, 0 que certamente seré digno de publicago.

Além disso, devido as variagbes microcliméticas, é esperado que haja diferenca de
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abundancia e riqueza entre as areas amostradas. Por outro lado, devido a pouca oscilacédo
pluviométrica, acredita-se que ndo haverd diferencas significativas na composicéo da
fauna entre as estagdes climaticas. As informac6es produzidas embasardo outros projetos
nos quais pretende-se estender a pesquisa para outras ilhas do litoral brasileiro.
Outrossim, é real a possibilidade da descoberta de espécies de tardigrados terrestres ainda

nao descritas.

6. Orcamento

Para o desenvolvimento do projeto serdo utilizados equipamentos e reativos
principalmente alocados no Laboratério de Evolucdo de Organismos Meiofaunais, do
Departamento de Biologia Animal, do Instituto de Biologia da Unicamp. O custeio do
projeto (Tabela 1) seré feito a partir de recursos de pesquisa do supervisor e também com

recursos proprios do pesquisador colaborador.

Tabela 1. Relacao de recursos materiais de consumo e despesas do projeto.

Descrigéo Qtd. unt. Total

Diaria de coleta - llha do Mel, Parana 2 R$ 250,00 R$ 500,00
Diéria de pesquisa - Campinas, Sdo Paulo R$ 700,00 R$ 1400,00
Laminas para microscopia, 26 X 76 mm, cx. 50 un. R$ 10,00 R$ 20,00
Laminulas para microscopia, 20 x 20 mm, cx. 100 un. R$ 5,00 R$ 5,00
Alcool etilico P.A. 96%, 1000 ml R$ 15,00 R$45,00
Microtubo 1,5 ml, pct.500 un., Kasvi R$90,00 R$90,00
Rack 100 microtubos 1,5 ml, Kasvi R$40,00 R$ 200,00
Ponteira 0,1-10 ml, sem filtro, rack 96 un., Kasvi R$ 40,00 R$ 200,00

GO, WEFE NN

Total R$ 2460,00

7. Cronograma

2022 2023
2 3412 3 4

Etapas

Solicitagéo de licenca de coleta - SISBIO/ICMBIo
Solicitacdo de licenca de coleta - IAT
Amostragem - periodo chuvoso

Triagem e processamento dos espécimes - chuvoso ////////
Redacdo e apresentacédo do relatorio parcial .
Amostragem - periodo seco -

Triagem e processamento dos espécimes - s .
De?gr?gﬁgspe%%ernpaar;gﬁgs tgxgngsr?icag #0 ////////

Redacdo e apresentacédo do relatorio final
Redac&o e submissdo do artigo cientifico

x\\\\\\H

\\\\
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