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“I looked around in a blood-soaked gown

And I saw something they can't take away

'Cause there were pages turned with the bridges burned
Everything you lose is a step you take

So make the friendship bracelets, take the moment and taste it
You've got no reason to be afraid

You're on your own, kid

Yeah, you can face this.”

- Taylor Swift (You're on Your Own, Kid)



| RESUMO

O filo Tardigrada compreende animais invertebrados, microscopicos (50—1200um de
comprimento), de simetria bilateral, que possuem o corpo revestido por uma cuticula
quitinosa e caracterizam-se pela presenca de quatro pares de pernas, geralmente com garras.
Eles vivem em diversos ambientes aquaticos e terrestres umidos, principalmente lagos,
mares, musgos e liquens. Atualmente sdo conhecidas cerca de 1400 espécies de tardigrados
ao redor do mundo, mas o entendimento de sua diversidade e distribui¢do ainda ¢ bastante
limitado se comparado a outros grupos de invertebrados. As lacunas no conhecimento
taxonOmico e ecologico do filo se devem em grande parte a caréncia de especialistas
estudando o grupo e ao baixo numero de coletas e trabalhos realizados em algumas areas,
como na regido Neotropical. Além disso, a combinagdo de estudos morfoldgicos,
morfométricos e moleculares na taxonomia atual vém demonstrando que muitas espécies
consideradas cosmopolitas no passado representam, na verdade, complexos de espécies. A
espécie Milnesium tardigradum Doyére, 1840 ¢ um exemplo disso. A maior parte dos
registros feitos nas Américas datam do periodo em que essa espécie era considerada
extremamente cosmopolita e pensava-se que o género Milnesium Doyéere, 1840 apresentava
uma baixa diversidade, devido as poucas variagdes morfologicas observadas até entdo.
Entretanto, nas ultimas décadas, o uso integrado de técnicas de estudo ampliou os critérios
taxondmicos utilizados na identificacdo e descricdo desses animais, gerando um aumento no
namero de descri¢cdes de novas espécies. Apesar dos avangos, muitas regides permanecem
pouco estudadas. A grande extensdo territorial, o clima e a diversidade de biomas da América
do Sul indicam um potencial significativo para abrigar tardigrados ainda desconhecidos. A
partir de coletas de musgo e liquen realizadas em Campinas (SP, Brasil) e outras amostras da
Argentina e Guiana Francesa obtidas através de uma colaboracdo internacional, este estudo
visou realizar a descricdo de uma nova espécie de tardigrado do género Milnesium que foi
encontrada. Para isso, foram utilizadas multiplas abordagens, como microscopia de luz e
microscopia eletronica de varredura, medi¢do de estruturas morfologicas de importancia
taxondmica e analise molecular com os genes 18S, 28S e COI. Posteriormente, mais coletas
foram realizadas e essa espécie foi identificada morfolégica- e molecularmente em novas
localidades do Brasil e da Argentina. Essa ¢, portanto, a primeira espécie de tardigrado
limnoterrestre descrita originariamente na regido neotropical, de forma integrativa € com

ampla distribui¢do na América do Sul.



| ABSTRACT

The phylum Tardigrada comprises microscopic invertebrate animals (50—1200um in length),
bilaterally symmetrical, with the body covered by a chitinous cuticle and characterized by the
presence of four pairs of legs, usually with claws. They live in various aquatic and humid
terrestrial environments, mainly lakes, seas, mosses and lichens. Currently, approximately
1400 species of tardigrades are known around the world, but the understanding of their
diversity and distribution is still quite limited when compared to other groups of
invertebrates. The gaps in taxonomic and ecological knowledge of the phylum are largely due
to the lack of specialists studying the group and the low number of sampling and studies
carried out in some areas, such as the Neotropics. In addition, the combination of
morphological, morphometric and molecular studies in current taxonomy has demonstrated
that many species considered cosmopolitan in the past actually represent species complexes.
The species Milnesium tardigradum Doyére, 1840 is an example of this. Most of the records
made in the Americas date back to the period when this species was considered extremely
cosmopolitan and it was thought that the genus Milnesium Doyere, 1840 presented low
diversity, due to the few morphological variations observed until then. However, in recent
decades, the integrated use of study techniques has expanded the taxonomic criteria used in
the identification and description of these animals, generating an increase in the number of
descriptions of new species. Despite the advances, many regions remain little studied. The
large territorial extension, climate and diversity of biomes of South America indicate a
significant potential for harboring as yet unknown tardigrades. Based on samples of moss and
lichen collected in Campinas (SP, Brazil) and other specific samples from Argentina and
French Guiana obtained through an international collaboration, this study aimed to describe a
new species of tardigrade of the genus Milnesium that was discovered. For this purpose,
multiple approaches were used, such as light microscopy and scanning electron microscopy,
measurement of morphological structures of taxonomic importance and molecular analysis
with the 18S, 28S and COI genes. Subsequently, more samples were collected and analyzed
and this species was identified morphologically and molecularly in new locations in Brazil
and Argentina. This is, therefore, the first species of limnoterrestrial tardigrade originally
described in the Neotropical region, with integrative methods and with a wide distribution in

South America.
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| INTRODUCAO

1. Panorama geral do filo Tardigrada

Os tardigrados sdo animais invertebrados que apresentam corpo de simetria bilateral,
em geral cilindrico e convexo dorsalmente, tendo em média 250-500pm de comprimento
(Nelson et al., 2015). Esses organismos sdo aquaticos, pois precisam estar cercados por agua
para estarem em seu estado ativo, sendo capazes de se alimentar, se locomover, crescer e se
reproduzir. No entanto, inimeras espécies dominaram ambientes terrestres, onde suportam os
periodos em que ndo hd agua disponivel, e nesse caso sdo denominadas semiterrestres ou
limnoterrestres (Mobjerg et al., 2018). Assim, os tardigrados estdo distribuidos mundialmente
e sdo encontrados em uma grande variedade de habitats terrestres e aquaticos, de florestas
tropicais a desertos aridos e polares, de topos de montanhas a grandes profundidades
oceanicas (Kaczmarek et al., 2015).

A morfologia geral desses animais € caracterizada pela presenga de quatro pares de
apéndices locomotores, chamados de lobopodes (Nelson et al., 2015). Os trés primeiros pares
de lobopodes estao direcionados anteriormente e sdo usados para locomogdo, enquanto o
quarto par ¢ direcionado posteriormente e auxilia na retencdo ao substrato (Mebjerg et al.,
2018). Na extremidade dos apéndices, os tardigrados geralmente possuem garras, € no caso
das espécies marinhas, podem apresentar também digitos e discos adesivos. Essas estruturas
também auxiliam na locomogao e variam em forma e tamanho nas diferentes espécies.

Outra caracteristica comum desses organismos € a presenga de um complexo aparelho
bucofaringeo, formado principalmente por boca, tubo bucal, um par de estiletes e uma faringe
muscular. A boca, localizada terminal-ventralmente, pode apresentar estruturas sensoriais ao
seu redor, como lamelas e papilas, e se move para frente e para trds como um telescopio. Os
estiletes sdo estruturas rigidas posicionadas no tubo bucal, que se projetam através da
abertura da boca e ajudam a perfurar o alimento (Mgebjerg et al., 2018). A forma e as
dimensdes do aparelho bucal dos tardigrados pode estar diretamente relacionada a seus
habitos alimentares (Timova et al., 2022). Normalmente eles sdo generalistas e se alimentam
de bactérias, fungos e células vegetais e animais que encontram no ambiente, mas algumas
espécies sdo conhecidas por serem estritamente herbivoras ou carnivoras, e a ingestdo de
alimentos especificos afeta suas taxas de sobrevivéncia e reproducdo (Bryndova et al., 2020).

A reproducdo se da por meio de ovos e pode ocorrer através do encontro de gametas e

fertilizagdo ou por partenogénese (quando o ovo nao ¢ fertilizado) (Altiero et al., 2018). Os
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tardigrados marinhos sdo quase sempre gonocoricos (bissexuais) e podem inclusive
apresentar dimorfismo sexual; j& os limnoterrestres sdo mais comumente unissexuais, isto €,
fémeas que se reproduzem apenas por partenogénese (telitoquia). O hermafroditismo também
ocorre, mas € menos frequente (Nelson et al., 2015). Os ovos variam muito de acordo com o
taxon, podendo ser totalmente lisos ou com diversas ornamentagcdes que auxiliam na
aderéncia ao substrato onde sdo depositados e na dispersdo. Quando o desenvolvimento
embriondrio estd completo, o tardigrado emerge do ovo ja semelhante ao adulto, embora
ainda ndo seja sexualmente maduro (Nelson et al., 2015, Altiero et al., 2018). No caso de
algumas espécies, os individuos jovens podem apresentar diferengas morfoldgicas em relagao
aos adultos. Essa variabilidade ontogenética, bem como as caracteristicas dos ovos, sdo
informagdes importantes para a identificacdo das espécies (Surmacz et al., 2019, Brandoli et
al., 2024).

O corpo dos tardigrados ¢ coberto por um tegumento composto de uma cuticula
contendo quitina e uma epiderme subjacente de camada Unica, secretora dessa cuticula
(Baccetti & Rosati, 1971; Greven & Greven, 1987). As espécies variam de cor, podendo ser
totalmente transparentes ou brancas, amarelas, verdes, vermelhas, laranja e marrons. A
coloragdo pode estar concentrada nas células do tegumento ou no conteido do intestino
(alimento ingerido). A cuticula pode ser basicamente subdividida em trés camadas: a
epicuticula (externa), a intracuticula (mediana) e a procuticula (interna) (Kristensen &
Neuhaus, 1999; Weglarska, 1989). Existe uma grande diversidade de espessuras, formas e
ornamentacdes na cuticula como um todo, tanto no préprio espécime (por exemplo, dorso e
ventre) quanto entre diferentes espécies (Czernekova & Vinopal, 2021).

A cuticula estd intimamente associada ao ciclo de vida desses animais, pois
relaciona-se a aspectos reprodutivos e ao crescimento. Periodicamente, em um processo
denominado muda ou ecdise, a cuticula que reveste o corpo externamente e alguns 6rgaos
internos (partes esclerificadas do aparelho bucofaringeo e reto), bem como as garras, sdo
eliminadas e secretadas novamente, permitindo o crescimento do animal (Mgabjerg et al.,
2018). A ecdise, entre outras caracteristicas, inclui o filo Tardigrada no superfilo Ecdysozoa,
onde dados morfoldgicos ¢ moleculares dao suporte para uma relacdo proxima com o0s
Arthropoda e Onychophora, embora as relagdes exatas dentro do clado ainda sejam discutidas
(por exemplo: Hipotese Lobopodia e Hipotese Tactopoda) (Telford et al., 2008; Jorgensen et
al., 2018).

As primeiras mengdes aos tardigrados na literatura foram publicadas em uma rapida

sucessao em um periodo de nove anos, no século XVIII (Goeze, 1773; Corti, 1774; Eichhorn,



14

1775; Spallanzani, 1776; Miiller, 1785). Portanto, ¢ muito provavel que os tardigrados
tenham sido descobertos independentemente vdarias vezes, mas o primeiro registro formal
data de 1773, feito por Johann A. E. Goeze, que se refere a esses animais como “Kleiner
Wasser Bar” ou “pequenos ursos d’agua” (Mebjerg et al., 2011). O termo “il Tardigrado” foi
introduzido trés anos depois por Lazzaro Spallanzani, em referéncia ao movimento lento de
seus lobopodes (do latim, tardus = “lento”; gradus = “passos’) (Nelson et al., 2015). S6 em
1962 Tardigrada foi reconhecido como um filo (Ramazzotti, 1962).

Desde as primeiras observagdes, os tardigrados intrigam por sua notavel capacidade
de tolerar a exposi¢do a varios extremos quimicos e fisicos (Wetnicz et al., 2011). Corti
(1774), por exemplo, notou algumas adaptacdes desses organismos quando observou que eles
podiam ser revividos apds a dessecagdo (Kinchin, 1994). Adaptacdes semelhantes a
condigdes extremas também sdo conhecidas para outros metazoarios, como algumas espécies
de artropodes, nematdides e rotiferos, mas os tardigrados sdo excepcionais entre eles.

Os mecanismos fisiologicos e genéticos envolvidos nessa resisténcia podem variar de
acordo com cada espécie de tardigrado e com os estimulos ambientais, portanto esses
processos ainda nao sdo completamente compreendidos (Wehicz et al., 2011). No geral,
sabe-se que eles tém duas maneiras de lidar com os extremos ambientais; uma maneira ¢
entrar em um estado dormente, quase ametabdlico, que pode ser a criptobiose ou a
diapausa/encistamento; e a outra maneira, provavelmente exigindo uma alta taxa metabolica,
envolve, por exemplo, osmorregulacdo e reparos no DNA, enquanto permanece ativo
(Mgbjerg et al., 2011). Essa capacidade de resisténcia extrema os tornou alvo de pesquisas de
interesse médico, bioquimico, biotecnologico e até mesmo espacial, que visam compreender
os mecanismos envolvidos e suas possiveis aplica¢des (Zhu & Sotne, 2022, Goldstein, 2022,
Kasianchuk, 2023).

Atualmente sdo conhecidas cerca de 1400 espécies de tardigrados no mundo, descritas
em duas classes validas, Heterotardigrada Marcus, 1927 e Eutardigrada Marcus, 1927
(Degma & Guidetti, 2024). Os eutardigrados sdo divididos em duas ordens: Apochela
Schuster, Nelson, Grigarick & Christenberry, 1980, predominantemente limnoterrestres, €
Parachela Schuster, Nelson, Grigarick & Christenberry, 1980, limnoterrestres e dulcicolas.
Eles sdo caracterizados por possuir gonoporo e dnus unidos formando uma cloaca, Tubulos
de Malpighi, e placoides na faringe consistindo de estruturas cuticulares espessas. Os
heterotardigrados também sdo divididos em duas ordens: Echiniscoidea Richters, 1926,
limnoterrestres € marinhos, e Arthrotardigrada Marcus, 1927, exclusivamente marinhos.

Caracterizam-se por possuir o gonoporo separado do anus, auséncia de Tubulos de Malpighi,
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e placoides consistindo de estruturas cuticulares delicadas em forma de barra. Além disso, os
apéndices sensoriais, como papilas e cirros, sio comuns na regido cefilica, no tronco e nos

lobopodes dos heterotardigrados (Ramazzotti & Maucci, 1983).

II. O “estado da arte”’: tardigrados limnoterrestres na América do Sul

Apesar da taxonomia de Tardigrada ter se iniciado no século XVIII com a descoberta
desses organismos, a pesquisa com tardigrados foi dominada quase desde o inicio por dois
topicos: (1) a sua resisténcia (mais especificamente a criptobiose) e (2) as suas possiveis
relagdes evolutivas com outros animais (Greven, 2018). De fato, esse grupo pode ser a chave
para resolver algumas das relagdes filogenéticas entre os tdxons de Ecdysozoa (Garey et al.,
1996; Giribet et al., 1996), além de apresentar potencial econdmico em torno da criptobiose e
suas aplicagdes em biomedicina e biotecnologia (Guil & Cabrero-Safiudo, 2007). Contudo, os
estudos taxondmicos, tdo essenciais para estabelecer as bases necessarias para qualquer
pesquisa, ainda sdo negligenciados.

Isso se acentua considerando questdes historicas e geograficas. Na regido Paleartica as
descrigdes de espécies comecaram meio século antes de qualquer outra regido. Foi so a partir
da década de 1940 que o nimero de espécies descritas aumentou consideravelmente em todas
as regides biogeograficas. Porém, em muitas regides, como a Neotropical, o processo de
descri¢do de espécies ocorre em passos abruptos, em vez de apresentar um aumento gradual e
constante (Guil & Cabrero-Safiudo, 2007, Kaczmarek et al., 2015, Ugarte et al., 2023, Ugarte
& Garraffoni, 2024). Além disso, o nimero de especialistas na regido Paleartica ¢ muito
maior quando comparado com as demais, € os autores palearticos sdo responsaveis por um
grande nimero das descrigdes feitas ndo apenas em seu territdrio, mas também nas regides
Afrotropical, Oriental, Antéartica e Neotropical, ou seja, essas regides carecem de
especialistas nativos (Guil & Cabrero-Saiiudo, 2007).

Mais especificamente na América do Sul, e se tratando de tardigrados limnoterrestres,
embora existam paises que apresentam um numero significativo de estudos recentes, como a
Argentina (por exemplo: Roszkowska et al., 2015, Gonzalez-Reyes et al., 2016, Rocha et al.,
2020, Rocha et al., 2023, Rocha et al., 2024) e a Colombia (por exemplo, Lisi et al., 2014,
Melo et al., 2015, Londofio et al., 2017, Lisi et al., 2022, Venencia-Sayas et al., 2023),
existem outros paises com apenas algumas descri¢des antigas e muito sucintas, como € o caso
do Brasil, onde o estudo de tardigrados limnoterrestres se concentrou nas décadas de 1930 a

1950 (Rahm, 1932, Marcus 1936, 1937, de Barros 1938, 1939a, 1939b, 1942a, 1942b, 1943,
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du Bois-Reymond Marcus 1944, 1952), e que comegou a mudar de cenario apenas
recentemente (da Rocha et al., 2016, de Barros, 2020, Guidetti et al., 2021, Ugarte et al.,
2023, Ugarte & Garraffoni, 2024, Capitulo 1).

E comum que as descricdes de espécies de tardigrados realizadas até o inicio do
século XX sejam breves e carecam de informacdes que atualmente sdo importantes para a
taxonomia do grupo (Pilato, 2013). Isso porque seu tamanho tdo diminuto e sua fragilidade
fazem necessario um manuseio muito cuidadoso e instrumentos laboratoriais especificos, o
que torna o seu estudo dificil, principalmente em uma época de instrumentos Opticos
limitados quando comparados aos atuais. Com isso, por muito tempo alguns caracteres
morfoldgicos foram negligenciados; os caracteres métricos muitas vezes eram indicados
subjetivamente (“pequeno”, “grande”, “longo”, “curto”); os desenhos das descrigdes
geralmente eram genéricos ou feitos com as estruturas orientadas em uma posi¢ao inadequada
(Pilato, 2013). Além disso, o material tipo de muitas espécies se perdeu ou nunca existiu,
porque alguns autores ndo montaram ldminas permanentes, o que dificulta comparagdes com
materiais atuais (Garraffoni et al., 2024).

Além dessas dificuldades técnicas recorrentes ao estudo de animais microscopicos,
deve-se considerar também um viés epistemologico. Na primeira metade do século XX, os
microbiologistas formularam a hipdtese de que "tudo estd em todo lugar, mas o ambiente
seleciona", com base em microrganismos que foram observados em diferentes regides do
globo (Baas Becking, 1934; Gasiorek, 2023). Com isso, passou a ser comum reportar
espécies, mesmo que morfologicamente variaveis, em diferentes localidades ao redor do
mundo. Logo isso se tornou um paradigma na biogeografia de microrganismos, que seria

discutido até os dias atuais (Morek et al., 2021, Gasiorek, 2023).

111 O caso Milnesium

A espécie Milnesium tardigradum Doyére, 1840 ¢ um exemplo clédssico das questdes
citadas no topico anterior. Trata-se de um eutardigrado da familia Milnesiidae Ramazzotti,
1962, carnivoro e limnoterrestre (Ramazzotti & Maucci, 1983). Os milnesiideos apresentam
caracteristicas muito distintas das encontradas nos demais taxa de Eutardigrada conhecidos:
possuem papilas cefalicas e peribucais, ndo possuem placoides na faringe, e suas garras sao
formadas por dois ramos completamente separados (denominados ramos primarios e
secundarios) (Schuster et al., 1980). Como resultado da morfologia tnica do grupo, por muito

tempo variagdes sutis passaram despercebidas aos taxonomistas.
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Seguindo a descricdo da nominal M. tardigradum, duas outras espécies foram
descritas com base em diferentes configuragdes de garras: Milnesium alpigenum Ehrenberg,
1853 e Milnesium quadrifidum Nederstrom, 1919. Entretanto, logo depois, essas espécies
foram suprimidas por Marcus (1928), que reconsiderou o valor taxondomico do nimero de
ganchos nos ramos secundarios e concluiu que essas variagdes representavam apenas
diferentes ‘ragas geograficas’ de M. tardigradum. A opinido de que a configuracdo das garras
era instavel e, portanto, pouco util como uma caracteristica taxonomica em Milnesium foi
apoiada por outros taxonomistas, ¢ combinada com a visdo de que os tardigrados eram
cosmopolitas, gerou a uma subestimagao severa da diversidade de espécies de Milnesium em
todo o mundo (Michalczyk et al., 2012).

A partir da década de 1990 outras caracteristicas passaram a ser observadas com mais
atencao, como a textura da cuticula e as dimensdes do aparelho bucal, levando a descrigao de
duas novas espécies, Milnesium tetralamellatum Binda & Pilato, 1991 e Milnesium
eurystomum Maucci, 1991 (Morek et al., 2016a). Nos anos seguintes, o valor taxondmico da
configura¢do das garras foi revisado e os taxonomistas chegaram ao consenso de que ela ¢é
um carater estavel. Diferencas no tamanho e forma (por exemplo, a presenga ou auséncia de
pontos acessOrios nos ramos primarios € o numero de ganchos nos ramos secundarios)
normalmente representam a variabilidade interespecifica, e portanto esses caracteres podem
ser usados para diferenciacdo de espécies (Michalczyk et al., 2012). Recentemente, estudos
demonstraram que a configuracdo das garras e outras caracteristicas podem variar de acordo
com o crescimento do tardigrado, ou seja, as espécies de Milnesium podem apresentar
variabilidade ontogenética (Morek et al., 2016a; Morek et al., 2020).

A maior mudanga no cendrio da taxonomia de Milnesium foi provavelmente a revisao
e redescri¢do da espécie nominal do género, feita por Michalczyk et al. (2012). Essa revisao,
aliada a um olhar mais atento as variagdes morfologicas, morfométricas e genéticas, permitiu
a descri¢do de novas espécies nos anos seguintes. S6 na América do Sul M. tardigradum foi
registrada em quase todos os paises, sendo 47 registros na Argentina, 5 na Bolivia, 5 no
Brasil, 23 no Chile, 6 na Colombia, 1 no Equador, 2 no Paraguai, 3 no Peru, 8 no Uruguai e 1
na Venezuela (ver Kaczmarek et al., 2015, Ugarte et al., 2023, Ugarte & Garraffoni, 2024).
Entretanto, considerando que todos esses registros sdo anteriores a redescrigdo de M.
tardigradum stricto sensu, sao considerados duvidosos e exigem um reexame seguindo os
padrdes taxonomicos atuais (Ugarte et al., 2023). Visto que atualmente ndo ha evidéncias de

que M. tardigradum s. s. ocorra na América do Sul, os espécimes registrados na regidao
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provavelmente representam um numero de diferentes espécies de Milnesium (Michalczyk et
al., 2012).

Diante deste panorama, o presente projeto visou realizar a identificagdo e descri¢ao de
uma espécie de Milnesium, utilizando multiplas abordagens, encontrada em Campinas (estado
de Sao Paulo, Brasil), e posteriormente encontrada em outras localidades do Brasil, Argentina

e Guiana Francesa.
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| OBJETIVOS

Objetivo geral:
Descrever uma nova espécie de Milnesium encontrada em vérias localidades da
América do Sul, com o uso de diferentes técnicas de estudo morfoldgico e analise molecular,

contribuindo assim para o conhecimento de tardigrados limnoterrestres ‘indigenas’ da regido.

Objetivos especificos:

1) Descrever a espécie nova de Milnesium encontrada e registrar nas demais localidades
da América do Sul em que foi encontrada.

2) Depositar o material tipo (ldminas permanentes e fotomicrografias) no Museu de
Diversidade Biologica (MDBio) da Unicamp, ampliando assim a cole¢do de
referéncia de Tardigrada do museu.

3) Depositar no banco de dados genético internacional GenBank as sequéncias parciais

de genes que foram obtidas.
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| MATERIAL E METODOS

I. Coletas, triagem e armazenamento

O método de coleta consistiu em raspar com uma espatula alguns cm? de musgo e
liquen de superficies como rochas e troncos de arvores, e armazenar em sacos de papel
devidamente identificados (Ramazzotti & Maucci, 1983). Em laboratério, o material coletado
foi imerso em agua destilada por cerca de 30 minutos, para que os tardigrados ficassem
ativos, o que facilitaria sua visualizagdo. Para a triagem, a 4gua com o material foi colocada
em placas de Petri e observada em estereomicroscopio. Com o auxilio de micropipetas, os
tardigrados encontrados foram separados do substrato e designados a cada tipo de analise.

Os tardigrados designados para a andlise morfologica foram anestesiados segundo o
protocolo de Stec et al. (2015), que consiste em submeté-los a agua destilada a 60°C por cerca
de 40 minutos. Esse processo anestésico evita contragdes musculares que podem ocorrer
durante a fixacdo e que dificultam uma anélise precisa das estruturas morfoldgicas. Depois de
anestesiados, os tardigrados foram fixados em etanol a 70%, para preservagdao do material. J&
os tardigrados designados para a andlise molecular foram lavados trés vezes em agua
destilada e armazenados diretamente em microtubos individuais com etanol absoluto.

Tratando-se das espécies do género Milnesium, ¢ comum que ocorram algumas
mudangas na morfologia ao longo do crescimento, principalmente mudangas no nimero de
ganchos dos ramos secundarios das garras e na cuticula que reveste o corpo (por exemplo:
espessura das barras cuticulares nas pernas; configuragao das pseudoplacas dorsais). Portanto,
¢ necessario observar a morfologia em diferentes estagios: hatchling (logo ap6s a eclosdo do
ovo), jovem e adulto. Para isso é preciso encontrar 0s ovos nas amostras ¢ manté-los em

laboratorio, em agua destilada, a temperatura ambiente, até sua eclosao.

Locais de coleta amostrados:
e (Campinas, Estado de Sao Paulo, Brasil (22°49'13.7"S 47°04'09.5"W);
e Santa Helena, Estado do Parana, Brasil (24°58'43.3"S 54°12'09.5"W);
e Patos de Minas, Estado de Minas Gerais, Brasil (18°34'32.0"S 46°30'52.5"W);
e San Miguel de Tucuman, Provincia de Tucuman, Argentina (26°49'41"S 65°11'18"W).
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II. Analise morfologica

Microscopia de luz (ML)

Alguns espécimes foram montados em ldminas permanentes, de acordo com as
recomendagdes de Morek et al. (2016b). Os tardigrados foram montados em laminas de
microscopia com uma quantidade padrao (~50 pl) de meio de montagem Hoyer, e a laminula
colocada pressionando levemente e observando em estereomicroscopio até que o espécime
esteja totalmente estendido mas ndo danificado. As laminas foram deixadas secando em
temperatura ambiente por pelo menos 24h e entdo foram observadas no microscopio Zeiss
Axioskop 2 Plus equipado com contraste de interferéncia diferencial (DIC) e camera
AxioCam 105. Fotomicrografias e medidas foram tiradas utilizando o software Zeiss ZEN
Blue Edition. no Laboratério de Evolugdao de Organismos Meiofaunais (LEOM) da Unicamp.
Considerando que algumas estruturas cuticulares de importancia taxondmica, como o0s
pseudoporos, sdo melhor observadas em microscopia com contraste de fase, as ladminas
permanentes também foram observadas e fotografadas no microscopio Axio Scope Al Zeiss,

também no LEOM.

Microscopia de fluorescéncia (UV)

Na microscopia de fluorescéncia, os comprimentos de onda da luz emitida sdo
selecionados por filtros especificos para excitar e detectar moléculas fluorescentes, sejam elas
coradas artificialmente ou que ocorrem naturalmente. Os fluorocromos endégenos sao um
componente natural da cuticula, garras e aparelho bucofaringeo de tardigrados. Ao registrar a
autofluorescéncia de tardigrados ¢ possivel documentar caracteristicas taxondmicas que nao
sdo facilmente vistas com outras técnicas de microscopia (Perry et al., 2014). Para essa
analise, as laminas permanentes foram observadas com o microscopio Olympus BX60
equipado com filtros para detectar a autofluorescéncia UV, no Laboratério de Estudos

Cromossomicos (LabEsC).

Medidas

As estruturas de importancia taxondmica foram medidas de acordo com Pilato (1981)
e Tumanov (2006). Para isso foram utilizadas as fotomicrografias tiradas no microscépio de
luz com DIC e o software Zeiss ZEN Blue Edition. Todas as medidas sdo dadas em
micrometros (um). Os espécimes e suas estruturas foram medidos apenas se sua orientacdo na

lamina estivesse adequada, de acordo com as recomendacdes de Bartels et al. (2011) e Stec et
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al. (2016). Uma “amostra ideal” contempla um nimero minimo de estruturas que precisam
ser medidas para resultar em uma média e um intervalo que ndo sdo significativamente
diferentes dos valores globais (da populagdo). Isso permite uma interpretagdo mais confiavel
das dimensdes dos caracteres taxonomicamente importantes (Stec et al., 2016). Esses
caracteres sdo principalmente o comprimento corporal e os componentes do aparelho bucal e
das garras, como: comprimento e largura do tubo bucal, nivel do ponto de inser¢do dos

estiletes no tubo, e comprimento de todos os ramos que compdem as garras.

Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Os espécimes bem preservados (com o corpo devidamente estendido e sem estruturas
danificadas) ap6s terem sido anestesiados e fixados como descrito acima, foram submetidos a
séries consecutivas de etanol (70%, 80%, 90% e 100%, este tltimo por 3 vezes). Logo apos o
ultimo banho de etanol foi realizada a desidratagdo por ponto critico com CO,, no Balzers
CPD 030. Depois disso, os tardigrados foram montados em stubs de aluminio e passaram pela
metalizacdo, sendo cobertos com uma fina camada de ouro. Finalmente, a observagao foi
feita no microscopio eletronico de varredura Jeol- JSM 5800LV, com a voltagem de 10 kV, no
Laboratorio de Microscopia Eletronica (LME) da Unicamp. As imagens obtidas em MEV
possibilitaram um maior nivel de detalhamento das estruturas externas com o aumento da

magnificacao.

III. Analise molecular

Extragao, amplifica¢do e sequenciamento de DNA

DNA gendmico (18S e 28S) e mitocondrial (COI), de espécimes inteiros isolados nas
triagens foram extraidos utilizando kits QIAGEN, seguindo as instru¢des do fabricante. Cada
segmento extraido foi amplificado com reacdo em cadeia de polimerase (PCR). Para tal, foi
utilizado um volume de reagdo de 25uL contendo 12,5uL de 2x Taq PCR Master Mix
(Qiagen), 3uL. de DNA, 8,7ulL de agua ultrapura e 0,4ulL (4 pmol) de primers especificos.
Cada recipiente foi incubado no termociclador com tempo de ciclo e temperatura de
anelamento Otimos para cada par de primers. As sequéncias de primers e as condigdes de
PCR utilizadas estdo indicadas na Tabela 1. Para fins de controle de qualidade da
amplificacdo e quantificacdo do produto final, foi utilizado eletroforese em gel de agarose a

1% contendo SYBR Green (Life Technologies). O sequenciamento foi feito pelo método de
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Sanger no Laboratério Central de Tecnologias de Alto Desempenho em Ciéncias da Vida

(LaCTAD) e no Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética, ambos da Unicamp.

Tabela 1. Sequéncias de primers e regimes de PCR utilizados para amplifica¢do e sequenciamento.

Fragmento de Direcio do Sequéncia do Programa do
DNA Nome do primer primer primer Fonte do primer PCR
AACCTGGTTGA
SSuU01_F Forward TCCTGCCAGT
TGATCCTTCTGC
18S SSU82 R Reverse AGGTTCACC  Sands etal. (2008)  Zeller (2010)
ACCCVCYNAAT
28SF0001 Forward TTAAGCATAT
CCTTGGTCCGT  Mironov et al. Mironov et al.
28S 28SR0990 Reverse GTTTCAAGAC (2012) (2012)
TATTTTATTTTT
GGTATTTGATGT
COI Mil.tar Ff Forward GC
CCTCCCCCTGC Morek et al. Morek et al.
CO1 COI_ Mil.tar Rr Reverse AGGATC (2019a) (2019a)

Alinhamento, distancias genéticas, filogenia e haplotipos

Para determinar as posi¢des filogenéticas foi utilizado o conjunto de dados
apresentado por Morek et al. (2021) e as sequéncias obtidas neste estudo (Tabela 2). Em
suma, as sequéncias foram alinhadas usando MAFFT v.7.215 (Katoh et al., 2002; Katoh e
Toh, 2008), e os alinhamentos obtidos foram verificados e aparados no menor comprimento
comum de cada marcador utilizando o sofiware BioEdit (Hall 2011, disponivel em:
https://bioedit.software.informer.com/7.2/). Cada alinhamento foi utilizado para avaliar a
distancia genética entre os terminais com MEGA X (Kumar et al., 2018), incluindo todos os
terminais, no modelo de Kimura com dois parametros (K2P) (Kimura, 1980). Além disso, os
quatro alinhamentos foram concatenados no SequenceMatrix (Vaidya et al., 2011). Uma
andlise de Inferéncia Bayesiana foi realizada no BEAST 1.10.4 e a arvore de consenso foi
construida usando TREEANNOTATOR (Drummond et al., 2012). Por fim, para visualizar as
possiveis relagdes intraespecificas entre os espécimes, hapldtipos de COI foram gerados
utilizando o software o DNASP versdao 5.10.01 (Librado & Rozas 2009), e uma rede foi
calculada usando o programa PopART 44 com o método de inferéncia Integer
Neighbor-Joining. A rede bruta produzida pelo PopART foi redesenhada usando o software
Adobe Photoshop CS6.
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I'V. Depésito de material

O material utilizado foi depositado no Museu de Diversidade Bioldgica (MDBio) da
Unicamp, sob os numeros de tombo: ZUEC TARD 1-28 (laminas permanentes), ZUEC
TARD 29-32 (stubs) e ZUEC PIC 863-879 (fotomicrografias). As sequéncias de genes

obtidas estdo disponiveis no banco de dados GenBank (ver numeros de acesso na Tabela 2).

Tabela 2. Material utilizado neste estudo. Numeros representam a quantidade de espécimes analisados em cada
uma das técnicas utilizadas no presente estudo. LM - Microscopia de luz (morfologia e medidas), MEV -
Microscopia Eletronica de Varredura, DNA - extragdo e¢ sequenciamento de DNA (molecular). * Sequéncias de

DNA ainda ndo depositadas no GenBank.

Amostra/Localidade Substrato Espécimes Numeros de acesso no
da amostra analisados GenBank
ML MEV DNA
Campinas, SP, Brasil Musgos em 48 27 3 18S rRNA H1: PP062933
(22°49'13.5"S troncos de 18S rRNA H2: PP062934
47°04'09.1"W) arvores 28S rRNA: PP062935
28S rRNA: PP062936
COI H1: OR887201
COI H2: OR887202
COI H3: OR887203
Santa Helena, PR, Brasil Musgos em 4 5 3 *
(24°58'43.3"S troncos de
54°12'09.5"W) arvores
Patos de Minas, MG, Musgosem 26 17 2 *
Brasil troncos de
(18°34'32.0"S arvores
46°30'52.5"W)
San Miguel de Musgos e 15 8 2 *
Tucuman, Argentina liquens
(26°49'41"S
65°11'18"W)
Campina de América, Musgos e 1 0 1 18S rRNA: MW538133
Argentina liquens 28S rRNA: MW538211
(26°17'0.18"S ITS-2: MW538051
53°46'55.7"W) COIL: MW560666
Chaco, Argentina Liquens 1 0 3 18S rRNA: MW538134

(26°54'11.2"S
58°42'12.3"W)

28S rRNA: MW538212
ITS-2: MW538052
COL: MW560667



Sinnamary, Guiana Musgos 1 0 2 18S rRNA: MW538135

Francesa 28S rRNA: MW538214
(05°20'50.5"N ITS-2: MW538053
52°50'47.9"W) COI: MW560668

Sinnamary, Guiana Musgos 1 0 3 18S rRNA: MW538136

Francesa 28S rRNA: MW538215
(05°20'58.1"N ITS-2: MW538054
52°51'15.7"W) COIL: MW560669

Pimpin, Guiana Musgos 2 0 2 18S rRNA: MW538137

Francesa 28S rRNA: MW538216

(05°18'55.08"N ITS-2: MW538055

54°11'0.0"W) COIL: MW560670
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| RESULTADOS

Essa Dissertagdo contempla dois capitulos. A seguir, sdo apresentados, de forma
resumida, os principais resultados obtidos ao longo do estudo, e que estdo mais detalhados

em cada um desses capitulos.

I.  Capitulo 1 - Uma nova espécie de Milnesium para América do Sul

“Morphological and molecular evidence for a new species of the genus Milnesium Doyére, 1840

(Tardigrada: Apochela) from south America”

No que se refere aos espécimes encontrados nas coletas realizadas em Campinas (SP,
Brasil) primeiramente foi feita a analise morfoldgica, que evidenciou que esses espécimes
distinguem-se da espécie M. tardigradum stricto sensu e de todas as espécies ja descritas para
o género. Posteriormente foram medidas todas as estruturas de importancia taxondmica dos
espécimes em bom estado. Foi feita a extragdo e amplificagdo de DNA por reacdo de cadeia
de polimerase (PCR), e o sequenciamento pelo método Sanger, dos genes COI, 18S e 28S de
2 espécimes. Utilizando as sequéncias obtidas e as sequéncias de outras espécies de
Milnesium depositadas no GenBank foi feita uma analise filogenética, no intuito de resgatar
as relacdes de parentesco entre as espécies do género. Assim como a analise morfologica, a
analise molecular indicou que os espécimes encontrados em Campinas representam uma nova
espécie.

Essa espécie caracteriza-se por: corpo transparente com o  dorso
amarelado/amarronzado; olhos presentes; cuticula lisa (sem poros ou granulagdes), porém
com pseudoplacas (regides “geometricamente” delimitadas) no dorso; lamelas da abertura
bucal de tamanho assimétrico, sendo duas menores (laterais) e quatro maiores (dorsais e
ventrais); seis papilas peribucais, sendo a ventral menor que as demais; barras cuticulares
presentes nas pernas, abaixo das garras; as garras dos ramos primarios possuem pontos
acessorios; e principalmente, as garras dos ramos secunddrios apresentam trés ganchos
(configuragdo [3-3]-[3-3]), sendo as esporas (3° gancho) de tamanhos visivelmente diferentes
(as internas e posteriores sdo menores do que as externas e anteriores). Os espécimes mais
jovens (hatchlings) sdo semelhantes aos adultos, porém ndo possuem olhos, as barras

cuticulares nas pernas sdo mais sutis, € os ramos secundarios das garras apresentam apenas
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dois ganchos (configuragao [2-2]-[2-2]; mudancga positiva = aumento no nimero de ganchos
ao longo do crescimento).

Em paralelo a analise desses espécimes, foi feita uma colaborag@o internacional com
um dos especialistas no género em questdo, Witold Morek, que dispunha de material coletado
em outras localidades da América do Sul. No material disponibilizado por ele foi possivel
identificar a espécie nas seguintes localidades:

e (Campina de América, Misiones, Argentina (26°17'00.2"S 53°46'55.7"W);

e Vedia, Chaco, Argentina (26°54'11.2"S 58°42'12.3"W);

e Sinamary, Guiana Francesa (5°20'50.5"N  52°50'47.9"W e 5°20'58.1"N
52°51'15.7"W);

e Pimpi, Guiana Francesa (5°18'55.1"N 54°11'00.0"W).

Esses resultados foram apresentados e discutidos em mais detalhes no artigo
“Morphological and molecular evidence for a new species of the genus Milnesium Doyére,
1840 (Tardigrada: Apochela) from south America”, publicado na revista cientifica
Zoologischer — Anzeiger, volume 309, paginas 55-65, em mar¢co de 2024
(doi.org/10.1016/j.jcz.2024.01.004).

II.  Capitulo 2 - A distribuicio de Milnesium iniquum na América do Sul

“Sera Milnesium iniquum Brotto-Guidetti, Morek & Garraffoni, 2024 a primeira espécie ‘indigena’ de

tardigrado limnoterrestre amplilocada na regiio Neotropical?”

Nesta segunda etapa do projeto foi realizada a analise das demais populagdes de
Milnesium encontradas nas localidades de Patos de Minas, Santa Helena e San Miguel de
Tucuman. Para isso, também foi utilizada microscopia de luz, microscopia eletronica de
varredura, medidas das estruturas de importancia taxondmica e andlise do gene mitocondrial
COL.

Os espécimes das trés localidades revelaram a mesma morfologia observada na
espécie nova encontrada em Campinas, Milnesium iniquum Brotto-Guidetti, Morek &
Garraffoni 2024, tanto no caso de adultos quanto de hatchings. Além disso, as medidas de
estruturas de importancia taxondmica também se mostraram compativeis com as medidas
caracteristicas dessa espécie, com algumas pequenas variagdes populacionais.

Além da analise morfologica, foi realizada a extracao, amplificacdo e sequenciamento

do gene COI de espécimes das trés localidades para definir as distancias genéticas entre todas
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as populacdes conhecidas desta espécie e demais espécies de Milnesium disponiveis no
GenBank. Essa analise indicou uma distancia inferior a 5% entre as trés novas populacdes e
as ja sequenciadas da espécie M. iniquum. Utilizando as sequéncias de COI também foi
possivel gerar uma rede de haplotipos dos espécimes.

Com essas evidéncias foi possivel identificar os espécimes de todas as localidades
amostradas nesse estudo como M. iniquum e, portanto, ampliar a distribuicdo conhecida para
tal espécie na América do Sul. Assim, M. iniquum passa a ser a espécie ‘indigena’
neotropical, descrita com base na taxonomia integrativa, que apresenta a mais ampla

distribuicao geografica desta regiao.
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ABSTRACT

Tardigrades are aquatic microinvertebrates, that can be found from the poles to the tropical
regions. However, knowledge about their diversity and distribution is still limited, especially
regarding the Neotropical region. In addition, many species described in the past were
considered cosmopolitan but new morphological, morphometric and especially molecular
studies have demonstrated the existence of species complexes. The species Milnesium
tardigradum Doyéere, 1840 is an example that highlights this issue. Many M. tardigradum
records made in South America date from the time when this species was considered
cosmopolitan and exhibiting large intraspecific variability. However, current revisions of the
genus using modern techniques indicate that the M. tardigradum sensu stricto is most likely
restricted to the Palaearctic region. In this contribution, we describe a new species, Milnesium
iniguum sp. nov. from south-eastern Brazil, with additional records from Argentina and
French Guiana, utilising integrative taxonomy framework. The new species is characterised
by having smooth cuticle, presence of dorsal pseudoplates, adult claw configuration
[3-3]-[3-3] and [2-2]-[2-2] in hatchlings (early positive CC change), with internal and
anterior spurs larger than external and posterior spurs and by presence of short cuticular bars

on legs I'V.
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1. Introduction

Tardigrades are microinvertebrates that have a bilateral body, usually cylindrical and
convex dorsally, averaging 250-500 um in length (Nelson et al., 2015). They are distributed
worldwide and found in distinct mesobenthos habitats, from rainforests to arid and polar
deserts, from mountain tops to deep oceans (Nelson et al., 2018). Although they are common
in terrestrial environments, all tardigrades require at least a waterfilm around the body to be
active (Nelson, 2002). Approximately 1500 tardigrades species are currently recognised
(Degma and Guidetti, 2023), described in two valid classes: Heterotardigrada Marcus, 1927
and Eutardigrada Richters, 1926. Guil et al. (2019) proposed a new combination by erecting a
new class Apotardigrada, to accommodate the order Apochela Schuster et al., 1980
(Eutardigrada) but the necessity of this shift was questioned by Morek et al. (2020) and
Fleming and Arakawa (2021), resulting in rejection of the proposed class.

Despite their popularity among researchers, the diversity and distribution of
tardigrades is still more poorly known than about many other invertebrate taxa (Guil and
Cabrero-Sanudo, 2007) and there are still biogeographic regions, for example the Neotropics,
with several areas that have never been inventoried and few native taxonomists dedicated to
the study of this phylum (Guil and Cabrero-Sanudo, 2007; Kaczmarek et al., 2015).
Specifically, in South America, while there are some countries presenting a significant
number of recent studies and species descriptions, such as Argentina (e.g., Guidetti et al.,
2013; Roszkowska et al., 2015; Gasiorek et al., 2022; Rocha et al., 2022), there are other
countries with only old and brief descriptions and without type material deposited in
museums, such as Brazil (e.g., de Barros, 1938, 1939a, 1939b, 1942a, 1942b, 1943).

The taxonomy of tardigrades is challenging, as in many cases only a limited number
of taxonomically informative morphological characteristics is available (Gasiorek et al.,
2018; Morek et al., 2019a). As a result species descriptions are sometimes based on subtle
differences that might be challenging to identify. Moreover, many Tardigrada species
descriptions were published decades ago, and they are succinct with schematic drawings or
even with misinterpreted structures due to e.g. unsuitable positions of animals on permanent
slides. In addition, the type material of many species has been lost or never existed because
some authors did not mount permanent slides (Pilato, 2013; Garraffoni et al., 2019). Because

of that, some animals collected in distinct geographical areas were attributed to similarly
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looking species from other regions (mainly Europe), resulting in overestimated geographic
distribution (Pilato, 2013). This type of problem can be elucidated with an integrative
approach based on in-depth morphological and genetic analysis (Jorgensen et al., 2018).

An emblematic taxonomic case of the problem described above is the species
Milnesium tardigradum Doyére, 1840. For decades the genus Milnesium Doyére, 1840, has
been considered monotypic because considerable morphological variability was incorrectly
interpreted as intraspecific and as a result Milnesium tardigradum was reported from all
continents and treated as cosmopolitan (Michalczyk et al., 2012). This conviction started to
change at the end of the last century, when the new species were described: M. brachyungue
Binda and Pilato, 1990; M. eurystomum Maucci, 1991 and M. tetralamellatum Pilato and
Binda, 1991. In the following years multiple descriptions of new species within this genus
were published (e.g. Tumanov, 2006). The milestone was a formal redescription of
M. tardigradum (Michalczyk et al., 2012), which clearly showed limited morphological
variability of this species and provided the DNA barcodes. More recently, using
morphometric and molecular techniques, a more accurate analysis of intraspecific variability
and delineation of Milnesium tardigradum (Morek et al., 2019a) was conducted.

Currently, nearly 50 Milnesium species are recognised (Degma and Guidetti, 2023),
and Milnesium tardigradum distribution is limited to the Palearctic region (Michalczyk et al.,
2012; Roszkowska et al., 2015; Morek et al., 2019a; Morek and Michalczyk, 2020; Maskin et
al. 2021, but see Morek et al., 2021). Since there is currently no evidence that M.
tardigradum sensu stricto occurs in South America, specimens recorded in the region
probably represent a number of different representatives of the genus (Michalczyk et al.,
2012; Kaczmarek et al., 2015; Roszkowska et al., 2015).

In order to explore the diversity of terrestrial tardigrades in Brazil and contribute to
filling the gaps in our knowledge about their diversity and distribution, we sampled mosses,
mainly in search of Milnesium species. We found a population that revealed to be a new
species thanks to an integrative investigation using modern methodology: 1) light microscopy
with differential interference contrast (DIC); 2) epifluorescence microscopy (UV); 3)
scanning electron microscopy (SEM); 4) sequencing three gene fragments, namely small
ribosomal subunit (18S rRNA), large ribosomal subunit (28S rRNA), and the mitochondrial
Cytochrome Oxidase C subunit I (COI); 5) ontogenetic variability assessment. Furthermore,
we examined the phylogenetic position of the new Milnesium species within its congeners.
Thanks to the use of molecular data we identified that this species was already recorded from

other South American countries as undescribed new species (Morek et al., 2021), which
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allowed us to examine molecular intraspecific variability and distribution of the newly

described species.

2. Materials and methods

2.1. Sampling and specimens

The specimens of Milnesium iniquum sp. nov. were found in a moss sample collected
from tree trunks by EBG and ARSG in May 2018, at Universidade Estadual de Campinas,
Campinas City, State of Sdo Paulo, Brazil. The sample was collected and examined for
tardigrades using standard methods (Ramazzotti & Maucci, 1983). In short, moss cushions
were collected from tree trunks using a metal spatula and stored in identified paper bags. In
the laboratory the moss sample was placed in a beaker filled with distilled water. After
approximately 30 minutes, the moss was shaken into the beaker, and the sediment was
transferred to Petri dishes and analysed under a Zeiss Stemi 508 stereomicroscope.

A total of 74 individuals and one exuvium with eggs of the new species were
extracted from the sample. Specimens were split into four groups: (i) imaging and
morphometry in light microscopy, (ii) imaging in scanning electron microscopy, (iii) DNA
extraction and sequencing, and (iv) analysis of developmental variability by hatching (Morek
et al., 2016b), i.e. the exuvium was kept in distilled water at room temperature until the eggs
hatch and then the hatched specimens were observed with light microscopy. For the exact
numbers of specimens used in each analysis see Table 1.

To obtain clean and extended animals, all specimens destined for morphological
analysis were subjected to thermal relaxation according to the protocol of Stec et al. (2015).
In short, it consists of a treatment in a 60°C distilled water bath for at least 30 min, i.e., until
animals are dead and fully straightened. Then, they were stored in 70% ethyl alcohol.

Additional specimens from five samples, originating from Argentina and French
Guiana (see Table 1 for collection details), containing M. iniquum sp. nov. were examined to
infer the genetic intraspecific variability of the new species. Due to the low number of

specimens and their unfavourable orientation, the quantitative traits were not measured.

2.2. Microscopy and imaging
2.2.1. Light microscopy
Specimens for light microscopy were mounted on microscope slides in a standard

quantity (~50 pl) of Fluoromount™ aqueous (F4680 Sigma-Aldrich) medium, and the
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coverslip was pressed gently for a brief moment with a pin while observing the specimen
under a stereomicroscope until it was straightened but not damaged, as suggested by Morek
et al. (2016a). Slides were then left to dry for a few days at room temperature. Dried slides
were examined under a Zeiss Axioskop 2 Plus microscope equipped with differential
interference contrast (DIC) and an AxioCam 105 colour camera. Microphotographs and
measurements were taken using Zeiss ZEN Blue Edition software.

Permanent slides were also examined using an Olympus BX60 epifluorescence
microscope equipped with a Nomarski DIC condenser and lenses and filters for detecting UV

autofluorescence (excitation filter: 330-385 nm, barrier filter: 420 nm) (Perry et al., 2015).

2.2.2. Scanning electron microscopy (SEM)

Tardigrades were processed according to the protocol by Mitchell and Miller (2008)
with modifications. In short, after thermal relaxation and fixation in 70% ethanol, they were
subjected to a distilled water/ethanol series (once with 80%, 90%, 95%, and twice with
100%) and then to CO, critical point drying (CPD). Finally, the tardigrades were arranged in
stubs and sputter-coated with ultra-thin layer of gold. Specimens were examined under high
vacuum in a JSM 5800LV scanning electron microscope (10 kV), and microphotographs

were taken using SemAfore 5.21.

2.3. Morphometrics and morphological nomenclature

All measurements are given in micrometres [um]. Individuals and their traits were
measured only if their orientation was suitable, according to Bartels et al. (2011) and Stec et
al. (2016) recommendations. Body length was measured from the mouth opening to the end
of the body, excluding the hind legs. Claw and buccal tube measurements were made
according to Tumanov (2006), and additional buccal tube widths and ratios were determined
based on Michalczyk et al. (2012). The pf ratio is the ratio of the length of a given structure to
the length of the buccal tube, expressed as a percentage (Pilato, 1981) and in the text is
always given in ifalics. Morphometric data were handled using the ‘Apochela’ ver. 1.2
template available from the Tardigrada Register, www.tardigrada.net/register (Michalczyk
and Kaczmarek, 2013). Configuration of the number of claw points on secondary branches
(claw configuration; abbreviated throughout the text as “CC”) is given according to
Michalczyk et al. (2012). Configuration of pseudoplates (abbreviated throughout the text as
“CP”) 1s given according to Moreno-Talamantes et al. (2019) and Rocha et al. (2022), i.e., all

rows of pseudoplates are named and assigned to a specific place on the dorsal cuticle and the
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number of pseudoplates is counted; the row numbers are always in Roman numerals and the

number of pseudoplates is always listed in Arabic numerals.

2.4. DNA extraction and sequencing

Genomic and mitochondrial DNA was extracted from three entire individual
specimens of Milnesium iniquum sp. nov. using a QIAamp DNA Micro Kit (Qiagen),
following the manufacturer’s instructions. DNA samples were subjected to PCR
amplification in a reaction volume of 25 pL containing 12.5 pL of 2x Taq PCR Master Mix
(Qiagen), 3 uL of DNA, 8.7 uL of water, and 0.4 uL (4 pmol) of specific primers. The primer
sequences and PCR conditions for 18S rRNA, 28S rRNA and COI are indicated in Table 2.
ITS-2 amplification attempts were not successful (Forward:
GCATCGATGAAGAACGCAGC;  Reverse:  TCCTCCGCTTATTGATATGC).  The
amplification products were electrophoresed in 1% agarose gels containing SYBR Green
(Life Technologies). The DNA fragments were sequenced using BigDye Terminator reactions
in a 3500XL DNA Analyzer (Applied Biosystems). Partial DNA sequences the specimens of

Milnesium iniquum sp. nov. were deposited in GenBank (Table 1).

2.5. DNA sequences, alignments and phylogenetic analysis

To determine the phylogenetic position of Milnesium iniquum sp. nov. we utilised the
dataset presented by Morek et al. (2021) and added the sequences of the new Brazilian
population (Table 1), following the same methodology as in the above mentioned analysis. In
short, the four molecular makers were aligned using MAFFT v.7.215 (Katoh et al., 2002;
Katoh and Toh, 2008) with the Q-INS-I strategy applied to 18S and 28S rRNA to consider
the secondary structure of RNA, whereas for ITS-2 and COI, the default settings were used.
The obtained alignments were checked manually in BioEdit and then trimmed to 1,159 (18S
rRNA), 887 (28S rRNA), 841 (ITS-2) and 569 bp (COI). Next, the four obtained alignments
were concatenated in SequenceMatrix (Vaidya et al., 2011).

The Bayesian Inference analysis was carried out in BEAST 1.10.4 (Drummond et al.,
2012), using a homogenous GTR model of nucleotide replacement coupled with a gamma
distribution with four discrete categories. As the tree priors we used a relaxed exponential
clock model with Speciation: Birth-Death Process, which were selected according to the
Bayes factors calculated in TRACER 1.6 (available from https://beast.bio.ed.ac.uk). The
analyses ran for 100 million generations, sampling every 10,000 steps. The consensus tree

was built using TREEANNOTATOR (distributed with BEAST). For the molecular clock
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calibration we used the same assumptions as in Morek et al. (2021), e.g. (a) the divergence
between Hetero- and Eutardigrada according to the estimates of Guidetti et al. (2017), and (b)
the origin of Milnesium based on the estimated age of the only known fossil Milnesium

swolenskyi Bertolani and Grimaldi, 2000, as the lower boundary.

3. Results

3.1 Taxonomic account of the new species
Phylum: Tardigrada Doyere, 1840

Class: Eutardigrada Richters, 1926

Order: Apochela Schuster et al., 1980
Family: Milnesiidae Ramazzotti, 1962
Genus: Milnesium Doyére, 1840

Species: M. iniquum sp. nov. Brotto-Guidetti, Morek and Garraffoni

Milnesium sp. nov. #55 in Morek et al. (2021)

urn:lsid:zoobank.org:pub:5690AC23-F25B-481D-AFE4-6FA7C5B107B8

3.2. Integrative description
3.2.1. Mature females (from the third instar onwards; morphometrics in Table 3)

Body yellowish, with brown tones concentrated in the posterior dorsal region of the
body before fixation, and transparent afterwards (Fig. 1A). Eyes present in 60% of
specimens. Cuticle smooth but with small, faint and scattered pseudopores. The dorsum is
covered with pseudoplates (delineated geometric areas of cuticle) (Fig. 1B-D, Fig. 2A-B).
Configuration of pseudoplates is CP: I:? I1:? I11:? IV:4 V:6 VI:2 VII:8 VIII: 6 IX:10 X:4.

The clearly identifiable pseudoplates are present in: row IV with two pairs of medial
rectangular pseudoplates transversally elongated; row V with three pairs of medial
rectangular pseudoplates transversally elongated; row VI with one pair of medial rectangular
pseudoplates transversally elongated; row VII with three pairs of medial rectangular
pseudoplates, transversally elongated, and lateral to that central complex, on each side, one
trapezoidal pseudoplate, longitudinally elongated; row VIII with one pair of medial
rectangular pseudoplates transversally elongated, and lateral to that pair, on each side, two

separate pseudoplates, with the mid-lateral one about triangular/rounded, and the most lateral
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one, bigger, more or less quadrangular/rounded; row IX has ten pseudoplates with a central
aggregation of eight pseudoplates forming a complex pattern (see Fig. 1B-D; Fig. 2A-B), and
two lateral single pseudoplates about quadrangular, aligned mid-posteriorly. Row X with one
pair of medial rectangular/quadrangular pseudoplates and lateral to that pair, on each side,
one quadrangular/rounded pseudoplate. Additionally, there is also one faint rectangular
pseudoplate on the dorsal surface of each leg IV, longitudinally elongated.

Six peribuccal papillae (the ventral papilla is smaller than the remaining five) around
the mouth opening. Mouth opening with six triangular peribuccal lamellae of unequal size.
Specifically, the two lateral peribuccal lamellae are smaller than the two dorsal and the two
ventral peribuccal lamellae i.e. 4+2 configuration. The two smaller ones are sharply
terminated, whereas the four larger are more bluntly terminated (visible in SEM; Fig. 2D).
The internal surface of the peribuccal lamellae is longitudinally striped (visible in DIC; Fig.
2C). Two cephalic papillae positioned laterally, slightly smaller than the peribuccal papillae.
Buccal apparatus of the Milnesium type. The buccal tube is wide and long (average standard
width/length ratio 49%) and cylindrical (anterior/posterior width ratio 94%) (Table 3).
Pharyngeal bulb elongated, pear-shaped, without placoids or septulum.

Claws of the Milnesium type. Primary branches on all legs tipped with small but
visible accessory points (Fig. 2 E-H). Secondary branches on all legs with rounded basal
thickenings, sometimes barely visible. Secondary branches on all legs with three points,
[3-3]-[3-3] CC. The internal and anterior spurs are larger and longer than the external and
posterior spurs (Fig. 2E-H). Single, long and transverse cuticular bars under claws I-III
present (Fig. 2E). Single faint and short cuticular bar present at the base of each leg IV (Fig.
2F).

3.2.2. Males

No males were found in the type population nor in the additional material.

3.2.3 Juveniles

Similar in all qualitative traits to mature females.

3.2.4. Hatchlings (first instar, morphometrics in Table 4)
Similar in all traits to mature females, but with eyes absent, fainter cuticular bars

under the claws, and spurs on all secondary branches absent, i.e. [2-2]-[2-2] CC (Fig. 3).
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3.2.5. Ontogenetic variability

Milnesium iniquum sp. nov. undergoes early positive developmental change on the
claw configuration, the CC changes from [2-2]-[2-2] in hatchlings to [3-3]-[3-3] in juveniles
and adults. Assessed based on observations of hatching and analysis of morphometry

(Surmacz et al., 2019b).

3.2.6. Eggs
Oval, smooth and deposited in exuvia as in all other known Milnesium species, with

up to four eggs in a single clutch.

3.2.7. DNA markers
The characteristics of the obtained markers of the Milnesium iniguum sp. nov. from
the type locality are as follows:
e 18S rRNA: HI, 949 bp long (GenBank: PP062933) and H2, 740 bp (PP062934); the
uncorrected p-distance between the haplotypes: 0.01%.
e 28S rRNA: HI, 770 bp long (GenBank: PP062935) and H2, 769 bp (GenBank:
PP062936)
e COI: H1, 658 bp (GenBank: OR887201); H2, 558 bp (OR887202); and H3, 537 bp
(OR887203); the uncorrected p-distances between the haplotypes: 0.1-2.4%.

3.2.8. Dype locality
22°49'13.5"S 47°04'09.1"W; 606 m asl; Institute of Biology, Universidade Estadual

de Campinas, Campinas City, State of Sdo Paulo, Brazil; mosses on tree trunks.

3.2.9. Type repositories

Holotype. Adult female collected in May 2018, mounted on a glass slide, deposited at
the Museu de Diversidade Biologica (MDBio), Instituto de Biology, Universidade Estadual
de Campinas, Brazil, under accession number ZUEC TAR X. Paratypes. 32 paratype
specimens collected in May 2018, mounted on glass slides, deposited at the Museu de
Dlversidade Biologica (MDBio), under accessions numbers ZUEC TAR X. 27 paratype
specimens mounted on stubs for SEM study deposited at the Museu de Diversidade Bioldgica
(MDBio), under accessions numbers ZUEC TAR X. 17 paratype specimens were examined
alive on the microscope, but due to the fragility of their bodies, they were destroyed and are

no longer available. Photos of these paratype specimens (International Code of Zoological
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Nomenclature, 2017: Articles 73, Recommendation 73G, in Declaration 45) are available in
Photo Collection of the Museu de Diversidade Bioldgica (MDBio), Instituto de Biologia,
Universidade Estadual de Campinas, Brazil, under accession numbers ZUEC-PIC 863-879.

3.2.10. Etymology
The name of the new species refers to the unequal size of the spurs on the secondary

branches of the claws, from Latin iniquus meaning uneven.

3.2.11. Adult and juvenile phenotypic differential diagnosis
Milnesium iniquum sp. nov. is similar to 22 already recognised species of Milnesium
characterised by having [3-3]-[3-3] adult CC, smooth cuticle, six lamellae and six papillae
around the mouth opening and with accessory points on primary branches. However, by
having internal and anterior spurs larger and longer than the external and posterior spurs, M.
iniquum sp. nov. differs from all these species, except for M. alpigenum Ehrenberg, 1853, M.
shilohae Meyer, 2015 and M. quiranae Rocha, Gonzalez-Reyes, Ostertag and Lisi, 2022. By
the presence of short cuticular bars on legs IV Milnesium iniquum sp. nov. differs from all 22
species, except for M. beatae Roszkowska, Ostrowska and Kaczmarek, 2015 and M. burgessi
Schlabach, Donaldson, Hobelman, Miller and Lowman, 2018. Moreover, the new species
differs in further traits specifically from:
® M. alpigenum by the arrangement of cuticular pseudoplates (a well-defined complex
set of pseudoplates in all M. iniquum sp. nov. specimens (Fig. 2A-B) vs. weakly
outlined pseudoplates on the caudo-dorsal cuticle in some specimens in M.
alpigenum), the presence of cuticular bars on legs IV (absent in M. alpigenum), by the
relatively wider buccal tube (buccal tube standard width/length (BTSWL) ratio
43-53% in M. iniquum sp. nov. vs 21-38% in M. alpigenum) and relatively shorter
anterior primary branches IV (32.0-45.7 in M. iniqguum sp. nov. vs 50.9-63.2 in M.
alpigenum).
® M. beatae by the relatively narrower buccal tube (BTSWL ratio 43-53% in M.
iniguum sp. nov. vs 58-66% in M. beatae) and the shape of the buccal tube
(cylindrical in M. iniquum sp. nov.; the posterior/anterior width ratio of buccal tube
83-101% vs funnel shaped; 69-76% in M. beatae).
e M. burgessi by the presence of pseudoplates (absent in M. burgessi), by the relatively
narrower buccal tube (BTSWL ratio 43—-53% in M. iniquum sp. nov. vs 52.9-68.5% in
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M. burgessi), and relatively shorter posterior primary branches IV (35.8-49.3 in
M. iniquum sp. nov. vs 66.6—96.2 in M. burgessi).

® M. quiranae by: the presence of pseudoplates and short cuticular bars on legs IV (both
absent in M. quiranae), the [2-2]-[2-2] CC in hatchlings ([3-3]-[3-3] CC in all life
stages in M. quiranae), by the relatively narrower buccal tube (BTSWL ratio 43—-53%
in M. iniquum sp. nov. vs 59-68% in M. quiranae), and relatively shorter posterior
primary branches IV (35.8-49.3 in M. iniquum sp. nov. vs 60.1-69.7 in M. quiranae).

e M. shilohae by: the presence of pseudoplates and short cuticular bars on legs IV (both
absent in M. shilohae); a more anterior insertion of the stylet supports (63.5-72.5 in
the new species vs 75.5—-77.5 in the M. shilohae), and relatively shorter posterior
primary branches IV~ 35.8-49.3, mean 42.8, N=12 in M. iniquum sp. nov. vs
48.3-55.5, mean 51.1, N=9 in M. shilohae; t=6.255, df=22, p<0.001).

3.2.12. Hatchling phenotypic differential diagnosis
The only species characterised by [2-2]-[2-2] CC, smooth cuticle and six peribuccal lamellae,
for which the pattern of CC change remains unknown, is M. kogui Londono et al., 2015,
which differs from hatchlings of M. iniquum sp. nov. by:
e the maximal length of the buccal tube (27.9 pm in M. iniquum sp. nov. vs 30.7 pm in
M. kogui), by the relatively narrower buccal tube (BTSWL ratio 41-47% in M.
iniguum sp. nov. vs 29-36% in M. kogui), and the posterior/anterior width ratio of

buccal tube (94-100% in M. iniquum sp. nov. vs 82-92% in M. kogui).

3.2.13. Genetic differential diagnosis
The ranges of uncorrected p-distances between the new species and available
sequences for other congeners are as follows:
e 18S rRNA: 0.5%2.2% (1.7% on average), with the most similar being the
unidentified species: Milnesium sp. 21 (MK484092, Morek and Michalczyk, 2020),
M. sp. 40 (MK484091, Morek and Michalczyk, 2020), M. sp. 43 (MW538180, Morek
et al., 2021), M. sp. 45 (MW538181, Morek et al., 2021), M. sp. 54 (MK484098,
Morek and Michalczyk, 2020), M. sp. 56 (MW538160, Morek et al., 2021), M. sp. 63
(MW538186, Morek et al., 2021), and M. sp. 64 (MWS538161, Morek et al., 2021),
and the least similar being Milnesium pseudotardigradum (MK484088, Morek and
Michalczyk, 2020).
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e 28S rRNA: 4.4%-14% (12.6% on average), with the most similar being an
unidentified species Milnesium sp. 54 (MK484004, Morek and Michalczyk, 2020),
and the least similar being Milnesium pentapapillatum (MT582508, Morek et al.,
2020).

o COI 6.7%-32.3% (19.7% on average), with the most similar being an unidentified
species Milnesium sp. 54 (MK492303, Morek and Michalczyk, 2020) and the least
being Milnesium variefidum (KT951666, Morek et al., 2016a)..

3.3. Phylogenetic position of the new species

The population of the new species from Brazil was placed in the pantropical clade ‘E’
(Fig. 4) sensu Morek et al. (2021), which groups species originating from South and North
America, Africa and South-East Asia as well. The two populations from Argentina AR.437
and AR.470 also represent M. iniquum sp. nov., as the distance in COI is very low, 1.1-1.3%
and 0.9—-1.1%, respectively. Similarly, the three populations from French Guiana also belong
to M. iniguum sp. nov., because the distance in COI ranges between 3.0-3.7%, and the
differences in ITS-2 between the Argentinian and the French Guiana populations are minor
(1.4-2.8%), also clearly indicating presence of single species. Moreover, the general
morphology of the previously barcoded populations from both countries fits perfectly well
with the Brazilian population. We do not provide morphometric data for those populations
because few specimens were available, which are in addition unfavourably oriented as they
were found dead (alive specimens were destined for DNA barcoding).

The addition of the new sequences to the dataset slightly changed the phylogenetic
relationships within the clade E and in the current analysis two deep subclades are present.
Importantly, both of them include species from South America, Africa and Asia. The sister
species of M. iniguum sp. nov. is an undescribed tropical species from Asia (Philippines,
Vietnam and Indonesia), M. sp. nov. #54 (in Morek et al. 2021), and both species are most
closely related to yet another undescribed species from South Africa (M. sp. nov. #56).

3.4. Ecology

Milnesium iniguum sp. nov. inhabits mosses on tree trunks. The new species is
broadly distributed in South America, dwelling in rural, urban and forest habitats. Three
specimens were observed to have rotifer mastax in the gut and one specimen was found with

Macrobiotus-type claws in the buccal tube.
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4. Discussion

Morphological traits in Milnesium

The claw configuration has been considered a stable character of important taxonomic
value (i.e., except for occasional developmental aberrations) in the Milnesium taxonomy in
recent years (Michalczyk et al., 2012). The variability of qualitative traits often observed in
claw morphology in Milnesium species concerns the presence or absence of accessory points
on the primary branches and the number of points on the secondary branches (Morek et al.,
2016a). More recently, several works have demonstrated that some Milnesium species may
undergo ontogenetic CC change, i.e., the number of points on secondary branches may
increase or decrease during ontogenesis (Morek et al., 2016b, 2019a, Surmacz et al., 2019a,
Sugiura et al., 2020). However, the size of the spurs was not yet fully discussed and can be
another useful feature for species delimitation and differentiation within Milnesium (but see
Tumanov, 2006). Except for M. shilohae, M. alpigenum (according to the redescription;
Morek et al., 2019b), M. quiranae and M. iniquum sp. nov., all other Milnesium species
exhibit spurs of the same or very similar size on external and internal and on anterior and
posterior branches (Morek et al., 2016b). As this variation is uniform among the specimens
observed in the new species, it cannot be considered to represent claw aberrations (i.e.,
additional spur, branch deformation or claw deformation) because these aberrations usually
occur only in a small fraction of individuals (Morek et al., 2016b, 2019a). Thus, it can be
considered as a valid trait for species identification.

Schlabach et al. (2018) used for the first time the cuticular bars under claws IV as a
taxonomic trait that helped to distinguish M. burgessi from other twelve species with smooth
cuticle and [3-3]-[3-3] CC. Previously, cuticular bars under leg IV were only mentioned by
Tibbs et al. (2016) in a comparative description of M. beatae from Kansas, USA. Although
transverse cuticular bars under claws I-III are very common in Milnesium species, only these
three species have been formally described with cuticular bars on legs IV thus far. It is
probable that other Milnesium species possess cuticular bars at the base of legs IV but they
are usually fainter than cuticular bars under claws I-III and can be more easily overlooked.

Therefore, it is important to elucidate the taxonomic value of this trait in future descriptions.

Milnesium and remaining tardigrade records in Brazil
Currently there i1s only one valid Milnesium species reported from Brazil, M.

tardigradum Doyere, 1840 (e.g. Marcus, 1936, 1939; de Barros, 1943; du Bois-Reymond
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Marcus, 1944; Assuncdo, 1999; Rocha et al., 2016). These M. tardigradum records suffer
from the historical taxonomic issues mentioned in this paper. Most of them are lacking
detailed descriptions or figures available, making their verification impossible. The exception
was de Barros (1943), who reported a record with schematic drawings of M. tardigradum
found in distinct localities in Sdo Paulo State. In figure 27, de Barros (1943) drew secondary
claws with three branches, and the internal and anterior spurs were considerably larger and
longer than the external and posterior ones. In addition, the figure 26 depicts claws of a small
specimen (hatchling?) with no basal spurs, i.e. [2-2]-[2-2] CC. This is in line with claw
morphology of M. iniqguum sp. nov. and was not observed in M. tardigradum s.s. However,
considering that the description does not mention the asymmetry in spur lengths, it may be a
result of a different orientation of internal and external spurs, which happens very often in
specimens mounted on slides. Unfortunately, the slides made by de Barros are not available
and therefore a more detailed examination is impossible. Therefore, we state that M.
tardigradum cannot be considered as reliably recorded from Brazil and the records from Sao
Paulo State probably consider M. iniquum sp. nov.

It is interesting to highlight that, despite that Kaczmarek et al. (2015) included Brazil
as one of the South American countries that can be considered intensively studied, many
biases must be pointed out (Ugarte et al., 2023): a) high number of reports and descriptions of
new species based on a limited set of morphological characters, b) specimen drawings
(including those of the new species) without sufficient details and morphometric data,
considered insufficient according to modern standards; ¢) absence of molecular information
in almost all known Brazilian species; d) approximately 60% of species records in Brazil (35
of 61) can be assigned as dubious because all these species were originally described in
Europe and are no longer considered to be cosmopolitan but belonging to species complexes
(de Barros, 2020). However, this and a few other more recent studies (e.g. Guidetti et al.,
2021) have begun to change this picture. The training of new researchers, the establishment
of a cooperation network among Brazilian and international tardigradologists to exchange
information, and the use of modern study techniques may point to new horizons to the

modern tardigrade research in a country as biodiverse as Brazil.

Future directions
One statement that we can make with absolute certainty is that our knowledge of the
biodiversity of the Brazilian Tardigrada is far from complete, because a limited sampling

effort was done and a low number of sampled sites were investigated (see de Barros, 2020 for
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a complete and updated review of the past and present taxonomy of Brazilian tardigrades).
Furthermore, the poor knowledge of this group is also related with the enormous land area in
Brazil and the wide variety of terrestrial habitats and phytophysiognomies (e.g. Amazon and
Atlantic Rain Forests, Brazilian Savanna, Caatinga, wetlands), offering markedly different
geological and climatic conditions and plant diversity that can support a great number of

species.
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I I 1 Iv v VI VI VIl IX X

Fig. 1. General morphology of Milnesium iniquum sp. nov. A — habitus, DIC (holotype); B — habitus, UV
(paratype); C — habitus, SEM (paratype); D — scheme of pseudoplate arrangement. Scale bars = 50um.
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Fig. 2. Details of Milnesium iniquum sp. nov. adult/juvenile morphology. A — smooth dorsal cuticle, UV
(paratype); B — smooth dorsal cuticle, SEM (paratype); C — buccal apparatus, DIC (paratype); D — mouth
opening with six peribuccal lamellae of unequal size, 4+2 configuration, SEM (paratype); E — claws I-111
with [3-3] configuration, DIC (paratype); F — claws IV with [3-3] configuration, DIC (paratype); G — claws
[-1II, SEM (paratype); H — claws IV, SEM (paratype). Scale bars A and B = 20pum; scale bars D, G and H =
10um; scale bars E and F =25um.



55

Fig. 3. General and detailed Milnesium iniquum sp. nov. hatchling morphology. A — habitus, DIC; B- claws
I-111, DIC; C- claws IV, DIC. Scale bar A = 50um; remaining scale bars = 10um.
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Table 1. Collection data for populations analysed in this study. Analysis types: LCM — morphometry and

general morphology in light microscopy; SEM — general morphology in scanning electron microscopy; DEV —

developmental variability by hatching; DNA — DNA extraction and sequencing.

Sample
code

BR.000

[type
locality]

AR.437

AR.470

GF.083

GF.089

GF.196

Locality

Brazil, State
of Sdo
Paulo,

Universidad

e Estadual
de
Campinas

Argentina,
vicinity of
Campina de
América

Argentina,
Bermejo
Department
, Chaco

French
Guiana,
Route de
I'Anse,
Sinnamary
commune

French
Guiana,
Route de
I'Anse,
Sinnamary
commune

French
Guiana,
Pimpin

Coordinates
Altitude

22°49'13.5"S
47°04'09.1"W
606 m asl

26°17'0.18"S
53°46'55.7"W
657 m asl

26°54'11.2"S
58°42'12.3"W
56 m asl

05°20'50.5"N
52°50'47.9"W
3 masl

05°20'58.1"N
52°51'15.7"W
1 m asl

5°18'55.08"N
54°11'0.0"W
1 m asl

Sample
type

moss

moss+

lichen

lichen

moss

moss

moss

Specimens analysed
LCM SEM DEV  DNA
48 27 3 3
1 0 0 1
1 0 0 3
1 0 0 2
1 0 0 3
2 0 0 2

GenBank accession
numbers

18S rRNA HI1:
PP062933

18S rRNA H2:
PP062934

28S rRNA: PP062935
28S rRNA: PP062936
COI H1: OR887201
COI H2: OR887202

COI H3: OR887203

18S rRNA:
MW538133

28S rRNA:
MW538211

ITS-2: MW538051
COL: MW560666

18S rRNA:
MW538134

28S rRNA:
MW538212

ITS-2: MW538052
COIL: MW560667

18S rRNA:
MW538135

28S rRNA:
MW538214
ITS-2: MW538053
COI: MW560668

18S rRNA:
MW538136

28S rRNA:
MW538215

ITS-2: MW538054
COI: MW560669

18S rRNA:
MW538137

28S rRNA:
MW538216
ITS-2: MW538055
COL: MW560670
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Table 2. Primer sequences and PCR regimes used for 18S rDNA, 28S rDNA and COI mtDNA amplification

and sequencing.

DNA Primer name Primer Primer sequence (5'-3') Primer PCR
fragment direction source programme
SSuU01_F Forward AACCTGGTTGATCCTGCCAGT Sands et
18S rRNA al. Zeller (2010)
SSU82 R Reverse TGATCCTTCTGCAGGTTCACC (2008)

28SF0001 Forward ACCCVCYNAATTTAAGCATAT Mironov .

Mironov et al.
28S rRNA et al.
28SR0990 Reverse CCTTGGTCCGTGTTTCAAGAC (2012) (2012)
COI Miltar Ff Forward TATTTTATTTTTGGTATTTGATGTGC Morek et
— — Morek et al.
CoIl al.

CCTCCCCCTGCAGGATC (2019a)

COI Mil.tar Rr Reverse

(2019a)
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Table 3. Measurements and pt values of selected morphological structures of the adult females (holotype and 10
paratypes) from the type population of Milnesium iniquum nov. sp. All the available specimens were measured.

(N = number of specimens measured; range = largest and smallest measured; SD = standard deviation).

CHARACTER N RANGE MEAN SD Holotype
pm pt pm pt pm pt pm  pt
Body length 11| 409 — 686 957 — 1464 493 1193 85 134 | 420 1228
Peribuccal papillae length 10 7.5 - 12.1 16.2 — 24.2 8.9 21.6 1.5 24 |79 230
Lateral papillae length 10 59 - 9.6 12.8 — 19.2 7.0 17.0 1.2 1.9 165 191
Buccal tube
Length 11| 342 - 499 - 41.3 - 5.1 - 342 -
Stylet support insertion point 111 235 - 31.9 63.5 — 725 28.3 68.7 3.2 2.8 1235 688
Anterior width 11 14.8 — 263 42.2 - 52.8 204 49.1 3.6 36 172 503
Standard width 11 149 — 263 43.1 — 52.6 204 49.1 3.6 32 1173 5006
Posterior width 11 14.1 - 23.6 40.8 — 48.6 19.0 458 3.1 3.0 |16.6 485
Standard width/length ratio 111 43% — 53% - 49% - 3% - 51% -
Posterior/anterior width ratio 111 83% — 101% - 94% - 5% - 97% -
Claw 1 heights
External primary branch 11| 11.0 — 16.5 28.7 — 34.8 134 323 1.9 1.9 |11.0 323
External base + secondary branch |11 7.5 - 144 21.6 — 28.9 109 263 1.9 24 [ 95 276
External spur 11 2.1 - 3.7 51 - 82 2.7 6.6 0.5 0.9 |28 8§82
External branches length ratio 1] 67% — 90% - 81% - 7% - 86% -
Internal primary branch 11 11.0 — 17.0 27.5 — 345 132 320 1.9 2.1 [11.5 337
Internal base + secondary branch |11 85 — 132 229 — 29.2 10.8  26.2 1.4 2.0 1100 292
Internal spur 11 22 - 4.7 50 - 11.6 3.7 9.0 0.7 1.8 |40 116
Internal branches length ratio 11| 76% — 89% - 82% - 4% - 86% -
Claw 2 heights
External primary branch 1y 11.7 - 17.7 28.7 — 38.1 142 345 1.9 26 128 374
External base + secondary branch |11 80 — 143 20.1 — 29.9 11.0  26.5 2.0 3.0 |10.0 29.1
External spur 11 2.1 - 35 4.5 — 84 2.7 6.7 0.4 1.1 |29 &84
External branches length ratio 11| 68% — 83% - 77% - 6% - 78% -
Internal primary branch 11 99 - 17.7 28.7 — 394 14.1 34.0 23 32 |11.9 348
Internal base + secondary branch |11 8.0 — 13.0 19.6 — 27.7 103 250 1.5 2.2 88 258
Internal spur 11 3.5 — 4.7 84 — 12.7 4.2 10.2 0.3 1.1 |44 127
Internal branches length ratio 11l 67% — 84% - 74% - 5% — 74% -
Claw 3 heights
External primary branch 11 112 - 184 28.1 — 394 142 344 23 3.6 |135 394
External base + secondary branch |11 92 — 132 22.0 - 29.2 11.0 267 1.3 1.9 [10.0 292
External spur 11 21 -40 54 - 80 2.6 6.4 0.6 1.0 | 2.7 7.8
External branches length ratio 111 72% — 94% - 78% - 6% - 74% -




Internal primary branch

Internal base + secondary branch
Internal spur

Internal branches length ratio
Claw 4 heights

Anterior primary branch

Anterior base + secondary branch
Anterior spur

Anterior branches length ratio
Posterior primary branch
Posterior base + secondary branch
Posterior spur

Posterior branches length ratio

12.0
8.6
3.7

69%

12.9
10.6
3.9
68%
12.7
9.9
1.9
70%

17.1
12.6
5.0

82%

21.4
16.5
5.5

82%
23.1
17.6
34

80%

27.7
20.0
8.8

32.0
25.5
8.7

35.8
27.1
4.0

39.0
28.7
12.1

45.7
35.2
12.1

49.3
37.6
9.7

14.2
10.5
43

74%

16.9
12.8
4.6
76%
17.9
13.6
2.5
76%

34.5
25.5
104

41.0
30.9
11.1

43.3
32.8
6.1

1.7
1.3
0.4
4%

2.6
2.1
0.5
5%
3.0
23
0.5
3%

3.0
2.5
0.9

4.0
3.0
0.9

4.2
3.5
1.5

60

12.8
9.6
4.0

75%

15.6
10.6
39
68%
15.3
12.1
2.2
79%

37.5
28.0
11.7

45.6
30.9
11.4

44.7
354
6.4
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Table 4. Measurements and p¢ values of selected morphological structures of four hatchlings from the type
population of Milnesium iniquum nov. sp. All the available specimens were measured. (N = number of

specimens measured; range = largest and smallest measured; SD = standard deviation).

RANGE MEAN SD

CHARACTER N

pm pt pm pt pm pt
Body length 4 277 — 323 1037 — 1177 298 1101 24 62
Peribuccal papillae length 3 53 - 6.1 20.3 — 22.3 5.7 21.2 0.4 1.1
Lateral papillae length 4 42 - 6.5 155 — 234 4.9 18.0 1.1 3.7
Buccal tube
Length 4 26.1 — 279 - 27.0 - 0.8 -
Stylet support insertion point 4 183 — 19.7 67.5 — 71.9 18.9 70.0 0.6 1.9
Anterior width 4 11.8 — 124 42.2 — 46.3 12.1 44.7 0.2 2.0
Standard width 4 11.5 — 123 41.3 — 46.9 12.0 44.6 0.3 2.5
Posterior width 4 11.0 — 12.0 395 — 45.2 11.6 43.1 0.4 2.5
Standard width/length ratio 4 41% — 47% - 45% - 3% -
Posterior/anterior width ratio 4 94% — 100% - 96% - 3% -
Claw 1 heights
External primary branch 4 84 — 95 31.6 — 35.5 9.0 33.3 0.5 1.7
External base + secondary branch 4 73 - 8.0 26.1 — 30.8 7.7 28.6 0.3 2.0
External branches length ratio 4 78% — 95% - 86% - 8% -
Internal primary branch 4 82 — 9.6 29.5 — 35.9 9.0 334 0.7 2.8
Internal base + secondary branch 4 6.8 — 83 24.4 — 31.9 7.6 28.2 0.6 3.2
Internal branches length ratio 4 77% — 96% - 85% - 8% -
Claw 2 heights
External primary branch 4 9.2 — 10.6 33.0 — 40.3 10.1 37.6 0.6 3.2
External base + secondary branch 4 7.1 — 7.6 254 — 28.6 7.3 27.2 0.3 1.4
External branches length ratio 4 67% — 77% - 73% - 4% -
Internal primary branch 4 94 - 103 33.8 — 394 9.9 36.5 0.4 24
Internal base + secondary branch 4 6.7 — 7.7 24.2 — 27.9 7.3 27.0 0.4 1.9
Internal branches length ratio 4 71% — 79% — 74% - 4% -
Claw 3 heights
External primary branch 4 9.3 - 10.8 33.4 — 40.6 10.3 38.3 0.7 3.4
External base + secondary branch 4 6.7 — 8.0 24.9 — 29.3 7.3 26.9 0.6 2.0
External branches length ratio 4 64% — 76% - 71% - 6% -
Internal primary branch 4 9.1 — 10.8 32.7 — 41.6 10.2 37.9 0.7 3.7




Internal base + secondary branch
Internal branches length ratio
Claw 4 heights

Anterior primary branch

Anterior base + secondary branch
Anterior branches length ratio
Posterior primary branch
Posterior base + secondary branch

Posterior branches length ratio

N

L L

7.7
1%

8.4
7.6
69%
10.5
7.9
69%

7.9
87%

11.3
8.1
93%
11.5
8.7
7%

28.4

30.1

27.9

37.8
28.8

29.3

43.3

31.1

44.1
33.3

7.8
T7%

10.3
7.9
T7%

8.3
74%

28.8

384

29.2

41.2
30.9

62

0.1
7%

1.3
0.2
11%
0.5
0.4
4%

0.5

5.8

1.5

3.2
2.3
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| CAPITULO 2

Sera Milnesium iniquum Brotto-Guidetti, Morek & Garraffoni, 2024 a primeira espécie

‘indigena’ de tardigrado limnoterrestre amplilocada na regido Neotropical?

Emiliana Brotto-Guidetti', Axell K. Minowa', André R. S. Garraffoni'*

! Departamento de Biologia Animal, Instituto de Biologia, Universidade Estadual de Campinas,13083-862,

Campinas, Brasil.

* Autor correspondente.

E-mail: arsg@unicamp.br (A.R.S. Garraffoni)

Palavras-chave: Tardigrada; América do Sul; taxonomia integrativa

Resumo

Tardigrados sdo microinvertebrados que podem ser encontrados em ambientes aquaticos e
terrestres umidos e estdo distribuidos praticamente no mundo todo. Por muito tempo, a
maioria das espécies foram consideradas cosmopolitas, pois pensava-se que nao
apresentavam padrdes de distribuicao especificos. Com isso, muitas espécies originalmente
descritas em determinada regido, principalmente a Paleértica, foram registradas em
localidades distintas do globo. Entretanto, andlises atuais integrando multiplas abordagens
vém demonstrando que essas espécies representam, na verdade, complexos de espécies. Esse
¢ o caso da espécie Milnesium tardigradum Doyere 1840, a segunda espécie de tardigrado
limnoterrestre com maior numero de registros na regido Neotropical. Atualmente sabe-se que
a maior parte desses registros devem ser reavaliados, e que provavelmente mascaram uma
diversidade maior de espécies ‘indigenas’. Um exemplo disso é a espécie M. iniquum
Brotto-Guidetti, Morek & Garraffoni 2024, que foi descrita para o Brasil, e posteriormente
encontrada em algumas localidades pontuais da Argentina ¢ Guiana Francesa. Visando
compreender melhor a diversidade e distribuicdo desses animais, esse estudo identificou M.
iniquum em novas localidades da América do Sul, utilizando técnicas integradas, como
microscopia de luz, microscopia eletronica de varredura e analise de distancias genéticas com
sequéncias de COI. Com isso, foi demonstrado que a espécie tem uma ampla distribuigcdo na

América do Sul.
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Introducio

Um dos principais desafios da historia natural, desde seus primoérdios, ¢ compreender
como e por qué a riqueza de espécies varia no espaco, ou seja, determinar quais sdo as
divisdes naturais dos organismos vivos na Terra, visto que essas variacdes ndo ocorrem de
forma aleatoria, mas seguindo fatores ambientais, geograficos e historicos (Sclater, 1858;
Willig et al. 2003). Nesse sentido, Wallace (1876) realizou a primeira analise biogeografica a
nivel global e propds a divisdo da Terra em regides zoogeograficas que sdo estudadas até os
dias atuais em pesquisa de biogeografia, macroecologia e conservaciao (Holt et al., 2013;
Fontaneto et al., 2012).

Normalmente os estudos biogeograficos focam em organismos de facil observacao,
como os animais vertebrados, cujos esforgos de amostragem sdo historicamente mais
extensivos (Holt et al., 2013; Morek et al., 2021; Gasiorek, 2023). Taxons menos estudados
sdo, portanto, mais suscetiveis a vieses de amostragem (Curini-Galletti et al., 2012) e
sistematica inadequada (Aksenova et al. 2018), e por isso, muitas vezes os padroes de
distribuicdo conhecidos acabam refletindo mais os esfor¢cos dos pesquisadores do que a
distribuicdo real dos organismos (Fontaneto et al., 2012; Garraffoni et al., 2021).

Por terem um tamanho reduzido, ¢ comumente apresentarem a habilidade de entrar
em estagio de dorméncia, que possibilita a sobrevivéncia em ambientes com condigdes
indspitas, e de se reproduzir de forma assexuada, o que permite um crescimento populacional
mais rapido, atribui-se aos microinvertebrados uma habilidade ilimitada de dispersdao por
longas distancias e, portanto, de coloniza¢do bem-sucedida (Morek et al., 2021, Gasiorek
2023). Assim, pensava-se que nao seguiam padrdes biogeograficos especificos e foi proposta
a hipdtese de que “tudo estd em todo lugar, mas o ambiente seleciona” (Baas Becking, 1934).
Por muito tempo essa hipdtese foi aceita, principalmente com base em poucas caracteristicas
morfoldgicas observadas em grupos de protozoarios e diatoméceas (Fenchel et al., 1997).

Com o avango dos equipamentos e técnicas de estudo morfolégico, bem como o
surgimento de ferramentas de andlise molecular, ¢ 0 aumento em areas de amostragem, tem
sido possivel realizar identificagdes taxondmicas mais acuradas e reconstruir padrdes de
distribuicdo ndo aleatdrios, contrariando o pensamento da época de que microinvertebrados
ndo sdo limitados por suas habilidades de dispersao e, portanto, respondem sim a barreiras
biogeograficas e ecologicas (Fontaneto, 2019; Garraffoni et al., 2021). Com isso, observou-se
que muitos dos organismos inicialmente considerados cosmopolitas, ou seja, que ocupam

todas ou quase todas as regides zoogeograficas, na realidade representam complexos de
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espécies ou espécies cripticas com distribui¢ao local (Fontaneto et al., 2009; Fonseca et al.,
2018).

No filo Tardigrada, que compreende microinvertebrados com alta capacidade de
resisténcia, ha muitas espécies que foram consideradas cosmopolitas no passado. Apenas se
tratando de espécies limnoterrestres, revisdes atuais (Kaczmarek et al., 2015, Ugarte et al.,
2023, Ugarte & Garraffoni, 2024) mostram que dos 223 registros de tardigrados feitos na
América do Sul, 110 representam espécies endémicas, ou pelo menos ‘indigenas’ (isto €, que
foram originalmente descritas na regido e nao apresentam registros duvidosos fora dela),
enquanto o restante dos registros ¢ composto por espécies que ja haviam sido descritas em
outras localidades, inclusive de regides zoogeograficas bem distintas (Ugarte et al., 2023).
Recentemente, alguns estudos vém testando a capacidade de dispersdo desses animais (Mogle
et al, 2018, Fontaneto et al., 2019; Robertson et al., 2020, Vuori et al., 2022) e a hipotese de
Baas Becking (Morek et al., 2021; Gasiorek et al., 2023, Ugarte & Garraffoni, 2024).

A identifica¢do e delimitagdo precisa de espécies ¢ de suma importancia para se ter
uma melhor compreensdo da diversidade e dos padrdes de distribuicdo destas. O uso
integrado das técnicas morfoldgicas e moleculares indica que muitas espécies de tardigrados
apresentam padroes de distribuicdo mais especificos. Isso porque utilizar mais de uma linha
de evidéncia ajuda a elucidar a variabilidade inter- e intraespecifica, evitando inflacdo ou
deflagdo taxonomica (Morek et al., 2016a, 2019, 2021; Surmacz et al., 2019; Momeni et al.,
2023).

Um exemplo de tdxon com consideravel historico de registros biogeograficos entre
tardigrados limnoterrestres € o género Milnesium Doyére, que por décadas foi considerado
monotipico e sua espécie-tipo, Milnesium tardigradum (Doyére, 1840) foi reportada em cerca
de 15 paises ao redor do globo, incluindo na América do Sul, onde ¢ a segunda espécie com
mais registros (ver Kaczmarek et al., 2015, Ugarte et al., 2023, Ugarte & Garraffoni, 2024).
Esse cenario comegou a mudar significativamente depois da redescricdo da espécie-tipo
(Michalczyk et al., 2012). Atualmente sdo reconhecidas cerca de 50 espécies e as analises
filogenéticas mais recentes do género Milnesium sugerem que embora existam casos de
dispersdo de longa distancia, eles sdo mais raros e, no geral, as espécies desse género sao
restritas a regides zoogeograficas Unicas, ou seja, esses tardigrados provavelmente tém
habilidades de dispersdo limitadas (Morek & Michalczyk, 2020; Gasiorek, 2023).

Assim, os registros de M. tardigradum feitos no passado para a América do Sul sdo
atualmente considerados duvidosos e carecem de mais evidéncias (Kaczmarek et al., 2015).

Portanto, os taxonomistas indicam a necessidade de concentrar os esfor¢os em identificar ¢
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compreender a diversidade de espécies ‘indigenas’ da regido Neotropical (Ugarte &
Garraffoni, 2024). Analises de Gasiorek (2023) sugerem que Milnesium € provavelmente um
dos géneros mais especiosos de Tardigrada, mas que cerca de 70% das espécies tém alcances
geograficos limitados a uma tUnica regido zoogeografica. Esse cendrio reforga a importancia
do uso de técnicas de estudo integradas para se ter uma delimitacao de espécies mais precisa,
e do aumento no nimero de coletas para se ter uma amostragem significativa e evitar
produzir padrdes de distribuicao enviesados.

Pensando nisso, esse estudo teve o objetivo de identificar de forma integrativa os
espécimes de Milnesium que foram coletados em diferentes localidades da América do Sul, e
que a partir de comparagdes morfologicas e moleculares entre as diferentes populacdes
amostradas, observou-se que assemelham-se a uma das espécies ‘indigenas’ recentemente

descrita na regido Neotropical, M. iniguum Brotto-Guidetti, Morek & Garraffoni, 2024.

Material e métodos
Coletas e triagem

Amostras de musgo e liquen foram coletadas de troncos de arvores, seguindo
recomendacdes padrao (Ramazzotti & Maucci, 1983), em trés localidades da América do Sul:
Santa Helena, PR e Patos de Minas, MG, no Brasil, e San Miguel de Tucuman, na Argentina.
Os pontos de coleta utilizados no presente estudo e no Capitulo 1 foram representados em um
mapa (Fig. 1) utilizando o software R (Tennekes, 2018; disponivel em
https://www.r-project.org/). O material foi armazenado em sacos de papel devidamente
identificados. Em laboratorio, as amostras foram deixadas em agua destilada por cerca de 30
minutos para que os tardigrados fiquem ativos e mais faceis de observar em
estereomicroscopio. Com o auxilio de micropipetas, os tardigrados encontrados foram
separados da amostra e destinados a cada tipo de analise. As localidades detalhadas e o

material utilizado em cada andlise sdo apresentadas na Tabela 1.
Andlise morfologica

Para analise morfoldgica foi primeiramente feito o relaxamento segundo o protocolo
de Morek et al. (2016b), seguido de fixacao em etanol a 70%. Parte dos espécimes foram
montados em laminas de microscopia com meio de montagem Hoyer, observados em
microscopio equipado com contraste de interferéncia diferencial (DIC), microscopio com

contraste de fase e equipado com filtros para detectar a autofluorescéncia UV. Medidas de
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estruturas de importancia taxondmica foram obtidas de acordo com Pilato (1981), Tumanov
(2006), Bartels et al. (2011) e Stec et al. (2016), utilizando o software Zeiss ZEN Blue
Edition. Essas medidas s3o dadas em micrometros e organizadas nas Tabelas 3-8 de acordo
com o modelo ‘Apochela v 1.4 disponivel em  Tardigrada Register,
www.tardigrada.net/register (Michalczyk & Kaczmarek, 2013). As extivias com ovos que
foram encontradas foram mantidas em agua destilada a temperatura ambiente até a eclosdo
dos ovos, e entdo os tardigrados foram preparados para analise em microscopia. Outra parte
dos espécimes passou por série crescente de etanol (70%, 80%, 90% e 100%) seguida de
desidratacao por ponto critico com CO:, foram montados em stubs de aluminio e passaram
por metalizagdo com ouro, para serem observados e fotografados em microscopio eletronico

de varredura.
Andlise de distancias genéticas e rede de haplotipos

Parte dos tardigrados foram fixados diretamente em etanol absoluto em eppendorfs
individuais para analise molecular. Nessa andlise foi extraido o gene COI utilizando kits
QIAGEN, seguindo as instrugdes do fabricante, e amplificado por reacdo em cadeia de
polimerase (PCR) utilizando Taq PCR Master Mix (QIAGEN), o DNA extraido, dgua
ultrapura e primers especificos. Cada recipiente foi incubado no termociclador com tempo de
ciclo e temperatura de anelamento 6timos para cada primer. As sequéncias de primers € as
condi¢des de PCR utilizadas estdo indicadas na Tabela 2. Para controle de qualidade da
amplificacdo e quantificacdo do produto final, foi utilizado eletroforese em gel de agarose. O
produto final foi entdo sequenciado pelo método de Sanger. As sequéncias obtidas foram
alinhadas usando MAFFT v.7.215 (Katoh et al., 2002; Katoh & Toh, 2008), e os
alinhamentos foram verificados e aparados utilizando BioEdit (Hall 2011, disponivel em:
https://bioedit.software.informer.com/7.2/). Cada alinhamento foi entdo utilizado para avaliar
a distdncia genética entre os terminais com MEGA X (Kumar et al.,, 2018), entre as
sequéncias das demais espécies de Milnesium disponiveis no GenBank. Por fim, foram
gerados haplotipos de COI utilizando o software DNASP versao 5.10.01 (Librado & Rozas
2009) e uma rede desses haplotipos foi calculada usando o programa PopART 44 com o
método de inferéncia Integer Neighbor-Joining, para visualizar as possiveis relagdes
intraespecificas. A rede bruta produzida foi redesenhada usando o software Adobe Photoshop

CS6 (Fig. 6).
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Resultados
Analise morfologica

Um total de 82 espécimes pertencentes ao género Milnesium foram encontrados nas
trés amostras analisadas, sendo mais abundantes na amostra de Patos de Minas (46), seguido
da amostra de San Miguel de Tucuman (25) e Santa Helena (11).

A analise morfologica indicou que todos os espécimes apresentaram o padrio
morfologico observado em M. iniquum, isto ¢, corpo amarelado/amarronzado quando vivo e
transparente depois de fixado (Fig.2); olhos presentes; cuticula lisa porém com pseudoplacas
dorsais (regides “geometricamente” delimitadas; Fig.3); lamelas bucais de tamanho
assimétrico, sendo duas menores (laterais) e quatro maiores (dorsais ¢ ventrais) (Fig.4 A-B);
seis papilas peribucais, sendo a ventral menor que as demais (Figs. 2 C-D, 4 A-B); barras
cuticulares presentes nas pernas, abaixo das garras; garras dos ramos primdrios com pontos
acessorios; garras dos ramos secundarios com trés ganchos (configuracao [3-3][3-3]), sendo
as esporas internas e posteriores menores do que as externas e anteriores (Figs. 2 E-F ¢ 4
C-F). Os espécimes mais jovens (hatchlings) sao semelhantes aos adultos, porém nao
possuem olhos, as barras cuticulares nas pernas sao mais sutis, € os ramos secundarios das
garras apresentam apenas dois ganchos (configuragdo [2-2]-[2-2]), ou seja, sofrem mudanca
positiva (aumento no nimero de ganchos ao longo do crescimento).

Com relagao as medidas das estruturas de importancia taxondmica, os espécimes das
trés localidades também sdao compativeis com a descricdo original de M. iniquum,
apresentando apenas algumas variagdes populacionais (Tabelas 3-8), sendo principalmente:

e Comprimento corporal: os espécimes adultos de Santa Helena apresentaram a maior
média de comprimento corporal (619um) e os de San Miguel de Tucuman, a menor
(491pm); o maior hatchling foi encontrado também na populagdo de Santa Helena
(348um).

e Propor¢ao da largura posterior/anterior do tubo bucal: os espécimes adultos de Patos
de Minas apresentam o maior indice, que vai de 94 a 109%, enquanto os hatchlings

dessa mesma populagdo apresentaram o menor indice, que vai de 84 a 95%.
Analise de distancias genéticas

A andlise de distancias genéticas utilizando as sequéncias de COI indicou uma
distancia inferior a 5% entre as trés localidades e as sequéncias de M. iniquum, e igual ou

superior a 16% em relagdo as sequéncias de demais espécies de Milnesium disponiveis no
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GenBank. As mais similares sdo Milnesium reductum Tumanov, 2006 e Milnesium sp.
(ZAO15; Morek et al., 2021), e as menos similares Milnesium variefidum Morek, Gasiorek,
Stec, Blagden & Michalczyk, 2016 e Milnesium sp. (ID947; Morek et al., 2021).

Para facilitar a visualizagdo, os resultados foram organizados em uma tabela seguindo
um gradiente de cores do verde (menores valores; maior similaridade) ao amarelo e
vermelho, respectivamente (maiores valores; menor similaridade). Um destaque da tabela

esta representado na Figura 5.
Rede de haplotipos

A rede de haplétipos gerada (Fig. 6) indica 15 haplotipos compostos por um individuo
cada, respectivos a cada amostra analisada, sendo oito do Brasil, quatro da Argentina e trés da
Guiana Francesa. Os haplodtipos referentes as amostras da Guiana Francesa formam uma
populagdo geografica coesa (M. iniquum GF.083, M. iniquum GF.089 e M. iniquum GF.196).
Essa populacdo estd geneticamente mais proxima a formada pelos hapldtipos de Patos de
Minas, MG, Brasil (M. iniquum BR.002) do que das demais. Os demais haplotipos referentes
as outras localidades do Brasil formam uma populacido respectiva a Campinas, SP (M.
iniguum BR.000), e uma populacao respectiva a Santa Helena, PR (M. iniquum BR.001), que
compartilham constituigdes genéticas mais semelhantes com haplétipos da Argentina. O
exemplo mais extremo ¢ representado pelo haplotipo M. iniguum AR.470, coletado na
provincia de Chaco, Argentina, que compartilha uma constituicdo genética mais semelhante
as popula¢des do Brasil do que de outras localidades da Argentina. E dificil inferir se esses
padrdes observados nas populagdes geograficas de M. iniquum amostradas devem-se a
dispersdo natural de longa distancia ou a dispersdao mediada por outros fatores, como fatores
humanos, por exemplo. A analise de uma amostra maior de localidades geograficas distantes

pode revelar um nivel mais elevado de diversidade criptica desses animais.

Discussao

Os trabalhos atuais envolvendo biogeografia de tardigrados tém sugerido padrdes de
distribuicdo variaveis, com casos que vao desde endemismo (espécies restritas a uma unica
regido zoogeografica) até a distribuicdes ubiquas e cosmopolitas (espécies que ocupam mais
de uma ou quase todas as regides zoogeograficas). A hipdtese de que “tudo estd em todo
lugar”, portanto, tem sido substituida por abordagem de "estruturacdo regional" (Gasiorek,

2023). Até o momento, M. iniquum s6 foi registrada em uma Unica regido zoogeografica
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(Neotropical), e portanto, pode-se considerar uma espécie endémica (sensu Ugarte et al.,
2023), ‘indigena’ (sensu Ugarte & Garraffoni, 2024), de distribuicao local (sensu Gasiorek,
2023). Porém, o presente estudo demonstrou que ela pode ser encontrada em vérias
localidades da América do Sul, apresentando portanto uma distribui¢do ampla na regido, o
que ¢ inédito para outras espécies ‘indigenas’ neotropicais.

A andlise morfologica utilizando microscopia de luz e microscopia eletronica
possibilitou, j4 em um primeiro momento, a observacao de caracteristicas importantes para a
identificacdo dos espécimes, que em todas as populagdes analisadas nesse estudo indicavam
uma grande similaridade com M. iniquum. Visto que a espécie apresenta variagdes
ontogenéticas, a presenca de ovos em pelo menos parte das amostras foi crucial para uma
analise morfologica mais completa (Brotto-Guidetti et al., 2024). Considerando, porém, que
tem se tornado cada vez mais clara a importancia de utilizar mais de uma linha de evidéncia
nas identificagdes e descri¢cdes de espécies (Michalczyk et al., 2024), as medidas de estruturas
de importancia taxondmica e a analise de distancias genéticas também revelaram informagdes
uteis.

No geral, todas as populagdes analisadas apresentam medidas muito similares e
consistentes com a descri¢do original de M. iniquum. Contudo, nem sempre ¢ possivel coletar
e analisar uma amostra com quantidade suficiente de espécimes que permitiria uma
interpretagdo confidvel das dimensdes de caracteres taxonomicamente importantes. Stec et al.
(2016) define o tamanho de amostra ideal como um numero minimo de espécimes e
estruturas que precisam ser medidas para resultar em uma média e um intervalo que nao
sejam significativamente diferentes dos valores globais (populacdo) e sugere que, para uma
estimativa média precisa, em geral ¢ necessario no minimo 20 medi¢des. Além disso, as
medidas devem ser obtidas em espécimes bem preservados e devidamente orientados, para
evitar erros de interpretagdo (Bartels et al., 2011; Stec et al., 2016). A analise pode ser
dificultada em populagdes menos abundantes, como ocorreu com a amostra de Santa Helena
(SP, Brasil) em que foi possivel medir as estruturas de apenas quatro espécimes. Reforgando a
importancia do uso de todas as técnicas de analise disponiveis.

Com relacdo a analise molecular, a necessidade de seu uso na taxonomia de
Tardigrada ¢ ainda debatida, embora seja um consenso que contribui significativamente para
producdo de trabalhos de maior confiabilidade (Michalczyk et al., 2024). As sequéncias de
COI obtidas nesse estudo ndo sé auxiliaram na identificagdo da espécie, como também
levantaram algumas questdes interessantes. E dificil inferir se os padrdes de semelhangas

genéticas e de distribuicdo geografica observados na rede de haplotipos de M. iniquum



71

devem-se a dispersdo natural de longa distdncia ou a dispersdo mediada por outros fatores,
como fatores humanos, por exemplo. A analise de uma amostra maior de localidades
geograficas distantes pode revelar um nivel mais elevado de diversidade criptica desses
animais.

Na analise de distancias genéticas, uma das sequéncias de maior similaridade com as
sequéncias de M. iniquum ¢ identificada como Milnesium sp. nov. US.071 (Morek et al.,
2021), uma espécie da regido Nedrtica. Em uma analise filogeografica do género Milnesium,
Morek et al. (2021) identifica 11 espécies (17% do conjunto de dados utilizado) coletadas
exclusivamente em um reino zoogeografico, diferente da maioria das espécies de um
determinado clado, e que sdo denominadas como ‘espécies de inclusdo’. Milnesium sp. nov.
US.071 ¢ uma dessas espécies. Na andalise de Morek et al. (2021), M. reductum Tumanov
2006, uma espécie da regido Paleartica, ocupa o mesmo grande clado que Milnesium sp. nov.
US.071. Curiosamente, a analise de distancias genéticas realizada no presente estudo também
mostrou uma grande proximidade entre M. reductum e M. iniquum. Outra espécie
considerada ‘de inclusdo’, Milnesium sp. nov. BR.007 (Morek et al., 2021), originaria do
Brasil, aparece em Morek et al. (2021) no mesmo grande clado que M. iniquum. Neste
estudo, Milnesium sp. nov. BR.007 tem uma das maiores distancias genéticas em relacao a M.
iniquum, sugerindo que ela possivelmente representa uma nova espécie ‘indigena’ na
América do Sul.

Assim, este ¢ um exemplo de trabalho que reforca a ideia de que para se ter uma
nocao clara da diversidade e distribuicao dos tardigrados, tanto em escala local quanto global,
¢ necessaria uma andlise rigorosa, utilizando técnicas integradas e amostragens significativas.
Isso ¢ especialmente recomendéavel para tdxons e regides que historicamente sdo menos
estudadas, como os tardigrados da regido Neotropical. Apesar disso, observa-se uma
mudanca positiva de cendrio, visto que o numero de descrigdes de espécies novas e de
taxonomistas trabalhando nessas regides tem aumentado consideravelmente (Costello &

Chaudhary, 2017).
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Figuras e Tabelas

Tabela 1. Locais de coleta e material utilizado em cada analise. ML - Microscopia de luz (analise da morfologia
e medidas), MEV - Microscopia Eletronica de Varredura (andlise da morfologia), DNA - extracdao e

sequenciamento de DNA (analise molecular).

Amostra/Localidade Substrato da Espécimes analisados

amostra
ML MEV DNA

BR.000 Musgos em troncos 48 27 3
Campinas, SP, Brasil de arvores

(22°49'13.5"S 47°04'09.1"W)

BR.001 Musgos em troncos 4 5 3
Santa Helena, PR, Brasil de arvores

(24°58'43.3"S 54°12'09.5"W)

BR002. Musgos em troncos 26 17 2
Patos de Minas, MG, Brasil de arvores

(18°34'32.0"S 46°30'52.5"W)

AR.000 Musgos e liquens 15 8 2
San Miguel de Tucuman,
Argentina

(26°49'41"S 65°11'18"W)

Tabela 2. Sequéncias de primers e regimes de PCR utilizados para amplificagdo e sequenciamento de DNA.

Fragmento de Nome do Direcio do Sequéncia do Programa do
DNA primer primer primer Fonte do primer PCR
TATTTTATTTTT
COI Mil.tar F GGTATTTGATGT
f Forward GC
COI Mil.tar CCTCCCCCTGC Morek et al. Morek et al.

col Rr Reverse AGGATC (2019) (2019)
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As tabelas a seguir (Tabelas 3-8) encontram-se em inglés pois seguem o padrao normalmente
utilizado na taxonomia do grupo e ja estdo sendo preparadas para publicagdo em forma de

artigo cientifico.

Table 3. Measurements and pt values of selected morphological structures of adult females of Milnesium
iniquum from Santa Helena, Parana, Brazil. All the available specimens were measured (N = number of

specimens measured; range = largest and smallest measured; SD = standard deviation).

CHARACTER N RANGE MEAN SD
pm pt pm pt nm pt
Body length 3 518 - 671 1279 — 1379 619 1327 87 50
Peribuccal papillae length 1 8,7 — 8,7 22,2 — 222 8,7 22,2 ? ?
Lateral papillae length 3 58 — 73 13,0 — 15,0 6,6 14,2 0,8 1,1
Buccal tube
Length 3 392 - 522 - 46,7 - 6,7 -
Stylet support insertion point 2 29,6 — 34,8 66,7 — 75,4 32,2 71,1 3,7 6,2
Anterior width 3 19,3 — 23,7 43,0 — 49,2 21,8 46,9 2,3 35
Standard width 3 18,8 — 25,1 41,8 — 51,5 21,9 471 32 4,9
Posterior width 3 169 - 21,9 40,0 — 45,0 19,9 42,7 2,6 2,5
Posterior/anterior width ratio 3 88% — 93% - 91% - 3% -
Claw I heights
External primary branch 2 142 - 16,7 34,3 — 36,2 154 352 1,8 1,4
External base + secondary branch 3 9,7 — 12,5 23,9 — 24,8 11,3 24,3 1,4 0,5
External spur 3 22 - 28 42 - 58 2,4 5,2 0,4 0,9
External branches length ratio 2 69% — 71% - 70% - 2% -
Internal primary branch 2 134 - 14,5 27,7 — 34,2 13,9 31,0 0,8 4,6
Internal base + secondary branch 3 9,2 — 13,5 23,4 — 27,0 11,9 25,4 2.4 1,8
Internal spur 3 34 - 3,7 7.1 — 87 3,6 7.8 0,2 0,8
Internal branches length ratio 2 68% — 93% - 81% - 18% -
Claw II heights
External primary branch 3 14,8 - 17,1 328 — 376 16,2 34,9 1,3 2,5
External base + secondary branch 3 11,0 — 13,6 26,1 — 28,0 12,7 27,3 1,5 1,1
External spur 2 32 - 34 6,5 — 6,6 33 6,5 0,1 0,0
External branches length ratio 3 74% — 81% - 78% - 4% -
Internal primary branch 3 148 - 17,2 31,9 — 37,7 15,8 34,2 1,3 3,1
Internal base + secondary branch 3 10,4 — 11,7 224 — 26,5 11,2 24,1 0,7 2,1
Internal spur 3 3,7 - 5,0 7.9 — 10,3 43 92 0,7 1,2
Internal branches length ratio 3 68% — 73% - 71% - 3% -

Claw III heights



External primary branch

External base + secondary branch
External spur

External branches length ratio
Internal primary branch

Internal base + secondary branch
Internal spur

Internal branches length ratio
Claw IV heights

Anterior primary branch

Anterior base + secondary branch
Anterior spur

Anterior branches length ratio
Posterior primary branch
Posterior base + secondary branch
Posterior spur

Posterior branches length ratio

14,1
10,5

2,2
71%
12,0
10,4

3,1
73%

17,0
12,9

3,9
63%
17,8
13,6

2,0
73%

~ 175
~ 132

- 75%

~ 172

~ 12,6

- 7%

~ 234
— 14,7

~ 87%
-~ 227

~ 16,5

- 76%

35,9
25,3
55

22,9
25,8
6,4

34,9
28,1
7,4

43,1
31,6
4,1

- 359
- 26,9
- 55

- 352
- 26,4
- 10,2

~ 454
- 329
~ 99

— 454
~ 347
~ 53

15,8
12,0
2,2
73%
14,2
11,5
3,6
75%

19,4
14,1
4,1
74%
20,5
15,2
2,0
74%

35,9
25,8
55

30,7
26,1
83

41,7
30,4
88

44,0
32,7
4,7

24
1,4

3%
2,7
1,6
0,6
3%

3,5
1,0
0,3
12%
2,5
1,5
0,1
2%

0,0
0,9

6,8
0,4
2,7

59
2,4
1,3

1,2
1,7
0,9
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Table 4. Measurements and pt values of selected morphological structures of hatchling of Milnesium iniquum

from Santa Helena, Parana, Brazil. All the available specimens were measured (N = number of specimens

measured; range = largest and smallest measured; SD = standard deviation).

RANGE MEAN

CHARACTER N

pm pt pm pt
Body length 1 348 — 348 1274 — 1274 348 1274
Peribuccal papillae length 1 55 55 20,1 — 20,1 55 20,1
Lateral papillae length 1 43 — 43 158 — 158 4,3 15,8
Buccal tube
Length 1 27,3 — 27,3 - 27,3 -
Stylet support insertion point 1 21,3 - 21,3 78,1 — 78,1 21,3 78,1
Anterior width 1 12,6 — 12,6 46,0 — 46,0 12,6 46,0
Standard width 1 12,6 — 12,6 46,0 — 46,0 12,6 46,0
Posterior width 1 11,8 — 11,8 43,0 — 43,0 11,8 43,0
Posterior/anterior width ratio 1 93% — 93% - 93% -
Claw I heights
External primary branch 1 10,7 — 10,7 39,2 — 39,2 10,7 39,2
External base + secondary branch 1 8,1 — 8,1 29,7 — 29,7 8,1 29,7
External spur 0 ? ? ? ?



External branches length ratio
Internal primary branch

Internal base + secondary branch
Internal spur

Internal branches length ratio
Claw II heights

External primary branch

External base + secondary branch
External spur

External branches length ratio
Internal primary branch

Internal base + secondary branch
Internal spur

Internal branches length ratio
Claw III heights

External primary branch

External base + secondary branch
External spur

External branches length ratio
Internal primary branch

Internal base + secondary branch
Internal spur

Internal branches length ratio
Claw IV heights

Anterior primary branch

Anterior base + secondary branch
Anterior spur

Anterior branches length ratio
Posterior primary branch
Posterior base + secondary branch
Posterior spur

Posterior branches length ratio

76%
10,2
8,8

86%

11,2
7.8

70%
9,5
7,7

81%

11,5
7.8

68%
10,6
8,0

75%

11,7
8,2
1,3

70%

13,0

8,4

65%

76%
10,2
8,8

86%

11,2
7.8

70%
9,5
1,7

81%

11,5
7.8

68%
10,6
8,0

75%

11,7
8,2
1,3
70%
13,0
8,4

65%

37,5
32,2

41,1
28,6

34,6
28,2

41,9
28,6

38,8
29,3

42,9
30,0
4,7

47,6
30,8

37,5
32,2

41,1
28,6

34,6
28,2

41,9
28,6

38,8
29,3

42,9
30,0
4,7

47,6
30,8

76%
10,2
8,8

86%

11,2
7,8

70%
9,5
7,7

81%

11,5
7.8

68%
10,6
8,0

75%

11,7
8,2
13

70%
13,0
8,4

65%

37,5
32,2

41,1
28,6

34,6
28,2

41,9
28,6

38,8
29,3

42,9
30,0
4,7

47,6
30,8
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Table 5. Measurements and p¢ values of selected morphological structures of adult females of Milnesium
iniquum from Patos de Minas, Minas Gerais, Brazil. All the available specimens were measured (N = number

of specimens measured; range = largest and smallest measured; SD = standard deviation).

RANGE MEAN SD

CHARACTER N

pm pt pm pt nm pt
Body length 9 403 — 647 1073 — 1415 531 1222 75 109
Peribuccal papillae length 4 8,6 — 10,5 19,2 — 23,6 9,6 21,1 1,0 1,9
Lateral papillae length 5 54 — 8,1 13,8 — 19,5 7,2 17,3 1,1 2,1
Buccal tube
Length 8 30,5 - 510 - 433 - 6,2 -
Stylet support insertion point 7 20,8 — 34,5 60,8 — 75,4 29,7 68,9 4,7 45
Anterior width 8 16,5 — 253 47,2 — 57,8 228 528 3,0 37
Standard width 8 17,0 — 26,6 50,2 — 588 234 54,1 3,0 2,9
Posterior width 8 16,5 — 25,3 49,0 — 55,3 22,7 52,6 2,8 2,5
Posterior/anterior width ratio &  94% — 109% - 100% - 4% -
Claw I heights
External primary branch 6 10,0 — 17,0 32,9 — 383 15,3 34,3 2,6 2,3
External base + secondary branch 7 8,1 — 14,3 26,5 — 31,5 13,0 29,5 2,2 1,9
External spur 5 2,7 — 3.8 56 — 83 3,3 7,1 0,5 1,0
External branches length ratio 6 80% — 91% - 85% - 4% -
Internal primary branch 6 11,3 — 17,0 33,3 — 36,9 15,2 35,0 2,1 1,7
Internal base + secondary branch 7 9,3 - 13,9 26,1 — 304 12,5 28,8 1,5 1,7
Internal spur 6 33 -5,2 7,7 — 11,7 42 9,8 0,6 1,4
Internal branches length ratio 6 75% — 88% - 83% - 5% -
Claw II heights
External primary branch 7 12,6 — 19,0 36,1 — 42,2 16,9 38,7 2,1 2,6
External base + secondary branch 7 10,0 — 14,3 27,8 — 32,7 13,1 30,0 1,5 2,0
External spur 4 22 - 35 4.5 - 77 2,7 6,4 0,6 1,7
External branches length ratio 7 71% - 85% — 77% - 5% -
Internal primary branch 6 11,0 — 17,9 356 — 40,5 15,9 37,5 2,5 1,9
Internal base + secondary branch 7 8,6 — 13,5 259 — 29,5 12,2 28,1 1,7 1,4
Internal spur 5 41 — 4,7 90 — 11,4 4,6 10,2 0,3 1,0
Internal branches length ratio 6 71% - 83% — 76% - 4% -
Claw III heights
External primary branch 5 13,3 — 18,6 36,0 — 45,3 16,7 40,7 2,1 4,5
External base + secondary branch 5 9,1 — 13,8 26,3 — 31,5 12,5 29,4 1,9 2,2
External spur 3 2,7 — 3,8 83 - 86 33 8,5 0,6 0,2
External branches length ratio 5 68% — 81% — 74% - 6% -
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Internal primary branch 6 12,3 — 17,9 33,4 — 43,6 16,2 39,1 2,2 3,8
Internal base + secondary branch 6 9,7 — 14,6 27,3 — 32,0 12,9 30,7 1,7 1,9
Internal spur 4 44 — 54 96 — 12,2 4.8 11,2 04 1,4
Internal branches length ratio 6 71% — 86% - 80% - 6% -
Claw IV heights

Anterior primary branch 7 15,6 — 21,0 41,0 — 51,2 19,7 45,5 1,9 3,9
Anterior base + secondary branch 7 10,4 — 16,6 30,6 — 394 15,3 35,3 2,2 3,0
Anterior spur 7 3,7 - 6,0 10,2 — 13,5 5,1 11,4 0,8 1,3
Anterior branches length ratio 7 67% — 83% - 77% - 6% -
Posterior primary branch 7 15,5 — 22,7 41,0 — 53,5 20,8 47,6 2,5 5,1
Posterior base + secondary branch 7 10,4 — 18,6 33,1 — 40,7 16,0 36,4 2,7 2,7
Posterior spur 6 2,6 — 3,8 5,6 — 7,0 3,0 6,2 0,4 0,6
Posterior branches length ratio 7 67% — 87% - 77% - 8% -

Table 6. Measurements and pt values of selected morphological structures of hatchlings of Milnesium iniquum
from Patos de Minas, Minas Gerais, Brazil. All the available specimens were measured (N = number of

specimens measured; range = largest and smallest measured; SD = standard deviation).

CHARACTER N RANGE MEAN SD
pm pt pm pt pm pt
1
222 — 335 796 — 1175 279 995 27 105
Body length 6
Peribuccal papillae length 5 4,0 - 53 14,8 — 20,7 4,9 18,1 0,5 2,6
1
4,0 - 5,1 134 — 1 4 1 1
Lateral papillae length 6 0 =5, 34 9.3 > 6.3 0.3 .8
Buccal tube
1
24,1 — 31 - 2 - 1 -
Length 7 ’ 31,0 79 9
. . . ! 17,9 — 22,5 62,7 — 73,9 19,5 69,5 1,2 32
Stylet support insertion point 5
1
Anterior width . 11,5 — 14,4 41,2 — 51,6 12,8 46,0 0,9 2,9
1
Standard width . 10,8 — 12,8 357 — 49,3 12,0 429 0,6 3,0
1
Posterior width 7 10,5 — 13,4 34,9 — 55,6 11,6 41,9 0,7 4,4
1
o/ 0 o 0 _ 0 _
Posterior/anterior width ratio 7 84% — 108% 1% %
Claw I heights
1
-1 - 2
External primary branch 7 8,7 08 30,0 - 40,8 96 344 0.6 .8
1
6,8 — 8,4 22,0 — 34,9 7,4 26,5 0,5 3,1
External base + secondary branch 7 ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
External spur 0 ? ? ? ? ? ?



External branches length ratio
Internal primary branch

Internal base + secondary branch
Internal spur

Internal branches length ratio
Claw II heights

External primary branch

External base + secondary branch
External spur

External branches length ratio
Internal primary branch

Internal base + secondary branch
Internal spur

Internal branches length ratio
Claw III heights

External primary branch

External base + secondary branch
External spur

External branches length ratio
Internal primary branch

Internal base + secondary branch
Internal spur

Internal branches length ratio
Claw IV heights

Anterior primary branch

Anterior base + secondary branch
Anterior spur

Anterior branches length ratio

Posterior primary branch

N = O NN ==

N = O NN = O NN =

AN —m O N~ Q= = O NN =0

N — N = N O\ — W =

68%

8,8

6,5

64%

8,8

6,5

61%

7,8

6,6

65%

9,7

6,6

65%

9,0

6,7

64%

10,1

7,5
1,0

68%

10,1

95%

10,4

7,9

90%

11,5

8,7

99%

11,4

7,7

97%

11,9

8,7

79%

12,3

8,6
1,8

81%

12,0

29,4

22,4

29,3

23,5

28,5

23,5

32,2

23,1

32,2

22,1

34,4

24,3
3,5

34,3

39,7

30,7

40,2

33,6

43,6

31,7

41,8

33,4

43,6

30,1

44,8

34,2
6,4

45,6

77%

9,6

7,3

T7%

10,1

7,3

72%

9.8

7,3

75%

10,4

7,4

71%

10,3

7,3

1%

10,9

8,0
1,5

74%

11,2

34,6

26,5

36,4

26,1

35,3

26,2

37,4

26,4

37,3

26,3

39,2

28,7
54

40,2

7%

0,5

0,4

6%

0,8

0,5

8%

0,8

0,3

&%

0,6

0,5

5%

0,5

0,4

4%

0,7

0,3
0,3

4%

0,6

2,5

2,7

2,5

2,3

3,4

2,3

2,9

2,5

2,9

2,0

3,1

2,5
1,1

3,1

83



84

1
. 7,0 — 9,4 24,6 — 35,3 8,1 29,1 0,6 3,1
Posterior base + secondary branch 6
Posterior spur 3 1,1 —2,0 3,9 -72 1,6 5.4 0,5 1,7
1
20 _ 10 _ o, — 0 —
Posterior branches length ratio 5 62% — 81% 73% 5%

Table 7. Measurements and pt values of selected morphological structures of adult females of Milnesium
iniquum from San Miguel de Tucuman, Argentina. All the available specimens were measured (N = number of

specimens measured; range = largest and smallest measured; SD = standard deviation).

CHARACTER N RANGE MEAN SD
pm pt pm pt nm pt
Body length 12 406 — 606 1027 — 1364 491 1219 74 105
Peribuccal papillae length 3 59 - 82 16,5 — 21,9 7.3 19,2 1,3 2,7
Lateral papillae length 7 49 — 9.8 13,4 — 21,9 6,6 16,6 2,0 3,1
Buccal tube
Length 12 33,0 — 45,6 - 40,3 - 4,6 -
Stylet support insertion point 12 23,8 — 34,7 63,8 — 78,9 28,7 71,3 34 4,7
Anterior width 12 15,7 — 244 42,6 — 54,8 199 49,1 3,6 4,0
Standard width 12 16,3 — 26,2 43,7 — 57,5 20,2 49,9 3,5 4,4
Posterior width 12 15,6 — 24,2 41,8 — 53,1 19,1 47,2 33 4,1
Posterior/anterior width ratio 12 88% — 104% — 96% — 5% -
Claw I heights
External primary branch 11 11,2 — 204 31,7 — 44,7 14,7 35,9 2.9 3,8
External base + secondary branch 12 8,7 — 13,9 23,3 — 30,5 11,0 27,2 1,7 2,2
External spur 7 1,3 — 3,1 3,1 — 6,7 2,2 5,4 0,6 1,3
External branches length ratio 11 68% — 87% - 76% - 6% -
Internal primary branch 11 11,2 - 19,0 322 — 41,6 14,5 35,5 2,5 3,0
Internal base + secondary branch 12 94 — 13,8 23,3 — 30,3 10,9 27,1 1,5 2,0
Internal spur 12 2,8 — 52 7,3 — 11,7 3,7 93 0,8 )
Internal branches length ratio 11 67% — 86% - 77% — 5% -
Claw II heights
External primary branch 12 12,6 — 21,1 33,6 — 46,3 15,7 38,9 2,6 3,2
External base + secondary branch 12 8,7 — 15,0 24,0 — 32,9 11,1 27,3 2,1 2,8
External spur 7 1,6 — 3,2 47 — 7,2 2,2 5,5 0,6 0,8
External branches length ratio 12 58% — 83% - 70% - 6% -
Internal primary branch 12 124 - 21,5 31,0 — 47,1 15,3 37,9 2,7 4,1
Internal base + secondary branch 12 8,6 — 13,9 22,9 — 30,5 10,6 26,4 1,6 2,0

Internal spur 11 3,0 — 4,6 7,2 — 10,8 3,7 9,0 0,7 1,2
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Internal branches length ratio 12 60% — 79% - 70% - 5% -
Claw III heights

External primary branch 10 13,0 — 22,1 33,0 — 48,5 16,0 394 3,2 4,4
External base + secondary branch 12 8,9 — 14,8 23,4 — 32,5 11,0 27,4 1,8 2,7
External spur 5 1,5 - 52 4,1 — 11,8 2,8 6,7 1,5 3,0
External branches length ratio 10 58% — 76% - 69% - 5% -
Internal primary branch 10 12,9 — 21,3 31,9 — 46,7 15,7 38,8 2,9 4,3
Internal base + secondary branch 12 8,8 — 14,0 22,2 — 30,7 10,7 26,7 1,7 2,6
Internal spur 10 28 - 54 6,4 — 12,1 3,8 9,4 0,8 2,0
Internal branches length ratio 10 61% — 77% - 68% - 5% -
Claw IV heights

Anterior primary branch 10 15,5 — 22,2 37,1 — 51,2 18,4 46,4 2,5 4,7
Anterior base + secondary branch 11 11,0 — 15,4 26,3 — 34,4 12,7 31,8 1,6 2,5
Anterior spur 8 34 — 5,6 84 — 12,3 4,0 99 0,7 1,3
Anterior branches length ratio 9 58% — 78% - 69% - 7% -
Posterior primary branch 10 16,7 — 22,6 389 — 53,0 19,1 48,1 2.3 4,2
Posterior base + secondary branch 11 11,8 — 15,9 27,6 — 36,5 13,5 33,9 1,6 2,7
Posterior spur 3 1,9 — 3,1 54— 6,8 2,5 6,0 0,6 0,7
Posterior branches length ratio 9 67% — 81% - 72% - 4% -

Table 8. Measurements and pt values of selected morphological structures of hatchlings of Milnesium iniquum
from San Miguel de Tucuman, Argentina. All the available specimens were measured (N = number of

specimens measured; range = largest and smallest measured; SD = standard deviation).

RANGE MEAN SD

CHARACTER N

pm pt pm pt pm pt
Body length 3 311 — 342 1018 — 1152 322 1081 17 67
Peribuccal papillae length 1 48 — 4.8 16,4 — 16,4 4.8 16,4 ? ?
Lateral papillae length 2 46 — 5,1 151 — 17,4 49 16,3 0,4 1,7
Buccal tube
Length 3 29,2 - 30,5 - 29,8 - 0,6 -
Stylet support insertion point 3 21,2 — 23,9 69,8 — 80,3 22,1 74,2 1,5 5.4
Anterior width 3 11,7 — 14,5 40,1 — 47,5 134 449 1,5 4,1
Standard width 3 12,5 -140 42,7 — 45,9 133 446 0,8 1,6
Posterior width 3 12,5 — 13,8 42,7 — 45,2 13,2 44,2 0,7 1,3
Posterior/anterior width ratio 3 95% — 107% - 99% - 7% -

Claw I heights
External primary branch 2 10,7 — 12,3 35,1 — 41,5 11,5 38,3 1,2 4,5
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Fig. 1. Mapa da América do Sul indicando os locais de coleta amostrados. Ponto verde indica a localidade da
populagdo-tipo de Milnesium iniquum (Campinas, SP, Brasil); pontos vermelhos indicam outras localidades
amostradas no estudo referente ao Capitulo 1 (Argentina e Guiana Frances); pontos azuis indicam as localidades
amostradas no presente estudo, referente ao Capitulo 2 (Patos de Minas, MG e Santa Helena, PR, Brasil; San

Miguel de Tucuman).
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Fig. 2. Milnesium iniquum (DIC). A- Habito de espécime coletado em San Miguel de Tucuman. B- Habito de
espécime coletado em Patos de Minas. C- Regido cefalica de espécime coletado em San Miguel de Tucuman. D-
Regido cefalica de espécime coletado em Patos de Minas. E- Garras IV de espécime coletado em San Miguel de
Tucuman. F- Garras IV de espécime coletado em Patos de Minas. PLb indica papilas peribucais; PLc indica
papilas cefalicas; * indica olhos; setas brancas indicam esporas dos ramos secundarios das garras. Barras de

escala: A-B =100um; C-D = 50um; E = 20; F = 30um.
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Fig. 3. Milnesium iniquum (MEV). A- Hébito de espécime coletado em San Miguel de Tucuman. B- Habito de
espécime coletado em Patos de Minas. C- Hébito de espécime coletado em Santa Helena. Barras de escala =

100pm.
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Fig. 4. Milnesium iniguum (MEV). A- Lamelas, papilas peribucais e cefalicas de espécime coletado em San
Miguel de Tucuman. B- Lamelas, papilas peribucais e cefélicas de espécime coletado em Patos de Minas. C-
Garras I-III de espécime coletado em San Miguel de Tucuman. D- Garras I-III de espécime coletado em Santa
Helena. E- Garras IV de espécime coletado em San Miguel de Tucuman. F- Garras IV de espécime coletado em

Santa Helena. Setas brancas indicam esporas dos ramos secundarios. Barras de escala = 10um.
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Fig. 5. Recorte da tabela contendo resultados da analise de distancias genéticas utilizando sequéncias de COI de
espécies de Milnesium. Em negrito estdo as sequéncias identificadas como M. iniquum. Fundo verde -
sequéncias da populacdo-tipo (Capitulo 1); fundo vermelho - demais sequéncias obtidas no estudo referente ao
Capitulo 1; fundo azul - sequéncias obtidas no presente estudo (Capitulo 2). Demais sequéncias disponiveis no

GenBank.
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Pontos pretos indicam haplétipos de conexdo ausentes, ndo amostrados ou extintos. Barras pretas denotam

multiplos haplétipos ausentes.



93

| CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste trabalho possibilitaram descrever de forma integrativa, de acordo
com os padrdes taxonOmicos atuais, uma espécie nova de tardigrado limnoterrestre
verdadeiramente Neotropical. Além disso, demonstram que Milnesium iniguum pode ser
encontrada em uma ampla variedade de locais e possui, portanto, um padrdo de distribui¢ao
abrangente na América do Sul. Se essa distribuicao ¢ reflexo da habilidade de dispersao
intrinseca a espécie, ou resultado de fatores antropologicos que facilitam sua disseminacgao,
ou ainda, tem uma origem paleogeografica, sao questionamentos que se levantam e abrem
portas para novos estudos. Isso mostra que ainda ¢ dificil estimar exatamente a diversidade e
os limites de distribui¢do de animais tdo pequenos e pouco estudados, reforcando a
importancia de investir esforcos em ampliar as areas de amostragem e realizar estudos
taxondmicos com técnicas integradas que auxiliem na identificacao correta.

Por apresentar uma baixa variabilidade intraespecifica, com apenas algumas variagdes
morfométricas entre uma populacao e outra, uma analise morfologica cuidadosa ¢ suficiente
para realizar a identificagdo. Porém, € preciso ressaltar que a variabilidade ontogenética (as
mudancas morfologicas observadas entre os individuos mais jovens e os adultos) presente
nessa espécie pode gerar erros de identificagdo, sendo portanto altamente recomendavel a
coleta de exlivias com ovos ou criagdo em laboratorio para analise dos espécimes em
diferentes instars. Além disso, a analise molecular auxilia em uma identificagao mais precisa
e ressalta a importancia dos bancos de dados com sequéncias genéticas para estudos
taxonOmicos, filogenéticos e ecoldgicos mais completos.

Por fim, fica evidente a importancia da formagdo de taxonomistas especialistas em
grupos negligenciados, para produzir trabalhos que contribuam com o conhecimento da fauna

de regides que sao, também, muitas vezes negligenciadas.
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