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INTRODUGAO:

Tardigrada, popularmente conhecido como "ursos d'agua", sao microinvertebrados (50
um a 1mm) distribuidos em todo o mundo e comumente encontrados em varios habitats
terrestres e aquaticos (marinhos e de agua doce) (Nelson 2002; Nelson et al. 2015; Fontoura
et al. 2017). Esses microinvertebrados sdo conhecidos também por suas capacidades de
adaptacao e resisténcia a condicdes adversas, inspirando estudos médicos e espaciais. O
taxon compreende mais de 1300 espécies que estdo acomodadas em duas classes, a
Eutardigrada Richters, 1926 e a Heterotardigrada Marcus, 1927, sendo esta ultima dividida
nas ordens Echiniscoidea Richters, 1926 e Arthrotardigrada Marcus, 1927 (Fontoura et al.
2017). Os artrotardigrados, que habitam exclusivamente habitats
marinhos, sao divididos em oito familias e uma delas € Batillipedidae
Ramazzotti, 1962 contendo apenas um unico género, Batillipes
Richters, 1909 (Fontoura et al. 2017; Santos et al. 2019). Espécimes
desse género sdo altamente adaptados a vida intersticial em
ambientes arenosos subtidais, devido as patas com quatro ou seis
dedos com digitos, variando de acordo com o estagio ontogenético,
portando discos adesivos terminais em seus digitos (Santos et al.

2018). Foi considerado um género monotipico por cerca de 4

décadas — sendo Batillipes mirus Richters, 1909 a espécie-tipo, mas

atualmente contém 37 espécies formalmente descritas.
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No Brasil sdo registradas algumas espécies desse género, sendo estes registros
provenientes de poucas praias do Nordeste e do Sudeste brasileiros. Das oito espécies ja
encontradas no pais, Batillipes pennaki Marcus 1946 (Fig.1) (que foi a primeira espécie de
tardigrado marinho descrita para o Hemisfério Sul) apresenta ampla distribuicdo, sendo
considerada uma espécie cosmopolita. Contudo, provavelmente isso se deve a problemas na
identificacdo e delimitagdo de espécie através de estudos de morfologia tradicionais, os quais,
apesar da sua importancia, nao tém sido suficientes para responder questdes taxondmicas e
biogeograficas desta espécie. Contudo, atualmente existe um movimento entre os
especialistas do grupo em questionar a identificacdo de espécies com distribui¢gdes globais,
uma vez que, muito provavelmente, isso se deve a problemas na identificacdo e delimitacéo
desta espécies. Tais problemas estdo relacionados com descrigbes antigas com um baixo
numero de caracteristicas morfoldgicas descritas, poucos registros fotograficos ou desenhos e
auséncia de material tipo em boas condi¢des, descrigao limitada. Essa combinacao de fatores,
tem atrapalhado os pesquisadores a responder questdes taxonémicas e biogeograficas desta

espécie.

Com isso este projeto pretende fazer uma redescrigdo e designagao de nedtipo de
Batillipes pennakii, baseado em material coletado no local tipo, no litoral de Sdo Paulo, Brasil,
utilizando uma a abordagem interdisciplinar com técnicas de morfologia integrativa
(microscopia de luz com contraste diferencial de interferéncia e microscopia eletrénica de
varredura) e investigagdo molecular na tentativa de esclarecer os problemas citados.
Certamente este trabalho ampliard& o conhecimento sobre a distribuicdo e diversidade

desta espécie e revendo sua distribuicao e limites das suas variagdes.

METODOLOGIA:

Estamos utilizando material ja coletado em outras expedigcdes de campo coletadas no
dia 16 de dezembro de 2021 na Praia da Sununga — Ubatuba (SP) e material cedido pelo
MZUSP coletado no dia 30 de setembro de 2002 na Praia de Sdo Francisco — Sdo Sebastiao
(SP). Desta forma ha material fixado para analises morfolégicas tradicionais (formol
tamponado 4%) e que também podem ser utilizados para microscopia eletrénica de varredura
apos desidratagdo alcodlica e ponto critico. Além disso, temos amostras recentemente
coletadas de sedimento arenoso da regido entremarés de praias do Instituto Oceanografico da
Universidade de S&o Paulo (IOUSP) — Sdo Sebastido (SP) - recebidas no dia 14 de julho de
2023 fixados tanto em formol (tamponado 4%), quanto em alcool 70%, possibilitando dessa

forma, atribuir analises morfoldgicas citadas anteriormente, como também analises
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moleculares com os espécimes fixados em alcool. Para coletas frescas o material coletado é
transferido para baldes e levado ao laboratério, sendo mantido com aeragao constante e
temperatura em torno de 20°C para maximizar a sobrevivéncia dos animais no laboratério.
Pequenas porgdes de sedimento foram peneiradas através de uma malha de 42 ym e os
tardigrados foram posteriormente transferidos para uma placa de Petri e examinados sob um

estereomicroscoépio Zeiss Stemi 2000.

Todos os individuos utilizados foram previamente identificados como B. pennaki, em
animais fixados ou vivos. Para estudos morfolégicos as medidas e terminologias aplicadas
serao as utilizadas nas publicacdes cientificas pertinentes a area. Na microscopia de luz sera
utilizado microscopio (Zeiss Axio Imager M2 equipado com camera de video digital) com
contraste de interferéncia diferencial (DIC). Para a microscopia eletrénica de varredura (MEV),
ja existem alguns protocolos estabelecidos para os Tardigrada. Para extragdo de DNA sera
utilizada a solucdo tampao NaCl-trisHCI-EDTA e protocolo padrdao, e posteriormente
ampliados os fragmentos através de kit primer com os marcadores 18S rRNA, 28S rRNA e
COl.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Os resultados obtidos até o momento se baseiam principalmente na separagao de
material, sendo que ha 20 individuos separados para MEV, 3 para molecular e 5 para DIC. Até
o momento a primeira tentativa de microscopia eletrbnica de varredura ndo deu certo e uma
segunda tentativa esta em andamento, além disso, os individuos separados para molecular ja

tiveram o DNA extraido e os trabalhos de amplificagéo dos 3 genes ja estdo em andamento.

A partir das anadlises de DIC ja realizadas, podemos inferir que os espécimes de todas
as amostras estudadas correspondem perfeitamente a descricdo qualitativa (segundo a
descri¢ao original de Marcus e a atualizagdo Santos et al. 2019) de Batillipes pennaki; cuticula
dorsal finamente pontuada com dobras transversais mal marcadas. Uma pequena projegéo
lateral do corpo (projecdo 1) esta presente entre a cabega e o0 primeiro par de pernas;
projecdes corporais bem desenvolvidas entre as pernas Ill e IV, em forma de l6bulo com
contorno arredondado (Fig. 2A). Orgdos sensoriais cefalicos: cirros medianos ndo pareados,
cirros externos pareados, cirros internos pareados, cirros laterais A e clava primaria. As clavas
primarias exibem a divisdo peculiar em proximal e por¢des distais por uma constrigao (Fig.
2B). Orgaos sensoriais da perna curtos, especialmente aqueles nas pernas | e 4. O apéndice

caudal é uma espinha afiada inserida em um suporte basal inchado (Fig. 2C). Fémur das
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pernas IV curto, muito amplo com um processo lateral proeminente. Discos do dedo do pé
grandes; maior no meio mais curto dedos do pé e menores nos dedos mais longos. Sendo

que a principal caracteristicas para identificagao estao representadas na figura 2.

CONCLUSOES:

A espécie B. pennaki apresenta uma distribuicdo geografica cosmopolita, que foi
questionada recentemente (Santos et al. 2019). Sendo esse tipo de questionamento comum
no grupo, mas € menos citado para espécies marinhas. Dessa forma, podemos relacionar
também a pouca informag&o sobre o grupo no Brasil ao baixo numero de investigadores no
grupo, fazendo assim esses tipos de analises extremamente importantes para futuros estudos

ecoldgicos e filogenéticos.
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