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RESUMO

A infraordem Temnocephalida Blanchard, 1849 é composta por platelmintos epibiontes de
agua doce. Cada espécie de temnocefalido vive sobre uma espécie ou em um grupo de
especies de hospedeiros relacionados filogeneticamente, ou seja, com uma historia evolutiva
em comum. A maioria tem como hospedeiros crustaceos parastacideos, e ha um consenso de
que estes foram, evolutivamente, seus hospedeiros primitivos. O género-tipo de
Temnocephalidae, Temnocephala Blanchard, 1849, ocorre exclusivamente na regido
Neotropical. Grande parte dos trabalhos com Temnocephala incluem descri¢cbes de novas
espécies e registros em novos grupos e espécies hospedeiras, mas muito pouco se sabe a
respeito das relacOes filogenéticas entre as espécies do género. O deste trabalho é propor,
através de analise cladistica, uma hipdtese para as relagdes de parentesco entre as espéecies do
género Temnocephala epibiontes em crustaceos e verificar se estas espéecies formam um
grupo monofilético. O material estudado pertence & Colecdo Helmintoldgica do Departamento
de Zoologia da UFRGS. Um total de 15 tdxons terminais foram utilizados no presente estudo:
oito espécies do género Temnocephala epbibiontes em crustaceos foram incluidas no grupo
interno, e como grupos externos foram utilizadas outras espécies do género Temnocephala
epibiontes em moluscos e quel6nios. As arvores foram enraizadas em Diceratocephala
boschmai Baer, 1953. Foram considerados na andlise filogenética um total de 44 caracteres
morfologicos, considerados como de igual peso. Os dados foram submetidos a uma analise de
parcimonia por busca heuristica. A andlise resultou em uma Unica arvore mais parcimoniosa,
com 97 passos, indice de consisténcia de 52% e indice de retencdo de 62%. A arvore mostra
gue os representantes do género Temnocephala epibiontes em crustaceos ndo formam um
grupo monofilético. Ou seja, durante a historia evolutiva do grupo, a diversificacdo dessas
especies ocorreu de forma independente. A partir de um ancestral com hospedeiro
parastacideo houve, evolutivamente, a conquista de outros grupos hospedeiros e o retorno
para hospedeiros parastacideos, visto que existem espécies atuais epibiontes em crustaceos
desta familia. A analise filogenética mostrou também que as espécies epibiontes em quelénios
formam um grupo monofilético. As espécies epibiontes em moluscos tambem ficaram
reunidas em um clado, conforme outros estudos ja haviam mostrado, mas um préximo passo
para verificar a monofilia deste grupo de espécies é incluir nas analises a espécie
Temnocephala euryhalina Seixas, Amato & Amato, 2015, até agora a Unica espécie do género

epibionte em moluscos neritideos e de habito eurialino.
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INTRODUCAO

Os platelmintos

O filo Platyhelminthes Gegenbaur, 1859 inclui espécies de vida livre e parasitas. Sao
animais de simetria bilateral, triploblasticos, acelomados, sem anus, com baixo nivel de
cefalizacdo, geralmente hermafroditas e de corpo achatado dorsoventralmente (LITTLEWOOD,
2006).

A delimitacdo do filo Platyhelminthes ja foi considerada pouco questionavel
(NIELSEN, 1995). Atualmente, analises moleculares mostram que se trata de um grupo
polifilético, mas mesmo assim a classificacéo interna do filo continua problematica (BoLL et
al., 2013; RUGGIERO et al., 2015). A sistematica filogeneética dos platelmintos é, por isso, um
dos campos de pesquisa mais ativos em biologia de invertebrados nos dias de hoje, com
inimeros pesquisadores buscando maneiras de solucionar incégnitas na historia evolutiva do
grupo (ROBERTS & JANOVY JR., 2009).

Tradicionalmente, Platyhelminthes era subdividido em quatro classes: Turbellaria,
Monogenea, Trematoda e Cestoda. Turbelarios seriam os platelmintos de vida livre, enquanto
as outras classes agrupariam espécies parasitas. Turbellaria é hoje considerada uma classe
invalida, pois € um grupo polifilético. O termo "turbelario” ainda é utilizado para se referir
aos platelmintos da extinta classe, e o taxon "Turbellaria” deve ser escrito entre aspas devido
a sua polifilia. Nem todos os turbelarios séo de vida livre (TYLER et al., 2006-2015).

O presente trabalho utilizara a proposta de classificacdo de RUGGIERO et al. (2015) até
o nivel de ordem. Niveis taxondmicos inferiores seguirdo a classificacdo de TYLER et al.

(2006-2015).
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Os temnocefalidos

A infraclasse Rhabdocoela Ehrenberg, 1831 ¢ um dos mais diversos grupos de
platelmintos de vida livre, apresentando cerca de 1.530 espécies distribuidas em trés ordens:
Dalytyphloplanida Williems et al., 2006, Endoaxonemata Jondelius & Thollesson, 1993 e
Kalyptorhynchia Graff, 1905 (VAN STEENKISTE et al., 2013; RUGGIERO et al., 2015). Estudos
moleculares dao suporte a monofilia da infraclasse e de suas ordens, entretanto ndo sdo claros
0s seus limites taxondmicos do ponto de vista morfologico (VAN STEENKISTE et al., 2013).

Dentro de Dalytyphloplanida esta incluida a infraordem Temnocephalida Blanchard,
1849, composta por organismos epibiontes de agua doce. Os temnocefalidos apresentam uma
morfologia muito distinta quando comparados aos demais platelmintos de vida livre: a
epiderme ndo possui cilios locomotores e estd organizada em placas sinciciais; além disso, a
maioria das espécies apresenta tenticulos anteriores e um disco adesivo posterior para fixacdo
no hospedeiro (JOFFE et al., 1998).

Em Temnocephalida se distinguem duas superfamilias: Scutarielloidea Baer, 1953, e
Temnocephaloidea Baer, 1953. A primeira superfamilia contém uma Unica familia,
Scutariellidae, que inclui os temnocefalidos com boca anterior terminal e faringe tubular. Seus
representantes sdo encontrados na Eurasia e, por isso, sdo chamados de “grupo do norte”. A
segunda superfamilia é caracteristica do hemisfério sul (“grupo do sul”) e é constituido por
animais de boca ventral e faringe globosa, distribuidos em trés familias: Actinodactylellidae,
Diceratocephalidae e Temnocephalidae, sendo esta ultima a mais diversa (CANNON & JOFFE,
2001; TYLER et al., 2006-2015; VOLONTERIO, 2007) (Tabela 1).

Cada espécie de temnocefalido vive sobre uma espécie ou em um grupo de espécies de
hospedeiros relacionados filogeneticamente, ou seja, com uma histéria evolutiva em comum
(MARTINEZ-AQUINO, 2014a). A maioria tem como hospedeiros crustaceos decapodos das

familias Parastacidae e Pseudotelphusidae, e ha um consenso de que 0s primeiros foram seus



12

hospedeiros primitivos (BAER, 1931, 1935; CANNON & JOFFE, 2001). Em termos evolutivos,
esta especificidade pode ser interpretada como 0s primeiros passos da transicdo de um modo
de vida epibionte a um modo de vida parasitario (LITTLEwoOD et al., 2001). Os
temnocefalidos sdo capazes de sobreviver por periodos de até quatro meses em condicdes
experimentais sem seu hospedeiro (HICKMAN, 1967).

Na literatura existem algumas propostas de filogenia das familias de Temnocephalida
com base em evidéncias moleculares, morfologicas e biogeograficas (WiLLIAMS, 1986; JOFFE
et al., 1998; CANNON & JoFfFe, 2001). N&o ha, entretanto, um consenso a respeito das

hipdteses levantadas.

O género Temnocephala

O género-tipo da familia Temnocephalidae, Temnocephala Blanchard, 1849, ocorre
exclusivamente na regido Neotropical e, das 33 espécies validas descritas, 18 sdo encontradas
no Brasil (TYLER et al., 2006-2015; MARTINEZ-AQUINO et al., 2014a; PONCE DE LEON et al.,
2015; SEIXAs et al., 2015). Até o inicio do século XXI o género também compreendia
espécies australasianas, hoje agrupadas no género Temnosewellia Damborenea & Cannon,
2001.

S@o consideradas autapomorfias de Temnocephala os ocelos com pigmentacao
vermelha, as quatro placas sinciciais epidérmicas e 0s poros excretores localizados dentro dos
limites das placas sinciciais dorsolaterais pds-tentaculares “excretoras" (PSDPES)
(DAMBORENEA & CANNON, 2001). As espécies do género Temnocephala sdo epibiontes em
crustaceos, insetos, moluscos e queldnios de agua doce (MARTINEZ-AQUINO et al., 2014b).

Grande parte dos trabalhos com o género Temnocephala incluem descricdes de novas
espécies bem como registros em novos grupos e espécies hospedeiras. Com o passar do

tempo, formou-se uma extensa base de informacdo sobre a diversidade destes helmintos.
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Entretanto, muito pouco se sabe a respeito das relaces filogenéticas entre as espécies de
Temnocephala.

VOLONTERIO (2007) realizou um estudo filogenético classico com espécies de
Temnocephala, dando énfase aquelas epibiontes sobre moluscos da familia Ampulariidae, as
quais concluiu formarem um grupo monofilético. SEixAas (2013) foi pioneira ao utilizar dados
moleculares para levantar hipoteses de parentesco dentro do género, mas a falta de
informacOes técnicas sobre este tipo de analise dentro do grupo levou a resultados nédo
conclusivos.

O objetivo geral deste trabalho é propor, atraves de analise cladistica, uma hipdtese
para as relagbes de parentesco entre as espécies do género Temnocephala epibiontes em
crustaceos. O objetivo especifico € verificar se espécies de Temnocephala epibiontes em

crustaceos formam um grupo monofilético.



Tabela 1. Classificacdo de Temnocephalida segundo TYLER et al. (2006-2015). Os valores

entre parénteses indicam o numero de espécies validas descritas.

SCUTARIELLOIDEA Baer, 1953
Familia Scutariellidae Annandale, 1912

Subfamilia Paracaridinicolinae Baer, 1953
Paracaridinicola Baer, 1953 (1)

Subfamilia Scutariellinae Baer, 1953
Bubalocerus Matjasic, 1958 (2)
Caridinicola Annandale, 1912 (3)
Monodiscus Plate, 1914 (2)
Scutariella Mrazek, 1907 (4)
Stygodyticola Matjasic, 1958 (1)
Subtelsonia Matjasic, 1958 (1)
Troglocaridicola Matjasic, 1958 (10)

TEMNOCEPHALOIDEA Baer, 1953

Familia Actinodactylellidae Benham, 1901
Actinodactylella Haswell, 1893 (1)

Familia Diceratocephalidae Joffe, Cannon, & Schockaert, 1998
Decadidymus Cannon, 1991 (1)
Diceratocephala Baer, 1953 (1)

Familia Temnocephalidae Monticelli, 1899
Achenella Cannon, 1993 (3)
Craniocephala Monticelli, 1905 (1)
Dactylocephala Monticelli, 1899 (1)
Didymorchis Haswell, 1900 (4)
Notodactylus Baer, 1953 (1)
Temnocephala Blanchard, 1849 (31)
Temnohaswellia Pereira & Cuoccolo, 1941 (15)
Temnomonticellia Pereira & Cuoccolo, 1941 (3)
Temnosewellia Damborenea & Cannon, 2001 (52)

Subfamilia Craspedellinae Baer, 1931

Craspedella Haswell, 1893 (9)
Gelasinella Sewell & Cannon, 1998 (2)
Heptacraspedella Cannon & Sewell, 1995 (1)
Zygopella Cannon & Sewell, 1995 (3)
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MATERIAL E METODOS

O material estudado pertence a Colecdo Helmintoldgica do Departamento de Zoologia
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Todos os espécimes encontravam-se fixados,
comprimidos e montados em laminas permanentes. Medidas foram obtidas a partir de uma
lente ocular com reticulo milimetrado acoplada ao microscopio Optico. Algumas das
informacdes foram retiradas das descri¢es originais das espécies. A terminologia aplicada

neste trabalho segue a utilizada por SEIXAs (2013).

Este trabalho teve como base a dissertacdo de mestrado de VOLONTERIO (2007). Para a
construcdo da matriz de dados, foram utilizados 15 taxons terminais (Tabela 2). As espécies
foram selecionadas com base na disponibilidade do material. O grupo interno foi composto
por oito espécies do género Temnocephala cujos hospedeiros sdo crustaceos. Como grupos
externos, foram utilizadas outras espécies do género epibiontes em moluscos e quel6nios. As
arvores foram enraizadas em Diceratocephala boschmai Baer, 1953, uma das duas espécies
gue compdem a familia Diceratocephalidae.

Foram considerados na analise filogenética um total de 44 caracteres. Todos estes
caracteres foram propostos e amplamente discutidos em VOLONTERIO (2007) e, por esse
motivo, serdo apenas citados neste trabalho (Anexo I).

A polarizagéo dos caracteres seguiu a do trabalho de VOLONTERIO (2007). Foram
codificados como "?" os caracteres faltantes ou que néo puderam ser observados, e como "-"
0s caracteres ndo aplicaveis.

A construgdo da matriz foi desenvolvida no programa WinClada 1.00.08 (NIXON,
2002). O mesmo software foi utilizado para a edicdo do cladograma resultante, para a
otimizacgdo dos caracteres (otimizacdo ambigua) e para o célculo dos indices de consisténcia

(IC) e de retencéo (IR).
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A busca pela arvore mais parcimoniosa foi realizada no programa TNT (GOLOBOFF et
al., 2008). Os caracteres foram considerados ndo ordenados, ndo aditivos e de igual peso. Os
cladogramas foram gerados por meio de analises heuristicas (comando Traditional search),
com sequéncias de adi¢Ges ao acaso, retencdo de 100 arvores a cada etapa de adigdo e 10.000
replicacdes. Para o célculo do suporte dos ramos realizou-se Bootstrap (busca heuristica,

1.000 repeticoes).



Tabela 2. Espécies utilizadas neste estudo. As informacoes

MARTINEZ-AQUINO et al. (2014b).

sobre a distribuicdo geografica e sobre os grupos hospedeiros foram retiradas de

Espécie

Distribuicdo Geogréfica

Hospedeiros

Grupo Interno

Temnocephala axenos Monticelli, 1899

Temnocephala cyanoglandula Amato, Amato & Daudt, 2003
Temnocephala longivaginata Seixas, Amato & Amato, 2011

Temnocephala lutzi Monticelli, 1913

Temnocephala mertoni Volonterio, 2007

Temnocephala pignalberiae Dioni, 1967

Temnocephala talicei Dioni, 1967

Temnocephala trapeziformis Amato, Amato & Seixas 2006

Grupo Externo
Temnocephala brevicornis Monticelli, 1889

Temnocephala cuocoloi Volonterio, 2010
Temnocephala haswelli Ponce de Ledn, 1989
Temnocephala iheringi Haswell, 1893
Temnocephala pereirai VVolonterio, 2010
Temnocephala rochensis Ponce de Ledn, 1979
Diceratocephala boschmai Baer, 1953

Brasil, Argentina e Uruguai
Brasil
Brasil

Brasil e Argentina

Uruguai
Brasil e Argentina
Argentina, Uruguai e Paraguai
Brasil

Brasil, Uruguai, Argentina,
Venezuela e El Salvador
Uruguai

Brasil e Uruguai
Brasil, Argentina e Uruguai
Uruguai
Brasil e Uruguai
Australia

Crustacea (Aeglidae e Parastacidae)
Crustacea (Aeglidae)

Crustacea (Trichodactylidae)
Crustacea
(Pseudotelphusidae e Trichodactylidae)
Crustacea (Aeglidae)

Crustacea (Trichodactylidae)
Crustacea (Aeglidae)
Crustacea (Trichodactylidae)

Testudines

Testudines
Mollusca
Mollusca

Testudines
Mollusca

Crustacea (Parastacidae)
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o processo de revisdo bibliografica e desenvolvimento desta monografia,
algumas dificuldades foram encontradas. Portanto, antes de serem apresentados e discutidos
os resultados da anélise filogenética, serdo brevemente abordados aspectos histdricos sobre os

estudos realizados com o grupo.

Considerac0es preliminares

Os temnocefalidos sdo animais de pouco interesse econémico, e por isso existem
poucos grupos de pesquisa ativos trabalhando com estes helmintos. Sabe-se que a quantidade
de estudo sobre um determinado grupo taxondmico influencia, diretamente, o conhecimento
sobre a sua diversidade (SEIXAs, 2013). Se considerarmos que, além disso, existem
historicamente uma série de hiatos nos estudos dos temnocefalidos, podemos supor que a
diversidade deste grupo é consideravelmente maior do que a conhecida.

A descricdo taxondmica dos temnocéfalos era tradicionalmente realizada utilizando-se
aspectos de sua morfologia externa. Com o tempo surgiram técnicas de coloragdo
histoquimica que auxiliaram na visualizacdo das estruturas internas. Em meados dos anos
2000, novas metodologias para fazer a diferenciacdo especifica dentro do género
Temnocephala foram propostas: a utilizagdo de microscopia éptica com contraste diferencial
de interferéncia com prismas de Nomarski para a visualizagdo do cirro montado em meio ‘de
Faure’ e a impregnacdo por prata ou fixacdo em formalina 10% tamponada a 90°C para
visualizagdo das placas sinciciais dorsolaterais pds-tentaculares "excretoras™ (PSDPES) (JOFFE
& CANNON, 1998; DAMBORENEA & CANNON, 2001; AMATO et al., 2003).

Este avanco metodologico foi fundamental para descricbes taxonémicas mais
completas e, consequentemente, permitiu a observacdo de caracteres com grande valor

taxondmico desconsiderados até entdo. Revisando a literatura, verifica-se que mesmo
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descricdes recentes de novas espécies dos outros géneros da familia Temnocephalidae nédo
seguem estas técnicas mais recentes, dificultando muito a diagnose das espécies e até mesmo
estudos filogenéticos como esta monografia.

E muito importante que sejam consideradas em uma analise filogenética envolvendo
Temnocephala, por exemplo, espécies do género Temnosewellia, pois sdo dois grupos de certa
semelhanca morfolégica que certamente possuem um ancestral comum exclusivo. As
publicacbes envolvendo espécies do género australiano, no entanto, possuem uma baixa
quantidade de informacdes quando comparadas aos estudos com o género neotropical. Faz-se
necessario uma atualizacdo nas descrigdes das espécies do género Temnosewellia, ainda mais
se considerarmos que € 0 género mais diverso dentro de Temnocephalida. Outros géneros de
Temnocephalida merecem esta mesma atencao.

Além da questdo taxondmica, estudos de filogenia molecular dentro de
Temnocephalida séo escassos, e para 0 género Temnocephala estes estudos sdo praticamente
inexistentes. Embora ndo se possa desconsiderar a importancia da morfologia para analises
filogenéticas, é muito provavel que o uso integrado de dados genéticos e morfolégicos possa
fornecer subsidios mais consistentes na delimitacdo de espécies (BUENO-SILVA, 2012) e no
estudo de suas relacBes de parentesco. Este tipo de abordagem é denominado “taxonomia
integrativa” e possui potencial de trazer resultados muito satisfatorios no estudo dos
temnocefalidos, assim como ja trouxe para outros grupos de turbelarios (SLuvs et al., 2013;

STOCCHINO et al., 2013).

Analise filogenética

A analise resultou em uma Unica arvore mais parcimoniosa, com 97 passos, indice de

consisténcia de 52% e indice de retencdo de 62% (Fig. 1). A arvore mostra que 0s
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representantes do género Temnocephala epibiontes em crustaceos ndo formam um grupo

monofilético.

D. boschmai

T 7

T. cyanog

8 10 13 16 23

I longivaginata

T. iheringi

6 13 22 25 20 5 9 11 14 19 31
.....
vvvvv

01001 010001
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T. trapeziformis

[ e
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2100
10 13

T. lutzi
11

T. mertoni

T. talicei

T. brevicornis

1118 23 31 37 I cuocoloi

T. pereirai

Figura 1. Arvore filogenética obtida, enraizada em Diceratocephala boschmai. Numero de
passos: 97; IC = 52%; IR = 62%. Os circulos pretos indicam sinapomorfias exclusivas e 0s
circulos brancos indicam sinapomorfias homoplasticas. O numero acima de cada circulo

corresponde ao caracter e 0 nimero abaixo corresponde ao estado.

O cladograma obtido mostra T. cyanoglandula como grupo irméo de todas as outras
especies do género Temnocephala utilizadas no estudo (Fig. 1). Este grande grupo formado
pelas outras espécies apresentou cinco sinapomorfias exclusivas: ocelos ndo melanizados (6),
regido glandular lateral ao intestino ampla (15.1), contorno dos testiculos liso a levemente

lobado (22), cirro com menos de 200 um de comprimento (25) e introvert com dez ou menos
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fileiras de espinhos (29.1). O elevado nimero de sinapomorfias exclusivas fez com que este

grande grupo exibisse um suporte relativamente alto (66%).

Conforme mostrado e discutido por VOLONTERIO (2007), as espécies epibiontes em

moluscos ampulariideos (T. iheringi, T. haswelli e T. rochensis) formaram um grupo

monofilético (Fig. 1), com suporte de 79% (Fig. 2). Dentro do mesmo, T. iheringi teve apoio

consistente (73%) como grupo irmdo de T. haswelli e T. rochensis (Fig. 2). As analises

moleculares realizadas por SEIXAS (2013) também mostraram T. haswelli e T. rochensis

reunidos em clados proximos — segundo a autora, sdo espécies que compartilham o mesmo

grupo hospedeiro e, dessa forma, provavelmente sao proximas geneticamente.
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Figura 2. Arvore consenso determinada por bootstrap. Os nimeros representam o valor de

apoio aos ramos. S&o exibidos apenas valores superiores a 50%.

Recentemente foi descrita a espécie Temnocephala euryhalina Seixas, Amato &

Amato, 2015, até agora a Unica espécie do género epibionte em moluscos neritideos (SEIXAS
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et al.,, 2015). T. euryhalina ndo foi incluido na filogenia porque o trabalho com a sua
descricdo foi publicado apds a concluséo das analises filogenéticas feitas no presente estudo.
Utilizar a espécie em estudos semelhantes, entretanto, seria um interessante passo para
verificar a monofilia do grupo de temnocéfalos epibiontes em moluscos, ja que o grupo
monofilético formado pelas trés espécies deste estudo possui apenas representantes epibiontes
em ampulariideos. Temnocephala euryhalina também é a Unica espécie do género até o
momento encontrada em ambientes com maior salinidade.

As especies T. brevicornis, T. cuocoloi e T. pereirai, todas epibiontes em queldnios,
ficaram reunidas (Fig. 1). No entanto, o grupo formado ndo exibiu nenhuma sinapomorfia
exclusiva, mas sim trés sinapomorfias homoplasticas (ou seja, que surgiram
independentemente): cirro com mais de 200 um de comprimento (25.1), esfincter proximal da
vagina com didmetro maior que 60 um (36.1) e esfincter distal da vagina presente (38.1).
Atualmente, estas sdo as trés Unicas espécies validas registradas em hospedeiros vertebrados,
0 gque poderia explicar a sua suposta monofilia.

Ainda dentro do clado das espécies epibiontes em quelbnios, formou-se uma
dicotomia reunindo T. pereirai e T. cuocoloi, fortemente suportada de acordo com os valores
de bootstrap (Fig. 2). Esta dicotomia apresentou como sinapomorfia exclusiva o0s
paranefrocitos extratesticulares (18.1), além de quatro sinapomorfias homoplasticas. Ambas
as espécies sdo endémicas do Uruguai (Tabela 2) — embora T. brevicornis também ocorra no
pais, existem registros da espécie por toda a América do Sul. Esta proximidade geografica e o
compartilhamento do grupo hospedeiro podem ser uma justificativa plausivel para a sua
proximidade filogenética.

Os grupos formados com as espécies epibiontes em crustaceos no cladograma néo
reinem sequer espécies de hospedeiros da mesma familia. Isso mostra que, durante a historia

evolutiva do grupo, a diversificacdo ocorreu de forma independente. Sabe-se que o ancestral
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do género Temnocephala provavelmente tinha um hospedeiro parastacideo (CANNON &
JOFFE, 2001). A partir desse ancestral houve, no decorrer da evolugéo do grupo, a conquista de
outros grupos hospedeiros (crustaceos ndo parastacideos, moluscos, queldnios, entre outros).
Além disso, houve também o retorno para hospedeiros parastacideos, visto que existem varias

espeécies atuais epibiontes em crustaceos desta familia.
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ANEXOS



Anexo |

Lista de caracteres
Descricdo dos 44 caracteres utilizados na analise filogenética, retirados de

VOLONTERIO (2007) e traduzidos livremente do Espanhol para o Portugués.

0. Apéndices anteriores: (0) dois apéndices tipo tentaculo, sem musculatura axial; (1) cinco
tentaculos verdadeiros.

1. Cilios locomotores: (0) ausentes; (1) presentes.

2. Formato das placas sinciciais dorsolaterais pos-tentaculares: (0) reniformes ou em
formato de “sola de sapato”; (1) elipticas; (2) alongadas; (3) trapeziformes. O estado 3 nédo
estd presente em VOLONTERIO (2007), mas foi adicionado devido ao formato caracteristico

das placas sinciciais dorsolaterais pds-tentaculares de Temnocephala trapeziformis.

3. Extensdo posterior do sincicio pds-tentacular: (0) ndo alcanca a base da faringe; (1)
alcanca ou ultrapassa a base da faringe.

4. Localizacdo dos poros excretores: (0) externos ao sincicio pds-tentacular; (1) dentro dos
limites do sincicio pds-tentacular

5. Posicdo do nefridioporo dentro dos limites das placas sinciciais dorsolaterais pos-
tentaculares: (0) centralizado; (1) excéntrico.

6. Pigmentacéo dos ocelos: (0) ndo melanizados; (1) melanizados.
7. Disco adesivo verdadeiro: (0) ausente; (1) presente.

8. Diametro do disco adesivo: (0) menor ou aproximadamente igual ao da faringe; (1) maior
do que o da faringe.

9. Cobertura do disco adesivo pelo corpo: (0) total; (1) parcial.

10. Posi¢do do poro genital: (0) na regido dos testiculos anteriores ou anterior a esta regido;
(1) entre os testiculos anteriores e posteriores; (2) posterior aos testiculos.

11. Glandulas de Haswell: (0) inconspicuas; (1) conspicuas.
12. Distribui¢do da musculatura circular da faringe: (0) distribuicdo homogénea em toda a

extensdo da faringe; (1) distribuida formando dois esfincteres, um na porgédo anterior e outro
na porcgao posterior.



13. Distancia entre a faringe e a base dos tentaculos: (0) menor ou igual a largura do
parénquima lateral a faringe; (1) maior que a largura do parénguima lateral a faringe.

14. Septos intestinais: (0) ausentes; (1) presentes.

15. Largura da regido glandular lateral ao intestino: (0) estreita, ndo ocupa toda a area do
parénquima lateral ao intestino; (1) ampla, ocupa toda a area do parénquima lateral ao
intestino.

16. Paranefrocitos: (0) ausentes; (1) presentes.

17. Numero de paranefrocitos: (0) dois; (1) quatro.

18. Localizacdo dos paranefrocitos: (0) intratesticulares; (1) extratesticulares; (2) intra e
extratesticulares.

19. Distribuicdo das glandulas do disco adesivo: (0) ndo se estendem muito além da area
testicular; (1) se estendem posteriormente a area testicular.

20. Numero de testiculos: (0) dois; (1) quatro.

21. Posicao dos testiculos anteriores em relacdo ao intestino: (0) lateral; (1) posterolateral;
(2) posterior.

22. Contorno dos testiculos: (0) liso a levemente lobado; (1) irregular.

23. Formato da vesicula seminal: (0) piriforme; (1) alongada.

24. Saco ejaculador acessorio: (0) ausente; (1) presente.

25. Comprimento total do cirro: (0) curto, menor que 200 um; (1) longo, maior que 200 pum.
26. Largura da base do cirro: (0) menor que 58 pum; (1) maior que 58 pum.

27. Formato do cirro: (0) reto a levemente curvado; (1) fortemente curvado.

28. Largura maxima de inflagdo do introvert: (0) menor que 20 pum; (1) maior ou igual a 20
pm.

29. Numero de fileiras de espinhos no introvert: (0) ausentes; (1) 10 ou menos; (2) mais de
14.

30. Disposic¢éo dos espinhos no introvert: (0) presentes apenas na porc¢éo distal; (1) presentes
em todo o introvert.



31. Posicéo da vesicula resorbens: (0) mediana ou paramediana; (1) lateral, a direita do corpo.
32. Receptaculos seminais conspicuos, de parede espessa: (0) ausentes; (1) presentes.
33. Musculatura da parede da vagina: (0) pouco desenvolvida; (1) muito desenvolvida.

3

S

. Esfincter proximal da vagina: (0) ausente; (1) presente.
35. Espessura do esfincter proximal da vagina: (0) menor que 60 um; (1) maior que 60 pum.
36. Diametro do esfincter proximal da vagina: (0) menor que 60 um; (1) maior que 60 pm.

37. Simetria do esfincter proximal da vagina: (0) simétrico a levemente assimetrico; (1)
marcadamente assimétrico.

38. Esfincter distal da vagina: (0) ausente; (1) presente.
39. Estruturas esclerosadas na porcao distal da vagina: (0) ausentes; (1) presentes.

40. Disposicao das glandulas vitelogénicas: (0) rodeiam completamente o intestino; (1) se
estendem apenas dorsalmente ao intestino.

41. Posicao do filamento do ovo: (0) polar a levemente subpolar; (1) claramente subpolar.
42. Tamanho do filamento do ovo: (0) curto; (1) médio; (2) longo.

43. Disposicdo das placas operculares do ovo: (0) perpendiculares ao eixo longitudinal do
ovo; (1) obliquas em relacéo ao eixo longitudinal do ovo.
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Matriz de caracteres

D. boschmai
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