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LILTANA FORNERIS

INTRODUCAC

Gastrotricha é um filo com representantes microscépicos raramente exce-
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dendc | mm, encontrados em ambicnle agquflico. A primeira vista podem ser

confundidos com representantes de Turbellaria e Gnathostomulida, mas sio
reconhecidos. mesmo em pequeno aumento, por sua morfologia e movimento.

As dificuldades do estudo dos Gastrotricha sio devidas & existéncia de
muitas descrighes especificas incompletas ou incorretas.

Os gastrotricos de dguas doces eutrdficas sio bem conhecidos; é fragmen-
tirio ou nulo o conhecimento dos representantes do filo em outros ambientes
limnicos. Gastrétricos marinhos tém sido intensamente estudados em wvérios
centros nos tltimos anos, mas o conhecimento estd longe de ser satisfatério.

O filo ainda nio foi estudado intensivamente no Brasil. Daday (1905:
76, 77) descreveu sucintamente duas espécies: Chaetonotus pusillus e Chaeronotus
dubius, encontradas em 4reas inundadas pelo rio Paraguai em Corumba, Mato
Grosso.

As razdes da insuficiéncia de informages sobre gastrOtricos brasileiros sao,
em parte, devidas ao fato de que seu estudo exige instrumental Optico de
qualidade e, em parte, porque a maioria das espécies tem pegueno nimero de
individuos. Pode-se acrescentar que a obtengiio ¢ manipulagio dos animais
depende muito do acaso; a andlise das amostras coletadas pode levar longo
tempo, com resultados imprevistos; a maioria das espécies deve ser observada
com objetiva de imersdo, ocasionando perdas que prejudicam muitas vezes
trabalho d= longa duracdo. A identificaciio ¢ dificil também, em muitos casos.
pela falta de preparagdes documentais. Por isso, aqueles que desejam dedicar-se
ao estudo dos gastrétricos devem, além de boa dose de paciéncia e meticulo-
sidade, estar emocionalmente preparados para superar a decepgio proporcionada
pela alta porcentagem de tempo improficuo.

HISTORICO

J4 no século 18 conhecia-se o fato de os Gastrotricha — especialmente de
dgua doce — possuirem individuos pertencentes aos menores metazodrios conhe-
cidos. A primeira espécie de Agua doce foi descoberta em 1718 por Joblot ¢
a primeira espécie marinha foi descrita em 1853 por Schultze, gue a considerou
como gastrdtrico aberrante. Ehrenberg (1830) separou os gastrétricos de dgua
doce, os (nicos entio conhecidos, dos Rotatoria, dando ao grupo o nome de
Ichthydina, enquanto Dujardin, na mesma época, considerou-os como Infusoria.

O interesse pelos gastrétricos alternou-se entre estudos de espécies de
dgua doce (inicio do século) e de formas marinhas (a partir de 1930).

Foi Metchnikoff que, em 1865, definiu e caracterizou os Gastrotricha no
sentido que tém ainda em grande parte atualmente, em oposicio a Rotatoria,
qualificados como Cephalotricha. A anatomia, entretanto, s6 comegou a ser
conhecida com a monografia de Zelinka, publicada em 1889. Importantes tra-

balhos do século XIX, tanto de anatomia, como de conhecimento de formas.
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permitiram manter a posicdo sistemética de Gastrotricha ao lado e nio dentro
de Rotatoria. A partir da década de 20, gragas aos trabalhos de Remane, o
estudo da morfologia € anatomia tomou grande impulso, que se estende até
nossos dias. Nos anos setenta, com emprego de microscopia eletrbnica, muitos
aspeclos da morfologia foram corrigidos e o desenvolvimento de espécies ma-
rinhas foi estudado. Porém, devido #is dificuldades de seu encontro e estudo,
desconhecem-se completamente os gastritricos de muitos ambientes em dife-
rentes regibes da terra.

POSICAO SISTEMATICA

Os Gastrotricha tém posicio sistemdtica controvertida, em parte devido
aoc pequeno nimero de estudos aprofundados dos sistemas de Orgiios e i
insuficiéncia de estudos sobre o desenvolvimento.

Muitas questdes anatomicas tém sido insoliveis pelo fato de os conheci-
mentos terem se limitado quase que exclusivamente & descricio de formas.

Os Gastrotricha tém sido considerados como Filo independente (Rieger &
Rieger, 1977) ou como Classe do Filo Aschelminthes ou Nemathelmintes sensu
lato, que inclui grupos bem diferentes como Rotifera, Nematoda, Kinorhyncha
¢ Priapulida (Hyman, 1951).

Relagdes naturais entre Gastrotricha e Nemathelminthes e sua filogenia
sio ainda obscuras (Beklemischev, 1958: Remane, 1958, 1963; Steinboeck, 1958).
Este dltimo autor, partidirio da primitividade dos Acoela, insistiu sobre os
caracteres de Turbellaria dos gastrotricos, referindo que seus ancestrais deveriam
ser similares a Platodes. Algumas espécies de gastrotricos s6 diferem de turbe-
lirios pela presenca de @nus, pela ciliagio, e pelo parénquima reduzido.
Gastrotricha foi também comparado com Archiannelida. Remane (op. cit.)
considerou as similaridades entre Gastrotricha e Turbellaria, bem como aquelas
* com Annelida, como convergéncia, e derivou o filo de cezlomados primitivos.

Os Gastrotricha, outrora considerados aparentados com Rotatoria, sio
separados destes na base da cuticula. estrutura fina do mdstax e embriologia.

Gastrotricha ¢ Nematoda, e provavelmente Tardigrada, apressntam carac-
teristicas simplesiomérficas: construgio da faringe, plexo nervoso faringeo, sis-
tema nervoso central e periférico e 6rgdos sensoriais (Remane, 1936; Teuchert,
1977a).

Os Gastrotricha tém um sistema nervoso ortogonal, o que demonstra uma
posiciio intermediaria entre Nematheimintes e Piatheiminihes.

A estrutura fina das células epiteliais de alguns gastrétricos, que se reve-
laram monociliadas, mostra similaridade (inica com os Gnathostomulida (Rieger,
1976). Entretanto, as diferencas entre os dois grupos sio muito pronunciadas
para sugerir um ancestral comum.

Os gastrétricos sfio considerados como dotados de uma blastocela (Hyman,
1951) de condigbes acelomadas (Rieger er al, 1974). Entretanto, estudos de
Teuchert (1977b), com reconstrugdo estrutural do corpo da espécie Turbanella
cornuta Remane, mostraram a presenga de duas cavidades revestidas por células
mesodérmicas; portanto, com caracteristicas de cavidades celomiticas. Nao ha
porém homologia com celoma verdadeiro, devido & auséncia de celoméporos,
nefridios e metamerizagio.

Por suas caracteristicas primitivas, o “Filo"” Gastrotricha tem sido colo-
cado, go lado de Gnathostomulida, na base dos Protostomia.

DEFINICAO

Metazodrios “pseudocelomados”, microscdpicos ou sub-microscépicos (0,06
a 1,50 mm, raramente 2-4 mm), bilaterais, aquaticos, de vida livre, com corpo
de forma variével, tendo superficie dorsal convexa e ventral plana. Fregiiente-
mente, ha uma segdo cefilica, ligada a um tronco por uma porgido estreitada
(pescogo). A porciio cefilica é arredondada anteriormente e lobulada. Extremi-
dade caudal arredondada ou bilobada.
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Corpo revestido por uma epiderme muito fina, de estrutura varidvel con-
forme as regides. A epiderme é descrita nas formas de dgua doce como sincicial,
com poucos nicleos, quando situada na superficie dorsal do corpo, e com
muitos niicleos quando situada nas superficies ventral e lateral. E coberta por
uma cuticula finissima, que pode formar escamas, pélos ou espinhos. Em
espécies marinhas, a epiderme ¢ descrita como constituida de células mono- ou
multiciliadas, coberta por uma cuticula multiestratificada, que também forma
espinhos, escamas e pélos. A epiderme contém numerosas glindulas isoladas
ou que desembocam em prolongamentos da parede do corpo — os chamados
tibuloz adesivos, pois essas glindulas secretam substincias adesivas.

Miisculos circulares englobam os misculos longitudinais, que tém posigio
dorsal, lateral e ventral. Musculatura circular e longitudinal estriada transversal
e obliqguamente.

Sistema nervoso de tipo ortogonal: consiste de cérebro, formado por 2-3
ganglios bilobados — um dorsal, oposto & parte anterior do tubo digestivo e
1-2 ventro-laterais, ligados por uma comissura. Dois pares de nervos cefilicos
longitudinais em nosicio lateral e ventro-lateral ¢ dois nervos longitudinais
laterais sub-epidérmicos, ligados por comissuras circulares. Orgao Y de ambos
os lados do trato digestivo. Um par de 6rgios sensoriais laterais na extremi-
dade anterior do corpo, numerosos pélos sensoriais ¢ manchas oculares simples,

pigmentadas ou incolores.

Tubo digestivo reto com boca terminal ou sub-terminal ventral e é&nus
ventral ou dorsal, préximo da extremidade posterior. Consiste de faringe muscu-
losa, esbfago curto ou rudimentar e estomago-intestino.

Cavidade do corpo par, pouco desenvolvida, com revestimento de células
mesodérmicas (apenas evidenciadas em uma espécie). Sistema circulatério au-
sente. Protonefridios. Hermafroditas ou apenas fémeas partenogenéticas. Gonadas
pares ou impares, em posigio dorsal, ventral ou lateral. Abertura feminina
préxima ou afastada do fnus. Um ou dois vasos deferentes. Abertura masculina
impar, em posi¢io varidvel, na face ventral. Desenvolvimento direto. Segmen-

tagio total.

CLASSIFICACAO

O filo Gastrotricha tem, até o presente, cerca de 500 formas mencionadas
na literatura. Consta de uma dnica Classe, dividida em duas Ordens: Macro-
dasyida e Chaetonotida.

A Ordem Macrodasyida contém 6 familias ¢ € exclusivamente marinha ou
de dgua salobra. Compreende 29 géneros e cerca de 157 espécies e 22 formas
descritas, mais 67 espécies apenas mencionadas e nio determinadas nem des-
critas. As espécies desta ordem nio apresentam um padriio lnico de forma de
corpo.

Diagnose: Marinhos, psamobiontes, com tdbulos adesivos, faringe em A
(Y invertido), dotada de poros abrindo para o exterior, anel muscular circular
ao redor do tubo digestivo. Hermafroditas: génadas pares polarizadas, gametas
produzidos simultaneamente; transferéncia indireta de esperma. Fertilizagio
interna.

A Ordem Chaetonotida compreende 7 Familias; duas contém apenas repre-
sentantes marinhos e 4 apenas representantes na dgua doce. Uma espécie ocorre
tanto na dgua doce como no mar ¢ uma espécie tem hdbito semi-terrestre.
Conhecem-se desta ordem 285 espécies e 13 formas, além de 46 espécies nio
descritas, distribuidas por 25 géneros. As espécies desta ordem tém um padrio
uniforme de forma de corpo.

Diagnose: Preferencialmente de dgua doce, mas também marinhos, salo-
bros e semi-terrestres. Sem tibulos adesivos, além da furca posterior diferen-
ciada. que pode estar ausente. Sem poros na faringe, cuia luz é em Y (Y
direito). Redugiio das musculaturas circular ¢ longitudinal da parede do corpo
¢ da musculatura circular ao redor do intestino. Apenas fémeas partenogenéticas.
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Fig. 1 — A. Macrodasyida: Macrodasys sp. (Ilha Porchat, Santos), hébito, vista
ventral (original). B. Chaetonotida: Chaeronotus aculifer Gerlach, hébito, vista
dorsal (seg. Schrom, 1966). (Linha = 20 micra).

IDENTIFICACAO

A identificacio de gastrétricos é em muitos casos dificil. Muitas descrigbes
fornecem poucas informagdes, esquecendo de mencionar caracteres importantes.
Hi necessidade de reescrever ¢ documentar mais completamente muitas des-
crigbes genéricas e especificas. A norma tem sido descrever e determinar com
base apenas em material preservado, o que é falho. Além disso, a observagio
com objetiva de imersdo é essencial para a identificagio.

Sabe-se muito pouco sobre a variabilidade inter-especifica, o que leva a
dificuldades no enquadramento de novas formas. Uma revisio de muitos géne-
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ros, como p. ex. Macrodasys, é urgente. Por isso, a descrigio de espécies deve
ser bastante detalhada para possibilitar comparacoes futuras. Deve-se utilizar
para a descricio a andlise de espécimes relaxados e bem distendidos. A descriciio
deve ser acompanhada de desenhos detalhados, complementados por micro-
fotografias ¢ montagens permanentes.

Os caracteres genéricos envolvem a conformagio do corpo, presenca ou
auséncia de lobulos, palpos ou tenticulos, presenca ou auséncia de tibulos
adesivos, padrio de ciliagio ventral, morfologia e disposicio das formagdes
cuticulares, estrutura da faringe, anatomia ¢ complexidade dos orgios reprodu-
tores.

A taxonomia especifica deve ser baseada em caracteres miltiplos — mé-
tricos, meristicos, eidérticos (forma, hébito, estruturas vistas) — obtidos a
partir de uma série de individuos, de jovens a adultos, o que permite separar
a variabilidade genética da ontogenética.

Medidas: Comprimento total do animal vivo, em estado de distensio
completa; largura da cabeca; comprimenio da faringe a partir da ﬂxtl:ﬂmidﬂde
posterior do tubo bucal: comprimento do prolongamento caudal e dimensdes
das formagoes cuticulares.

Deve-se indicar na descri¢io se as medidas foram tomadas de animais

fixados, vivos ou anestesiados.

ONDE ENCONTRAR

O filo Gastrotricha tem representantes nas 4guas doce, salobra e marinha.
Todos os gastrétricos pertencem ao bentos (meiobentos) sendo ou ligados ao
substrato, isto &, sem capacidade de natagio, ou participantes do herpetobentos,
isto é, nadam junto ao substrato ou entre a vegetagio aquitica. Sfio mencio-
nados na literatura individuos encontrados no plincton limnice ¢ no ambiente
terrestre.

a. Agua doce — em #guas naturais como lagoas de pequena profundidade,
dreas psamolitorais de lagos, dguas tempordrias por influéncia de <chuva
e pantanos; em riachos e corregos, em associacio intima com a vegetacio.
Ocorrem tanto em &dguas eutroficas como distréficas. Encontram-se, tam-
bém, em culturas velhas de protozodrios e em agudrios ou tangues contendo
vegetagio.

b. Agua salobra — no sistema intersticial da dgua subterrinea de praias
arenosas.

¢. Agua marinha — quase exclusivamente psamobiontes, em praias e no sub-
litoral costeiro. Raramente em algas. Mencionados para profundidades de
até 97 m, sio abundantes em profundidades de 4 a 15 m, em areia média
e grossa. Em geral, a densidade é menor do que 2 individuos por centimetro
clibico, mas ji ocorreu densidade de aproximadamente 400 x cm-2.

Bidtopos
Em f#gua doce, os gastrétricos ocorrem nos seguintes biGtopos:

1. sapropel — préximos & superficie de lodo rico em celulose ou na camada
de folhas em decomposigio do fundo. A densidade é mixima onde ocorrem
intensos processos de decomposicio, onde hd déficit de oxigénio e riqueza
de H,S, CH, e dcidos graxos.

2. vegetagiio — principalmente junto a raizes de plantas flutuantes ¢ na base
de folhas de ninfeas; nos espagos pseudo-plantbnicos, entre plantas sub-
mersas. -

3. Em musgos limidos, na margem de lagoas (a areia marginal é bi6topo sem
significado).

4, filme de #dgua ao redor de particulas de solo, em florestas.

Em ambientes marinhos e de dgua salobra estdo ligados ao bentos; o
biétopo principal € o substrato arenoso, especialmente o sistema intersticial. Ha
uma relacio entre a granulometria do sedimento e as espécies presentes. Areias
grossas, p. ex. cascalho consistindo de fragmentos de conchas de moluscos e
areia de anfioxo, apresentam povoamento mais rico. Areia fina de granulagio
uniforme contém, em geral, poucas espécies.
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No interessante bi6topo da dgua subterrineo, que se estende sob a praia,
e onde encontramos uma gradagio das condigdes de dgua marinha para dgua
quase doce, encontram-se virias espécies.

Raramente ocorrem gastrétricos no fital de sargago e ulva; faltam com-
g]e:tagn_ente no sapropel e em pogas de maré, mesmo quando ocorrem purpuro-
actérias,

COLETA

A, Agua doce

a. Vegetacio: coleta-se uma amostra da vegetacio, lava-se com #gua do
local e o lavado é filtrado através de seda de plincton n.° 15 ou 18. A
coleta pode ser manual (cerca de 10 plantas por vez); as plantas sdo colocadas
num recipiente, p. ex. um balde, onde sio lavadas e o liguido filtrado. A
coleta pode também ser feita com auxilio de uma rede, feita de algoddo, seme-
lhante a um coador, e fixa a um cabo de madeira de comprimento varidvel,
conforme a profundidade em que o maierial deve ser coletads, ou por meio
de uma ancoreta.

3

Fig. 2 — Modelo de rede para coleta de vegetagio de dgua doce.
Fig. 3 — Argola de Irwin.

116 O



Puxar uma rede de plincton convencional entre as plantas, filtrando a
dgua, pode proporcionar a coleta de exemplares. Impede-se a entrada das
plantas na rede adaptando-se em sua boca uma peneira de malha grossa.

A obtengiio de gastrotricos de objetos submersos, como folhas de nenuifar,
pode ser feita com auxilio de um sifio.

b. Lodo: a superficie do lodo € sifonada ou cavada e colocada num
recipiente com @dgua do local. Pode-se entrar n'dgua, nas margens de um corpo
d'dgua léntica, munido de um tubo de vidro, plastico ou metal, com 10 cm
de didimetro. Esse tubo ¢ pressionado verticalmente no sedimento até a pro-
fundidade de 25-30 cm. Arrolha-se a extremidade superior do tubo e pode-se
entdo retird-lo do sedimento. A amostra pode ser colocada em frasco “banho-
maria” (8 cm de diimetro x 16 cm de altura) ou cristalizador, deixando-se-a em
repouso por véarias horas.

Amostras de regides mais profundas de corpos de dgua podem ser obtidas
com pequeno busca-fundo, p. ex. tipo Ekman ou amostradores de testemunhos
geoldgicos (sondas) com 50 cm de comprimento ¢ 5 cm de didmetro, dotados
de lastro adequado as vérias profundidades gue se deseje amostrar. Em profun-
didades menores de 4 m o amosirador geoldgico pode sér operado sem adigio
de pesos e adaptado # extremidade de uma vara de madeira.

¢. Folhas em decomposigido, depositadas no fundo: coletam-se com auxilio
de uma rede de arrasto.

B. Mar

Uma resenha completa dos procedimentos técnicos de coleta nesse am-
biente encontra-se no “A Manual for the study of Meio Fauna", compilado por
Hulings & Gray (1971).

A coleta do substrato pode ser feita com quase todos os dispositivos que
penetram nas camadas profundas do sedimento. MNas zonas secas da praia, por
ocasido da vasante, o método mais simples é coletar o substrato com pé,
depositando-se a amostra num recipiente ou saco plistico, etiquetado. Pode-se
também raspar a parte superficial do substrato com uma limina de vidro ou
placa de Petri. Amostras de sedimento do sublitoral podem ser obtidas direta-
mente por mergullio ¢ com auxilio de um busca-fundo ou coletores geolégicos.
As amostras obtidas por mergulho sdo mais satisfatérias, pois permitem anotar
com precisdo a posigdo do ponto de coleta.

Amostras de algas, como ulva e sargago, podem ser coletadas manualmente
com auxilio de espatula e/ou tesoura e lavadas em dgua do mar, filtrando-se
o iavado. Amosiras de sargago aiirado a praia como resiciho, na iinha do
deixa, podem ser coletadas e processadas como as amostras de sedimento.

C. Ambiente subterrdneo salobro.

Mas zonas secas da praia cava-se no substrato uma trincheira até atingir
a dgua subterrinea. A dgua drenada é filtrada em peneira de malha fina
(didmetro do poro 62 pum). A trincheira devera ser tanto mais profunda quanto
maior for a distincia da linha da maré.

TECNICAS DE EXTRACAO DOS ANIMAIS DO SEDIMENTO |

A. dgua doce — pequenas sub-amostras de lodo sfio examinadas i lupa.
Para facilitar a visualizagio pode-se corar a amostra com solugio aguosa de
Rosa Bengala 0,1%.

_B. mar — virias técnicas de extracdo existem, levando em consideracio
o tipo de sedimento e o objetivo do trabalho. Restringir-nos-emos #s técnicas
recomenddveis para sedimento arenoso e para estudos qualitativos. Sempre que
possivel, a extragio deve ser feita para obtengiio de animais vivos, pois em
muitos casos a identificacio € impossivel em material preservado. Para extracio
de animais vivos de amosiras com pequeno volume de sedimento e ricaments

2 ]
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F_Gvun.l'.l'na, UCiid-8c PriMICiTAMCHLE & amosira € réepouso em @agua do mar
fﬂl:rm:.la e a intervalos de tempo analisam-se sob lupa sub-amostras da camada
superior.
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Por ocasiio de expedicdes ou quando o nimero de amostras é grande e
nio hd tempo para um processamento individual completo, cada amostra de
sedimento é anestesiada, p. ex. com solugiio isotonica de MgCl, x 6H,0 a 7,5%
e, durante o processo de anestesia. formol puro tamponado € gotejado lenta-
mente, até que a concentragio final seja de pelo menos 5%. Deixa-se fixar por
24 horas.

Quando o volume de sedimento é grande ou quando se dispde de curto
tempo, pode-se utilizar os seguintes procedimentos para concentrar a fauna:

a. filtragdo — a amostra do sedimento é colocada num balde. Acrescenta-
se dgua do mar filtrada. Agita-se vigorosamente. Deixa-se assentar o sedimento
¢ decanta-se através de coador feito de seda com poros de 62 pm (pode-se usar
dois coadores ou peneiras superpostas, com poros variando de 30-40 pm e
50-62 pm, respectivamente). O filtrado que contém os animais e o detrito
organico mais leve é lavado para o fundo do coador, repetindo-se a operagio
por duas vezes. O coador é evertido num recipiente apropriado, p. ex. placa
de Petri, contendo dgua do mar filtrada.

b. anestesia e filtracio — acrescenta-se & amostra de sedimento em dgua

do mar filtrada, colocada num recipiente (p. ex. balde), igual volume de solugio
isotbnica de cloreto de magnésio a 6-7% (73,2 g de MgCl, x 6H,O x 1-', para
dgua do mar com salinidade 340/..). Mistura-se levemente e deixa-se em re-
pouso por 10', tempo em que o relaxante comeca a ter efeito. Agita-se a seguir
o sedimento e, guando ele assenta, filtra-se o sobrenadante., como em a.
Fsta técnica tem a efici®ncia de extrair 95% da fauna e permite processar
facilmente amostras de até 10 litros. Como relexante pode-se usar também
solugio de MgSO, x 7 H,O a 20%.
Nota — Quando a amostra é pequena ¢ contém muito detrito, a filtragio pode
ser feita numa peneira de seda montada num aro de plexiglas. Apés a filtragio
esse dispositivo é colocado numa placa de Petri com dgua do mar filtrada e o
conjunto deixado em lugar fresco. Os animais recuperam-se da anestesia e
atravessam pela malha da seda, caindo no fundo da placa; assim podem ser
isolados do detrito.

¢. deterioragiio — este método nfio pode ser usado para estudos guanti-
tativos, pois a deterioragio da amostra produz modificacdes na composigio
especifica de sua fauna. O principio em oue se baseia a técnica é aquele em
gque a deterioraciio das condigdes ambientais e andxia forga os animais vageis
a migrarem para as camadas mais superiores do sedimento. Para que isso
aconteca, a amosira de sedimento é deixada em repouso, em temperatura leve-
mente superior aquela do local de coleta. Deve-se ter o cuidado de retirar
imediatamente apds a coleta os representantes da macrofauna. Por pipetagem
retira-se também o lodo fino e o detrito que eventualmente se acumulam na
superficie do sedimento em repouso. Apds 2-3 dias de repouso, porcdes de
sedimento (cerca de 200 cc) da camada mais superficial sfo retirados com
auxilio de colher ou pipeta e colocados em dgua do mar filtrada num Becker
de 500 cc e processados como em a. ou b.

Um método de extracio da fauna mais sofisticado é aguele desenvolvido
por Uhlig (1964, 1968) mas depende de se dispor de gelo salino.

EXAME DOS ANIMAIS

Os animais devem ser observados vivos e, sempre que possivel, logo depois
da coleta, O exame do animal vivo ¢ indispensdvel, pois dados de locomogio,
alimentagido, comportamento reprodutivo ¢ mesmo ciclo de vida s6 podem ser
obtidos por observacio direta. Esses dados devem ser incorporados a descrigio
sistemética, sempre que possivel.

Espécies maiores podem ser observadas em limina escavada ou em
preparacdo “elevada”, entre limina e laminula comuns. Dependendo do tama-
nho do animal, coloca-se numa limina um pouco de #dgua filtrada do local de
coleta. A seguir, deposita-se o espécime e fazem-se as observagbes preliminares
quanto ao hdbito, movimento e estruturas externas. Se possivel, tomam-se
algumas medidas. Coloca-se entfo a laminula. Para animais moles e delicados
(p. ex. muitos Macrodasyida), a laminula deve estar sustentada (preparacio
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“elevada’™), para prevenir que o animal seja amassado pelo peso dela e por
pressio capilar. Aos quatro cantos da laminula faz-se aderir, por raspagem,
fragmentos de cera de abelha ou plastilina, que dario a necessiria susteniagao
¢ elevacho.

A imobilizagio do espécime pode ser obtida adicionando-se uma gota de
solucio de agar a 1,5% ao liguido contendo © gasirétrico ou por leve com-
pressio da laminula. A imobilizacio de gastrétricos marinhos também pode
ser obtida deixando-se a limina com o exemplar em ciémara timida, por
algumas horas no escuro. Isso evita o emprego da anestesia.

A observacio de formas muito pequenas pode ser feita em gota pendente
sob a superficie de uma laminula colocada numa armacio de metal ou papelio.
Esse tipo de montagem, além de permitir utilizar objetiva de imersio, facilita
o livre acesso de oxigénio ao espécime.

Para poder observar o espécime em diferentes ingulos, pode-se movimentar
levemente a laminula, fazendo com que o espécime gire a0 redor de seu eixo
longitudinal ou conseguir esse movimento por meio de um fio de cabelo intro-
duzido entre a limina e¢ a laminula.

Pressionando levemente a laminula ou obtendo essa pressio pela retirada
de uma pequena quantidade de liquido da preparacio, o espécime se achata,
tornando-se transparente ¢ permitindo anélise detalhada da organizagio interna.
Se o animal deve ser posteriormente utilizado para histologia, a compressio deve
ser minima.

Para observacio com imersio a Oleo, a preparacio deve conter pequena
quantidade de liquido sob a laminula e aconselha-se usar pequena quantidade
de 6leo de imersio. Caso contririo, o espécime se deslocara durante a foca-
lizaco.

ﬁTﬂdas as observacoes devem ser feitas ao microscopio Optico com ocular
15X e preferencialmente em contraste de fase e luz transmitida. Observagbes
a0 microscopio eletrénico de dispersio (SEM) nédo sdo obrigatdrias para a
taxonomia.

ANESTESIA

Embora haja dificuldade de obtencdo de animais relaxados, a anestesia
pode ser utilizada tanto para formas marinhas como para aquelas de dgua doce
ou salobra. Como os resultados nio sio uniformes e nao podem ser padroni-
zados é aconselhdvel uma observagio continua do animal, durante 0 processo
de anesiesia.

As formas de 4gua doce sio facilmente anestesiadas com cocaina. Coloca-
se o animal numa gota de dgua do local de coleta sobre uma limina e, com
o auxilio de uma agulha, deposita-se uma pequena porgio de cocaina em po
(ou solugdo de cocaina a 1% ) e aguarda-se que o animal cesse de se locomover;
a anestesia ocorre lentamente. Dispondo-se de vérios individuos, a anestesia
pode ser feita em placa de Petri pequena.

Para formas marinhas a anestesia nio dd resultados compardveis. Ao se
imobilizarem, muitos animais se contraem. Entretanto, a anestesia indicada ¢é
aquela efetuada em solugiio isotdnica de cloreto de magnésio em #Agua do mar
(veja item B.a. de Técnicas de extragio dos animais do sedimento), que deixa
os mecanismos ciliares funcionando normalmente e simplifica a observagio.
O procedimento deve ser acompanhado, especialmente naqueles animais com
cuticula delicada, sem formagdes cuticulares. Por isso, bons resultados sdo
conseguidos, As vezes, combinando anestesia e fixacdo. Ao recipiente contendo
o animal em processo de anestesia vai-se adicionando lentamente gotas de
formol a 10%. Os animais morrem gradualmente ¢ permanecem, via de regra,
bem esticados.

FIXACAD

Nenhum dos métodos de fixagio usados é suficieniemente bom para
manter todas as caracteristicas diagnésticas num tnico individuo, A adicdo do
fixador tem como efeito a contragiio répida e geralmente intensa do gastrétrico,
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alterando, iis vezes, até a morfologia do animal. A fixagio em estado distendido
depende muito do acaso.

A fixacio dos gastrétricos de agua doce deve ser feita logo gque os animais
anestesiados se imobilizam. Gastrétricos marinhos se imobilizam, na maioria
dos casos, em perfeito relaxamento, depois da evaporagio parcial da gota de
agua do mar que os contém, & medida que aumenta progressivamentc o teor de
cloreto de sodio.

Formol neutro a 10% ou dlcool 70%, ambos feitos com dgua do mar,
sdo recomendéveis para os gastrétricos marinhos; formol a 5% *, para os de
dgua doce. O fixador é adicionado lentamente, gota a gota. No final do processo,
decanta-se o liguido e substitui-se-o por outro.

Acido 6smico a 1% em #gua destilada é também utilizado. A fixacdo,
nesse caso, pode ser facilitada com o seguinte procedimento: coloca-se o espé-
cime vivo numa gota de dgua sobre uma limina que € invertida sobre a boca
de um frasco contendo a solucio de acido ésmico, deixando-se pelo tempo de
5-10 segundos. O escurecimento do espécime resultante da fixagio do dcido
6smico pode ser tratado cuidadosamente com édgua oxigenada a 3%.

Fixacao a quente {(50°C) é aconselhada para espécimes destinados a cortes
histolégicos, pois esse método evita contragdo. Aquece-se o liquido fixador e
coloca-se rapidamente sobre o espécime.

Para microscopia eletrbnica utiliza-se dupla fixagfo: fixa-se primeiro em
glutaraldeido a 3%, por 2 horas, em temperatura de 4°C; lava-se na solucéo
tampdo e faz-se a pos-fixagio em tetréxido de ésmio a 2%, também a 4°C.
Ambos os fixados sio tamponados em fosfato 0,1 M (pH 7.2) com sucrose a
109 e tracos de cloreto de calcio. Cita-se também como tampao solugio de

cacodilato de sédio 0,2 M (pH 74).

PRESERVACAD

A preservagio depende do fixador usado, mas em geral indica-se uma
mistura de dlcool 70% e glicerina, na proporgio de 95:5, o que impede a
dessecacao.

COLORACAO

Virios corantes podem ser usados para corar os espécimes, como por
exemplo fucsina, vermelho neutro (1:10.000), bérax carmim, acido picrico ou
azul de metileno. O corante diluido ¢ acrescentado por conta-goia na margem
da laminula, em preparacio entre limina e laminula ou a coloracdo pode ser
feita em lamina escavada.

O procedimento para utilizagio do corante bérax-carmim é o seguinte:
Acrescenta-se o corante diluido (1%) e deixa-se que penetre (normalmente 10
minutos). Diferencia-se em élcool dcido (4 gotas de dcido cloridrico em 100 cc
de 4lcool 70% ), até que o espécime assuma um aspecto transparente e brilhante.
Transfere-se entio para dlcool 90%.

MONTAGEM “IN TOTUM"

A montagem total, quando bem sucedida, auxilia o estudo e permite a
conservacgio do espécime-tipo. Por isso, s6 é aconselhével para individuos bem
relaxados. Para espécies dotadas de formagdes cuticulares, a montagem total
niio é adeguada para fins de sistemética, porque essas estruturas ficam bastante

afetadas durante o processo.

A montagem total é feita preferencialmente entre duas laminulas, com
rea de 25 mm?®, o que facilita a observagio, sob imersio, das faces dorsal ¢
ventral. Esse tipo de montagem é emoldurada em metal (moldura de aluminio
de Cobb) ou papelao.

. Quando a montagem é feita entre limina e laminula, pode-se fazer previa-
mente na ldmina uma moldura com esmalte de unha. Essa moldura deve ser

~ * O formol comercial contém cerca de 409 de aldeido férmico (metanol) junto com
impurezas. Diluindo 8 vezes com 4gua, o formol resultante fica a 5%.
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de tamanho tal que permita o assentamento da laminula. Esse procedimento
facilita a aplicagio do luto — o préprio esmalte — quando a preparaciio estiver
pronta. Os espécimes podem ser corados durante o processo de montagem total.

a. Montagem em glicerina liquida — O principio em que s¢ baseia esse
tipo de montagem consiste em colocar o espécime lentamente em glicerina pura.
Para isso, transfere-se o espécime fixado para uma solugio de glicerina a 50%
(1 parte de glicerina + 1 parte de formol a 10% ou solugio de glicerina a 5%
diluida em #lcool a 509). O recipiente, p. ex. uma limina, contendo o espécime
em uma gota de glicerina a 50% ¢ deixado numa cimara de evaporagio, por
uma semana ou até que haja apenas um filme cobrindo o espécime. Acrescenta-
se entio glicerina pura. Cobre-se com laminula. Luta-se, se for o caso, com
esmalte. Isso torna a preparagio mais duradoura. Pode-se lutar também com
araldite ou luto comum.

Nota: O inconveniente da glicerina é ter indice de refragiio muito alto para dar
uma boa defini¢do da imagem.

b. Montagem em glicerina-gelatina — Coloca-se uma gola de glicerina-
gelatina fundida em uma iamina {ou iaminuiaj. Transiere-se o espicime o, sob
lupa, orienta-s¢ na posigio desejada. Coloca-se laminula, limpa-se 0 excesso
de gelatina das margens e luta-se.

¢. Montagem permanente em bélsamo do Canaddi — Os espécimes sido
desidratados e diafanizados antes da montagem. O procedimento ¢ o seguinte:
Animais fixados sio lavados em dlcool 70% por 10 minutos; dlcool 93% (3
mudas) por 15 minutos; dlcool absoluto (3 mudas) por 45 minutos; xilol, 3
lavagens subseqiientes de 5 minutos cada. Montagem.

d, Montagem em epon-araldite — Este tipo de montagem, quando feito
em moldes planos laminares, ¢ adequado para observaciio em microscopia Gptica
com contraste de fase e tem a vantagem de permitir reconstrugoes tridimensionais
acuradas. E o tipo ideal de montagem, também, para a conservagio de espécime-
tipo em colegdes de Museus de Zoologia. Apds a fixagio (ver item fixacho) e
desidrataciio, transfere-se o espécime para a resina nio polimerizada em molde
laminar. Apos a infiltracio completa do espécime, polimeriza-se a resina por
aquecimento (para detalhes do processo ver item seguinte).

INCLUSAO PARA CORTES

a. Em parafina para cortes histolégicos — Exceto para formas muito
pequenas, o tratamento apés a fixagio ndo traz dificuldades. A desidratagio
deve ser lenta: dlcool 50%, 709, 90%, 96%; deixar no maximo meia hora em
cada porcentagem de dlcool. Deve-se evitar o dlcool absoluto, que tem agdo
endurecedora. Do #lcool 96% transfere-se o espécime para 6leo de cravo e a
seguir para uma mistura de celoidina com dleo de cravo na proporgao 1:1,
com o seguinte procedimento: Coloca-se uma pequena gota dessa mistura numa
laminula ou lamina escavada e deposita-se ai o espécime, que € orientado na
posicio desejada sob lupa. Goteja-se, entiio, cloroférmio, cuidadosamente, sobre
a preparagdo, até que ela endureca. Ap6s 1-2 horas pode-se iniciar a incluséo
do disco obtido, contendo o espécime, em parafina. Aconselha-se 3 banhos de
parafina, de 30 minutos cada, antes da inclusio propriamente dita. Para faci-
litar a visualizagiio, o espécime pode ser corado antes da desidratagdo.

Mistura 6leo de cravo-celoidina — Dissolve-se celoidina em volume de
4lcool e éter em quantidades iguais. Adiciona-se volume igual de oleo de cravo.
Mistura-se bem. Espera-se até que o odor de éter desapareca. Dilui-se com
Sleo de cravo até a mistura tornar-se mais ou menos fluida.

b. Em epon-araldite para microscopia eletronica — Apds fixacio apro-
priada, desidrata-se em série crescente de dlcoois (50 a 1009%), a duragio de
cada troca sendo 5 minutos, em temperatura ambiente. Inclui-se na resina
(epon-araldite), depois de passar pelo 6xido de propileno. Essa substincia vai
permitir a infiltragio da resina. Depois de suficientemente bem infiltrado deixa-

se secar o bloco em estufa a 60°C por 4 dias.

Cortes histolégicos — Aconselha-se fixagio em Bouin a quente (60°C),
inclusio em celoidina-parafina e cortes de 5-6 pm. As segdes sdo coradas com
hematoxilina-eosina.
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Separacio das formagdes cuticulares

a. Formas de dgua doce — A preparacio contendo o espécime acrescen-
ta-se ficido acético diluido. Movimenta-se delicadamente a laminula, procurando
acompanhar sob lupa ou microscopio a separagio das escamas e espinhos. Estes
podem ser pipetados, colocados em dgua destilada e corados com fucsina.

b. Formas marinhas (Thaumastodermatidae, Chaetonotidae, Lepidodasy-
idae). Pode-se separar e corar as formagdes cuticulares com mistura de orceina
acélica (50 cc de solugfio saturada de orceina em dicool 95% acidificada com
2 cc de dcido cloridrico).

CULTIVO

O cultivo foi tentado apenas para espécies de #dgua doce.
a. Meio de cultura: sustagem ........cccc:.s il R
agua filtrada do local de coleta .. 100 cc
Ferve-se a dgua por 5 minutos e acrescenta-se a sustagem fervendo por 1
minuto. Inocula-se quando a solucio estiver fria,
b. Inocula-se cuituras veihas de proiozoarios.
¢. Coloca-se plantas aqudticas num agudrio e analisa-se ap0s uma semana.

MANIPULACAO DOS ESPECIMES

A transferéncia dos individuos durante as vidrias etapas do estudo pode
ser feita com pipeta Pasteur de ponta fina on grossa, de acordo com o tamanho
dos espinhos cuticulares, com uma argola de Irwin ou com estilete,

Os individuos de muitas espécies, principalmente marinhos, sfo dotados
de grande poder de adesfo. Por isso, é aconselhivel que a pipeta Pasteur
utilizada para a transferéncia de espécimes vivos seja revestida internamente
com silicone.

Individuos em glicerina nio devem ser pipetados, porque aderem fre-
giientemente i superficie interna do vidro e sio facilmente perdidos. Podem
ser pescados da glicerina com a argola de Irwin ou com uma cerda de escova
de dentes fixa 4 ponta de um palito de fésforo. A argola ou a cerda sdo
simplesmente deslizadas sob o individuo e elevadas rapidamente. Frequente-
mente, o individuo adere ao dispositivo numa goticula de glicerina.

A argola de Irwin consiste de uma micro-argola que fica na extremidade
de um arame de aco fino, quando dobrado e enrolado. Esse arame é montado
num suporte de madeira. A argola & achatada e tem inclinacio de 309 Tem
vantagem sobre a pipeta e cerda pois raramente o individuo fica aderido. O
diametro interno da argola pode variar de 0,3 a 0,8 mm.

Para colocar o animal na posicio desejada em preparagOes totais perma-
nentes ou semi-permanentes pode-se utilizar um estilete,

SEQUENCIA NO PROCEDIMENTO DA OBSERVACAO E TOMADA DE MEDIDAS EM
MATERIAL VIVO

1. Obtencio de animais pelo exame de amostra: sob lupa binocular.

2. Separacdo de um espécime por meio de pipeta capilar e colocagio
numa pequena gota numa lamina comum ou na depressio de uma lamina
escavada.

3. Observagiio ao microscopio com ocular 10X e objetiva 16 mm (10X);
hﬁb;m, movimento, algumas caracteristicas evidentes.

4, Medidas: comprimento do corpo e da faringe, largura da cabeca,
pescoco ¢ corpo feitas com objetiva 4 mm (44X).

5. Fotografar, se possivel. Desenhar,

6. Anestesiar adicionando o anestésico,

7. Tomar medidas novamente ¢ completar o desenho com observagiio da
posicio dos Orgios internos.

8. Fixar

9. Montar “in tote”, ou incluir para cortes histolégicos ou microscopia
eletrinica.
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CURADORIA

Como a fixacio raramente mantém todas as caracteristicas diagndsticas
num fGnico individuo, desenhos, fotografias e medidas sio documentos indis-
pensaveis para acompanhar o espécime-tipo, quando existir. A mé qualidade
de muitas fotografias publicadas torna muitas vezes insatisfatéria essa forma
de documentagio. Assim, desenhos feitos a partir de animal vivo sio o com-
plemento documental imprescindivel. De outro lado, um desenho é preparado
mais ou menos subjetivamente, de acordo com a experiéncia individual do
observador efou a resolugio real do microscopio usado. Assim, apenas as
medidas tomadas com precisio constituem um objetivo elementar de docu-
mentagio. Das caracteristicas mensurdveis dentro do grupo ha 20 métricas,
5 numerdveis e 21 relagbes.

Da maioria das espécies falta o espécime-tipo e, em muitos casos, mesmo
esse estd inadequadamente preservado.

Formagao de cole¢oes — individuos montados “in toto” ou amostras de
sedimento podem constituir colegbes. As preparacbes totais, quando montadas
em glicerina ou bélsamo, devem ser guardadas em posicio horizontal. Deve
ser ientada a conservagio de espécime-tipo em preparagoes totals montadas em
epon-araldite. Tais preparagoes, de duragdo indefinida, parecem sobrepujar
qualquer problema curatorial associado com preservagio de material. Amos-
tras de sedimento, conservadas antes da triagem e identificagio devem ser
guardadas em recipientes adequados, no liquido fixador, dotadas de etiguetas
durdveis, trazendo os dados da coleta, dados ecolGgicos e demais informagoes.
PreparacOes totais efetuadas a partir de animais observados vivos devem trazer
etiquetas e no livro de assentamento correspondente devem constar as obser-
vagOes, medidas, desenhos e fotografias,

A rotulagio completa deve anotar: localizagio precisa do habitat, data
de coleta, nome do coletor, anotagdes especiais sobre as condi¢cdes ambientais
e organismos associados,
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Amblypygi, Araneae)

Acari

Crustacea

Myriapoda (Chilopoda, Symphyla,
Pauropoda, Diplopoda)

Insetos imaturos*

Insetos

Mollusca

Sipuncula

Phoronida

Brachiopoda

Chaeiognaiha

Echinodermata

Hemichordata, Urochordata e
Cephalochordata

Peixes
Anfibios
Répteis*
Aves
Mamiferos



