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RESUMO

Os trematddeos representam um grupo diverso de platelmintos parasitos, com mais
de 880 espécies reportadas em todas as classes de vertebrados no Brasil. Apesar
dessa diversidade, os ciclos bioldgicos destes parasitos, que envolvem
obrigatoriamente um molusco como hospedeiro intermediario, ndo sdo conhecidos
para a maioria das espécies. Esta lacuna no conhecimento € ainda mais expressiva
guando se considera os trematdédeos parasitos de quelbnios, 0s quais sao
representados por mais de 60 espécies no pais, todas com ciclo bioldgico
desconhecido. No Semiéarido Brasileiro, alguns estudos tém reportado a presenca de
larvas de trematddeos associadas a moluscos dulcicolas. No entanto, estudos visando
avancar na identificacdo destes parasitos sao inexistentes. O presente estudo teve
como objetivo principal avaliar a transmissdo de trematddeos por moluscos em
cole¢Bes hidricas de 4 localidades do Estado do Piaui e realizar tentativas de obtengéo
de espécimes adultos de trematddeos de queldnios visando associa-los com o0s
respectivos estagios larvais. As coletas malacologicas (n= 29) foram realizadas em
guatro municipios (Parnaiba, Pedro Il, Picos e Teresina) durante o periodo de margo
de 2022 a fevereiro de 2023. Além disso, 15 espécimes de cagados de barbicha,
Phrynops geoffroanus, foram coletados e avaliados quanto a infeccdo por
trematddeos. Foram coletados e avaliados 9.862 exemplares de moluscos limnicos
pertencentes as seguintes espécies: Anodontites sp., Biomphalaria glabrata,
Biomphalaria straminea, Drepanotrema cimex, Melanoides tuberculata, Pomacea sp.,
e Stenophysa marmorata. Melanoides tuberculata foi a espécie mais abundante (n=
4.174), seqguida por B. straminea (n = 2.977), que foi a espécie mais distribuida entre
os pontos de coleta (93,75%) e a que apresentou maior taxa de infeccéo por larvas
de trematodeos (45,45%). A espécie com menor distribuicdo foi B. glabrata, sendo 22
espécimes coletados na Lagoa do Bebedouro, municipio de Parnaiba, seguida de
Anodontites sp., com 4 exemplares encontrados na Lagoa da Cabrinha, em Teresina.
Do total de moluscos avaliados, 99 (1%) foram encontrados infectados por larvas de
trematddeos, encontradas em todas as localidades avaliadas e em 24 das 29 coletas

realizadas. Um total de 30 morfotipos cercarianos foram encontrados, dos quais 11



foram selecionados para estudos mais detalhados envolvendo a caracterizacéo
morfolégica e molecular. Em relacéo aos quelbnios, foram recuperados 37 exemplares
de trematddeos adultos pertencentes a mesma espécie, que estavam presentes no
intestino delgado de um dos animais coletados. Andlises morfologicas e
morfométricas das cercarias e dos parasitos adultos obtidos foram feitas em
microscopio o6ptico. Adicionalmente, sequéncias genéticas dos marcadores
moleculares 28S, ITS, cox-1 e nad-1 foram obtidos para os parasitos coletados, sendo
utilizadas para identificacdo e analises filogenéticas. Esta abordagem taxondmica
integrativa revelou a ocorréncia de 11 espécies de trematdédeos nos hospedeiros
analisados. A maior diversidade de trematodeos foi verificada em Biomphalaria
straminea, hospedeiro intermediario de cinco espécies (Prionosomoides scalaris,
Echinostomatidae gen. sp.1, Echinostomatidae gen. sp. 2, Halipegus sp. e
Atamatamidae sp.), seguido por Stenophysa marmorata, hospedeiro de trés espécies
(Echinostomatidae gen. sp. 3, Echinostomatidae gen. sp. 4 e Posthodiplostomum sp.).
Drepanotrema cimex, M. tuberculata e Pomacea sp., foram encontradas infectadas
por uma espécie cada (Echinostoma sp., Atamatam sp. e Baracktrematidae sp.,
respectivamente). Os resultados moleculares obtidos a partir de trematddeos adultos
recuperados dos queldnios e larvas do tipo equinéstoma encontradas em B. straminea
possibilitaram elucidar o ciclo biolégico de P. scalaris, espécie que teve sua posicao
filogenética avaliada pela primeira vez. Desta forma, o uso da abordagem da
taxonomia integrativa possibilitou caracterizar a ocorréncia de uma rica fauna de
trematédeos para o Estado do Piaui. Por outro lado, a geracdo de sequéncias
consideradas como referéncias, obtidas de exemplares adultos, para a fauna de
trematddeos neotropicais se revela como primordial para o avanc¢o na identificacédo de

cercarias encontradas em moluscos.

Palavras-chave: cercérias; ciclo bioldgico; marcadores moleculares; moluscos;

gueldnios; semiarido brasileiro; taxonomia integrativa.



ABSTRACT

The trematodes represent a diverse group of parasitic platyhelminths, with more than
800 species reported in all classes of vertebrates in Brazil. Despite this diversity, the
life cycles of these parasites, which necessarily involve a molluscs as an intermediate
host, are not known for most species. This gap in knowledge is even more significant
when considering trematode parasites of chelonians, which are represented by more
than 60 species in the country, all of which have an unknown life cycle. In the Brazilian
semiarid region, some studies have reported the presence of trematode larvae
associated with freshwater molluscs. However, studies aimed at advancing the
identification of these parasites are non-existent. The main objective of this study was
to evaluate the transmission of trematodes by mollusks in water bodies in four locations
in the state of Piaui and to try to obtain adult trematode specimens from chelonians in
order to associate them with their larval stages. The malacological collections (n= 29)
were carried out in four municipalities (Parnaiba, Pedro Il, Picos and Teresina) from
March 2022 to February 2023. In addition, 15 specimens of bearded terrapins,
Phrynops geoffroanus, were collected and assessed for trematode infection. 9,862
specimens of limnic mollusks belonging to the following species were collected and
evaluated: Anodontites sp., Biomphalaria glabrata, Biomphalaria straminea,
Drepanotrema cimex, Melanoides tuberculata, Pomacea sp., and Stenophysa
marmorata. Melanoides tuberculata was the most abundant species (n= 4,174),
followed by B. straminea (n = 2,977), which was the most widely distributed species
among the collection points (93.75%) and the one with the highest rate of infection with
trematode larval (45.45%). The species with the smallest distribution was B. glabrata,
with 22 specimens collected in Bebedouro Lagoon, in the municipality of Parnaiba,
followed by Anodontites sp., with 4 specimens found in Cabrinha Lagoon, in Teresina.
Of the total of molluscs evaluated, 99 (1%) were found to be infected by trematode
larval, found in all the localities evaluated and in 24 of the 29 collections made. A total
of 30 cercarial morphotypes were found, 11 of which samplings were selected for more
detailed studies involving morphological and molecular characterization. In relation to

the chelonians, 37 specimens of adult trematodes belonging to the same species were



recovered, which were found in the small intestine one of animal collected.
Morphological and morphometric analyses of the cercariae and adult parasites
obtained were carried out under an optical microscope. In addition, genetic sequences
of the 28S, ITS, cox-1 and nad-1 molecular markers were obtained for the parasites
collected and used for identification and phylogenetic analysis. This integrative
taxonomic approach revealed the occurrence of 11 species of trematodes in the hosts
analyzed. The greatest diversity of trematodes was found in Biomphalaria straminea,
the intermediate host of five species (Prionosomoides scalaris, Echinostomatidae gen.
sp.1, Echinostomatidae gen. sp. 2, Halipegus sp. and Atamatamidae sp.), followed by
Stenophysa marmorata, host of three species (Echinostomatidae gen. sp. 3,
Echinostomatidae gen. sp. 4 and Posthodiplostomum sp.). Drepanotrema cimex, M.
tuberculata and Pomacea sp. were found to be infected by one species each
(Echinostoma sp., Atamatam sp. and Baracktrematidae sp., respectively). The
molecular results obtained from adult trematodes recovered from chelonians and
echinostoma-like larvae found in B. straminea made it possible to elucidate the life
cycle of P. scalaris, a species whose phylogenetic position was assessed for the first
time. In this way, the use of the integrative taxonomy approach made it possible to
characterize the occurrence of a rich trematode fauna in the state of Piaui. On the
other hand, the generation of sequences considered to be references, obtained from
adult specimens, for the Neotropical trematode fauna is essential for progress in the

identification of cercariae found in molluscs.

Keywords: Brazilian semiarid; cercariae; chelonians; integrative taxonomy; life cycle;

molecular markers; molluscs.
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1. INTRODUCAO

1.1 Generalidades sobre trematddeos

Nos ultimos tempos, o parasitismo tem sido definido sob o viés ecol6gico como
sendo o processo em que um individuo utiliza recursos de outra espécie em beneficio
préprio (CARLSON et al.,, 2020). O enfoque ecoldgico no estudo deste tipo de
interacdo biolégica tem mostrado uma enorme riqueza de consequéncias, tendo em
vista que no seu processo de evolugdo, os parasitos tém se adaptado as mais
diferentes condi¢gbes do ambiente (DUBOIS & BINNING, 2022; HASIK & SIEPIELSKI,
2022). Além disso, esses organismos podem regular as populacdes de hospedeiros,
influenciar as estruturas basicas das comunidades onde habitam e eventualmente,
interferir em processos de migracdo e especiacao, afetando diretamente a
estabilidade do ecossistema (CHALKOWSKI et al., 2018; TIMI & POULIN, 2020). Na
busca dos cenarios ideais de sobrevida, em termos de melhor alimentacdo e
condicbes de reproducdo, o parasito invade oOrgdos e tecidos especificos dos
hospedeiros, sendo que os limites impostos sdo as reais necessidades metabdlicas
do parasito e as respostas fisioldgicas do hospedeiro (FERREIRA, 1973).

Apesar da importante influéncia dos parasitos nos diferentes nichos ecologicos
em que estao inseridos juntos a seus hospedeiros, 0 conhecimento acerca de sua
diversidade, especialmente na regido neotropical, ainda é bastante escasso, podendo
mesmo ser considerado negligenciados (GARCIA et al., 2019; BYERS, 2021; LEHUN
et al., 2023). Ao se ignorar a relevancia dos mesmos como parte da diversidade, deixa-
se de lado ndo apenas as suas medicfes reais, mas também suas funcdes nesses
ambientes, as quais comprovadamente afetam de forma significativa as interacdes
entre as espécies, o ciclo de nutrientes, a topologia da teia alimentar e a estabilidade
do préprio ambiente (ANDERSON et al., 2011; KING et al., 2011; SEHGAL, 2015;
BARTON et al., 2022).

Dentre a diversidade de parasitos que existe, os helmintos representam um
grupo bastante numeroso, distribuindo-se em diferentes tipos de ambiente e
infectando uma grande variedade de hospedeiros (ROBINSON et al, 2013). Os
representantes do filo Platyhelminthes Gegenbauer, 1859 sdo considerados o0s
metazoarios parasitos de maior sucesso evolutivo, em se tratando de distribuigcéo

mundial, diversidade de habitats, variedade de hospedeiros, e abundancia nos mais
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diferentes tipos de ambientes (CRIBB et al.,, 2003; BISEROVA, 2016). Esses
organismos, na maioria dos casos, sdo achatados dorsoventralmente, sem cavidade
corporal, tubo digestivo ausente ou presente, sistemas respiratério e circulatorio
ausentes, sistema excretor protonefridial, caracterizado pela presenca de células-
flama, com a maioria dos grupos sendo hermafroditas (TRAVASSOS, 1950; FREITAS,
1981). Os platelmintos que sdo parasitos obrigatérios estdo alocados no subfilo
Neodermata Ehlers, 1985, o que é atualmente formado por trés classes: Cestoda
Beneden, 1849, Monogenea Beneden, 1858 e Trematoda Carus, 1863 (OLSON &
TKACH, 2005).

Em relacdo aos representantes da classe Trematoda, foco deste estudo,
destaca-se a subclasse Digenea Carus, 1863, formada por mais de 18.000 espécies
nominais, incluidas em mais de 2.500 géneros (CRIBB et al., 2001; GIBSON et al.,
2002; LITTLEWOOD et al., 2015; KOSTADINOVA; PEREZ-DEL-OLMO, 2024). No
Brasil, segundo dados do Catalogo Taxon6mico do Brasil, mais de 850 espécies ja
foram identificadas, sendo a maior parte dos registros na regidao sudeste (COHEN et
al., 2025). O ciclo biologico dessas espécies € do tipo heteroxénico, ocorrendo na
maioria das familias em ambiente aquético. No entanto, em outros representantes 0s
ciclos se mantém exclusivamente em ambiente terrestre (KREMNEYV et al., 2023). Os
parasitos desenvolvem-se inicialmente nos primeiros hospedeiros intermediarios,
geralmente moluscos gastrépodes e bivalves. Posteriormente, pode haver
desenvolvimento de estagios larvais em outros hospedeiros como peixes, insetos e
até mesmo outros moluscos, enquanto as formas adultas desenvolvem-se, quase que
exclusivamente, em animais vertebrados (MORLEY, 2012; GOMEZ & NICHOLS,
2013; TAVELA et al., 2014; MADHAVI & BRAY, 2018).

1.2 Biologia de trematédeos

Os ciclos biologicos dos trematédeos sdo extremamente complexos,
envolvendo variados tipos de hospedeiros, estagios larvais morfologicamente
distintos, mudancas de ambiente e diferentes mecanismos de infeccdo nos
hospedeiros (ESCH et al.,, 2002). Esses ciclos podem ocorrer em trés tipos de
ambientes: a) aquatico, nesse caso, todos 0s hospedeiros sdo obrigatoriamente
aquaticos ou possuem estreita relacdo com esse tipo de ambiente; b) semiaquatico,

com estagios larvais parasitando organismo aquaticos, no entanto, o individuo adulto
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parasita animais terrestres; c) terrestre, em que todos os hospedeiros sdo animais
exclusivamente terrestres (GALAKTIONOV & DOBROVOLSKIJ, 2003; CRIBB et al.,
2003)

No ciclo de vida dos trematddeos, apos a reproducdo sexuada dos individuos
adultos, ocorre a producao em massa de ovos, sendo estes de diversos tamanhos e
formas diferentes, dependendo da espécie (GALAKTIONOV & DOBROVOLSKIJ,
2003). Dentro do ovo ocorre o desenvolvimento do proximo estagio evolutivo,
denominado miracidio, que séo larvas pequenas, podendo ter ocelos, de vida livre e
gue possuem, na maioria das espécies, uma estrutura na regiao anterior com funcdes
sensoriais denominada terebratorium (ESCH et al., 2002). Muitos trematédeos séo
oviparos, com a embriogénese ocorrendo no ambiente externo. No entanto, diversas
espécies sao ovoviviparas com o desenvolvimento dos miracidios ocorrendo no uUtero
do organismo progenitor, sendo posteriormente liberados para procurar
imediatamente o primeiro hospedeiro intermediario (LAGRUE & POULIN, 2009;
NIEWIADOMSKA & POJMANSKA, 2011).

Apos a infeccdo do molusco por miracidios, que pode ocorrer, a depender da
espécie, de forma passiva (ingestdo de ovos) ou ativa (penetracdo de miracidios),
estes podem colonizar diversas regides do animal, como a glandula digestiva, manto,
gbnadas, dentre outros. Dependendo da espécie, esses organismos podem continuar
seu desenvolvimento em dois tipos de formas evolutivas: 0os esporocistos e/ou rédias.
Os esporocistos apresentam-se como um saco germinativo amorfo, formado por um
conjunto de células embrionarias e com auséncia de tubo digestoério, tendo como
principal funcéo a nutricdo embrionaria e o desenvolvimento assexuado para gerar o
préximo estagio evolutivo. A rédia, assim como 0S esporocistos, apresentam
funcionalidades ligadas a reproducéo assexuada do parasito. Contudo, nesse estagio
0S parasitos apresentam boca, faringe, intestino e, em alguns casos, apéndices
locomotores. Por realizarem a ingestado direta do tecido do molusco, eles podem
provocar alterag6es patoldgicas no hospedeiro invertebrado (POULIN & CRIBB, 2002;
CRIBB et al., 2003; HERRMANN & POULIN, 2011; ZEMMER et al., 2020; DUAN et
al., 2021).

Ao longo da infeccdo, as rédias podem continuar dando origens a formas
semelhantes, como as rédias filhas ou netas, ou prosseguir no ciclo bioldgico,

originando as cercarias. Estas se caracterizam por apresentar forma livre na maioria
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dos organismos e possuem diversos formatos, tamanhos e caracteristicas biologicas
e comportamentais distintas. As cercarias possuem como principal funcéo a infeccéo
do préximo hospedeiro, que dependendo do ciclo, pode ser o segundo hospedeiro
intermediario ou o hospedeiro definitivo (GALAKTIONOV & DOBROVOLSKIJ, 2003;
LEFEBVRE & POULIN, 2005).

As cercarias, na maioria das espécies, sdo morfologicamente constituidas por
um corpo e uma cauda. O corpo pode se apresentar de forma alongada ou oval,
apresentando estruturas como ventosas (oral e/ou ventral), cecos, em alguns grupos
células cistogénicas, glandulas de penetracéo, faringe, eséfago, e estruturas anexas
como ocelos, estilete e colar de espinhos. A cauda pode ser do tipo simples ou com
furcas, podendo apresentar forma mais alongada ou curta e desenvolver estruturas
anexas como membrana natatoria, pélos sensoriais e espinhos (SCHELL, 1985;
PINTO & MELO, 2013b; BELOUSOVA, 2021; SCHWELM et al., 2021). Essas larvas
possuem uma reserva de glicogénio que garantem sua sobrevivéncia por algumas
horas ou dias, 0 que torna necessario que o encontro com o proximo hospedeiro
ocorra 0 mais breve possivel. O mesmo € favorecido por algumas adaptacbées como
a producédo de grande numero de exemplares, a liberacdo em horarios especificos em
periodos em que h& maior probabilidade de encontro com os hospedeiros,
acompanhada de algumas respostas a estimulos quimicos, fisicos e ambientais e ao
desenvolvimento de caracteristicas morfolégicas e comportamentais visando a sua
atracéo (PINTO & MELO, 2013a; DUNGHUNGZIN & CHONTANANARTH, 2020).

Diante da diversidade de caracteristicas morfolégicas, as cercérias foram
organizadas em um sistema de classificacdo artificial baseado em agrupamentos
denominado de tipos cercarianos. Esse sistema foi inicialmente proposto por Lihe
(1909) e posteriormente alterado por outros autores. Em linhas gerais, esse sistema
de classificacdo leva em consideracdo as seguintes caracteristicas morfologicas:
auséncia ou presenca de cauda, tamanho relativo da mesma, com presenca de furcas,
sendo as brevifurcadas as que apresentam furcas menores que a metade do tronco
caudal e longifurcadas, as que apresentam furcas maiores que a metade do tronco
caudal, nUmero e posi¢cao de ventosas no corpo e mais especificamente na morfologia
e morfometria de estruturas complexas como glandulas de penetracdo, ocelos e
namero de espinhos no colar cefédlico (Figura 1) (PINTO & MELO, 2013a;
SOLDANOVA et al., 2022).
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Na maioria das espécies de trematddeos, apds o desenvolvimento da cercaria
e antes da transformacdo em individuo adulto, existe uma fase intermediaria
denominada metacercaria. Em algumas espécies a morfologia dessa forma evolutiva
com individuos adultos é bastante semelhante diferenciando apenas no grau de
desenvolvimento dos érgaos reprodutivos. Esse estagio de desenvolvimento € a forma
infectante para o hospedeiro definitivo e esse processo que passivamente, atraves de
uma relacdo tréfica, resulta na ingestdo do segundo hospedeiro intermediario
infectado. Essas formas evolutivas sdo geralmente encontradas encistadas, o que
garante a economia de energia, a protecdo contra fatores ambientais externos, além

de possibilitar a dispersao do parasito.
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Figura 1. Tipos cercarianos mais comuns encontrados em moluscos no Brasil. (A) Gimnocéfala, (B)
Anfistoma, (C) Equinéstoma, (D) Magnacauda, (E) Megalura, (F) Mon6stoma, (G, H) Pleurolofocerca,
() Xifidiocercaria, (J) Distoma brevifurcada afaringeada, (K, L, M) Distoma brevifurcada faringeada, (N)
Distoma longifurcada faringeada (Pinto & Melo, 2013).

Nos hospedeiros vertebrados, apdés a infeccdo, ocorrem diversas
transformacdes morfofisioldgicas no parasito, levando ao surgimento de adaptacoes
ao novo ambiente como o desenvolvimento final da maturidade sexual a partir da
reproducdo sexuada, podendo ocorrer tanto por fecundagédo cruzada quanto por

autofecundacéo (com excecao dos trematddeos que apresentam dimorfismo sexual,
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como por exemplo os representantes da familia Schistosomatidae) (TRAVASSOS,
1950; TRAVASSOS et al., 1969; SOULSBY, 1982). Os trematddeos adultos, a
depender da espécie, sdo encontrados nos mais diversos sitios de infeccdo em seus
hospedeiros definitivos (GIBSON et al, 2002).

Dentre todas as fases evolutivas, o adulto € o mais importante para os estudos
taxondmicos do grupo, devido ao completo desenvolvimento dos 6rgdos, o que
permite analises morfolégicas comparativas mais aprofundadas. Além disso, 0s
individuos adultos possuem grande importancia na saude médica e veterinaria, pois
€, geralmente esse o estagio envolvido na ocorréncia de doencas nos hospedeiros
infectados (PESSOA & MARTINS, 1982; BORAY, 2007; MEHMOOD et al, 2017).

1.3 Importancias dos trematédeos
1.3.1 Importancia ecoldgica dos trematddeos

Do ponto de vista ecologico, os trematdédeos digeneicos podem assumir a
funcdo de indicadores ambientais, pois possuem uma relagéo intrinseca com o meio
em que vivem, incluindo seus diferentes hospedeiros. Nesse sentido, uma diversidade
de espécies de trematddeos em uma determinada regido pode indicar a presenca da
diversidade de espécies de animais que podem atuar como hospedeiro nos ciclos
biolégicos desses parasitos. Além disso, a presenca dessas formas evolutivas pode
indicar como funciona as relac¢des troficas que ocorrem nesses ambientes, ajudando
a compreender a estrutura e funcionamento de varias comunidades biolégicas
(O’KEEFFE et al., 2021; SANTIAGO-ALARCON & ROJAS-SOTO, 2021; THORBURN
et al., 2022).

Estudos realizados em diversas partes do mundo tém mostrado como a
diversidade de trematdédeos auxilia na compreensdo de diversos aspectos dos
ecossistemas, desde a alteragdo no fluxo migratorio de aves (PAPERNA, 1996), nas
alteracbes em cole¢Bes hidricas por causas antropogénicas, como eutrofizacdo e
poluicdo por metais pesados (PALM et al., 2011), perturbagbes nas cadeias
alimentares (MARCOGLIESE, 2005) e composicdo de hospedeiros intermediarios
(OUTA et al., 2022). Além disso, a fauna parasitaria de animais aquaticos auxilia na
determinacao de quais fatores podem estar provocando certas alteracbes ambientais.
Um estudo realizado por Minguez et al. (2013) na Franca, revelou que a identificacédo

da comunidade parasitaria de mexilhdes-zebra (Dreissena polymorpha) (Pallas, 1771)
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determinou quais areas apresentavam maior quantidade de contaminacdo quimica.
Shea et al. (2012) relataram que a partir da identificacdo de uma populacéo de larvas
de trematddeos foi possivel verificar que areas com pastoreio de gado tende a diminuir
a biodiversidade de hospedeiros para esses parasitos.

Fatores abidticos como temperatura, pH e composi¢ao de sais inorganicos em
ambientes hidricos, somados a estudo da diversidade de hospedeiros e parasitos,
também pode auxiliar no entendimento sobre como o0s ecossistemas funcionam e
como 0s mesmos podem estar sofrendo algum tipo de alteracdo (QUIAZON, 2015;
SANA et al., 2018). Ademais, é importante destacar que as mudancas climéticas
também podem influenciar na composicao desses organismos no meio ambiente, pois
altera de forma significativa diversos fatores abidticos e bidticos que sdo essenciais
para manutencao desses seres vivos em seus habitats (ARNETH et al., 2020).

A relacéo entre trematdédeos e os moluscos que atuam como seus hospedeiros
intermediarios tem sido avaliadas quanto a capacidade de algumas espécies atuarem
como controladores biolégicos de espécies que possuem importancia médico-
veterinaria como Schistosoma mansoni Sambon, 1907 e Fasciola hepatica Linnaeus,
1758 (COUSTAU et al., 2003; DIAS et al., 2012; AROSTEGUI et al., 2019). Alguns
estudos anteriores, dedicados a compreender os efeitos da coinfec¢do por espécies
diferentes de trematddeos no mesmo molusco, avaliaram como a presenca de S.
mansoni era afetada pela ocorréncia de coinfeccdo com individuos dos géneros
Cotylurus Szidat, 1928, Paryphostomum Dietz, 1909, Plagiorchis Lihe, 1899 e
Ribeiroia Travassos, 1939 (LIM & HEYNEMAN, 1972; COMBES, 1982; ESTEBAN et
al., 2011). De fato, casos de competicao interespecifica envolvendo outras espécies
podem ocorrer em casos de coinfec¢ao, sendo que algumas espécies consideradas
“‘dominantes” apresentam vantagens competitivas prejudicando e até mesmo
eliminando outras espécies consideradas “subordinadas” (SANTOS & SANTOS,
2013). Esse tipo de antagonismo entre as espécies de trematddeos ocorre por meio
direto, nesse caso as reédias consomem as formas larvais de outra espécie, ou por
meio indireto, resultante de estimulos ao sistema interno de defesa dos moluscos
transmissores (LIM & HEYNEMAN, 1972).

Outro tipo de estratégia de controle bioldgico que pode ser utilizada a partir de
trematdédeos envolvem as larvas do tipo xifidiocercaria que podem se encistar em

diversas larvas de artrépodes, incluindo as espécies que atuam como vetores de
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doencas. Esse caso de parasitismo € responsavel pelo atraso no desenvolvimento,
mortalidade e casos de malformacdo em mosquitos adultos, contribuindo na
diminuicdo populacional desses vetores. Alguns registros ja foram reportados na
literatura em que culicideos dos géneros Aedes Meigen, 1818, Anopheles Meigen,
1818 e Culex Linnaeus, 1758, responsaveis por transmitir doencas como dengue,
malaria e filariose linfatica, respectivamente, tiveram seu desenvolvimento afetado
pela encistamento de metacercaria nas larvas desses insetos (RAO et al., 1985;
CARVALHO et al., 2001; CARVALHO et al., 2002).

Mais recentemente, alguns autores tem analisado as relacdes envolvendo
trematdédeos e seus hospedeiros, a fim de compreender que outras consequéncias
poderiam ser geradas nessas interacdes. Além dos efeitos negativos que ocorrem
pela infeccdo por esses parasitos, € possivel observar outras modificacdes que sao
geradas nos hospedeiros a partir do aumento da demanda por recursos metabdlicos,
alteracfes na alimentacao e reproducao e mudancas comportamentais e fisiologicas
desses parasitos. Como exemplo, certas espécies pertencentes a familia
Diplostomidae Poirier, 1886, que em seus estagios larvais infectam olhos e cérebros
de peixes, que atuam como segundo hospedeiro intermediario, podem provocar
prejuizos a visdo do animal, dificultando seu processo de fuga em caso de predacao,
facilitando a ingestdo do peixe infectado por uma ave, que ird atuar como hospedeiro
definitivo (SEPPALA et al., 2006; FLINK et al., 2017). Todas essas questdes sinalizam
para a importancia dos trematédeos em termos ecolégicos, embora estudos mais
aprofundados relacionados a isso sejam ainda necesséarios para uma aplicacao

pratica.

1.3.2 Importancia médico-veterinaria dos trematédeos

Cerca de 150 espécies de trematddeos ja foram relatadas infectando seres
humanos (MULLER & WAKELIN, 2002). Dentre essas, destacam-se as pertencentes
ao género Schistosoma, causadores da esquistossomose. Essa parasitose € de
veiculagcdo hidrica, de carater endémico, e € associada a pobreza e ao baixo
desenvolvimento econémico, sendo S. mansoni a espécie responsavel por provocar
a doenca nas Américas (ROCHA et al., 2016; BARBOSA et al., 2018; BRASIL, 2024).
O ciclo biologico de S. mansoni inicia quando individuos infectados despejam suas

fezes com ovos do parasito em areas proximas a cole¢des hidricas, nesses ambientes
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ocorre a eclosao dos miracidios, estes por sua vez infectam moluscos gastropodes do
género Biomphalaria que atuam como hospedeiros intermediarios deste parasito. Nos
moluscos vetores, ocorre 0 processo de producéo de esporocistos que dardo origem
as cercarias. A transmissdo ao homem ocorre quando, apos os moluscos liberarem
essas larvas no ambiente, as mesmas penetram ativamente na pele. Por fim, no
sistema porta, os vermes adultos reproduzem-se sexuadamente, produzindo mais
ovos que poderdo contaminar o ambiente, reiniciando o ciclo (BRASIL, 2008; MELO
et al., 2019; SILVA-MORAES et al., 2019; ALLY et al., 2024). Segundo estimativas da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) a esquistossomose afeta cerca de 290 milhdes
de pessoas em 78 paises, ocorrendo principalmente na Africa subsaariana, Asia e
Ameérica do Sul. O Brasil possui 0 maior nUmero de casos entre 0s paises americanos,
com estimativas de 2,5 a 8 milhdes de brasileiros acometidos com a doenca, sendo
as regioes nordeste e sudeste as mais afetadas (KATZ, 2018; BRASIL, 2024).

Casos de infec¢fes humanas por cercarias da familia Schistosomatidae que,
normalmente infectam aves, tém sido cada vez mais relatadas na literatura. Essa
condicdo, denominada dermatite cercariana, foi descrita pela primeira vez em
plantadores de arroz, no Japdo, em 1887 (HORAK & KOLAROVA, 2011). No entanto,
apenas em 1928, nos Estados Unidos, é que as primeiras espécies causadoras foram
identificadas (KOLAROVA et al., 2013). Desde entdo, diversos casos tém sido
reportados no mundo todo, especialmente na América do Norte e Europa (HORAK et
al., 2015). A infeccdo manifesta-se como uma forte erupcéo cutanea maculopapular
forte, acompanhada de prurido intenso, tal qual € vista na penetracdo ativa das
cercérias no inicio da esquistossomose. Em locais de clima temperado, a dermatite
cercariana é uma doenca sazonal, diagnosticada, principalmente, durante os meses
de verdo, quando aumentam o numero de cercarias eliminadas pelos moluscos e o
numero de banhistas em aguas naturais (MAS-COMA et al., 2009; PINTO et al.,
2012a).

Outras espécies de trematdédeos podem, eventualmente, provocar infecgbes
humanas através do consumo de peixes, rds, mariscos e plantas aquaticas (por
exemplo, agrido) (LUN et al., 2005; LIU et al., 2008). A natureza zoonoética dessas
infecgdes explica o crescente numero de casos em varias regides do mundo. Casos
humanos de paragonimose, clonorquiose e equinostomose sdo comuns em algumas

regides da Asia e Oceania, e sdo adquiridas através da ingestdo de formas infectantes
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presentes em alimentos crus ou mal cozidos (LUN et al., 2005; KARKI et al., 2021,
RICHTER, 2022). Nessas areas endémicas, a transmissédo ocorre de forma focal e
estd associada a praticas socioecondmicas e culturais (GARCIA, 2010). Apesar do
consideravel impacto na saude publica e da natureza emergente dessas infeccbes
alimentares provocadas por trematddeos, essas patologias estdo entre as mais
negligenciadas das chamadas doencas tropicais negligenciadas (COURA & AMARAL,
2004; LIU et al.; 2008). No Brasil, casos autéctones de Ascocotyle (Phagicola) longa
Ramson, 1920, F. hepatica e Paragonimus sp. ja foram relatados (CHIEFFI et al.,
1992; LEMOS et al., 2007, OLIVEIRA et al., 2007).

Em relacdo as espécies de trematddeos de importancia veterinaria, a maior
parte sdo parasitos de ruminantes e de peixes, mas também ha aquelas que podem
ser transmitidas por ostras e que podem provocar prejuizos a mariscocultura. No
Brasil, F. hepatica € responséavel por provocar a fasciolose hepética, que gera grandes
problemas para a pecuaria em varias regiées do pais (LALOR et al., 2021). Esse
trematdédeo pode ser encontrado no figado e canais biliares de ovinos, caprinos,
bovinos, bufalos, suinos e até em seres humanos. Conhecido por baratinha do figado,
esse verme possui o corpo com coloracdo avermelhada, com forma folidcea e
achatado dorsoventralmente. No pais, os estados com maior nimero de registro sao
Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sado Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro
e Goias. Geralmente, o0s animais parasitados apresentam retardo no
desenvolvimento, diminuicdo progressiva no ganho de peso e producao de leite,
podendo também desenvolver problemas reprodutivos. Moluscos da familia
Lymnaeidae atuam como hospedeiros intermediarios, sendo que as metacercarias
encistam-se em substratos e podem sobreviver por muitas semanas (CARAVEDO &
CABADA, 2020; SILES-LUCAS et al., 2021; ALBUQUERQUE et al., 2022; TEIXEIRA
et al., 2023).

Outra espécie que possui grande importancia veterinaria no pais € Eurytrema
coelomaticum (Giard & Billet, 1892). Esse parasito pode ser encontrado nos ductos
pancreaticos e ocasionalmente em ductos biliares e intestino delgado de ruminantes.
A infeccdo no hospedeiro definitivo ocorre quando este ingere, acidentalmente,
metacercarias presentes em gafanhotos. Clinicamente os animais infectados
apresentam letargia, fraqueza, prostracéo, caquexia e anemia. ASSim como nos casos

provocados por F. hepatica, essa infec¢do pode trazer enorme prejuizo econémico,
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tendo em vista a perda de produtividade desses animais, gerando assim
consequéncias a receita pecuarista brasileira (ILHA et al., 2005; QUEVEDO et al.,
2013; FIGUEIRA et al., 2014).

Ademais, registros de infec¢cbes por trematddeos na ictiofauna brasileira tem
sido bastante reportados na literatura, com mais de 250 espécies conhecidas,
especialmente das familias Clinostomidae e Diplostomidae (FLORES-LOPES &
THOMAZ, 2011). No entanto, os impactos provocados por esses parasitos ainda nao
estdo completamente elucidados, pois 0s peixes podem atuar tanto como segundo
hospedeiros intermediarios, como ocorre em relacdo aos representantes da familia
Diplostomidae e Clinostomidae (KOHN et al., 2007). Os trematédeos possuem sitios
de infeccbes diferentes nos peixes hospedeiros. Alguns ocorrem na regido ocular,
como em Austrodiplostomum compactum (Lutz, 1928), enquanto que Centrocestus
formosanus (Nishigori, 1924) pode infectar branquias e Haplorchis pumilio (Looss,
1896) geralmente infecta a musculatura (ZICA et al., 2011; XIMENES et al., 2017;
LOPES et al.,, 2020). Essas infec¢cdes podem ter relacdo com algumas outras
alteracdes patoldgicas, assim como intensidade da infec¢do, reposta imunolégica do

hospedeiro e ocorréncia de migragéo tecidual (THATCHER, 2006).

1.4 Relacao entre trematdédeos digeneicos e moluscos hospedeiros

Apesar da complexidade do ciclo biolégico dos trematddeos digeneicos, a
maioria dos autores concordam que os ciclos desses organismos contendo trés
hospedeiros € um carater mais ancestral e que os ciclos com dois hospedeiros séo
mais derivados (BLASCO-COSTA & POULIN, 2017). No ciclo biolégico da maioria dos
trematddeos, obrigatoriamente, um molusco, em especial gastrépode ou bivalve,
assume a funcao de primeiro hospedeiro intermediario (PINTO & MELO, 2013b).
Esses animais fornecem nutrientes e espacgo, meios necessarios nos quais o parasito
consegue se desenvolver e dar continuidade ao ciclo nos préximos hospedeiros
(OLSON & TKACH, 2005). Apesar de ser alvo de estudos ha algum tempo, essa
associacao ainda nao esta completamente elucidada, especialmente pelas diferentes
formas como o parasito consegue moldar o comportamento do hospedeiro para o seu
sucesso evolutivo. Um dos recursos mais caracteristicos da interagdo molusco-
trematoda é sua especificidade, e por mais que em ambientes aquaticos geralmente

sdo habitados por varias espécies de moluscos, cada espécie hospedeira €
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normalmente infectada com larvas de trematddeos especificas (BAYNE & YOSHINO,
1989; LOCKYER, et al., 2004; PINTO & MELO, 2013b).

Embora o processo de especificidade parasitaria torne a relacdo entre
trematédeos e moluscos mais intima, isso pode restringir ainda mais 0 sucesso na
transmissao desses parasitos durante essa etapa do ciclo biol6gico. No entanto, esse
fendbmeno pode ser compensado com as altas capacidades reprodutivas dos
trematddeos nesses hospedeiros, permitindo o desenvolvimento de
esporocistos/rédias para cercéarias. Outro tipo de adaptacdo observada nesses
parasitos é que geralmente hd uma sobrevida prolongada dos ovos de algumas
espécies, ja que os mesmos nao eclodem e precisam ser ingeridos pelos moluscos,
proporcionando uma compensacao tatica na transmissao em comparag¢ao com outras
espécies que também possuem estagios evolutivos de vida livre (LOCKYER, et al.,
2004).

Lively (2001) demonstrou que existem trés pontos centrais para o estudo
ecoldgico e evolutivo da relacdo parasito-hospedeiro: 1) alguns modelos revelam que
0s parasitos conseguem controlar a densidade da populacdo hospedeira; 2) a
coevolucédo parasito-hospedeiro poderia levar a manutencao da diversidade genética
e possivelmente a manutencdo da reproducdo sexual; 3) analises filogenéticas
mostram a coespecificacdo de hospedeiros e parasitos.

A maioria das espécies de trematédeos pode desenvolver-se com sucesso em
moluscos de mesma espécie, género ou familia. Embora cada relacao entre esses
organismos seja individual, alguns moluscos sao hospedeiros intermediarios para
mais de uma espécie desses parasitos, podendo ocorrer mdultiplas infeccbes
sequenciais ou simultaneas (ESCH et al., 2003; THIELE & MINCHELLA, 2013). A
ocorréncia dessas infec¢cdes multiplas pode proporcionar um possivel mecanismo de
comutacéo, processo no qual um trematodeo é transferido para um novo hospedeiro.
A penetracéo no hospedeiro “errado”, normalmente resulta na eliminagdo do parasito
incompativel. Contudo, se 0 mesmo conseguir sobreviver superando o sistema interno
de defesa do molusco, a infeccdo pode persistir, como ja registrado para algumas
espécies de equinostomatideos e anfistomos (ESCH et al., 2003; LOCKYER, et al.,
2004; BORN-TORRIJOS et al., 2014).

Alguns autores apontam que a mudanca de hospedeiro intermediario seria uma

ocorréncia rara (DAVIS et al., 1999), contrastando com outros estudos que apontam
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gue para certos grupos, a alteracdo desses hospedeiros ocorre com certa facilidade
(CRIBB et al., 2001; BLAIR et al., 2001). Nesses estudos, 0s autores pontuam que a
mudanca de hospedeiro ocorre por alopatria, uma vez que o sucesso dos individuos
gue parasitam uma nova espécie seja inferior aquelas que utilizam seus hospedeiros
habituais para completarem seu ciclo. A utilizacdo de um novo hospedeiro pode
aumentar a sua compatibilidade como resultado da selecdo de alelos para a
sobrevivéncia do parasito e isso pode, eventualmente, levar a especiacao através de
isolamento geogréfico e/ou efeitos fundadores (LAGRUE et al., 2007; SALLOUM et
al., 2023). Por fim, a consequéncia préatica desta especificidade é a maior facilidade
na identificacéo e definicdo das areas geograficas onde se encontram os trematédeos,
a partir do conhecimento obtido sobre as areas ocupadas por moluscos hospedeiros
(CRIBB et al., 2001; LOCKYER, et al., 2004; SALLOUM et al., 2023).

1.5 Moluscos e trematédeos do semiéarido brasileiro, com enfoque no Estado do
Piaui

No Brasil, diversas espécies de moluscos ja foram reportadas como
hospedeiros de trematddeos digeneicos (MATTOS et al.,, 2013; PINTO & MELO,
2013c; MELO et al.,, 2024). Apesar desta vasta diversidade, ainda ndo existem
informacdes sistematizadas sobre a fauna de trematédeos encontradas en moluscos
(nativos e exadticos) presentes em corpos hidricos no Brasil, especialmente na regiao
semiéarida do pais (KOTZIAN & AMARAL, 2013; LEAL et al., 2021; JOVEM-AZEVEDO
et al., 2022). Essa regido abrange uma area total de 969.589,4 km? cobrindo 11% do
territério nacional e representando 70,6% da regido nordeste do pais, sendo a regido
semiarida mais populosa do mundo (Figura 2). Além disso, cobre cerca de 1.132
municipios de nove estados (Alagoas, Bahia, Cear4, Minas Gerais, Paraiba,
Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe). O semiarido é definido com base
em trés critérios: 1) precipitacdo média anual inferior a 800 mm; 2) indice de aridez
inferior a 0,5, que é calculado como o balanco hidrico entre precipitacdo e a
evapotranspiragao; e 3) probabilidade de seca maior que 60% (SOARES et al., 2021;
SILVA et al., 2023).
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Figura 2. Mapa representativo do Brasil com destaque para o semiarido brasileiro que abrange uma
area compreendida entre nove estados do pais.

O Semiérido brasileiro possui uma série de caracteristicas geomorfologicas e
climaticas que o difere de outras regifes aridas e semiaridas do mundo, como por
exemplo: altas variacdes espacial e temporal de precipitacdes, temperaturas acima
de 25 °C durante o ano todo, caracterizando-se com baixa amplitude térmica, potencial
de evapotranspiracdo extremamente alto, provocando um déficit no balanco hidrico
na maior parte do ano, solos rasos e com baixa estruturacéo, bacias de drenagem
caracterizadas por rios e riachos de fluxo intermitente e cobertura vegetal decidual
tipica denominada como “Caatinga”. Os tipos de cole¢des hidricas mais comuns
encontrados na regido incluem lagoas naturais rasas, reservatorios artificiais, como
acudes e valas de irrigacéo, riachos e rios intermitentes (com excecdo do perene rio
S&o Francisco e rios que possuem regulacao artificial) (BARBOSA et al., 2012; SILVA
et al., 2021). Esses sistemas aquaticos estado sujeitos a longos periodos de escassez
hidrica, pois 0s reservatorios apresentam baixa vazao associados ao balanc¢o hidrico
negativo e a altas temperaturas (PEDRO et al., 2006), intensificando o acumulo de
concentragao de nutrientes, tornando esses sistemas mais vulneraveis a eutrofizagéo,
sendo este considerado um dos maiores problemas que leva a diminuicdo da
gualidade da agua.

Os reservatorios de agua doce do semiarido abrigam uma alta diversidade de

espécies pouco estudados na localidade, dentre eles os moluscos (SILVA et al.,
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2020). Especificamente no Estado do Piaui, area alvo desse estudo, o semiarido
abrange aproximadamente 150.42 km? de todo o territério piauiense, correspondendo
a 57% da area total do Estado e 13,96% do semiarido brasileiro. Todavia, 0
conhecimento sobre a diversidade de moluscos dulciaquicolas no estado é
completamente escassa, com registro de apenas 14 espécies até o presente momento
(Tabela 1).

No Semiérido brasileiro alguns estudos tém reportado a ocorréncia de diversos
tipos de larvas de trematddeos associadas com moluscos dulcicolas. No entanto, a
maioria dos trabalhos possuem foco apenas na identificacdo de cercéarias de S.
mansoni, sem maiores detalhamentos de outras espécies de trematdédeos. Os
principais tipos cercarianos registrados na regido sdo equindéstomas e
estrigeocercarias (SOUZA et al., 2010; SILVA et al., 2021; SOUSA et al., 2022;) além
de distoma brevifurcada afaringeada, sendo a maioria dos representantes
identificados como membros da familia Spirorchiidae, e alguns estudos reportando a
presenca de S. mansoni (SOUZA et al., 2008; ZANARDI et al., 2019). Por fim,
cercarias dos tipos xifidiocercéaria, monéstoma e estrigeocercaria também foram
reportadas infectando moluscos dessa regidao (ZANARDI et al., 2019; SOUSA et al.,
2022; MELO et al., 2024).

Os poucos registros de moluscos dulciaquicolas para o Estado do Piaui vao de
encontro com o0s escassos dados de larvas de trematédeos que foram registradas
infectando esses animais. A maior parte dos estudos, mesmo o0s que foram
desenvolvidos em outras localidades do Semiéarido brasileiro, apenas identificaram a
presenca de tipos cercarianos, sem maiores descricdes. (BEZERRA et al., 2018;
COUTO et al., 2005; CARVALHO et al., 2018).

Em outra vertente relacionada a diversidade de moluscos limnicos, destaca-se
gue a distribuicdo desses vetores no semiarido brasileiro € bastante variavel, com
preponderancia de algumas espécies em colec¢des hidricas permanentes, como rios
e acudes, enquanto outras sdo mais comuns em colec¢des hidricas temporarias, como
lagoas e valas de irrigagcdo. No entanto, além das caracteristicas fisiologicas e
ecologicas desses individuos serem determinantes para a escolha das localidades
nas quais eles habitam, diversos outros fatores podem explicar sua distribuicdo, como
as condic¢Oes sazonais do ambiente, tendo em vista que moluscos sao extremamente

sensiveis a variacoes de temperatura, pH e outros fatores (BARBOSA et al., 2012;
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KOTZIAN & AMARAL, 2013; BARBOZA et al., 2022). Além disso, as mudancas
climaticas tem exercido influéncia na composicao faunistica desses animais nesse tipo
de ecossistema, especialmente por conta do aumento da temperatura média global e
por condicbes meteoroldgicas extremas e imprevisiveis. Somado a isso, a introducao
de espécies exdticas como Melanoides tuberculata (Muller, 1774) e Corbicula fluminea
(Muller, 1774) é também responsavel pela mudanca nos padrbes de distribuicdo
desses hospedeiros, pois esse processo facilita a ocorréncia de sobreposicao de
nicho ecoldgico, provocando o aumento de competicdo interespecifica, com
consequente migracao e/ou declinio populacional das espécies nativas (COELHO et
al., 2018; PAIVA et al., 2018; BARROS et al., 2020; PRESTON et al., 2022).



Tabela 1. Registro de espécies de moluscos dulciaquicolas pertencentes as classes Bivalvia e

Gastropoda encontrados no Estado do Piaui.

Espécie Localidade Referéncia
Classe Gastropoda
Fgmma Pla}norb|dae Paraense & Araujo 1984;
Biomphalaria glabrata Carvalho et al.. 2008
(Say, 1818) Parnaiba "

Biomphalaria straminea
(Dunker, 1848)

Drepanotrema cimex
(Moricand, 1838)

Drepanotrema depressissimum

(Moricand, 1839)

Drepanotrema lucidum
(Pfeiffer, 1839)

Uncancylus concentricus
(d'Orbigny, 1835)

Familia Thiaridae
Melanoides tuberculata
(Muller, 1774)

Familia Ampullaridae
Pomacea canaliculata
(Lamarck, 1822)

Pomacea lineata
(Spix, 1827)

Familia Physidae
Stenophysa marmorata
(Guilding, 1828)

Classe Bivalvia
Familia Cyrenidae
Corbicula fluminea

(Mller, 1774)

Familia Sphaeriidae
Pisidium dorbignyi
Clessin, 1879

Diversos registros

Parnaiba

Parnaiba

Parnaiba

Picos

Picos, Itaindpolis, S&o

Julido

Itainépolis, Picos

Séao Julido

Picos

Itain6polis

Itain6polis

Carvalho et al., 2008;
Silva et al., 2020;
Leal etal., 2021; 2024;
Sousa et al., 2022

Paraense & Araljo 1984;
Leal et al; 2021; 2024

Paraense & Araljo 1984;
Leal et al., 2021; 2024

Paraense & Araljo 1984;
Leal et al., 2021; 2024

Leal et al., 2021; 2024

Leal et al., 2021; 2024

Leal etal., 2021; 2024

Silva et al., 2020

Leal etal., 2021; 2024

Leal et al., 2021; 2024

Leal et al., 2021; 2024
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1.6 Relacao entre trematdédeos digeneicos e quelénios

Diversos tipos de animais vertebrados tém sido identificados como hospedeiros
definitivos de trematddeos digeneicos, com espécies abrigando, em muitos casos,
mais de uma espécie desses parasitos. Todavia, a limitacdo de estudos da
composicdo parasitéria de muitos desses vertebrados dificulta o conhecimento sobre
a diversidade de trematddeos. Além disso, é bastante contrastante os dados sobre a
diversidade de trematddeos que parasitam peixes, aves e mamiferos quando
comparados com outras classes de vertebrados, como anfibios e répteis (LEUNG,
2024). Estes Ultimos compreendem um importante grupo composto por mais de
11.500 espécies conhecidas, sendo 848 descritos apenas no Brasil (COUTO et al.,
2024). No Semiarido brasileiro, segunda regido mais rica em termos de biodiversidade
de répteis do pais, mais de 400 espécies ja foram identificadas (LACERDA et al.,
2023). Estes animais sdo extremamente importantes, pois, além de fazerem parte nas
teias alimentares, podem atuar como dispersores de sementes, e sua presenca indica
boa saude no ecossistema (ALVES et al., 2012). Alguns estudos anteriores ja
caracterizaram a diversidade de helmintos desses animais, incluindo registros de
trematodeos digeneicos (TANTALEAN & GONZALO, 1992; SARMIENTO et al, 1999;
MCALLISTER et al, 2010; MASCARENHAS et al., 2022). Porém, a descoberta de
novas espécies de parasitos e hospedeiros e pontos de ocorréncia em comum para
esses individuos, tornam esses levantamentos um processo continuo e necessario.

Dentre essa vasta diversidade de répteis esta a ordem Testudinata,
representada por animais conhecidos como queldnios, que inclui os jabutis, cagados
e tartarugas. Essa ordem compreende cerca de 478 taxons conhecido, sendo 356
espécies e 122 subespécies (MELO-DIAS et al., 2023). Na América do Sul, 71
espécies sao conhecidas, dentre elas, algumas estdo sob ameaca de extingao
(LACERDA et al., 2023). Devido a sua biomassa e elevada densidade nos ambientes
de agua doce, esses animais conseguem facilmente colonizar e se expandir para
diferentes locais. Além do mais, alguns estudos tém relatado como fatores
relacionados com seus habitos alimentares, comportamento de nidificagéo e partilha
de recursos entre espécies simpatricas podem potencializar seu processo reprodutivo
(COUTO et al., 2024). Esse fato esta diretamente associado as relagbes parasitarias,
pois proporciona condi¢bes ideais para expansao de ocorréncia de helmintos

parasitos, incluindo a possibilidade de interagdo com novos hospedeiros (LIMA &
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KOHN, 2014). Nesse sentido, dezenas de espécies de helmintos sdo conhecidas por
infetar quelénios na América do Sul, dentre eles, trematddeos digeneicos de 66
espécies de 16 familias (PALUMBO et al., 2024).

Apesar da fauna diversificada j& descrita, os trematddeos que parasitam estes
répteis na regido ndo sdo completamente conhecidos, como pode ser evidenciado por
descricOes recentes de novos taxons e hospedeiros (LIMA & KOHN, 2014; CHAVIEL
et al., 2020; CAVACO et al., 2023). Essa lacuna no conhecimento é mais evidente
guando consideramos apenas o0s representantes de agua doce para a qual sdo
conhecidas 43 espécies de trematddeos (Tabela 2) (Figuras 3, 4 e 5). Embora tenham
sido verificados avancos relevantes em estudos filogenéticos moleculares envolvendo
trematddeos de diferentes grupos de vertebrados (BLASCO-COSTA et al., 2016;
ACHATZ et al., 2022; LOPEZ-HERNANDEZ et al., 2022), a maioria das espécies
encontradas em quelbnios carece de dados moleculares. Esta escassez de
informacdo é também uma realidade quando consideramos o ciclo de vida destes
parasitos, uma vez que os hospedeiros intermediarios, a morfologia dos estadios
larvais e o padréo de transmissao sdo desconhecidos para a quase absoluta maioria
das espécies. Curiosamente, estudos baseados em estagios larvais encontrados em
moluscos sugerem que novas espécies estdo a espera de serem formalmente
descritas em queldnios de dgua doce no continente (PINTO et al., 2015; CHAVIEL et
al., 2020; LACERDA et al., 2023).

Dentre as espécies descritas para a América do Sul, a maioria ndo possui ciclo
biolégico elucidado, existindo apenas descricbes dos adultos. Mesmo em relacao a
espécies como Cheloniodiplostomum testudinis Dubois, 1936, Halltrema avitellina
Lent & Freitas, 1939, Nematophila grandis (Diesing, 1839) Travassos, 1934 e espécies
do género Telorchis Travassos, 1920, que ja foram reportados infectando diversos
tipos de queldnios em diferentes locais do continente, ainda ndo possuem ciclo
biolégico elucidado, sem descri¢cdes de estagios larvais e hospedeiros intermediarios.
Ademais, a falta de sequéncias genéticas, mesmo para as espécies conhecidas e as
dificuldades logisticas vao de encontro a essa escassez de informacdes sobre
trematddeos de queldnios na América do Sul. Desde a obteng&o desses animais até
a realizacdo dos procedimentos de necrépsia, as limitacfes que existem em trabalhos
parasitolégicos envolvendo répteis, especialmente queldnios, tornam ainda mais

desafiador a geracédo de conhecimento sobre a fauna parasitaria desses hospedeiros.



Tabela 2. Trematddeos digeneicos encontrados em queldnios de agua doce na América do Sul.
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Espécie Hospedeiro Sitio de Localidade Referéncia Fig.
Infeccdo

Superfamilia Diplostomoidea

Familia Proterodiplostomidae
Cheloniodiplostomum argentinensis Phrynops hilarii Intestino Argentina Palumbo & Diaz, 2018 Fig. 3a

Palumbo & Dias, 2018
Cheloniodiplostomum brevis Phrynops geoffroanus Indefinido Colémbia Dubois, 1979 Fig. 3b
(MacCallum, 1921)
Cheloniodiplostomum testudinis Hydromedusa tectifera Intestino Argentina Palumbo et al., 2018 Fig. 3c
(Dubois, 1936)

- Phrynops geoffroanus Intestino Brasil Silva, 2014 -

- Phrynops hilarii Intestino Brasil Mascarenhas et al., 2016 -

- Phrynops hilarii Intestino Argentina Lombardero & Moriena, 1977 -

- Phrynops hilarii Intestino Argentina Palumbo et al., 2018 -

- Testudo sp. Indefinido Brasil Dubois, 1936 -
Cheloniodiplostomum sp. Phrynops hilarii Intestino Brasil Bernardon et al., 2013 -
Cheloniodiplostomum sp. Phrynops geoffroanus Intestino Brasil Novelli et al., 2013 -
Cheloniodiplostomum sp. Acanthochelys spixii Intestino Brasil Mascarenhas et al., 2016 -
Cheloniodiplostomum sp. Trachemys dorbigni Intestino Brasil Bernardon et al., 2014 -
Cheloniodiplostomum sp. Hydromedusa tectifera Intestino Brasil Mascarenhas & Miller, 2021 -
Cheloniodiplostomum sp. - Intestino Argentina Palumbo et al., 2024 -

Herpetodiplostomum duboisi Phrynops williamsi Intestino Uruguai Mafié-Garzon & Holcman- Fig. 3d
Mafié-Garzon & Spector, 1969 Spector, 1969
- - Intestino Argentina Palumbo et al., 2024
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Superfamilia Schistosomatoidea
Familia Atamatamidae
Atamatam amazoniensis
Bullard & Roberts, 2019
Paratamatam iquitosiensis
Bullard & Roberts, 2019

Superfamilia Echinostomatoidea

Familia Echinostomatidae
Prionosomoides phrynopsis
Mafié-Garzon & Gil, 1961
Prionosomoides scalaris
Freitas & Dobbin Jr., 1967
Prionosomoides sp.
Familia Rhytidodidae
Rhytidodes gelatinosus
(Rudolphi, 1819)
Superfamilia Heronimoidea
Familia Heronimidae
Heronimus mollis
(Leidy, 1856)
Superfamilia Microscaphidioidea
Familia Microscaphidiidae
Neodeuterobaris pritchardae

Chelus fimbriata

Chelus fimbriata

Phrynops hilarii

Phrynops hilarii
Phrynops geoffroanus

Phrynops hilarii
Phrynops hilarii

Podocnemis expansa

Trachemys callirostris

Podocnemis lewyana

Vasos

Vasos

Intestino

Intestino

Intestino

Esb6fago
Intestino

Intestino

Pulmoes

Estdmago

Peru

Peru

Uruguai

Argentina

Brasil

Argentina
Brasil

Brasil

Colémbia

Colémbia

Bullard et al., 2019

Bullard et al., 2019

Mafié-Garzén & Gil, 1961

Palumbo et al, 2024
Freitas & Dobbin Jr., 1967

Lombardero & Moriena, 1977
Mascarenhas & Miiller, 2021

Travassos et al., 1969

Lenis & Vélez, 2011

Brooks, 1976

Fig. 3e

Fig. 3f

Fig. 39

Fig. 3h

Fig. 3i

Fig. 3j

Fig. 3k
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Brooks, 1976
Género Octangiodes
Octangiodes tlacotalpensis
Caballero, 1942
Género Podocnemitrema
Podocnemitrema papillosus
Alho & Vicente, 1964

Superfamilia Paramphistomatoidea
Familia Cladorchiidae
Halltrema avitellina
Lent &Freitas, 1939

Halltrema heteroxenus
(Cordero & Vogelsang, 1940)

Nematophila argentinum

Rhinoclemmys nasuta

Podocnemis expansa

Podocnemis unifilis

Chelonoidis denticulatus

Podocnemis expansa

Podocnemis unifilis
Podocnemis sp.

Podocnemis unifilis

Podocnemis sp.

Rhinoclemmys nasuta

Phrynops sp.

Estébmago

Intestino

Estdmago

Trato digestivo

Trato digestivo

Estbmago

Estdmago
Indefinido
Trato digestivo
Trato digestivo
Indefinido

Trato digestivo

Estdbmago

Trato digestivo

Intestino

Colbmbia

Equador

Brasil

Peru
Peru

Brasil

Brasil
Brasil
Peru
Peru
Venezuela

Peru

Venezuela

Equador

Argentina

Lenis & Vélez, 2011

Dyer & Carr, 1990

Alho & Vicente, 1964

Tantalean etal., 2011
Tantalean et al., 2011

Alho, 1965

Armond, 2008
Fernandes & Kohn, 2014
Tantalean et al., 2011
Tantalean et al., 2011
Fernandes & Kohn, 2014
Tantalean & Forlong, 2013

Cordero & Vogelsang, 1940
Dyer & Carr, 1990

Cordero & Vogelsang, 1940

Fig. 3l

Fig. 3m

Fig. 3n

Fig. 4b
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(Cordero & Vogelsang, 1940)

Nematophila grandis
(Diesing, 1839)

Podocnemis lewyana
Trachemys callirostris
Chelus fimbriata

Hydraspis schopfii
Hydromedusa tectifera
Kinixys erosa
Kinosternon scorpioides
Mesoclemmys gibba
Mesoclemmys nasuta
Peltocephalus dumerilianus
Peltocephalus dumerilianus
Phrynops geoffroanus
Phrynops hilarii
Podocnemis expansa
Podocnemis erythrocephala

Podocnemis unifilis

Podocnemis vogli

Podocnemis sp.

Intestino
Intestino

Intestino

Intestino
Indefinido
Intestino
Intestino
Estébmago
Intestino
Intestino
Intestino
Trato digestivo
Intestino
Intestino
Intestino
Intestino
Estdmago
Indefinido
Intestino
Estdbmago
Indefinido
Indefinido

Indefinido

Colbmbia
Colbmbia
Brasil

Brasil
Paraguai
Brasil
Brasil
Venezuela
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Argentina
Brasil
Venezuela
Brasil
Peru
Peru
Venezuela
Venezuela

Venezuela

Lenis & Vélez, 2011
Lenis & Vélez, 2011

Travassos et al., 1969

Travassos, 1934
Fernandes & Kohn, 2014
Fernandes & Kohn, 2014

Alho, 1964
Diaz Ungria, 1978
Travassos et al., 1969
Travassos et al., 1969
Travassos et al., 1969
Ferreira, 2016
Travassos et al., 1969
Silva, 2014
Lombardero & Moriena, 1977
Travassos et al., 1969
Diaz Ungria, 1978
Fernandes & Kohn, 2014
Salizar & Sanchez, 2004
Tantalean et al., 2011
Fernandes & Kohn, 2014
Fernandes & Kohn, 2014
Fernandes & Kohn, 2014
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Nematophila venezuelensis
(Cordero & Vogelsang, 1940)

Oriximinatrema noronhae
Knoff, Brooks, Mullins & Gomes, 2012

Pseudocleptodiscus margaritae

Caballero, 1961

Pseudonematophila ovalis
(Cordero & Vogelsang, 1940)

Superfamilia Allocreadioidea

Familia Opecoleidae

Helicotrema spirale
(Diesing, 1850)

Superfamilia Opisthorchioidea

Rhinoclemmys nasuta

Rhinoclemmys punctularia
Podocnemis lewyana

Podocnemis sp.

Podocnemis expansa

Rhinoclemmys nasuta

Podocnemis sp.

Podocnemis lewyana

Chelonoidis denticulatus

Peltocephalus dumerilianus

Intestino
Intestino
Trato digestivo
Intestino

Estébmago

Estébmago

Estdmago

Intestino

Estdmago

Intestino

Intestino
Intestino

Intestino

Equador
Brasil
Guiana Francesa
Colémbia

Venezuela

Brasil

Equador

Venezuela

Colémbia

Peru

Brasil
Brasil

Brasil

Dyer & Carr, 1990
Alho, 1964
Dyer & Carr, 1990
Lenis & Vélez, 2011

Cordero & Vogelsang ,1940

Knoff et al., 2012

Dyer & Carr, 1990

Cordero & Vogelsang, 1940

Lenis & Vélez, 2011

Tantalean & Forlong, 2013

Odhner, 1912
Odhner, 1912
Ferreira, 2016

Fig. 4e

Fig. 4f

Fig. 49

Fig. 4h
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Familia Cryptogonimidae

Acanthostommum scyphocephalus

(Braun, 1899)
Caimanicola brauni

(Mafé-Garzén & Gil, 1961)

Timoniella ostrowski

Brooks & Holcman, 1993

Superfamilia Gorgoderoidea

Familia Gorgoderidae

Gorgoderina sp.

Familia Braunotrematidae

Braunotrema pulvinatum

(Braun, 1899)

Superfamilia Plagiorchioidea

Familia Telorchiidae

Loefgrenia loefgreni

Travassos, 1919

Pseudotelorchis devincenzii

Chelus fimbriata
Acanthochelys spixii
Phrynops hilarii

Phrynops hilarii

Phrynops geoffroanus

Podocnemis expansa

Podocnemis unifilis

Hydromedusa tectifera

Intestino

Intestino

Intestino

Intestino

Intestino

Intestino

Intestino

Intestino

Intestino

Intestino

Intestino

Intestino

Brasil
Brasil
Uruguai
Argentina
Brasil
Argentina

Uruguai

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Uruguai

Ostrowski de Nufez, 1986
Chaviel et al., 2020
Mafié-Garzén & Gil, 1961
Ostrowski de NUfiez 1987
Chaviel et al., 2020
Palumbo et al., 2024

Marfié-Garzén & Gil, 1961

Chaviel et al., 2020

Pereira et al., 2018

Lent & Freitas, 1938

Travassos, 1919

Mafné-Garzon & Gil, 1961

Fig. 4i

Fig. 4j

Fig. 4k

Fig. 4l

Fig. 4m

Fig. 4n
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(Mafné-Garzén & Gil, 1961)
Telorchis achavali
Mafié-Garzon & Holcman, 1973
Telorchis aculeatus
(Linstow, 1879)
Telorchis bifurcus
(Braun, 1899)
Telorchis birabeni
Mané-Garzén & Gil, 1961

Telorchis corti
Stunkard, 1915
Telorchis diaphanus
Freitas & Dobbin Jr., 1959

Telorchis devincenzii
Mafié-Garz6n & Gil, 1961

Telorchis dubius

Trachemys dorbigni

Podocnemis unifilis

Podocnemis expansa

Phrynops hilarii

Phrynops geoffroanus
Phrynops williamsi

Trachemys callirostris

Trachemys dorbigni
Kinosternon scorpioides

Hydromedusa tectifera
Phrynops hilarii

Kinosternon scorpioides

Hydromedusa tectifera
Trachemys dorbigni

Intestino

Intestino

Intestino

Intestino

Intestino

Intestino
Intestino
Intestino
Intestino

Intestino

Intestino

Intestino

Intestino
Intestino

Intestino

Intestino

Intestino

Uruguai

Brasil

Venezuela

Brasil

Uruguai

Argentina
Brasil
Brasil

Argentina

Colémbia

Brasil
Brasil

Argentina
Argentina

Uruguai

Argentina

Uruguai

Mafié-Garzon & Holcman-
Spector, 1973
Mascarenhas & Miller, 2013
Nasir, 1974

Braun, 1901

Mafié-Garzén & Gil, 1961

Lombardero & Moriena, 1977
Mascarenhas et al., 2016
Silva, 2014
Palumbo et al., 2024
Lenis & Vélez, 2011

Mascarenhas & Miiller, 2013
Freitas & Dobbin Jr., 1959

Palumbo et al., 2024
Palumbo et al., 2024

Mané-Garzén & Gil, 1961

Palumbo et al., 2024

Fig. 5a

Fig. 5b

Fig. 5¢

Fig. 5d

Fig. 5e

Fig. 5f

Fig. 59

Fig. 5h
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Marfié-Garzén & Holcman, 1968

Telorchis hagmanni
Lent & Freitas, 1937

Telorchis parvus
Braun, 1901
Telorchis platensis
Mané-Garzén & Gil, 1961
Telorchis pleroticus
(Braun, 1899)
Telorchis productus
Mafié-Garzon & Gil, 1961
Telorchis rapidulus
Dobbin Hr., 1957
Telorchis sp.

Telorchis sp.

Peltocephalus dumerilianus
Podocnemis expansa
Podocnemis lewyana

Podocnemis unifilis
Emys orbicularis

Acanthochelys spixii

Hydromedusa tectifera

Nao identificado

Phrynops hilarii

Kinosternon scorpioides

Hydromedusa tectifera

Trachemys dorbigni

Intestino

Intestino
Trato digestivo
Intestino
Intestino
Intestino

Intestino

Intestino

Intestino

Intestino

Intestino

Intestino

Intestino

Argentina
Brasil

Brasil
Coldmbia
Peru
Brasil

Brasil

Uruguai
Brasil

Uruguai

Brasil

Brasil

Brasil

Mafié-Garzén & Holcman-
Spector, 1968
Palumbo et al., 2014
Ferreira, 2016

Lent & Freitas, 1937

Lenis & Vélez, 2011

Tantalean et al., 2011
Braun, 1901

Mascarenhas et al., 2016

Mafié-Garzén & Gil, 1961
Braun, 1901

Mafné-Garzon & Gil, 1961

Dobbin Jr., 1957

Mascarenhas & Milller, 2021
Mascarenhas, 2014

Fig. 5i

Fig. 5j

Fig. 5k

Fig. 5l

Fig. 5m

Fig. 5n
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Figura 3. Trematddeos digeneicos encontrados em quelénios de 4gua doce na América do Sul. a. Cheloniodiplostomum argentinensis; b. Cheloniodiplostomum
brevis; c. Cheloniodiplostomum testudinis; d. Herpetodiplostomum duboisi; e. Atamatam amazoniensis; f. Paratamatam iquitosiensis; g. Prionosomoides
phrynopsis; h. Prionosomoides scalaris; i. Rhytidodes gelatinosus; j. Heronimus mollis; k. Neodeuterobaris pritchardae; |I. Octangiodes tlacotalpensis; m.
Podocnemitrema papillosus; n. Halltrema avitellina. Imagens fora de escala.
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Figura 4. Trematddeos digeneicos encontrados em queldnios de dgua doce na América do Sul. a. Halltrema heteroxenus;
Nematophila grandis; d. Nematophila venezuelensis; e. Oriximinatrema noronhae; f. Pseudocleptodiscus margaritae; g. Pseudonematophila ovalis; h

Helicotrema spirale; i. Acanthostommum scyphocephalus; j. Caimanicola brauni; k. Timoniella ostrowski; |. Braunotrema pulvinatum; m. Loefgrenia loefgreni;

n. Pseudotelorchis devincenzii. Imagens fora de escala.
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Figura 5. Trematddeos digeneicos encontrados em quelbénios de dgua doce na América do Sul. a. Telorchis achavali; b. Telorchis aculeatus; c. Telorchis
bifurcus; d. Telorchis birabeni; e. Telorchis corti; f. Telorchis diaphanus; g. Telorchis devincenzii; h. Telorchis dubius; i. Telorchis hagmanni; j. Telorchis parvus;
k. Telorchis platensis; I. Telorchis pleroticus; m. Telorchis productus; n. Telorchis rapidulus. Imagens fora de escala.
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1.7 Taxonomia integrativa como abordagem na identificacdo de ciclos

bioldgicos de trematdédeos digeneicos

1.7.1 Breve historico sobre o estudo de larvas de trematodeos

Ao longo do tempo diversos esforcos tém sido feitos com o objetivo de
compreender e categorizar os diferentes grupos de trematdédeos digeneicos
conhecidos no mundo. Por isso, a incorporacdo de diferentes metodologias tem
possibilitado expandir o conhecimento acerca desses parasitos, desde sua
identificacdo a niveis mais especificos até a elucidacdo de seus ciclos biolégicos.
Através da abordagem de taxonomia integrativa, € que muitos parasitologistas tém
obtido resultados promissores a respeito da diferenciacdo de espécies, reavaliacao
dos critérios utilizados nas analises morfolégicas, além da associacdo entre o0s
diferentes estagios evolutivos (CRIBB et al., 2001; BLASCO-COSTA et al., 2016;
POULIN et al., 2020).

Estudos taxondmicos envolvendo larvas de trematdédeos iniciaram apenas no
século XVIII, através de pesquisas do cientista holandés Jan Swammerdam. Porém,
apenas anos mais tarde é que foi verificada a associacdo dessas larvas com
moluscos, através do conhecimento de outras formas evolutivas como miracidios,
esporocistos, rédias e metacercarias (DAWES, 1946; ANDREWS, 1999; ESCH,
2007). Desde entéo, diversos tipos de cercéarias foram descritas na literatura a partir
de estudos morfologicos e experimentais visando a identificacdo das mesmas e suas
associacfes com formas adultas.

No Brasil, estudos envolvendo identificacdo de larvas de trematddeos tiveram
inicio com a descricao da forma larvar do S. mansoni, anteriormente denominada
Cercaria blanchardi. Anos mais tarde, diversas espécies se tornaram conhecidas a
partir de estudos do médico pesquisador Adolf Lutz (1855-1940), que ao desenvolver
novas abordagens nas analises morfologicas e desenvolver métodos de analise
experimental, permitiu a expansdo do conhecimento de ciclos biolégicos da fauna de
varios grupos de trematédeos do pais, incluindo espécies de superfamilias
Diplostomoidea e Echinostomatoidea (LUTZ 1922; 1931). Ao longo dos anos varios
outros tipos de larvas de trematddeos foram encontrados e identificados por diferentes
autores a medida que era possivel sua associacdo com formas adultas (PINTO &
MELO, 2013).
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Atualmente o conhecimento acerca da diversidade das cercérias continua sendo
muito menor do que em relacdo aos parasitos adultos, pois a taxonomia moderna
desse grupo em nivel de espécie, baseia-se em caracteres sexuais de individuos
adultos (BLASCO-COSTA et al., 2016). O foco do estudo morfoldégico em espécimes
adultos somado com a escassez de dados acerca do ciclo de vida de trematdédeos
sao os principais fatores que levam a problematica sobre falta de nomenclatura formal
para 0s outros estagios de vida desses parasitos. Segundo Hechinger (2023),
provavelmente sO ha informagBes sobre cercarias e estagios intramoluscos
(esporocistos e rédias) aproximadamente para meio por cento do numero total
esperado de espécies de trematddeos.

Inicialmente, era comum que formas larvais de trematédeos sem os exemplares
adultos conhecidos fossem nomeadas utilizando o termo coletivo Cercaria (por
exemplo, Cercaria roscovita Stunkard 1932) (PINTO & MELO, 2013b). Todavia, esse
tipo de nomenclatura foi caindo em desuso ao longo do tempo, especialmente porque
0s taxonomistas queriam evitar possiveis problematicas com nomenclaturas
posteriores. Além disso, a utilizacdo do termo provocava uma imprecisédo taxonémica,
pois a Unica informacdo que poderia ser transmitida € que esses organismos
pertenciam aos Digenea (PINTO, 2023). A utilizacdo de termos provisdérios que faziam
referéncia a tAxons menores passou a ser utilizado em alguns estudos (HECHINGER,
2023; PINTO, 2023). Ademais, a auséncia de descricdes formais para larvas de
trematddeos poderia promover limitacdo e ambiguidade no conhecimento biolégico
desses individuos, sendo que a utilizacdo de nomes provisorios dificultaria o
rastreamento desses parasitos em banco de dados como Zoobank
(https://zoobank.org/) e WORMS (https://www.marinespecies.org/) (HECHINGER,
2023).

1.7.2 Técnicas e marcadores moleculares utilizados no estudo de trematddeos
Nos ultimos anos, a incorporacéo de técnicas moleculares como a Reagao em
Cadeia da Polimerase (PCR) e o sequenciamento com alvo no acido
desoxirribonucleico (DNA) no estudo taxonémico de trematddeos possibilitou a melhor
compreensao das relagcdes filogenéticas envolvendo esses parasitos. A partir das
informacgdes que sdo possiveis obter através da comparacédo de diferentes sequéncias

7

moleculares e dos valores de divergéncia nucleotidica é possivel explorar a
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diversidade desses parasitos e elucidar os ciclos biolégicos que até entédo
permaneciam desconhecidos (NOLAN & CRIBB, 2005; BLASCO-COSTA et al., 2016)
Dentre os marcadores moleculares que tem sido alvos nos estudos envolvendo
esses organismos, destacam-se 0s ribossomais e mitocondriais (BLASCO-COSTA et
al., 2016). O DNA ribossomal (rDNA) consiste de uma série em repeticao de regides
altamente conservadas, compostas pelos genes 18S, 5.8S e 28S e de duas regides
espacadoras intergénicas variaveis, denominadas: espacgador interno transcrito
(Internal Trasncrided Spacer, ITS) e espacador intergénico (Intergenic Spacer, IGS),
sendo que as sequéncias ITS estdo localizadas de cada lado do gene 5.8S e séo
denominadas ITS1 e ITS2, enquanto que as regifes IGS estdo entre as unidades
repetitivas. Através do DNA ribossomal, sequéncias das subunidades 18S e 28S tém
sido largamente utilizadas para o aprofundamento da histéria evolutiva dos Digenea,
especialmente pela facilidade da realizacdo de desenhos de primers universais
permitindo sua identificacdo em categorias taxondmicas superiores, assim como a
revisao e descricao de tAxons (OLSON & TKACH, 2005).

As regifes internas espacadoras também auxiliam na caracterizacéo
filogenética de trematddeos digeneicos em diferentes niveis taxondmicos, sendo que
0 ITS1 é considerado mais variavel que o ITS2. Esses marcadores tém sido apontados
como evolutivamente variaveis em relacao a grupos taxonémicos como familia, ordem
e até niveis mais elevados e conservados a nivel de género e espécie. Assim,
permitem diferenciar espécies filogeneticamente relacionadas, todavia, com restricdes
em andlises intraespecificas devido ao seu grau de conservagdo (BLASCO-COSTA
et al., 2016).

Os genes do DNA mitocondrial (mtDNA) apresentam taxa de mutacdo maior
guando comparados aos do DNA ribossomal, sendo uma vantagem em relacdo a
identificacdo de espécies e deteccao de variagcdo genética de populagdes. No geral,
esses marcadores sdo bastante Uteis para identificar diferencas genéticas sucintas,
mesmo entre espécies denominas de cripticas. Dentre os genes de mtDNA, para fins
de estudos filogenéticos, o mais utilizado é o da subunidade 1 da enzima Citocromo
Oxidase ¢ (COI ou cox-1). Esse gene contém um fragmento bastante utilizado na
taxonomia chamado de DNA barcoding ou codigo de barras. Esse fragmento de
aproximadamente 600 nucleotideos, se mostra uma ferramenta bastante importante

para identificacdo de representantes de Digenea, como ja demonstrado em alguns
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trabalhos (MOSZCZYNSKA et al.,, 2009). Em relagdo aos estudos envolvendo
taxonomia de trematddeos, outra regido do gene Cox-1, denominada de regido pos-
barcoding, com cerca de 800 pb, tem sido alvo de interesse. Esse fragmento,
apresenta altas divergéncias nucleotidicas e auséncia de sobreposicdo entre
distancias genéticas intra e interespecifica, facilitando no diagnostico das espécies
(ODREJICKA et al., 2014; WOOD, 2018).

Outro gene mitocondrial da subunidade | da nicotinamida adenina dinucleico
(nad-1) também possui grande importancia para o estudo taxonémico de individuos
da superfamilia Echinostomatoidea Looss, 1899 (KOSTADINOVA et al.,, 2003;
ROSSER et al., 2018; LAIDEMITT et al., 2019).

A determinacao do tipo de marcador molecular a ser utilizado para estudos de
taxonomia de trematédeos deve ser baseada nas seguintes questdes: a) quantos
marcadores devem ser utilizados?; b) como devem ser analisados?; ¢) Quais sao as
desvantagens do(s) gene(s) escolhido(s)?. Considerando que os genes evoluem em
graus diferentes, é extremamente importante que a selecdo do marcador genético
esteja associada aos objetivos do estudo. Atualmente, o grande desafio seria
conseguir um equilibrio na determinacdo dos mesmos tendo em vista que todos os
genes acumulam mutacdes ao longo do tempo, sendo que alguns em graus mais
elevados que outros. Portanto, o(s) gene(s) escolhido(s) devem apresentar variacao
suficiente para discriminar individuos taxonomicamente relacionados, mas néo tanto
que impeca inferéncias taxondmicas/sistematicas/filogenéticas robustas. Além disso,
0s marcadores considerados “adequados” devem ser selecionados com base em
conhecimentos prévios da familia/superfamilia que esta sendo estudada (BLASCO-
COSTA et al., 2016).

1.7.3 Taxonomia integrativa no estudo de larvas de trematédeos em moluscos
no Brasil

Nos ultimos anos, o conhecimento sobre a diversidade de larvas de
trematddeos aumentou significativamente no Brasil. Isso deve-se ao fato do crescente
namero de estudos que vem sendo conduzido no pais, nos quais foi verificada a
introducé@o do uso de ferramentas moleculares para possibilitar a associagcéo entre
cercarias encontradas em moluscos e 0s respectivos parasitos adultos. Alguns destes

estudos permitiram ampliar o conhecimento sobre o ciclo bioldgico de algumas
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espécies das superfamilias Echinostomatoidea (ASSIS et al., 2022; 2024; PULIDO-
MURILO et al., 2022; LOPEZ-HERNANDEZ et al., 2023; ASSIS & PINTO, 2024),
Diplostomoidea (LOCKE et al., 2021; LOPEZ-HERNANDEZ et al., 2018; 2024) e
Paramphistomoidea (QUEIROZ et al., 2022). Outros descreveram e caracterizaram
molecularmente formas larvais que devido a auséncia de dados genéticos para
comparacao, nao permitiram chegar a uma identificacdo em nivel de espécie (LOPES
et al., 2021; ASSIS & PINTO, 2023; LOPEZ-HERNANDEZ et al., 2023; COELHO et
al., 2024). Além da elucidacdo de ciclos, este tipo de abordagem também
possibilitaram o0 entendimento sobre questdes filogenéticas que até entéo
permaneciam desconhecidas.

Visando avangcar no preenchimento de lacunas envolvendo larvas de
trematddeos, a obtencdo de parasitos adultos é essencial. No entanto, ha algumas
dificuldades logisticas que podem dificultar isso. Dentre elas, a obtencdo de desses
estagios evolutivos a partir da infeccdo experimental de hospedeiros vertebrados
utilizando estagios larvais, em muitos casos pode ser bastante desafiador. Em certas
situacdes o parasito ndo consegue completar o ciclo biolégico por razdes fisiologicas
do hospedeiro. Em outros casos, a obtengdo de animais como anfibios e répteis para
atuarem como hospedeiros experimentais pode ser algo inviavel de se realizar em
algumas situacdes. Portanto, para estudos envolvendo esses tipos de hospedeiros,
dentre eles os quelbnios, deve-se utilizar de metodologias que sejam capazes de obter
diretamente os parasitos adultos, assim como a utilizagao de ferramentas moleculares
gue possibilitam integrar esses dados com os registros de larvas obtidas de moluscos
hospedeiros.

Verifica-se, entdo, que a taxonomia integrativa € capaz de unir diferentes tipos
de metodologias para a identificacdo de trematédeos digeneicos e representa uma
abordagem que, mesmo em constante mudanca, nos permite conhecer cada vez mais
a diversidade desses organismos. Além da identificacdo de diferentes grupos, ela nos
permite aprofundar na histéria evolutiva de diferentes espécies desses parasitos.
Porém, a escassez de dados, especialmente moleculares e de ciclos biolégicos ainda
cria uma grande lacuna no conhecimento sobre a diversidade desses parasitos que

usam queldénios como hospedeiros definitivos.
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2. JUSTIFICATIVA

O Semiarido brasileiro apresenta uma rica diversidade faunistica como ja tem
sido relatado na literatura, além da sua grande importancia ecoldgica devido a seus
padrées climaticos serem Unicos comparados aos demais ecotonos presentes no
Brasil. No entanto, existe ainda uma grande lacuna no conhecimento sobre a biologia,
taxonomia e ecologia de trematddeos digeneicos presentes nesse ambiente e de
moluscos limnicos que podem atuar como hospedeiros intermediarios. No semiarido
piauiense, onde os dados sobre a diversidade desses organismos sdo quase que
inexistentes, informacdes sobre a ocorréncia desses parasitos ndo apenas sao Uteis
para a compreensao dessa diversidade, mas também para a identificacdo dos seus
mais variados hospedeiros e elucidacao de ciclos biolégicos que ainda permanecem
desconhecidos. Portanto, estudos envolvendo ferramentas de taxonomia integrativa
permitem a diminuicdo dessa lacuna que ha no conhecimento sobre a diversidade de
trematddeos digeneicos no Brasil.

Assim, o presente estudo, procura identificar formas larvais de trematodeos
encontradas em moluscos e adultos recuperados de quelénios em cole¢Bes dulcicolas
do semiarido piauiense de forma a expandir o conhecimento acerca da biologia e

sistematica desses parasitos, que ocorrem no pais.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Realizar identificacdo de larvas de trematddeos encontradas em moluscos
dulciaquicolas e parasitos adultos recuperado de queldnios em cole¢Bes hidricas do

Semiarido Piauiense.

3.2 Objetivos Especificos

a) ldentificar populacdes de moluscos limnicos em diferentes cole¢Bes hidricas
do Estado do Piaui;

b) Avaliar a infeccdo natural de moluscos dulciaquicolas por larvas de
trematddeos digeneicos;

c) Investigar como diferentes variaveis ambientais podem afetar nas
populacdes de moluscos limnicos;

d) Desenvolver estudo de avaliagcdo da infeccdo natural de quelonios por
trematédeos adultos para conhecimento da fauna parasitaria desses
animais;

e) Identificar através de analise morfoldgica e molecular os estagios evolutivos

dos trematddeos obtidos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Consideracdes Eticas

O projeto foi submetido ao Sistema de Autorizacdo e Informacdo em
Biodiversidade (SISBIO), para autorizacéo legal de coleta de moluscos e cagados no
meio ambiente com autorizagcbes sob 0s numeros 78862/4 e 54745/9. Para a
realizacdo de necrépsias com os cdgados coletados, o projeto foi submetido ao
Comité de ética no uso de animais da Universidade Estadual do Piaui (CEUA- UESPI)
com aprovacao sob protocolo n° 015924/2022-00 (ANEXO 1).

4.2 Area de Estudo
4.2.1 Estado do Piaui

O Estado do Piaui (8.3229° S, 43.1747° W) esta localizado na regido nordeste
do Brasil, banhado ao norte pelo oceano Atlantico e faz divisa a oeste com o Estado
do Maranhdo, a nordeste com o Ceara, a leste com Pernambuco, a sudeste e sul com
a Bahia e a sudeste, em uma estreita faixa, com o Tocantins. Apresenta uma extensao
de 251.755,481 km2 e conta com uma populacdo de 3.289.290 habitantes com
densidade demografica de 12,40 hab/km2 (Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica, IBGE, 2021). Possui como capital a cidade de Teresina, a mais populosa
do Estado e que se divide entre as sub-regides do Meio Norte e Sertdo (CUNHA et
al., 2021).

O Estado do Piaui apresenta uma quantidade consideravel de formas de relevo,
estando essas formas esculpidas predominantemente em terrenos de Bacia
sedimentar do Parnaiba, que recobre cerca de 90% da area do territorio estadual.
Tendo como base a classificacdo dos dominios morfoclimaticos do Brasil (EMBRAPA,
2020), o relevo do Estado esta inserido em dois dominios e uma faixa de transicao, a
saber: Dominio das Depressdes Intermontanas e Interplanédlticas das Caatingas,
Dominio dos Chapaddes Semiumidos Tropicais do Cerrado e Faixa de transicéo
morfoclimatica.

Em relacdo ao clima, na porcédo leste do Piaui, ha predominancia do clima
semiarido, marcado por altas temperaturas, que podem chegar a 38 °C, condicionadas
pela baixa umidade do ar e pela irregularidade da precipitacdo, podendo ocorrer

longos periodos de seca. Na porcdo oeste do Estado ha predominéncia do clima
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tropical do tipo quente e Umido, encontram-se temperaturas relativamente mais
amenas, que podem variar entre minimas de 18 °C e maximas de 35 °C No estado
do Piaui, a estacdo chuvosa tem inicio por volta de dezembro e vai até o més de abril
onde as precipitacdes pluviométricas podem variar de 400 mm a 1000 mm. Ja durante
0s meses de maio a novembro caracteriza-se pelo clima mais quente e seco.
Especificamente durante os meses de setembro a inicio de dezembro, no Piaui, os
term&metros costumam marcar as maiores temperaturas no estado, sendo que esse
periodo é conhecido popularmente como “B-R-O BRO”. A cobertura vegetal do Piaui
€ caracterizada por trés dominios: Mata dos Cocais, composta por palmeiras e arvores
de médio e grande porte, como carnaubas, babacus e buritis, cerrado, predominante
na porcdo oeste do Estado e na por¢ao leste predomina a caatinga, sendo o litoral
coberto por vegetacdo tipica de areas Uumidas, como mangue e restinga (INMET,
http://www.inmet.gov.br/portal/).

A maior parte do Piaui esta incorporada a bacia hidrogréafica do Parnaiba, tendo
como principais rios: Parnaiba, Gurgueia, Poti, Canindé, Guaribas e Urucui Preto. O
Estado conta ainda com lagoas de grande proporc¢ao, tais como a de Parnagua, Buriti
e Cajueiro, que vém sendo aproveitas em projetos de irrigacdo e abastecimento de
agua na regido. No entanto, os rios do Piaui sofrem constantemente processo de
assoreamento, por causa do desmatamento intenso, especialmente nas nascentes e
margens dos rios. O Estado encontra-se com 82,5% do seu territdrio dentro do
poligono das secas, segundo dados das Organizacbes das Nacdes Unidas para
Agricultura e Alimentacdo (FAO) (RIBEIRO et al., 2023).

Para a coleta de moluscos, foram selecionados, por questéo logistica, 16 pontos
de coleta de diferentes colec6es hidricas de quatro municipios do Estado, sédo eles:
Teresina, Picos, Parnaiba e Pedro Il (Figura 6).
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Figura 6. Mapa do Estado do Piaui com destaque para os quatro municipios onde foram realizadas as
coletas malacoldgicas.

4.2.2 Municipio de Teresina

Teresina, capital do Estado do Piaui, esta localizada na mesorregido Centro-
Norte piauiense, na regido denominada Meio Norte do Brasil, tendo como
coordenadas geograficas 5°05'12”, de latitude Sul e 42°48’42” de longitude Oeste, na
area da Bacia Hidrogréafica do rio Parnaiba, mais especificamente na sua margem
direita. Possui altitude média de 74,4 metros acima do nivel médio do mar (IBGE,
https://cidades.ibge.gov.br/brasil/pi/teresina/panorama). De acordo com o IBGE, o
territério de Teresina compreende uma area de 1.391,981 Km?, onde segundo a
Secretaria Municipal de Planejamento e Coordenacéo de Teresina (SEMPLAM), 83%
séo consideradas areas urbanas e 17% areas rurais.

Dentro desta area urbana localiza-se o Parque Ambiental Lagoas do Norte, no
bairro Matadouro, zona norte da cidade. O programa do Parque Lagoas do Norte
(PLN) comecou a ser implantado em 2008 com o intuito de proporcionar maior
desenvolvimento socioecondmico e ambiental para regido. Em funcdo de suas
caracteristicas fisico-geograficas, entre a confluéncia dos rios Parnaiba e Poti, esse
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parque apresenta baixa topografia e expressivo nimero de lagoas naturais e artificiais
(SILVA & SILVA, 2020). Para esse estudo foram selecionadas trés lagoas (Lagoa da
Cabrinha, Lagoa da Praca dos Orixds e Lagoa do Mazerine), ambas situadas no
perimetro do Parque Ambiental Lagoas do Norte (Figuras 7 e 11).

A Lagoa da Cabrinha 5°3’58.95” S / 42°50°7.94 O é uma das lagoas artificiais
que fazem parte do complexo Lagoas do Norte, possui 260 metros de comprimento
por 152 metros de largura, cercada por vegetacao arbustiva, abriga uma densa fauna
de peixes, quelbnios e aves que podem ser facilmente encontradas no local. A Lagoa
da Praca dos Orixas 5°03'17.8"S / 42°50'00.1"W esta situada no mesmo perimetro da
anterior, possuindo 170 metros de comprimento por 60 metros de largura, e
compartiiha a mesma fonte hidrica da lagoa da Cabrinha, possuindo &gua com
caracteristicas visivelmente mais poluidas por conta da alta deposicdo de lixo e
canalizacfes clandestinas que transportam aguas de esgotos residenciais em
diversos pontos. Ambas séo utilizadas por moradores locais para atividades de pesca
e recreativas, 0 que pode caracterizar risco de transmissao de parasitoses através do
contato direto com a agua. Por fim, a Lagoa do Mazerine 5°03'10.9"S / 42°49'43.9"W
esta situada no bairro Nova Brasilia, medindo 250 metros de comprimento por 105
metros de largura, passa a maior parte do ano coberta por plantas aquéaticas como
aguapé e também possui agua poluida por conta da deposicao de lixo nos arredores

da mesma, no entanto, ndo é utilizada por moradores para nenhum tipo de atividade.



66

775000 739600 740000 740400 740100

; ) = thes
[ Brasil [ Piaui [_] Teresina
i o e

‘ e H&

3 =
T P ol iy ' U =
740180 740250 740320 74

SIRGAS 2000 / UTM Zona 23S, IBGE,
GOOGLE MAPS

Figura 7. Mapa representativo das areas de coleta do estudo. (A) Vista aérea do municipio de Teresina,
(B) vista aérea do Parque Ambiental Lagoas do Norte, destacando as seguintes cole¢6es hidricas: (C)
Lagoa da Cabrinha, (D), Lagoa da Praca dos Orixas e (E) Lagoa do Mazerine. Os pontos de coleta
foram destacados com (+).

4.2.3 Municipio de Parnaiba

O municipio de Parnaiba € uma das quatro cidades localizadas no litoral
piauiense, Latitude: 2°54'14"S, Longitude: 41°46'35"W, sendo a segunda mais
populosa do estado com estimativas de 153.482 habitantes, com uma éarea total de
499,229 km2. No municipio predomina o clima megatérmico e tropical semiumido,
apresentando indice pluviométrico médio anual de 1115 mm, com temperaturas que
variam entre 21 °C a 33 °C. Predominam na regido a vegetacdo de igarapés e
mangues dos rios e de caatinga, litoranea e da mata dos cocais no restante do
territério  (IBGE, https://cidades.ibge.gov.br/brasil/pi/parnaiba/panorama).  No
municipio foram selecionadas as seguintes colec¢des hidricas para este estudo: Lagoa
do Bebedouro e Lagoa do Carpino (Figuras 8 e 11).

A Lagoa do Bebedouro est4 localizada nos bairros S&o Vicente e Santa Luzia,
possui uma extensdo aproximada de 4,1 km e é um dos principais corpos hidricos
presentes no local. Possui nascente nas proximidades do bairro Sabiazal e possui

perimetro aproximado de 3.3315 m e 0,291 km?. Abriga uma grande variedade de
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plantas macrdfitas que servem de substrato para varias de espécies de moluscos de
agua doce. A lagoa é utilizada para diversos tipos de atividades como pesca e
recreagdo, no entanto, é possivel observar facilmente deposicdo de esgoto em seu
leito proveniente, em maior parte, das residéncias no entorno das mesmas. A lagoa
do Carpino que possui extensao aproximada de 3,7 km, esta situada entre as cidades
de Parnaiba e Luiz Correia, € considerada uma Area de Relevante Interesse Ecoldgico
(ARIE) e assim como a lagoa do Bebedouro, representa pontos turisticos do municipio
(CARVALHO & BARRETO, 2021). Durante os meses de chuva é comum acontecerem
inundacdes em seu entorno e no periodo de seca o volume da agua diminui
drasticamente. Alguns pontos da lagoa séo utilizados como fonte recreativa em bares
e balnearios da cidade, sendo que a mesma desagua na Lagoa do Portinho, que é

uma das principais areas turisticas do litoral piauiense.
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Figura 8. Mapa representativo das areas de coleta do estudo. (A) Vista aérea do municipio de Parnaiba,

(B) vista aérea da regido de coleta, destacando as seguintes cole¢des hidricas: (C) Lagoa do
Bebedouro, (D), Lagoa do Carpino. Os pontos de coleta foram destacados com (+).
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4.2.4 Municipio de Picos

O municipio de Picos esta localizado na regido do semiarido do Estado do Piaui,
Latitude: 7°04'54"S, Longitude: 41°28'14"W e possui uma area de 535,000 km?, com
aproximadamente 78.002 habitantes. O clima € tropical semiarido quente,
apresentando variacbes na temperatura que vao de 22 °C a 39 °C, A precipitacao
pluviométrica média anual oscila de 800 mm a 1400 mm. A principal formacéo vegetal
€ a caatinga, podendo apresentar porte arbéreo, arbustivo-arb6reo ou arbustivo com
densidades variadas, com areas extensas de cerrado e babacuais. A vegetacao ciliar
do rio Guaribas é caracterizada por uma diversidade de macréfitas aquaticas (IBGE,
https://cidades.ibge.gov.br/brasil/pi/picos/panorama).

Para realizacdo desse estudo, no municipio foi selecionado trés pontos
diferentes do Rio Guaribas, todos localizados no perimetro urbano (Figuras 9 e 11).
A bacia hidrogréfica do rio Guaribas nasce na Serra das Almas, a 600 m de altitude,
possui como afluentes pela margem direita Cano Brava e Pitombeiras, e pela margem
esquerda Grotdo, Riachdo e S&o Jodo, possuindo extensao linear de 11.596 km.
Possui grande importancia com relacéo a captacao de aguas para o abastecimento e
desenvolvimento de atividades agropecuarias. No entanto, diversas acdes antropicas
desencadearam mudangas no corpo d’agua e sao reveladas em estudos sobre a
qualidade da agua que mostram concentracdes elevadas de aluminio, altos valores
de turbidez e presenca de Escherichia coli em diversas areas do rio (COSTA et al.,
2018).
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Figura 9. Mapa representativo das areas de coleta do estudo. (A) Vista aérea do municipio de Picos
EE',) C, D e E) vista aérea da regido de coleta do Rio Guaribas. Pontos de coleta foram destacados com
4.2.5 Municipio de Pedro I

O municipio de Pedro Il, localizado ao norte do Estado do Piaui, possui uma
altitude de 603 m acima do nivel do mar, proporcionando temperaturas mais amenas
em relagdo a outras cidades do Estado, que vao de minimas com 18°C a maximas de
28°C, assumindo um ecétono (cerrado e caatinga) que se alterna em periodos umidos
(fevereiro a abril) e secos, com média pluviométrica anual correspondente a 1000 mm,
gue é definida pelo regime Equatorial Maritimo. A geomorfologia compreende uma
superficie aplainada com presenca de elevacfes que correspondem as encostas,
morros e colinas que variam entre 400 a 500 metros, superficies tabulares e relevo
planos com  altitudes variando de 150 a 300 metros (IBGE,
https://cidades.ibge.gov.br/brasil/pi/pedro-i/panorama). © Nesse estudo foram
selecionadas as seguintes colecdes hidricas do municipio: Acude Joana, em um
corrego disposto no leito do rio Corrente, ambos situados no perimetro urbano
(denominados de Passagem I, Il e 1), e no rio Capivara, no povoado Sao Luis, zona
rural de Pedro Il (Figuras 10 e 12).
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O Acude Joana é o represamento do rio Corrente que percorre no interior do
municipio de Pedro Il. A construcdo deste reservatorio, que contém uma capacidade
de 10.670.000 m3, iniciou no ano de 1996. O objetivo seria abastecer a populacédo
local e, desde entdo constitui a principal rede de abastecimento do municipio. A
nascente do rio Corrente esta geograficamente inserida na localidade Terra Dura,
zona rural de Pedro Il, o rio possui 162,49 km de extenséo e sua bacia esta distribuida
entre os municipios de Boa Hora, Barras, Capitdo de Campos, Piripiri, Milton Brandao
e Pedro Il. Parte de seu leito que percorre a area urbana de Pedro Il, barra na nascente
do Pirapora, local estabelecido como area de preservacdo municipal. E possivel notar
a presenca de coérregos dispostos no leito desse corpo hidrico, no qual formam
criadouros permanentes e temporarios para diversas espécies de moluscos. O rio
Capivara possui 131,19 km de extensao, percorrendo 0os municipios de Pedro I, Milton
Brandao, Domingos Mouréo, Buriti dos Montes e Juazeiro do Piaui. Seu acesso se da
pela BR 404 seguindo em direcéo a divisa com o Estado do Ceara (LIMA & GUERRA,
2020).
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Figura 10. Mapa representativo das areas de coleta do estudo. (A) Vista aérea do municipio de Pedro
II, (B) vista aérea das regides de coleta, destacando as seguintes colec¢des hidricas: (C) Rio Corrente,
(D) Agude Joana e (E) Rio Capivara. Os pontos de coleta foram destacados com (+).
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Figura 11. Vista panoramica dos pontos de coletas das seguintes colec¢des hidricas: (A) Lagoa da Cabrinha, (B) Lagoa da Praga dos Orixas, (C) Lagoa do
Mazerine (Teresina — Pl); (D) Lagoa do Carpino, (E) Lagoa do Bebedouro (Parnaiba — PI); (F), (G) e (H) Rio Guaribas (Picos — PI).
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Figura 12 — Vista panoramica dos pontos de coletas das seguintes cole¢8es hidricas: (I) Acude Joana, (J), (K) e (L) Rio Corrente na localidade Passagem,
(M), (N), (O) e (P) Rio Capivara na localidade Sao Luis (Pedro Il — PI).
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4.3 Coleta e processamento de moluscos

As coletas dos moluscos foram realizadas mensalmente no municipio de
Teresina e bimestralmente nos demais municipios no periodo de marco de 2022 a
fevereiro de 2023, totalizando 29 coletas ao final do periodo amostral. Apos o periodo
regular e com parte das analises realizadas, decidiu-se realizar novas coletas em
alguns pontos especificos de interesse, sendo entdo realizadas cinco coletas
adicionais nos meses de julho a setembro de 2023 nos municipios de Teresina,
Parnaiba e Pedro Il. Os individuos foram coletados com auxilio de conchas de captura
de metal, com furos em torno de 2 mm e fundo de 15 cm, acoplada a uma haste de
madeira de 1,5 m de comprimento com o auxilio de pincas de pontas finas. Durante o
procedimento, passou-se as conchas de captura através das margens das colecdes
hidricas, percorrendo cerca de 50 m em cada um dos pontos de coleta, a fim de
encontrar espécimes de moluscos que poderiam estar aderidos ao substrato das
margens. Foi considerado um esforco amostral entre 60 a 90 minutos em cada um
dos pontos de coleta.

Durante as coletas foram coletadas em cada ponto de coleta variaveis
ambientais como temperatura e pH da 4gua, além de profundidade da margem. Esses
dados foram aferidos in loco com termometro digital do tipo espeto, pHmetro digital
(escala de 0-14) e régua (0-100 cm). Outrossim, em cada coleta foi realizada a
Avaliacdo Réapida do Corpo D’agua, seguindo metodologia adaptada (GUIMARAES et
al., 2012; BIZZO et al., 2014), onde eram avaliadas diversos parametros do corpo
d’agua e da margem, como: a) o principal tipo de ocupag¢ao das margens, b) eroséo
préxima e/ou nas margens e assoreamento, c) alteracfes antropicas no entorno, d)
presenca e extensdo de mata ciliar, ) presenca de dejetos humanos e de animais, f)
presenca de animais domésticos, g) presenca de plantas aquaticas, h) odor e cor da
agua, i) caracterizacéo do fundo, tipo e odor do substrato, j) caracteristica do fluxo da
agua, k) presenca de animais silvestres, entre outros parametros. A cada analise era
atribuida uma pontuacao (0-5) por parametro e ao final era somado todos os pontos.
Caso o ponto de coleta apresentasse pontuacao entre 70-90, era considerado sem
alteracdes, 50-70, com altera¢Oes reduzidas, 30-50, com alteracbes moderadas e de
0-30, com alteracdes extremas.

Posteriormente, os animais foram armazenados em potes de plastico

previamente identificados e transportados para o Laboratorio de Zoologia e Biologia
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Parasitaria da Universidade Estadual do Piaui (ZOOBP — UESPI) para realizacao da
triagem do material. Os moluscos foram lavados com agua corrente, separados da
matéria organica e quantificados.

Para a realizacao da identificagdo taxondmica dos moluscos foram separados
alguns exemplares de cada morfotipo encontrado. De forma geral, a identificacdo das
espécies foi baseada segundo critérios conquiliolégicos, de acordo com Simone
(2006). Para os representantes do género Biomphalaria, uma amostra de cada
morfotipo foi avaliada. Os espécimes foram mortos em 4gua a 70 °C, e em seguida,
toda a estrutura interna foi removida com auxilio de pincas e fixadas em liquido de
Railliet-Henry. Posteriormente, os animais foram dissecados em microscopio

estereoscopio de acordo com Deslandes (1951).

4.4 Andlise de infeccdo por larvas de trematédeos
Para avaliacdo da infeccao por trematdédeos, os moluscos foram colocados de
forma individual em placas de poliestireno para cultura de células, contendo 6, 12 ou
24 pocos, dependendo do tamanho do espécime. Depois foi adicionado 3 mL de agua
desclorada em cada poco para realizacao da fotoestimulacéo artificial com lampadas
de 60 W por cerca de 4 horas. Decorrida cada hora de exposi¢éo, as placas contendo
os moluscos foram examinadas em estereomicroscopio para a deteccdo das
cercérias. As placas contendo os moluscos foram deixadas durante a noite e novos
exames foram realizados nha manha seguinte, antes e apés uma nova fotoestimulacao.
Amostras de exemplares infectados por trematdédeos foram separados para
determinar a taxa de infeccdo para cada tipo cercariano. Em alguns casos,
exemplares de moluscos infectados foram utilizados para pesquisa de formas
evolutivas ndo emergentes. Para isso, ap0s o rompimento da concha dos moluscos
por compressdo mecanica entre laminas, a parte mole foi retirada e colocada em
placas de Petri contendo agua, com rebatimento do manto e exposi¢cao dos 6rgaos
internos. As formas evolutivas encontradas foram transferidas para outra placa de
Petri com agua, sendo algumas rédias dissecadas para observacdo de cercarias

imaturas.
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4.5 Recuperacéo de trematdédeos adultos em queldénios

Durante os meses de janeiro a outubro de 2023 foram coletados quelonios em
duas cole¢Bes aquaticas (Lagoa da Cabrinha e Lagoa da Pragca dos Orixas) no
municipio de Teresina-PIl. Os animais foram selecionados utilizando pucéas de captura
e transportados ao Laboratério de Zoologia e Biologia Parasitaria da Universidade
Estadual do Piaui (ZOOBP — UESPI) para realizacdo de necrdpsia com objetivo de
recuperar os parasitos adultos.

No laboratorio, inicialmente, foi realizada a medi¢cdo do comprimento vertical e
horizontal do plastréo e da carapaca. Os espécimes foram sedados utilizando uma
associacado de quetamina (15 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) por via intramuscular. A
eutanasia ocorreu cerca de 1 hora apds a sedagédo, com uma sobredose de tiopental
de sédio (25 mg/kg por via intravenosa).

Apos verificado o 6bito, os animais foram colocados em decubito dorsal e a
partir do auxilio de uma serra elétrica, foi realizado o corte bilateral no plastréo ao nivel
das pontes da carapaca. Posteriormente, foi realizada incisdo na pele a volta do
plastrdo com um bisturi e uma tesoura, sendo realizado a remoc¢do dos musculos
peitorais e pélvicos. ApoOs a retirada total do plastrdo, foi inicialmente realizada a
remocdo do figado, posteriormente foram feitas amarras nas extremidades do
estbmago para impedir vazamento de liquidos. Em seguida, o estdtmago e o0s
intestinos foram colocados de forma separada em placas de Petri contendo solugéo
salina, sendo realizada analise coproparasitolégica pelo método de sedimentacdo
espontanea com o material fecal presente nos intestinos. Por fim, 6rgdos como rins,
coracao, pulmdes também foram analisados separadamente para procura de formas

adultas de trematédeos.

4.6 Caracterizacdo morfoldgica dos estagios evolutivos obtidos e identificacéo
taxondémica

As amostras de cercarias obtidas de moluscos infectados foram inicialmente
coletadas com auxilio de micropipetas, transferidas para laminas de vidro, coradas
por solucéo de lugol diluida ou com sulfato azul de Nilo 0,05% para serem utilizadas
para a confeccdo de laminas ndo permanentes (a fresco). Para a confeccdo de
laminas permanentes, outra aliquota de solucéo contendo cercarias foram mortas em

agua 70 °C, fixadas em formalina a 10%, coradas pelo carmim aceto-alimen,
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desidratadas em série crescente de etanol, clarificadas em creosoto de Faia e
montadas entre laminas e laminulas em balsamo de Canada.

Os estagios evolutivos dos trematddeos obtidos através de quelbnios
naturalmente infectados (parasitos adultos) foram coletados com auxilio de pipeta tipo
Pasteur, estiletes ou pinceis, dependendo do tamanho dos espécimes. Uma amostra
destes parasitos foi preliminarmente submetida a analise in vivo em microscopio de
luz, enquanto outra parte destes helmintos foram prensados entre laminas de vidro,
mortos com agua a 70°C, fixados em formalina a 10%, corados e montados em
laminas permanentes.

O estudo morfolégico foi realizado em microscoépio de luz e as medidas obtidas
com auxilio de ocular micrometrada, sendo mensurados em quantidades variaveis,
dependendo de quantos parasitos foram coletados. O registro fotografico das
preparacdes foi obtido com auxilio de camera mével Samsung A 21S, sendo
consideradas medidas de comprimento e largura de acordo com cada estrutura
visualizada.

A identificacdo taxonémica, até a menor categoria possivel, foi realizada
segundo aspectos morfolégicos presentes nas formas larvais e adultas encontradas e
bioldgicos, como associacdo com os hospedeiros, preconizados por diversos autores
(DAWES, 1946; FRANDSEN & CHRISTENSEN, 1984; PINTO & MELO, 2013b), bem
como trabalhos descritivos referentes aos diferentes grupos de trematédeos

encontrados.

4.7 Anéalise molecular dos trematdédeos obtidos

4.7.1 Fixacdo de amostras, extracdo e quantificacdo de DNA

Amostras de parasitos coletados foram transferidas, separadamente, para
tubos de microcentrifuga de 1,5 mL, onde foram sedimentadas através de
centrifugacéo, sendo o sobrenadante despejado através de micropipetas de 50 pL.
Posteriormente foram fixadas em etanol 95% e armazenadas a — 20 °C até o
processamento.

Antes da extracdo de DNA, as amostras foram lavadas trés vezes com 200 pL
de agua destilada para a retirada do etanol. Para a realizacdo da extracdo de DNA
foram utilizados kits comerciais Wizard ® Genomic DNA Purification (Promega®, EUA)

e QlAamp ® DNA Micro e Mini (Qiagen, EUA), sendo todas as etapas realizadas
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seguindo-se as instrucdes dos fabricantes. O primeiro foi utilizado para amostras com
maior quantidade de cercarias (>300) e parasitos adultos (>2mm), e o outro foi
utilizado nos casos de pouca recuperacado de larvas (<20). A dosagem do DNA
extraido foi realizada através da avaliagdo da absorvancia em 260nm em
espectrofometro de microvolume NanoDrop ® ND-1000 (Thermo Scientific, EUA).
Para determinar a pureza do material genético extraido foi realizada relacdo da
absorvancia obtidas nos comprimentos de ondas 260nm e 280nm.
Quando ao uso do kit Wizard ® Genomic DNA Purification, adicionou-se ao
microtubo contendo a amostra 600l de solucao refrigerada de EDTA/Solucéo de Lise
Nucleica e 17,5ul (20mg/ml) de proteinase K, com homogeneizacdo da amostra e
manutencdo em termobloco a a 55°C overnight. No dia seguinte, para a lise e
precipitagdo proteica foram adicionados 3pul de solugdo RNase e incubagdo do
microtubo por 30 minutos a 37°C. Apoés a incubacao, adicionou-se 200ul de solugéo
de precipitacdo proteica com acondicionamento em recipiente com gelo por 5 minutos.
Adicionalmente, a amostra foi centrifugada por 4 minutos (14.000g). Para o processo
de precipitacéo e reidratacéo da amostra de DNA, o sobrenadante foi transferido para
um novo microtubo contendo 600ul de isopropanol. Apés essa etapa, a mostra foi
novamente centrifugada durante 1 minuto (14.000g). Posteriormente, o sobrenadante
foi aspirado e descartado, adicionando-se 600ul de etanol 70% a temperatura
ambiente. A amostra novamente foi centrifugada (1 minuto e 14,0009) e apds esse
procedimento houve a retirada de maxima quantidade possivel de etanol por
aspiracado com pipeta graduada. Por fim, o microtubo foi levado ao banho seco para
evaporacao do liquido por cerca de 30 minutos, na temperatura de 37°C. Decorrido
esse tempo, foi adicionado 20ul da Solucao de Reidratacao de DNA ou agua ultrapura,
sendo o tubo entdo novamente acondicionado no banho seco (65°C por 60 minutos).
Ja na extragdo com os kits QlAamp® DNA Mini ou Micro- Qiagen®, ao
microtubo de 1,5ml contendo a amostra ja devidamente lavada foi adicionado 180ul
do tamp&o ALT e 20pul de proteinase K, sendo a amostra levada ao vortex (1 min) e
posteriormente acondicionada em banho seco a 56°C em overnight para a lise
tecidual. Adicionalmente, em um novo microtubo (0,5 ml) adicionou-se 200ul de
solugdo tampéo AL e 1pl da solucédo de carreador de RNA. A amostra foi entao
acondicionada em banho seco (70°C/10min), centrifugando brevemente apods a

incubacao. Posteriormente, adicionou-se 200 pl de etanol absoluto, levando a amostra
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ao vortex por aproximadamente 15 segundos e incubando a temperatura ambiente
por 5 minutos. Com utilizacdo de colunas e membranas presentes no kit do fabricante,
aspirou-se o0 maximo de sobrenadante da amostra, com transferéncia da solucéo para
a membrana que continha uma coluna encaixada, conforme orientagéo do fabricante.
A amostra coluna foi entdo centrifugada (1 min/8,000rpm), trocando-se posteriormente
apenas a coluna acoplada por uma nova. Apos esse procedimento, foi adicionado a
membrana 500ul de tampado AW1 repetindo o processo de centrifugacdo (1
minuto/8,000rpm). Em seguida, adicionou-se 500 ul de tamp&o AW2 na membrana,
com nova centrifugacdo semelhante a anterior. Na etapa seguinte, apenas a coluna
foi trocada sendo levada para uma ultima centrifugacao por 3 minutos (14,000 rpm).
Por fim, descartou-se a coluna, acoplando a membrana a microtubos de 1,5ml
identificados, com adicdo de 20ul do tampdo AE ou agua ultrapura, posterior
incubacédo por 1 minuto e logo depois levado para centrifugacao (1 minuto/4,000 rpm).

Essa Ultima etapa foi repetida para recuperacdo de DNA excedente na membrana.

4.7.2 Amplificagdo de DNA

Para amplificacdo de DNA dos trematédeos pela técnica de Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR), foram selecionadas regides que sao largamente empregadas
na identificacdo molecular e em inferéncias filogenéticas (BLASCO-COSTA et al.,
2016). As regifes genéticas avaliadas, os primers e condi¢ges de PCR utilizados sao

apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Marcadores moleculares, primers que foram utilizados para amplificacdo de regides de DNA ribossomal e mitocondrial, condic6es de PCR e tamanho
dos amplicons utilizados para amostras de trematédeos digeneicos provenientes de colecdes hidricas do Piaui.

Regido Marcador  Primers

Sequéncia dos primers

Condicbes de PCR

Fragmento

(pb)

Referéncia

rDNA 28S Dig-12

1500-R
ITS D1-F
D2-R
BD-1
BD-2

MtDNA COl JB3

COI1-R
trema

Dice 1-F

Dice 11-R

NAD 1 NDJ1

ND1J2A

AAG CAT ATC ACT AAG CGG

GCTATCCTGAGGGAAACTTCG

AGGAATTCCTGGTAAGTGCAAG

CGTTACTGAGGGAACCTGG

TCTAGATGCGTTCGAAGTGTCGATG

TATGCTTAAATTCAGCGGGT

TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT

CAACAAATCATGATGCAAAAGG

ATTAACCCTCACTAAATTWCNTTRGA
TCATAAG

TAATACGACTCACTATAGCWGWAAC
HAAATTTHCGATC

AGATTCGTAAGGGGCCTAATA

CTTCAGCCTCAGCATAAT

94°C por 2 min; 40 ciclos: 94°C
por 30s; 56°C por 30s, 72°C por
2 min; 72°C por 7 min.

94°C por 2 min; 35 ciclos: 94°C
por 30s, 50°C por 30s, 72° por
10 min

94°C por 2 min; 35 ciclos: 94°C
por 30s, 50°C por 30s, 72° por
10 min

94°C por 2 min; 35 ciclos: 94°C

por 30s, 45°C por 30s, 72°C por

60s; 35 ciclos de 94°C por 60s;
72°C por 7min.

94°C por 2 min; 3 ciclos de 94°C
por 40s, 51°C por 40s, 72°C por
60s; 5 ciclos de touchdown: 94°C
por 40s (-1°C/ciclo); 72°C por
60s; 35 ciclos de 94°C por 40s,
45°C por 40s, 72°C por 60s e
72°C por 5 min.

95°C por 5 min; 35 ciclos de 30s
cada a 94°C; 48°C por 20s, 72°C
por 45s, 72°C por 4 min.

1.200

1.100

1.000

800

600

400

Tkach et al., 2003

Moszczynska et
al., 2009

Luton et al., 1992

Miura et al., 2005

Van Steenkiste et
al., 2015

Morgan & Blair,
1998




80

As reacdes de PCR foram realizadas em um volume final de 25pL, que incluiu
12,5uL de Platinum Hot Start PCR Master Mix, 1,25 pmol de cada primer e cerca de
50 ng de DNA molde. Para a visualizagao dos produtos de amplificacéo, foi realizada
eletroforese em gel de agarose 1% corado com Unisafe Dye® Nucleic Acid Staining
Solution (20.000x) na quantidade de 1,5puL para cada 30ml de tampé&o Triacetato-
EDTA 0,5M. O tamanho dos fragmentos amplificados foi estimado pela comparacéo

com padréo de pesos moleculares.

4.7.3 Purificacéo dos produtos da PCR

Os produtos de PCR apresentando banda unica foram purificados com
polietilenoglicol (PEG) (20% PEG 8.000 em solugao de NaCl 2,5M) (Promega, EUA).
O volume foi transferido a um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL, adicionando em
seguida PEG na mesma quantidade, homogeneizados em um vortex e colocados em
banho seco a 37°C por 15 minutos. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas
por 15 minutos a 14.000 rpm e o sobrenadante foi retirado cuidadosamente com
auxilio de uma micropipeta. Em seguida, foram adicionados 125 pL de etanol 80°
refrigerado aos tubos, os quais foram centrifugados por 5 min a 14.000 rpm. Apds esta
etapa, realizou-se o descarte do sobrenadante e foi repetido o passo anterior. Todo
rastro de etanol foi eliminado através da exposicao dos tubos em banho seco a 37°C
por 30 — 60 minutos. Por fim, o precipitado foi ressuspendido em 20 yL de agua
ultrapura e dosado em espectrofotometro de microvolume.

Para os produtos de PCR com bandas inespecificas foi utilizado o kit GFX®
PCR DNA and Band Purification (GE Healthcare, Reino Unido). Os fragmentos de
interesse foram excisados do gel de agarose com auxilio de uma lamina de bisturi,
purificados segundo o protocolo do fabricante, e posteriormente dosados como

anteriormente descrito.

4.7.4 Sequenciamento de DNA

Os produtos da PCR purificados foram, na maioria das vezes, sequenciados
com oS mesmos primers mencionados para a amplificacdo. Amostras 28S foram
também sequenciadas utilizando-se primers internos (300F e ECD2R). As amostras
foram preparadas para o sequenciamento segundo as recomendacdes das empresas

em que esta etapa foi realizada ACTGene (Alvorada, RS; https://actgene.com.br/)]. O
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sequenciamento ocorreu por eletroforese capilar com o sequenciador automético
ABI3730, utilizando-se polimero BigDye v3.1 e POP7.

4.7.5 Andlise das sequéncias obtidas

As sequéncias consenso foram editadas usando o programa ChromasPro
versao 2.0.1 (Technelysium Pty Ltd, Australia) e os contigs comparados com outras
sequéncias disponiveis no GenBank, inicialmente através da pesquisa de similaridade
utilizando-se a ferramenta BLAST (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). O
programa Clustal W, implementado em MEGA X foi utilizado para o alinhamento das
sequéncias geradas. O método selecionado para andlise filogenética foi o de
Inferéncia Bayesiana usando o programa MrBayes 3.1.2 (RONQUIST et al., 2012). Os
modelos de substituicdo nucleotidica foram obtidos com base no resultado de menor
valor de amostra pelo Bayesian Information Criterion (BIC) pelo programa MEGA X.
Em alguns casos estes modelos foram substituidos por outro equivalente ou proximo
quando houve restricdo de analise na versdo MrBayes 3.1.2. Os grupos externos
foram selecionados de acordo com estudos ja publicados anteriormente, variando de
acordo com o marcador e os taxons (OLSON et al., 2003; TKACH et al., 2016).

Para a inferéncia filogenética, foi utilizada a plataforma de anélise
computacional CIPRES (https://www.phylo.org/). Os valores de probabilidade
posterior foram determinados pelo método de Monte Carlo via cadeias de Markov, em
duas corridas de quatro cadeias, por 106 geracfes, com amostragem de topologias a
cada 100 geracles, descartando as primeiras 25% das arvores amostradas como
‘burn-in’. As arvores geradas foram visualizadas e pelo programa Fig Tree 1.4.2
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/), sendo entdo editadas pelo programa
PowerPoint® (Windows 10®) e no Photoshop CS5 Adobe®. As sequéncias
moleculares obtidas serdo depositadas no GenBank conforme ocorrerdo as

publicacdes.

4.8 Analise Estatistica e de Descritores Ecoldgicos

Todos os dados referentes a esse estudo foram computados e tabulados no
programa Microsoft Excel 2019 (www.office.com). Foram realizados célculos de
estatistica descritiva de amplitude (minima e méaxima), média e desvio padrédo para a
abundancia dos moluscos coletados. Além disso, foram feitos testes de normalidade

de dados como o teste de Shapiro-Wilk e de Kolmogorov-Smirnov. Verificada


http://www.phylo.org/)
http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/)
http://www.office.com/
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distribuicdo ndo-paramétrica entre as variaveis, foi realizado o teste de coeficiente de
correlacdo de Spearman para verificacdo da correlacdo entre a média geral das
varidveis ambientais coletadas, como temperatura e pH da agua e profundidade da
margem e a quantidade de moluscos obtidos. Todas essas analises foram realizadas

no programa R Studio, versao 2024.12.0+467 (www.r-studio.com).

4.9 Analise Geoespacial

Os mapas foram feitos usando o programa QGIS versédo 3.0, no qual foram
confeccionados por meio de malhas disponiveis no site do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE). Os mesmos foram produzidos usando o sistema de
referéncias: SIRGAS 2000/ UTM zone 23S e os pontos de georreferenciamento foram

marcados usando um GPS portétil seguindo o sistema UTM.


http://www.r-studio.com/
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5. RESULTADOS
5.1 Composicdo malacolégica

Em 29 coletas malacoldgicas realizadas entre fevereiro de 2022 e marco de
2023 nas colecbes hidricas pré-determinadas de quatro municipios do estado do

Piaui, foram coletados 9.861 moluscos limnicos pertencentes a 5 familias, 6 géneros

b"

10 mm

e 7 espécies. (Figura 13).

1}

10 mm

5 mm

Figura 13. Moluscos limnicos coletados em colec¢8es hidricas do Estado do Piaui. (a) B. straminea, (b)
B. glabrata, (c) Drepanotrema cimex, (d) Pomacea sp., (e) Stenophysa marmorata, (f) Melanoides
tuberculata, (g) Anodontites sp.
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Melanoides tuberculata (Muller, 1774) (Mollusca: Thiaridae) foi a espécie mais
abundante dentre todas, com 4.175 espécimes coletados em todos os municipios
amostrados. Em termos de abundancia, foi seguida de Biomphalaria straminea
(Dunker, 1848) (Mollusca: Planorbidae), com 3.473 individuos coletados também nas
quatro localidades avaliadas. Um fator importante sobre essas espécies € que houve
um certo antagonismo em relacdo a abundancia dos mesmos nos pontos de coletas
analisados. Enquanto M. tuberculata habitava em maior nimero em todos os pontos
de coleta dos municipios de Teresina e Parnaiba e no Agude Joana, no municipio de
Pedro Il, populacdes de B. straminea preponderaram nos pontos de coleta do Rio
Corrente e do Rio Capivara em Pedro Il e em todos as areas do municipio de Picos.

Representantes de Drepanotrema cimex (Moricand, 1839) (Mollusca:
Planorbidae) foram encontrados em seis diferentes pontos de coleta com 996
exemplares coletados. Por fim, foram coletados 771 individuos do género Pomacea
Perry, 1810 (Mollusca: Ampullariidae), 425 exemplares do género Stenophysa
marmorata (Guilding, 1828) (Mollusca: Physidae) e 22 exemplares foram coletados e
identificados como Biomphalaria glabrata (Say, 1818). Por fim, 4 exemplares de um
molusco bivalve identificado como Anodontites sp. (Bivalvia: Mycetopodidae) foram
encontrados na Lagoa da Cabrinha, no municipio de Teresina (Figura 14).
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Figura 14. Abundéancia de moluscos coletados em cada ponto de coleta durante o periodo amostral no Estado do Piaui. (Mt) Melanoides tuberculata, (Bs)
Biomphalaria straminea, (Bg) Biomphalaria glabrata, (Dc) Drepanotrema cimex, (Sm) Stenophysa marmorata, (Psp) Pomacea sp., (Asp) Anodontites sp.
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No municipio de Teresina foi possivel observar variagcbes dos dados de
abundancia e caracterizacdo ecologica nos diferentes pontos de coleta. Na Lagoa da
Cabrinha, M. tuberculata foi a espécie predominante com 2.305 espécimes coletados,
seguido de Pomacea sp. com 221 exemplares e B. straminea com 198. Em relagéo a
avaliacdo répida, na maior parte do periodo amostral, ndo houve alteracbes
ambientais significativas no corpo d"agua e nem na margem da lagoa. Na Lagoa da
Praca dos Orixas, D. cimex foi a espécie mais abundante com 307 espécimes, seguida
de M. tuberculata com 219 e B. straminea com 111. Na avaliagdo rapida foi possivel
observar alteracdes reduzidas na maior parte do periodo e alterac6es moderadas nos
meses de junho e julho de 2022 e em janeiro de 2024, especialmente por conta das
consequéncias do aumento da presenca de lixo e dejetos de humanos e animais.
Ademais, na Lagoa do Mazerine foi possivel verificar a ocorréncia de apenas trés
espécies de moluscos, sendo D. cimex a mais abundante com 227 espécimes, S.
marmorata com 26 e B. straminea com apenas 12 exemplares encontrados.
Alteracbes ambientais moderadas e reduzidas foram observadas nesse ponto de
coleta, especialmente por acdes antropicas que alteraram constantemente as
condi¢cdes da lagoa.

Em Parnaiba, os dados entre as duas lagoas também revelaram diferencas
significativas na composicdo malacoldgica. A Lagoa do Bebedouro apresentou a
maior abundancia e diversidade de moluscos do municipio, sendo M. tuberculata a
espécie preponderante com 264 espécimes coletados, B. straminea com 188 e as
espécies S. marmorata e Pomacea sp. com 89 e 87 representantes, respectivamente.
Além disso, esta foi a Unica colecéo hidrica onde foi possivel encontrar moluscos da
espécie B. glabrata com 22 exemplares coletados, sendo que todos estes espécimes
foram coletados durante o més de novembro de 2022. Através da avaliacao rapida,
também nao foram constatadas alteragcbes ambientais durante o periodo. Na Lagoa
do Carpino, o inquérito malacoldgico revelou menor abundancia nesse ponto de coleta
guando comparado com a Lagoa do Bebedouro, com M. tuberculata também sendo a
espécie mais abundante com 59 espécimes, seguida de D. cimex com 56 exemplares
e B. straminea com 23. Através da avaliacéo rapida foi possivel constatar alteracdes
reduzidas nos ultimos meses de coleta, permanecendo sem alteracdes durante a

maior parte do ano.
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Dados relativos ao municipio de Picos demonstraram resultados de abundancia
de moluscos e alteracdes ambientais diferentes dos pontos de coleta dos outros
municipios. B. straminea foi a espécie mais abundante nos 3 pontos de coleta do Rio
Guaribas, com 1.745 espécimes coletados ao total, representando 48,45% das
amostras totais dessa espécie. Nos pontos de coleta dos bairros Sao José e Torrdes,
M. tuberculata apresentou a segunda maior propor¢cao com 712 individuos coletados,
e no bairro Centro foi a espécie D. cimex com 188 individuos. Nos resultados obtidos
na avaliacdo rapida, houve alteracbes reduzidas nos trés pontos de coleta, e
alterac6es moderadas nos pontos dos bairros Sdo José e Torrdes.

No levantamento malacoldgico realizado no municipio de Pedro Il foi possivel
verificar que no Acude Joana foi registrado a ocorréncia de apenas duas espécies,
sendo também o Unico ponto de coleta do municipio em que a espécie M. tuberculata
foi a mais abundante com 537 espécimes, seguido por Pomacea sp. com 42. Nos
demais pontos de coleta, B. straminea foi a espécie com maior nimero de exemplares
coletados, sendo o primeiro ponto de coleta do Rio Capivara o mais representativo
com 309 espécimes. Outra importante observacao é que no ponto IV do Rio Capivara,
esta espécie foi a Unica presente, sendo possivel coletar 92 moluscos ao total das
coletas. Em sintese, a avaliacdo rapida revelou nenhuma alteracdo ambiental visivel
no Acude Joana, alteracdes reduzidas ao longo do ano nos pontos de coleta do Rio
Corrente e do Rio Capivara.

Através dos resultados obtidos pelo coeficiente de correlacdo de Spearman,
pode-se constatar alta correlacdo negativa entre a espécie M. tuberculata e a
temperatura, indicando que esse molusco tende a aumentar suas populacdes a
medida que a temperatura diminui. Resultado similar foi observado entre populacfes
de S. marmorata e a mesma variavel climéatica. Altas correlacdes negativas foram
observadas também entre a espécie B. straminea e a variavel profundidade. Todavia,
uma correlacdo positiva foi observada entre D. cimex e variavel pH, indicando que
essa espécie tende a aumentar a medida que o pH aumenta nas colec¢des hidricas
(Figura 15).
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Figura 15. Resultados do coeficiente de correlagdo de Spearman onde foi possivel comparar a
correlagao entre as variaveis ambientais coletadas em campo com a abundéancia dos moluscos. Foram
consideradas as correlagfes cujos valores fossem p < 0,05. Correlagbes positivas sdo apresentadas
em azul e correlacdes negativas séo apresentadas em vermelho. T: Temperatura; P: Profundidade.

Durante o periodo amostral foi possivel verificar alteragbes ambientais
significativas tanto na margem quanto nos corpos d’agua nos pontos de coletas
selecionados no estudo. Essas alteracdes sado 0s principais agentes que afetam na
composicdo da malacofauna local e concomitantemente afetam na taxa de infeccao
por larvas de trematddeos nesses animais. Em Teresina, a Lagoa da Cabrinha foi a
mais constante ao longo do tempo, tendo permanecido sem alteragdes, diferente das
outras lagoas do municipio que intercalaram entre altera¢cdes reduzidas e moderadas.
Uma série de atividades interventivas foram realizadas pelos 6rgaos publicos na
Lagoa da Cabrinha durante o inicio das coletas, o que poderia explicar a falta de
alteracdes ao longo do tempo. Por outro lado, a alta deposicao de lixo, presenca de
dejetos humanos e animais em grande quantidade, alteracbes antropicas no entorno,
e mais, especificamente, a larga presenca de plantas aquaticas em todo o corpo
d’agua na Lagoa do Mazerine, explica as alteracdes visiveis nas outras duas cole¢des

hidricas.
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Na Lagoa do Bebedouro em Parnaiba e no Acude Joana em Pedro Il ndo foram
constatadas alteracbes ambientais durante as coletas. Esses dois reservatorios
constituem as principais fontes hidricas de suas respectivas regifes e sao utilizadas
para atividades domeésticas, pesqueira e recreativa. Além disso, é importante
mencionar que a Lagoa do Bebedouro é a unica colegéo hidrica do Estado do Piaui
onde ja foi registrada a presenca de B. glabrata. A Lagoa do Carpino apresentou
alteracdes reduzidas principalmente por conta de atividade antrOpica vistas em seu
entorno, como algumas areas desmatadas que servem para dar lugar a atividades
pesqueiras. Além disso, nos primeiros meses de coleta, por conta das chuvas
intensas, € comum ocorrerem inundacdes devido ao aumento do volume hidrico e nos
ultimos meses do ano, as aguas baixam consideravelmente por causa da estiagem.

No municipio de Picos, o rio Guaribas apresentou alteracdes reduzidas nos trés
pontos de coleta e alterac6es moderadas nos pontos dos bairros Sao José e Torrdes.
Nessas localidades ha presenca em larga escala de animais domeésticos e de pessoas
gue moram nas proximidades do rio, além disso, foi possivel constatar a presenca de
erosdo na margem, grande quantidade de lixo e de fezes, além de diversas
canalizagbes que tornam essas areas extremamente poluidas. E importante destacar
que na avaliagdo dos parametros do corpo d’agua, verificou-se que nos trés pontos
de coleta do rio Guaribas havia presenca de esgoto, tornando a cor da agua opaca,
com substrato lamoso e em todas as coletas o rio ndo apresentava fluxo. Em Pedro
I, nas trés localidades do rio corrente foram apenas observadas alteracdes reduzidas,
especialmente por conta da presenca de lixo, assim como no rio Capivara que
apresentou os mesmos resultados, sendo que em todos os quatro pontos dessa
colecdo hidrica foram observadas diminuicdo progressiva do volume da agua por

causa do periodo de estiagem na regido.
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5.2 Infeccdo por larvas de trematddeos: dados gerais

Do total de moluscos avaliados neste estudo, 99 foram encontrados infectados
por larvas de trematddeos. Larvas de trematddeos foram encontradas em todas as
localidades avaliadas e em 24 das 29 coletas realizadas. Das 7 espécies de moluscos
analisadas, 5 destas foram encontradas infectadas por algumas espécies de
trematddeos. Ao final das coletas foi possivel analisar 30 morfotipos cercarianos
diferentes que foram encontradas infectando moluscos limnicos nos diferentes pontos
de coletas (Tabela 4).

Biomphalaria straminea foi a espécie de molusco que apresentou maior taxa de
infeccdo por larvas de trematddeos e abrigou a maior diversidade das mesmas, sendo
hospedeiro de 9 morfotipos cercarianos. Seguida de M. tuberculata e D. cimex com 5
morfotipos e S. marmorata foi identificado como hospedeiro de 3 morfotipos de larvas
de trematddeos. Os dados relativos a quantidade de moluscos coletados e infectados,
assim como a quantidade de morfotipos cercarianos encontrados por coleta sao
apresentados na Tabela 5. A classificacdo taxonbmica até a menor categoria possivel,
0os moluscos hospedeiros intermediarios, o tipo cercariano e 0s percentuais de
infeccdo local sdo apresentados para cada uma das espécies de trematddeos
selecionadas. Uma caracterizacdo morfolégica é apresentada, sendo que os dados
morfométricos das espécies sdo apresentados em tabelas, juntamente com as
medidas de outras espécies relatadas por diferentes autores. As informacdes
moleculares que foram possiveis obter com andalises de diferentes marcadores
moleculares também estdo descritas. Além disso, comentarios relacionados a outros
trematddeos similares foram disponibilizados na secdo de analise taxondmica. Por
fim, imagens dos estagios evolutivos obtidos e as arvores filogenéticas geradas
também sdo apresentadas para cada espécie.
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Tabela 4. Lista dos diferentes tipos cercarianos encontrados associados aos seus moluscos
hospedeiros com o primeiro registro para cada municipio em seu respectivo ponto de coleta.

Municipio Ponto de Coleta Tipo Cercariano Molusco
(Primeiro registro) Hospedeiro
Parnaiba Lagoa do Bebedouro Magnacauda B. straminea
Parnaiba Lagoa do Bebedouro Xifidiocercaria M. tuberculata
Parnaiba Lagoa do Bebedouro  Distoma brevifurcada afaringeada Pomacea sp.
Parnaiba Lagoa do Bebedouro  Distoma brevifurcada afaringeada Pomacea sp.
Parnaiba Lagoa do Bebedouro Equinéstoma B. straminea
Parnaiba Lagoa do Carpino Distoma brevifurcada afaringeada B. straminea
Parnaiba Lagoa do Carpino Xifidiocercaria D. cimex
Pedro Il Acude Joana Xifidiocercaria M. tuberculata
Pedro Il Acude Joana Gimnocéfala M. tuberculata
Pedro Il Acude Joana EquinGstoma Pomacea sp.
Pedro Il Rio Corrente | Equinéstoma B. straminea
Pedro Il Rio Corrente | Distoma brevifurcada afaringeada B. straminea
Pedro Il Rio Corrente Il Cistofora B. straminea
Pedro I Rio Corrente ll Distoma brevifurcada afaringeada Pomacea sp.
Pedro I Rio Correntellll Distoma brevifurcada afaringeada B. straminea
Pedro Il Rio Capivara ll Xifidiocercaria B. straminea
Pedro Il Rio Capivara lll Xifidiocercaria Pomacea sp.
Picos Rio Guaribas | Distoma brevifurcada afaringeada B. straminea
Picos Rio Guaribas | Xifidiocercaria M. tuberculata
Picos Rio Guaribas Il Equinéstoma B. straminea
Picos Rio Guaribas I EquinGstoma S. marmorata
Teresina Lagoa da Cabrinha Distoma brevifurcada afaringeada Pomacea sp.
Teresina Lagoa da Cabrinha Xifidiocercaria Pomacea sp.
Teresina Lagoa da Cabrinha Gimnocéfala M. tuberculata
Teresina Lagoa da Cabrinha Parapleurolofocerca M. tuberculata
Teresina Lagoa da Cabrinha Xifidiocercaria M. tuberculata
Teresina Lagoa da Cabrinha Distoma brevifurcada afaringeada B. straminea
Teresina Lagoa da Cabrinha Distoma brevifurcada afaringeada M. tuberculata
Teresina Lagoa da Cabrinha Estrigeocercaria S. marmorata
Teresina Lagoa da Cabrinha Pleurolofocerca M. tuberculata
Teresina Lagoa dos Orixas Distoma brevifurcada afaringeada D. cimex
Teresina Lagoa dos Orixas Distoma brevifurcada afaringeada D. cimex
Teresina Lagoa dos Orixas Equindstoma B. straminea
Teresina Lagoa dos Orixas Equinéstoma S. marmorata
Teresina Lagoa dos Orixas Xifidiocercaria D. cimex
Teresina Lagoa dos Orixas Mondéstoma D. cimex
Teresina Lagoa dos Orixas Equindstoma B. straminea
Teresina Lagoa do Mazerine Equinéstoma D. cimex




Tabela 5. Abundancia de moluscos coletados, infectados e taxas de infeccdo por larvas de trematddeos analisados durante as 29 coletas malacolégicas
realizadas nos municipios de Parnaiba, Pedro Il, Picos e Teresina, estado do Piaui, durante o periodo de marco de 2022 a fevereiro de 2023. Abu: Abundéncia;
Inf: Infectados; %: Taxa de infectados.

Municipio: Parnaiba/PI

Coleta 1: 29/03/2022

Pontos de Coleta Anodontites sp.

Abu Inf %
Lagoa do Bebedouro - - -
Lagoa do Carpino - - -

Biomphalaria
glabrata

Abu Inf %

Drepanotrema
cimex

Abu Inf %

Melanoides
tuberculata
Abu Inf
61 3
23 -

Stenophysa
marmorata

Abu Inf %

Total

115
51

Morfotipos
cercarianos

Coleta 2: 18/05/2022

Pontos de Coleta Anodontites sp.

Abu Inf %

Lagoa do Bebedouro - - -
Lagoa do Carpino - - -

Biomphalaria
glabrata

Abu Inf %

Drepanotrema
cimex

Abu Inf %

Melanoides
tuberculata

Abu Inf
14 -

Stenophysa
marmorata

Abu Inf %

Total

42

Morfotipos
cercarianos

Coleta 3: 14/07/2022

Pontos de Coleta Anodontites sp.

Abu Inf %

Lagoa do Bebedouro - - -
Lagoa do Carpino - - -

Biomphalaria
glabrata

Abu Inf %

Drepanotrema
cimex

Abu Inf %

Melanoides
tuberculata

Abu Inf
45 1

Stenophysa
marmorata

Abu Inf %

Total

54

Morfotipos
cercarianos

Coleta 4: 20/09/2022

Pontos de Coleta Anodontites sp.

Abu Inf %

Lagoa do Bebedouro - - -
Lagoa do Carpino - - -

Biomphalaria
glabrata

Abu Inf - %

Drepanotrema
cimex

Abu Inf %

Melanoides
tuberculata
Abu Inf
13 -

Stenophysa
marmorata

Abu Inf %
22 - -

Total

75

Morfotipos
cercarianos

Coleta 5: 07/11/2022

Pontos de Coleta Anodontites sp.

Abu Inff %
Lagoa do Bebedouro - - -
Lagoa do Carpino - - -

Biomphalaria
glabrata
Abu Inf %
22 - -

Drepanotrema
cimex

Abu Inf %

Melanoides
tuberculata
Abu Inf
77 -
36 -

Stenophysa
marmorata
Abu Inf %
35 - -

Total

210
37

Morfotipos
cercarianos

Coleta 6: 11/01/2023
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Pontos de Coleta Anodontites sp. Biomphalaria Biomphalaria Drepanotrema Melanoides Pomacea sp. Stenophysa Total Morfotipos
glabrata straminea cimex tuberculata marmorata cercarianos
Abu Inf - %  Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf %
Lagoa do Bebedouro - - - - - - 68 3 441 - - - 54 - - - - - 32 - - 154 1
Lagoa do Carpino - - - - - - - - - 56 1 0,56 - - - - - - - - - 56 1
Total - - - 22 - - 211 4 052 56 - - 323 - - 93 3 322 89 - - 794 7
Municipio: Pedro II/PI
Coleta 1: 28/03/2022
Pontos de Coleta Anodontites sp. Biomphalaria Biomphalaria Drepanotrema Melanoides Pomacea sp. Stenophysa Total Morfotipos
glabrata straminea cimex tuberculata marmorata cercarianos
Abu Inf - %  Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf %
Acude Joana - - - - - - - - - - - - 87 - - - - - - - - 87 -
Rio Corrente | - - - - - - 55 1 - - - - - - - 4 - - - - - 59 1
Rio Corrente Il - - - - - - - - - - - - 1 - - 10 - - - - - 11
Rio Corrente llI - - - - - - 94 - - - - - 5 - - 26 - - - - - 125 -
Rio Capivara | - - - - - - 36 - - - - - - - - - - - - - - 36 -
Rio Capivara Il - - - - - - - - - - - - - - - 1 - - - - - 1 -
Rio Capivara lll - - - - - - 36 - - - - - - - - 13 - - - - - 49 -
Rio Capivara IV - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Coleta 2: 17/05/2022
Pontos de Coleta Anodontites sp. Biomphalaria Biomphalaria Drepanotrema Melanoides Pomacea sp. Stenophysa Total Morfotipos
glabrata straminea cimex tuberculata marmorata cercarianos
Abu Inf- % Abu Inf % Abu Inf % Abu  Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf %
Acude Joana - - - - - - - - - - - - 112 3 2,67 6 - - - - - 118 2
Rio Corrente | - - - - - - 16 2 125 - - - 17 - - 33 - - 4 - - 70 1
Rio Corrente Il - - - - - - 31 - - - - - 45 - - 7 - - - - - 83
Rio Corrente llI - - - - - - 3 3 100 - - - - - - 12 - - 1 - - 16 1
Rio Capivara | - - - - - - 84 - - - - - - - - - - - - - - 84
Rio Capivara ll - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Rio Capivara Il - . - . - - 112 . . - . - . - - 4 - . - - . 116 -
Rio Capivara IV - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Coleta 3: 13/07/2022
Pontos de Coleta Anodontites sp. Biomphalaria Biomphalaria Drepanotrema Melanoides Pomacea sp. Stenophysa Total Morfotipos
glabrata straminea cimex tuberculata marmorata cercarianos
Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf %
Acude Joana - - - - - - - - - - - - 149 - - 1 - - - - - 150 -
Rio Corrente | - - - - - - 5 - - - - - - - - 2 - 7 - - 14 -
Rio Corrente Il - - - - - - 15 1 6,66 - - - 6 - - 9 1 111 7 - - 37 2
Rio Corrente Il - - - - - - 53 - - - - - 5 - - 8 - 2 - - 68 -
Rio Capivara | - - - - - - 34 2 5,88 - - - - - - - - - - - - 34 2
Rio Capivara Il - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Rio Capivara lll - - - - - - 58 - - - - - - - - 11 1 9,09 - - - 69 1



Rio Capivara IV - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Coleta 4: 07/10/2022

Pontos de Coleta Anodontites sp. Biomphalaria Biomphalaria Drepanotrema Melanoides Pomacea sp. Stenophysa Total Morfotipos
glabrata straminea cimex tuberculata marmorata cercarianos
Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu  Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu  Inf %
Acude Joana - - - - - - - - - - - - 75 1 1,33 3 - - - - - 78 1
Rio Corrente | - - - - - - 39 - - - - - - - - - - - 6 - 45
Rio Corrente I - - - - - - 11 - - - - - - - - - - - - - - 11 -
Rio Corrente Il - - - - - - 18 1 5,55 - - - - - - - - - 6 - 24 1
Rio Capivara | - - - - - - - - - - - - - - - 13 - - - - - 13
Rio Capivara Il - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - R R
Rio Capivara lll - - - - - - - - - - - - - - - 5 - - - - - 5 R

Rio Capivara IV - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - R

Coleta 5: 07/12/2022

Pontos de Coleta Anodontites sp. Biomphalaria Biomphalaria Drepanotrema Melanoides Pomacea sp. Stenophysa Total Morfotipos
glabrata straminea cimex tuberculata marmorata cercarianos
Abu Inf - %  Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf %
Acude Joana - - - - - - - - - - - - 88 1 1,13 21 - - - - - 109 1
Rio Corrente | - - - - - - 34 - - - - - - - - 13 - - 11 - - 58 -
Rio Corrente Il - - - - - - 12 - - - - - - - - 7 - - - - 19 -
Rio Corrente Il - - - - - - - - - - - - - - - 18 1 5,55 14 - - 32 1
Rio Capivara | - - - - - - 88 - - - - - - - - - - - - - - 88
Rio Capivara Il - - - - - - 14 - - - - - - - - - - - - - - 14 -
Rio Capivara lll - - - - - - 51 - - - - - - - - - - - - - - 51 -
Rio Capivara IV - - - - - - 37 - - - - - - - - - - - - - - 37 -
Coleta 6: 09/02/2023
Pontos de Coleta Anodontites sp. Biomphalaria Biomphalaria Drepanotrema Melanoides Pomacea sp. Stenophysa Total Morfotipos
glabrata straminea cimex tuberculata marmorata cercarianos
Abu Inf - %  Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf %
Acude Joana - - - - - - - - - - - - 26 - - 11 1 9,09 - - - 37 -
Rio Corrente | - - - - - - 45 - - - - - - - - 7 - - 2 - - 54 -
Rio Corrente Il - - - - - - 8 - - - - - - - - 7 - - - - - 15 -
Rio Corrente Il - - - - - - 10 - - - - - - - - 17 - - 10 - - 37 -
Rio Capivara | - - - - - - 67 - - - - - - - - - - - - - - 67 -
Rio Capivara Il - . . - - - 4 2 50 . . . - - - - - - . . . 4 1
Rio Capivara lll - - - - - - 71 - - - - - - - - 8 - - - - - 78
Rio Capivara IV - . . - - - 55 . - . . . - - - - - - . . . 55 -
Total - - - - - - 1196 12 1 - - - 616 5 0,81 277 4 1,44 70 - - 2158 10

Municipio: Picos/PI

Coleta 1: 05/05/2022

Pontos de Coleta Anodontites sp. Biomphalaria Biomphalaria Drepanotrema Melanoides Pomaceasp. Stenophysa Total Morfotipos
glabrata straminea cimex tuberculata marmorata cercarianos
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Abu Inf - %  Abu Inf %  Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf %
Rio Guaribas | - - - - - - 189 2 1,05 - - - 64 1 1,56 - - - 34 - - 287 2
Rio Guaribas Il - - - - - - 228 2 0,87 69 - - - - - 66 - - 8 1 12,5 371 2
Rio Guaribas Il - - - - - - 122 - - 57 - - 187 - - - - - - - - 366 -
Coleta 2: 20/07/2022
Pontos de Coleta Anodontites sp. Biomphalaria Biomphalaria Drepanotrema Melanoides Pomacea sp. Stenophysa Total Morfotipos
glabrata straminea cimex tuberculata marmorata cercarianos
Abu Inf - %  Abu Inf %  Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf %
Rio Guaribas | - - - - - - 56 - - - - - 49 - - - - - - - - 105 -
Rio Guaribas Il - - - - - - 94 - - - - - - - - 31 - - - - 121 -
Rio Guaribas Il - - - - - - 78 - - - - - 111 1 0,90 - - - - - - 189 1
Coleta 3: 13/09/2022
Pontos de Coleta Anodontites sp. Biomphalaria Biomphalaria Drepanotrema Melanoides Pomacea sp. Stenophysa Total Morfotipos
glabrata straminea cimex tuberculata marmorata cercarianos
Abu Inf %  Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf %
Rio Guaribas | - - - - - - 202 - - - - - 227 1 0,44 - - - 22 - - 451 1
Rio Guaribas Il - - - - - - 274 - - 85 - - - - - 45 - - 11 - - 415 -
Rio Guaribas Il - - - - - - 99 - - - - - - - - - - - - - - 99 -
Coleta 4: 16/11/2022
Pontos de Coleta Anodontites sp. Biomphalaria Biomphalaria Drepanotrema Melanoides Pomacea sp. Stenophysa Total Morfotipos
glabrata straminea cimex tuberculata marmorata cercarianos
Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf %
Rio Guaribas | - - - - - - 101 - - - - - 74 - - - - - - - - 175 -
Rio Guaribas Il - - - - - - 133 - - 34 - - - - - - - - - - - 167 -
Rio Guaribas Ill - - - - - -oon - - - - - - - - - - - - - - 11 -
Coleta 5: 19/01/2023
Pontos de Coleta Anodontites sp. Biomphalaria Biomphalaria Drepanotrema Melanoides Pomacea sp. Stenophysa Total Morfotipos
glabrata straminea cimex tuberculata marmorata cercarianos
Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf %
Rio Guaribas | - - - - - - 88 - - - - - - - - - - - - - - 88 -
Rio Guaribas Il - - - - - - 70 - - - - - - - - - - - - - - 70 -
Rio Guaribas Il - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Total - - - - - - 1745 4 0,22 245 - - 712 3 0,42 142 - - 75 1 1,33 2919 4
Municipio: Teresina/PlI
Coleta 1: 18/03/2022
Pontos de Coleta Anodontites sp. Biomphalaria Biomphalaria Drepanotrema Melanoides Pomaceasp. Stenophysa Total Morfotipos
glabrata straminea cimex tuberculata marmorata cercarianos
Abu Inf % Abu Inf % Abu  Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf %
Lagoa da Cabrinha - - - - - - - - - - - - 157 2 1,27 21 4 19,0 - - - 178 4
4

Lagoada P. Orixas - - -



Lagoa do Mazerine - - R
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Coleta 2: 07/04/2022

Pontos de Coleta

Anodontites sp. Biomphalaria Biomphalaria Drepanotrema Melanoides Stenophysa Total Morfotipos
glabrata straminea cimex tuberculata marmorata cercarianos
Abu Inf - %  Abu Inf % Abu  Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu  Inf %
Lagoa da Cabrinha - - - - - - - - - - - - 316 2 0,63 - - - 326 1
Lagoada P. Orixas - - - - - - - - - - - - 11 - - - - - 11 -
Lagoa do Mazerine - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Coleta 3: 23/05/2022
Pontos de Coleta Anodontites sp. Biomphalaria Biomphalaria Drepanotrema Melanoides Stenophysa Total Morfotipos
glabrata straminea cimex tuberculata marmorata cercarianos
Abu Inf - %  Abu Inf % Abu  Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu  Inf %
Lagoa da Cabrinha - - - - - - 36 4 11,11 - - - 155 2 1,29 13 - - 214 3
Lagoada P. Orixas - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1 -
Lagoa do Mazerine - - - - - - - - - 12 - - - - - - - - 12 -
Coleta 4: 16/06/2022
Pontos de Coleta Anodontites sp. Biomphalaria Biomphalaria Drepanotrema Melanoides Stenophysa Total Morfotipos
glabrata straminea cimex tuberculata marmorata cercarianos
Abu Inf % Abu Inf % Abu  Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu  Inf %
Lagoa da Cabrinha - - - - - - - - - - - - 99 1 1,01 28 - - 134 1
Lagoa da P. Orixas - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Lagoa do Mazerine - - - - - - - - - 27 - - - - - - - - 27 -
Coleta 5: 07/07/2022
Pontos de Coleta Anodontites sp. Biomphalaria Biomphalaria Drepanotrema Melanoides Stenophysa Total Morfotipos
glabrata straminea cimex tuberculata marmorata cercarianos
Abu Inf % Abu Inf % Abu  Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu  Inf %
Lagoa da Cabrinha - - - - - - 21 3 14,2 2 - - 297 1 0,33 16 - - 362 2
Lagoada P. Orixas - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Lagoa do Mazerine - - - - - - - - - 6 - - - - - - - - 6 -
Coleta 6: 03/08/2022
Pontos de Coleta Anodontites sp. Biomphalaria Biomphalaria Drepanotrema Melanoides Stenophysa Total Morfotipos
glabrata straminea cimex tuberculata marmorata cercarianos
Abu Inf - %  Abu Inf % Abu  Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu  Inf %
Lagoa da Cabrinha - - - - - - 11 2 18,1 13 - - 399 1 0,25 17 - - 450 3
Lagoada P. Orixas - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Lagoa do Mazerine - - - - - - - - - 46 2 4,34 - - - - - - 46 1
Coleta 7: 06/09/2022
Pontos de Coleta Anodontites sp. Biomphalaria Biomphalaria Drepanotrema Melanoides Stenophysa Total Morfotipos
glabrata straminea cimex tuberculata marmorata cercarianos
Abu Inf- % Abu Inf % Abu  Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu  Inf %
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Lagoa da Cabrinha - - - - - - 18 1 5,55 13 - - 568 1 0,17 22 - - 36 1 2,77 657 3
Lagoada P. Orixas - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Lagoa do Mazerine - - - - - - - - - 64 1 1,56 - - - - - - - - - 64 1
Coleta 8: 10/10/2022
Pontos de Coleta Anodontites sp. Biomphalaria Biomphalaria Drepanotrema Melanoides Pomacea sp. Stenophysa Total Morfotipos
glabrata straminea cimex tuberculata marmorata cercarianos
Abu Inf- % Abu Inf % Abu  Inf % Abu  Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu  Inf %
Lagoa da Cabrinha - - - - - - 23 3 13,04 - - - 114 2 1,75 20 - - 12 1 8,3 169 3
Lagoada P. Orixas - - - - - - 30 6 20 6 - - 63 - - 10 - - 10 2 20 119 2
Lagoa do Mazerine - - - - - - - - - 39 2 5,12 - - - - - - - - - 39 1
Coleta 9: 10/11/2022
Pontos de Coleta Anodontites sp. Biomphalaria Biomphalaria Drepanotrema Melanoides Pomacea sp. Stenophysa Total Morfotipos
glabrata straminea cimex tuberculata marmorata cercarianos
Abu Inf - %  Abu Inf % Abu  Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf %
Lagoa da Cabrinha 4 - - - - - 84 - - 11 - - 104 - - 54 - - 27 2 740 284 1
Lagoa da P. Orixas - - - - - - 61 1 1,63 104 4 384 118 - - 19 - - 4 - - 306 5
Lagoa do Mazerine - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Coleta 10: 12/12/2022
Pontos de Coleta Anodontites sp. Biomphalaria Biomphalaria Drepanotrema Melanoides Pomacea sp. Stenophysa Total Morfotipos
glabrata straminea cimex tuberculata marmorata cercarianos
Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf %
Lagoa da Cabrinha - - - - - - - - - - - - 50 2 4 - - - - - - 50 2
Lagoa da P. Orixas - - - - - - 12 3 25 82 - - 16 - - - - - - - - 110 1
Lagoa do Mazerine - - - - - - 12 - - - - - - - - - - - 20 - - 32 -
Coleta1l: 13/01/2023
Pontos de Coleta Anodontites sp. Biomphalaria Biomphalaria Drepanotrema Melanoides Pomaceasp. Stenophysa Total Morfotipos
glabrata straminea cimex tuberculata marmorata cercarianos
Abu Inf- % Abu Inf % Abu Inf % Abu  Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu  Inf %
Lagoa da Cabrinha - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Lagoada P. Orixas - - - - - - 8 - - 237 - - 3 - - - - - 2 - - 250 -
Lagoa do Mazerine - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Coleta 12: 01/02/2023
Pontos de Coleta Anodontites sp. Biomphalaria Biomphalaria Drepanotrema Melanoides Pomacea sp. Stenophysa Total Morfotipos
glabrata straminea cimex tuberculata marmorata cercarianos
Abu Inf - %  Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf % Abu Inf %
Lagoa da Cabrinha - - - - - - 5 - - - - - 46 1 2,17 41 1 2,43 - - - 92 2
Lagoada P. Orixas - - - - - - - - - - - - 8 - - 8 - - - - - 16 -
Lagoa do Mazerine - - - - - - - - - 33 - - - - - - - - 6 - - 39 -
Total 4 - - - - - 321 23 7,16 695 9 129 2524 15 059 259 10 386 191 6 314 399 17
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5.3 Quelbnios coletados e recuperacéo de trematddeos

Durante o periodo amostral foram coletados 15 exemplares de cdgados de
barbicha, identificados como Phrynops geoffroanus Schweigger, 1812 (Figura 16)
encontrados na Lagoa da Cabrinha e na Lagoa da Praca dos Orixas do Parque Lagoas
do Norte, Teresina. Dentre os exemplares coletados, 5 eram fémeas e 10 machos,

sendo que uma fémea foi encontrada infectada por trematddeos adultos.

Figura 16. Cagado de barbicha (Phrynops geoffroanus) coletados no Parque Lagoas do Norte,
Teresina, Piaui. (A) Vista lateral da cabeca, (B) Vista frontal, (C) Vista superior.
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5.4 Caracterizacado morfolégica e molecular de alguns trematédeos encontrados

em moluscos e recuperados de quelbénios

Diante da diversidade de espécies de trematddeos encontrados em moluscos
nas areas avaliadas, para o estudo morfoldgico detalhado e caracterizagdo molecular
foram selecionadas ao total 11 das 30 espécies de larvas de trematdédeos, sendo estas
agrupadas em quatro tipos cercarianos, dois de cauda simples (equinéstoma e
cistofora) e dois de cauda bifurcada (estrigeocercéria e distoma brevifurcada
afaringeada). Como critério para a selecao destes morfotipos incluidos no estudo
taxondémico integrativo foram consideradas as larvas com morfologia sugestivas de
possiveis parasitos de quelénios bem como morfotipos distintos de outros ja
caracterizados em estudos pelo nosso grupo de pesquisa. As espécies incluidas neste
estudo séo apresentadas a seguir.
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5.4.1 Superfamilia Echinostomatoidea Looss, 1899

5.4.1.1 Familia Echinostomatidae Looss, 1899

5.4.1.1.1 Género Prionosomoides Freitas & Dobbin, 1967
5.4.1.1.1.1 Prionosomoides scalaris Freitas & Dobbin, 1967

Sumario Taxondmico

- Cercaria

Tipo cercariano: Equinocercaria

Hospedeiro intermediario: Biomphalaria straminea
Percentual de infeccao local: 1,80% (2/111)

Ponto de Coleta: Lagoa da Praca dos Orixas (Teresina-Pl)

- Adulto

Hospedeiro definitivo: Phrynops geoffroanus (Schweigger, 1812)
Percentual de infecgéo local: 6,6% (1/15)

Ponto de coleta: Lagoa da Praca dos Orixas (Teresina-Pl)

Intensidade de Infeccao:

Caracterizacado Morfoldgica

Adulto: Baseado em espécimes fixados (n = 7). Corpo alongado, 4681 (3570-5640) X
849 (693-1004) com uma cuticula densamente espinhosa. Regido anterior com colar
cefélico com dupla fileira de 47 espinhos, sendo 4 pares de espinhos angulares, 54
(43-64) X 24 (22-27), e 39 espinhos laterais, 75 (52-95) X 25 (20-33), dispostos

ininterruptamente. Ventosa oral, 179 (157-207) X 183 (142-192) em posicao
subterminal, mais pequena que o acetabulo. Pré-faringe ausente. Faringe muscular,
129 (123-132) X 79 (78-90). Eséfago alongado, 493 (335-606), com uma bifurcacéo
na regiao pré-acetabular que da origem aos longos cecos intestinais que se estendem
até a regiao posterior do corpo perto da sua extremidade. Acetabulo mediano, 424
(364-471) X 382 (321-435), com propor¢cdes maiores que a ventosa oral. Saco do cirro
pequeno, 275 (228-299) X 202 (135-207), de forma esférica e localizado na parte
superior do acetabulo, proximo a bifurcacdo dos cecos. Ovario pequeno e
arredondado, 167 (107-214) X 226 (164-328), localizado na regido pos-uterina e pré-
testicular. Ovos grandes com opérculo, 144 (142-149) X 78 (64-92). Poucos ovos



101

foram observados nos espécimes amostrados, indicando que os individuos eram
ainda bastante jovens. Testiculos ovoides em tandem, situados ligeiramente na regido
pés-equatorial, pos-uterina e pos-ovariana. Testiculo anterior, 214 (114-299) X 277
(185-399) e testiculo posterior, 245 (164-328) X 265 (192-392) (Figura 17). As
medidas dos parasitos adultos identificados como Prionosomoides scalaris do
presente estudo e de outras amostras de parasitos similares sdo apresentadas nas
Tabela 6.

Cercéria: Baseado em espécimes fixados (n = 6). Cercaria grande com um corpo oval
alongado 691 (602 — 724) X 314 (303 — 379). Colarinho cefalico com um total de 47

espinhos. Ventosa oral esférica em posi¢do subterminal 76 (64 — 86) X 85 (79 — 94).
Pré-faringe curta. Faringe musculosa e arredondada. O es6fago e os cecos intestinais
ndo puderam ser visualizados devido ao grande numero de células associadas ao
sistema excretor, que se ramificam ocupando quase todo o corpo. Ventosa ventral
esférica 94 (86 — 103) X 98 (91 — 101), pos-equatorial e maior que a ventosa oral.
Cauda simples 687 (633 — 812) X 75 (73 — 82), com uma membrana natatéria que se
estende do meio da cauda até a regido posterior (Figura 18). As medidas das
cercérias identificados como Prionosomoides scalaris do presente estudo e de outras

amostras de parasitos similares sdo apresentadas nas Tabela 7.
Rédia: Baseado em espécimes fixados (n = 1). Corpo alongado. Colarinho cefélico
ndo visivel. Ventosa oral subterminal. Faringe subesférica, musculada. Dois

apéndices locomotores visiveis do lado direito.

Caracterizacdo Molecular

As sequéncias parciais do gene 28S rRNA, da regido ITS1, do gene nad-1 e do
gene cox-1 foram geradas com sucesso para os isolados de cercéarias e adultos
obtidos neste estudo. As arvores filogenéticas foram reconstruidas usando critérios
de inferéncia bayesiana, incluindo valores de suporte nodal.

A andlise da sequéncia parcial do gene 28S obtida para a espécie P. scalaris
consistiu de um isolado de espécime adulto (1266 pb), além de 33 sequéncias de
individuos da familia Echinostomatidae, tendo como grupo externo a espécie Fasciola

hepatica. A partir dos dados gerados, foi possivel verificar a formac¢do de um clado
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bem suportado entre nosso isolado e a espécie P. phrynopsis obtida de Phrynops
hilarii (Dumeéril & Bibron, 1835) na Argentina. O valor de divergéncia entre 0 nosso
isolado em relacdo a P. phrynopsis foi de 1,06%. Além disso, foi possivel observar
valores de divergéncia inferiores a 2% em relacdo aos representantes do género
Patagifer, com 1,80% para a espécie P. bilobus e 1,91% para os isolados de Patagifer
sp. provenientes de Africa (Figura 24).

Em relag@o ao marcador molecular ITS, foi construido um alinhamento com uma
sequéncia obtida de um adulto de P. scalaris (975 pb) e comparada com outras
sequéncias de Echinostomatidae. A partir de nossa analise, podemos observar a
formacéo de um clado bem suportado entre nosso isolado juntamente com P. bilobus
com divergéncia nucleotidica de 6,59%. Foram observados também valores de
divergéncia semelhantes quando comparado com individuos do género Echinostoma,
com valores que variaram entre 6,24% e 6,90% (Figura 25).

Os dados moleculares para o marcador nad-1 também mostraram agrupamento
entre nossos isolados e individuos do género Patagifer. O valor da divergéncia entre
nossos isolados de cercérias e adultos coletados no Estado do Piaui foi de 2,28%. Em
relacdo aos isolados de Patagifer coletados na Ucrania e Uganda, as diferencas
variaram de 25% a 27,10% em relacdo as amostras aqui obtidas (Figura 26).
Finalmente, em relacdo ao marcador molecular cox-1, P. scalaris formou um clado
com baixo suporte junto com amostras de Artyfechinostomum, com divergéncias de
21,45% para A. malayanum e 21,78% para A. sufrartyfex. Neste caso, nao foi possivel
fazer comparacGes com espécies de géneros filogeneticamente mais préximos de
Prionosomoides, devido a falta de sequéncias dos mesmos para este marcador
(Figura 27).

Andalise Taxondmica Integrativa

Com relacdo a morfologia do parasito adulto, foi possivel observar que, ao
contrario de P. phrynopsis (MANE-GARZON & GIL, 1961), nossos exemplares ndo
apresentaram pré-faringe, além de estruturas menores como bolsas de cirros, ovarios
e testiculos. No entanto, foi possivel observar que estas mesmas estruturas nos
exemplares deste estudo eram mais largas quando comparadas com P. taiwanensis
(FISCHTHAL & KUNTZ, 1975). Outra observacgéo importante foi o tamanho dos ovos,
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que eram semelhantes aos individuos da descri¢cao original (FREITAS & DOBBIN Jr.,
1967), mas com medidas maiores quando comparados as outras duas espécies.

A morfologia dos estagios larvais obtidos foi comparada com outras descricées
de equinostomatideos para a Ameérica do Sul, e foi possivel observar semelhancas
com Echinocercaria sp. IV relatada em cinco espécies diferentes de moluscos do
género Biomphalaria na Argentina (OSTROWSKI DE NUNEZ et al., 1997;
FERNANDEZ et al., 2016) e com Echinostomatidae gen. sp. 5 obtido de B. glabrata
no Brasil (LOPEZ-HERNANDEZ, 2022). Em termos gerais, as medidas das cercarias
deste estudo sdo semelhantes as das cercarias encontradas no Brasil e na Argentina
e, diferindo apenas pelo tamanho ligeiramente maior da nossa espécie. Além disso, o
namero e a disposicdo dos espinhos no colar cefalico, a forma das membranas
natatorias e os hospedeiros intermediarios foram outras semelhangas que puderam

ser observadas.
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Figura 17. Prionosomoides scalaris: (a) Parasito adulto recuperado do intestino delgado de Phrynops geoffroanus. (b) Colar cefalico com 47 espinho. (c) Parte
do colar cefalico evidenciando as diferencas de tamanho entre espinhos angulares e laterais. (d) Detalhe da regido anterior evidenciando o colar cefalico,
faringe e esbdfago. (e) Ovos do parasito contidos na regido interior. Escalas: a, b = 10 um, ¢ = 10 um, d = 200 um, e = 50 um.
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Figura 18. Prionosomoides scalaris: (a) Cercaria emergida de Biomphalaria straminea coletada na
Lagoa da Praca dos Orixas, Teresina, Piaui. (b) Detalhe da cauda com membrana natatoria. (c) Rédia.
(d) Metacercaria desencistada. (e) Detalhe do colar cefalico com 47 espinhos. (f) Metacercéria

encistada. Escalas: a = 200 pm, b, e, f =50 pm, ¢ = 10 um, d = 200 pm.



Tabela 6. Comparag8es morfométricas entre adultos de Prionosomoides scalaris deste estudo e outros do género Prionosomoides. Dados apresentados em

micrdmetros (exceto os indicados com mm). C: Comprimento, L: Largura.

Espécies Prionosomoides scalaris Prionosomoides scalaris Prionosomoides phrynopsis Prionosomoides taiwanensis
Hospedeiro Phrynops geoffroanus Phrynops geoffroanus Phrynops hillarii Geoclemys reevesii
Localidade Piaui — Brasil Pernambuco — Brasil Uruguai Taiwan
Referéncia Presente Estudo Freitas & Dobbin Jr., 1967 Mafé-Garzén & Gil, 1961 Fischthal & Kuntz, 1960

Corpo — C (mm) 4,82+ 1 (3,57-5,64) 13,33-19,32 8,09-14,86 3,09-5,17
Corpo — L (mm) 0,84 +0,12 (0,69-1,00) 1,01-1,6 1,19-1,2 0,445-0,985
Espinhos Angulares — C 54 + 8 (43-64) 80-107 77 -
Espinhos Laterais — C 75 + 14 (52-95) 133-160 92 27-46
Ventosa Oral—C 179 £ 20 (157-207) 230-280 180-240 138-186
Ventosa Oral — L 183 +13 (142-192) 280-330 - 120-180
Ventosa Ventral— C 424 + 45 (364-471) 670-930 530-590 337-425
Ventosa Ventral — L 382 + 37 (321-435) - - 317-440
Esbéfago—C 493 + 124 (335-606) 530 920 160-425
Faringe—C 129 +5 (123-132) 233-250 100-120 128-150
Faringe — L 79 +1 (78-90) 167-200 50-70 106-135
Bolsa do Cirro—-C 275+ 40 (228-299) 670-1129 404-443 305-385
Bolsa do Cirro — L 202 + 28 (135-207) 270-530 196 160-200
Testiculo Anterior — C 214 + 65 (114-299) 670-1440 570-710 332-440
Testiculo Anterior — L 277 £ 72 (185-399) 590-910 410-470 210-265
Testiculo Posterior — C 245 + 53 (164-328) 670-1600 610-1020 325-510
Testiculo Posterior — L 265 + 67 (192-392) 590-930 380-510 180-275
Ovario—-C 167 + 38 (107-214) 270-430 180-240 165-195
Ovario—L 226 + 55 (164-328) 400-690 390 170-255
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Ovos-C 144 + 4 (142-149) 133-153 72-93 74-107

Ovos —-L 78 + 14 (64-92) 67-107 48-55 48-63

Tabela 7. Comparacdes morfométricas entre as cercarias de Prionosomoides scalaris deste estudo e de outras larvas similares encontradas na América do
Sul. Dados apresentados em micrdmetros. C: Comprimento, L: Largura.

Espécies Prionosomoides scalaris Echinostomatidae gen. sp. 4 Echinocercaria sp. IV
Hospedeiro Biomphalaria straminea Biomphalaria glabrata Biomphalaria spp.
Localidade Piaui — Brasil Minas Gerais — Brasil Argentina
Referéncia Presente Estudo Lépez-Hernandez (2022) Ostrowski de Nufiez et al. (1997)
Corpo—C 680 + 10 (667-694) 694 619 + 41 (540-690)
Corpo—L 239 + 5 (232-245) 303 258 + 23 (200-300)
Ventosa Oral - C 69 + 7 (61-78) 81 69 + 7 (60-90)
Ventosa Oral — L 70 + 7 (63-79) 86 69 + 6 (60-84)
Ventosa Ventral - C 99 + 9 (88-109) 94 88 +9 (72-108)
Ventosa Ventral — L 103 +7(93-112) 96 93 +5 (84-102)
Cauda-C 683+ 9 (671-695) 665 794 + 82 (640-930)
71 77 +7 (70-90)

Cauda-L 86 + 8 (73-96)
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5.4.1.1.2 Género Echinostoma Rudolphi, 1809
5.4.1.1.2.1 Echinostoma sp.

Sumario Taxondmico

Tipo cercariano: Equinocercaria
Hospedeiro intermediério: Drepanotrema cimex
Percentual de infeccéo local: 2,20% (5/227)

Ponto de Coleta: Lagoa do Mazerine (Teresina-Pl)

Caracterizacao Morfoldgica

Cercéria: Baseado em espécimes fixados (n = 20). Cercéaria de corpo grande e
alongado 396 (364-438) X 148 (137-155). Tegumento bastante espinhoso. Colar
cefalico contendo 37 espinhos dispostos initerruptamente. Ventosa oral subterminal
47 (40-54) X 39 (36-43), esférica. Pré-faringe presente. Faringe muscular 22 (17-26)
X 14 (12-18). Esobfago relativamente longo que se bifurca antes de atingir o acetabulo.
Cecos intestinais de dificil visualizacdo. Ventosa ventral grande 59 (45-74) X 49 (41-
58), arredondada e situada na regido pés-equatorial. Concrecdes circulares (> 40)
medianas e que diminuem de tamanho & medida que se aproximam da faringe.
Células cistogénicas nao visualizadas. Vesicula excretora logo abaixo da ventosa
ventral. Cauda simples 360 (335-398) X 48 (41-53), longa, com membrana natatéria
na regido posterior e afilamento no 4pice (Figura 19). As medidas das cercérias
identificados como Echinostoma sp. do presente estudo e de outras espécies similares

sdo apresentadas nas Tabela 8.

Metacercaria: Cisto em formato esférico, com parede externa transparente e interna

opaca. Presenca de espinhos e granulos excretores.

Caracterizacdo Molecular

Foi possivel obter sequéncia para o marcador molecular nad-1 (435 pb) de
Echinostoma sp., que foi comparado com outros Echinostomatidae, tendo F. hepatica
como grupo externo. Na arvore filogenética obtida foi possivel observar que nosso
isolado se encontra agrupado em clado bem suportado com um isolado de

Echinostoma sp., de Bulinus tropicus, proveniente da Uganda. O valor de divergéncia



genética observado entre as duas amostras foi de 5,94%. Em comparacdo com as
outras espécies de Echinostoma, os valores de divergéncia foram entre 13,42%-
18,17%. Para os isolados de outros géneros de Echinostomatidae os valores de
divergéncia ficaram acima de 20% (Figura 26).

Analise Taxondmica Integrativa

As cercérias do presente estudo identificadas como Echinostoma sp. fazem
parte do completo “revolutum”, sendo estas caracterizadas por apresentarem 37
espinhos no colar cefalico e membrana natatéria na cauda. A maior parte das
descricdes que diferenciam as espécies do grupo estdo baseadas na morfologia dos
organismos adultos, sendo que nos estagios larvais, as diferencas estdo mais
associadas a morfometria de algumas estruturas como espinhos, relagédo corpo e
cauda e ventosas.

Além disso, alguns estudos reportaram a presenca de equinostomatideos, sem
descricdes a nivel de género, infectando moluscos do género Drepanotrema no Brasil.
Veitenheimer-Mendes et al., (1995) identificaram cercarias do tipo equinéstoma,
Cercaria guaibensis 8, infectando Drepanotrema depressissimum no pais.
Atualmente, alguns outros estudos ja reportaram a participacdo de Drepanotrema spp.
no ciclo biolégico de alguns equinostomatideos em outras regides (THIENGO et al.,
2002; CATANHEDE et al., 2014; CHAI et al., 2020). Comparac¢6es morfologicas com
o isolado que se agrupou na arvore filogenética ndo foram possiveis de serem

realizadas, pois 0s autores ndo apresentaram tais informacdes.
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Figura 19. Echinostoma sp.: (a) Cercaria emergida de Drepanotrema sp. coletada na Lagoa do
Mazerine, Teresina, Piaui. (b) Detalhe do corpo cercariano. (c) Detalhe do corpo espinhoso e do colar
cefalico com 37 espinhos. (d) Detalhe da cauda com membrana natatéria. (e) Rédia. (f) Metacercéria
Escalas: a =200 pm, b, e =10 um, c, d, f = 50 pm.
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Tabela 8. Comparac8es morfométricas entre cercarias de Echinostoma sp. apresentadas neste estudo e de outras espécies similares do género encontradas
no Brasil. Dados apresentados em micrdmetros. C: Comprimento, L: Largura.

Espécie Echinostoma sp. E. barbosai E. luisreyi E. maldonadoi E. paraensei E. rodriguesi
Localidade Brasil Brasil Brasil Brasil Brasil Brasil
Hospedeiro D. cimex B. glabrata S. marmorata S. marmorata B. glabrata S. marmorata
Referéncia Presente Estudo Lie & Basch, 1966 Maldonado Jr. et Valaddo et al., 2023 Lie & Basch, 1967 Hsu et al., 2968

al., 2003

Corpo-C 396+22 (364-438) 335-423 417 (326-482) 267+20 (218-310) 228-275 480-546

Corpo-L 14845 (137-155) 169-196 181 (139-252) 92+10 (73-109) 117-136 189-228
Ventosa Oral = C 47+5 (40-54) 40-52 57 (48-69) 37+ 4 (28-50) 35-40 51-63
VentosaOral —L 39+2 (36-43) - - 36+ 2 (28-42) - 48-60
Faringe—C 22+3 (17-26) 23-33 21 (13-30) 19+2 (18-27) 16-25 30-36
Faringe — L 14+2 (12-18) 19-24 - 18+1 (16-18) 17-22 24-30
Ventosa Ventral — C 59+11 (45-74) 53-65 71 (61-87) 49+6 (35-57) 41-51 63-78
Ventosa Ventral — L 49+4 (41-58) - - 5045 (35-57) 41-51 66-81

Cauda-C 360+18 (335-398) 404-539 545 (391-673) 397+37 (345-455) 412-490 540-642
Cauda-L 48+4 (41-53) 38-50 - 36 41-47 45-57
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5.4.1.1.3 Echinostomatidae gen.sp. 1

Sumario Taxondmico

Tipo cercariano: Equinocercéria
Hospedeiro intermediéario: B. straminea
Percentual de infecc¢éo local: 1,59% (3/188)

Ponto de Coleta: Lagoa do Bebedouro (Parnaiba-PI)

Caracterizacao Morfoldgica

Cercaria: Baseado em espécimes fixados (n = 17). Cercaria de corpo ovalado, 216
(204-245) X 109 (104-124). Tegumento preenchido com pequenos espinhos. Colar
cefalico formado por 27 espinhos, sendo quatro angulares. Ventosa oral subterminal,
arredondada e com presenca de cristas na borda 40 £ 10 (31-59) X 41 (32-59). Corpo
pré faringeo apds a ventosa oral com dois granulos refringentes. Pré-faringe curta.
Faringe alongada, muscular 16 (12-27) X 7 (6-13). Es6fago longo. Cecos intestinais
que alcancam a regido posterior do corpo. Ventosa ventral grande na regido pos
equatorial 41 (31-62) X 43 (34-62). Células cistogénicas abundantes, exceto nas
proximidades da ventosa oral. Cauda simples de comprimento maior que o corpo, sem
membrana natatéria 453 (443-483) X 38 (33-55) (Figura 20). As medidas das
cercarias identificadas como Echinostomatidae gen. sp. 1 do presente estudo e de
outras espécies similares sdo apresentadas nas Tabela 9.

Caracterizacao Molecular

Na andlise do marcador molecular Nad-1 foram obtidas sequéncias para
amostras coletadas no municipio de Teresina (530 pb). O alinhamento final
apresentou 470 pb. Os isolados de Echinostomatidae gen. sp. 1 obtidos de B.
straminea. formaram um agrupamento num clado préximo de representantes do
género Drepanocephalus, D. auritus e D. mexicanus, com divergéncias de 31,07% e
32,61%, respectivamente. Foi possivel observar valores de divergéncias menores
comparados com isolados do género Rhopalias encontrados no Brasil, variando entre
23,03% - 24,35% (Figura 26).
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Analise Taxondmica Integrativa

A larva de 27 espinhos no colar cefélico avaliada no presente estudo foi
identificada como Echinostomatidae gen. sp. 1 e apresentou similaridade com
Paryphostomum segregatum (PINTO, 2013a), pois, além da similaridade observada
na morfometria dos espécimes, no niumero e disposi¢cao das concrec¢des circulares e
quanto ao numero de espinhos, ambas apresentam granulos refringentes na base e
cristas ao redor da ventosa oral. Cercérias de P. segregatum foram inicialmente
descritas por Lutz (1924) como Cercaria granulifera e em anos posteriores, a espécie
teve seu ciclo biologico estudado por Joe & Basch (1967), que possibilitou a
identificacdo de cada estagio evolutivo desses individuos. Ruiz (1952), Ostrowski de
Nufiez et al. (1990, 1991) e Fernandez et al. (2014) também identificaram
equinostomatideos com morfologia similar, tendo Biomphalaria spp. como hospedeiro
intermediario. No entanto, Tkach et al. (2016), colocaram o género Paryphostomum
em sinonimia com Petasiger. Outros equinostomatideos que apresentam a mesma
quantidade de espinhos no colar cefélico ja foram reportados na América do Sul, como
Echinocercaria sp. 1, encontrada infectando moluscos das espécies Biomphalaria
occidentalis e B. tenagophila e Echinocercaria sp. 2 (cf. Paryphostomum sp.),
encontrada em B. occidentalis, ambos na Argentina (FERNANDEZ et al., 2016). Além
disso, Echinocercaria sp. lll da Argentina (OSTROWSKI DE NUNEZ et al., 1991) e
Echinostomatidae N° 1, encontrada no Uruguai (MARTORELLI et al., 2013) infectando

Biomphalaria spp. também j& foram relatadas na literatura.
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Figura 20. Echinostomatidae gen. sp. 1: (a) Cercaria emergida de Biomphalaria straminea coletada na
Lagoa do Bebedouro, Parnaiba, Piaui. (b) Larva corada pelo lugol com destaque para o corpo
cercariano. (c) Detalhe dos espinhos no colar cefélico e dos dois granulos refringentes na base da
ventosa oral, indicado pela seta. (d) Rédia. Escalas: a =100 pm, b =10 pm, ¢ =50 pm, d = 10 pm.
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Tabela 9. Comparacdes morfométricas entre cercarias identificadas como Echinostomatidae gen. sp. 1 do presente estudo e de outras larvas similares

encontrados na América do Sul. Dados apresentados em micrémetros. C: Comprimento, L: Largura.

Espécie Echinostomatidae Paryphostomum Paryphostomum Echinocercaria sp. Il Echinocercaria sp. XVI
gen.sp.1 segregatum segregatum
Hospedeiro B. straminea Biomphalaria spp. Biomphalaria spp. B. occidentalis B. straminea
Localidade Brasil Brasil Brasil Argentina Argentina
Referéncia Presente estudo Ruiz (1952) Joe & Basch (1967) Ostrowski fgg?ﬂﬁez etal Fernandez et al. (2014)
Corpo—-C 216 + 14 (204-245) 215-245 205-234 326+ £(16 (27)0-440) 198 (116-227)
Corpo—L 109 + 7 (104-124) - 92-118 197 + 51 (120-280) 110 (92-122)
Ventosa Oral— C 40 + 10 (31-59) 37-47 32-36 48 + 9 (40-70) 29 (25-32)
Ventosa Oral — L 41 +10 (32-59) - 35-40 49 + 9 (40-70) 30 (23-34)
Faringe—C 16 +5 (12-27) 18 12-16 - 16 (14-18)
Faringe — L 7 +2 (6-13) - 12-15 - 12 (11-14)
Ventosa Ventral — C 41 +10 (31-62) 47-62 37-48 57 £ 8 (50-70) 30 (21-34)
Ventosa Ventral — L 43+ 10 (34-62) - - 57 + 8 (50-70) 30 (21-34)
Cauda-C 453 + 14 (443-483) 430 380-435 483 + 79 (360-600) 398 (306-448)
Cauda—L 38 + 7 (33-55) - 34-40 49 + 9 (30-80) 42 (30-48)
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5.4.1.1.4 Echinostomatidae gen. sp. 2

Sumario Taxondmico

Tipo cercariano: Equinocercéria
Hospedeiro intermediéario: B. straminea
Percentual de infecc¢é&o local: 0,25% (2/799)
Ponto de Coleta: Rio Guaribas Il (Picos)

Caracterizacao Morfoldgica

Cercaria: Baseado em espécimes fixados (n = 6). Cercéria com corpo alongado 206
(203-211) X 104 (102-106). Cauda simples 319 (318-324) X 49 (49-53), sem
membrana natatéria e de comprimento maior que o corpo. Colar cefalico com 27
espinhos ao total. Ventosa oral subterminal 45 (44-48) X 46 (45-48). Faringe muscular
22 (20-26) X 14 (12-17), esdfago longo, bifurcando-se anteriormente & ventosa ventral.
Cecos intestinais de dificil visualizacdo e que alcancam a regido posterior do corpo.
Células cistogénicas em grande numero e distribuidas pelo corpo. Ventosa ventral
grande 49 (48-51) X 49 (49-52), arredondada e situada na regido pos-equatorial.
Presenca de numerosas concrecdes circulares (>40) no interior dos ductos excretores
principais (Figura 21). As medidas das cercarias identificados como Echinostomatidae
gen. sp. 2 do presente estudo e de outras espécies similares sdo apresentadas nas
Tabela 9.

Caracterizacao Molecular

Um fragmento da regido ITS de 1228 pb foi obtido e incluido nas anélises, sendo
as mesmas baseadas em um alinhamento final de 995 pb. Foi construido um
alinhamento com sequéncias disponiveis no GenBank de representantes da familia
Echinostomatidae, o qual foi utilizado nas analises filogenéticas. A arvore obtida
mostrou que nosso isolado se encontra inserido proximo de um clado contendo
membros do género Drepanocephalus sp. Dietz, 1909 (Figura 25). Divergéncias
moleculares de 5,03-5,79% foram verificadas em relacéo aos isolados desse género.
As espécies com maior similaridade nucleotidica foram D. auritus e D. spathans aqui

caracterizadas, apresentando uma divergéncia de 5,03%. Valores de divergéncias
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proximos a esses também foram observados para isolados do género Rhopalias
(6,59% - 10,15%).

Andlise Taxondmica Integrativa

Do ponto de vista morfolégico, as larvas identificadas por esse estudo
apresentam algumas semelhancas com individuos do género Drepanocephalus Dietz,
1910, como a presenca de 27 espinhos no colar cefélico e a disposicdo de células
cistogénicas em ambas regides laterais do corpo cercariano. No entanto, observa-se
maior numero de concrecdes circulares nesses individuos (> 40) que nos

representantes de Drepanocephalus sp., geralmente apresentam entre 20 a 30.

Figura 21. Echinostomatidae gen. sp. 2: Cercéaria emergida de Biomphalaria straminea coletada no Rio
Guaribas, Picos, Piaui. Escala: a = 200 pm.
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Tabela 10. Comparacdes morfométricas entre cercarias identificadas como Echinostomatidae gen. sp. 2 do presente estudo e de outras cercarias do género
Drepanocephalus encontradas no Brasil. Dados apresentados em micrémetros. C: Comprimento, L: Largura.

Espécie Echinostomatidae gen. sp. 2 Drepanocephalus auritus Drepanocephalus sp.
Hospedeiro Biomphalaria straminea Biomphalaria straminea Biomphalaria straminea
Localidade Brasil Brasil Brasil
Referéncia Presente Estudo Pinto et al., 2015 Pinto et al., 2015

Corpo-C 206 + 3 (203-211) 339 + 15 (314-362) 317 £ 10 (307-334)

Corpo—L 104 + 1 (102-106) 171 + 4 (164-177) 146 + 8 (137-164)

Ventosa Oral—C
Ventosa Oral — L
Faringe—C
Faringe—L
Ventosa Ventral - C
Ventosa Ventral — L
Cauda-C

Cauda-L

45 + 1 (44-48)
46 + 1 (45-48)
22 + 2 (20-26)
14 +1 (12-17)
49 +1 (48-51)

49 + 1 (49-52)

319 + 2 (318-324)

49 + 1 (49-53)

42 + 2 (37-45)
39 + 2 (35-43)
25 + 3 (20-30)
16 + 1 (15-17)
53 + 3 (50-58)

58 + 5 (47-67)

539 + 16 (512-573)

53 + 3 (48-60)

42 + 1 (40-45)
39 + 2 (37-42)
25 + 2 (22-27)
16 + 1 (13-18)
52 + 2 (48-58)
55 + 3 (50-58)
482 + 7 (471-498)

49 + 2 (45-53)
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5.4.1.1.5 Echinostomatidae gen. sp. 3

Sumario Taxondmico

Tipo cercariano: Equinocercaria

Hospedeiro intermediario: Stenophysa marmorata
Percentual de infeccao local: 5,26% (1/19)

Ponto de Coleta: Rio Guaribas Il (Picos)

Caracterizacao Morfoldgica

Cercéria: Baseado em espécimes fixados (n = 12). Cercaria grande com corpo
alongado 438 (414-487) X 245 (227-262). Larva com cauda simples 521 (505-535) X
40 (36-44), sem membrana natatéria e afilada na extremidade. Colar cefélico contendo
37 espinhos. Ventosa oral subterminal 45 (42-48) X 46 (43-50). Faringe muscular 16
(14-17) X 16 (12-18). Esoéfago longo e bifurcando-se em cecos que alcancam a
extremidade posterior. Ventosa ventral na regido pés equatorial 53 (41-57) X 55 (45-
59). Algumas células cistogénicas dispostas na regido lateral do corpo. Canais
excretores principais contendo numerosas concre¢des circulares pequenas que se
estendem até metade da ventosa ventral (Figura 22). As medidas das cercarias
identificados como Echinostomatidae gen. sp. 3 do presente estudo e de outras
espécies similares sdo apresentadas nas Tabela 10.

Caracterizacao Molecular

Um fragmento de 28S (1247 pb) foi obtido para a cercéria identificada como
Echinostomatidae gen. sp. 3. Foi montado um alinhamento com sequéncias
disponiveis no Genbank de representantes da familia Echinostomatidae, o qual foi
utilizado nas analises filogenéticas. A arvore obtida revelou que nosso isolado nédo se
agrupou com nenhum dos géneros da familia Echinostomatidae utilizados para
comparacdo. As menores divergéncias nucleotidica foram observadas para
Echinostomatidae sp. 1, com divergéncia de 3,57%, e Echinostomatidae sp. 2, com
3,83%. A espécie com maior proximidade foi Echinostomatidae sp. 4 aqui
caracterizada, com quem se agrupou e apresentou uma divergéncia nucleotidica de
1,13%. Os isolados de Echinostomatidae sp. 1-2 sdao de equinostomatideos que

apresentam 33 espinhos no colar cefalico provenientes do Quénia (Figura 24).
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Os resultados obtidos para o marcador molecular ITS, cujo fragmento gerado
apresentou 965 pb, revelou um agrupamento com um isolado de Echinostomatidae
sp., obtido na Australia, no qual foi possivel observa divergéncia nucleotidica de
2,88% e com Euparyphium albuferensis, com divergéncia de 3,52%. Valores de
divergéncias préximos foram observados comparando com alguns isolados dos
géneros Euparyphium e Echinostoma (3,21 -3,55%) (Figura 25).

Andlise Taxondmica Integrativa

A analise taxondbmica para este isolado est4 apresentada juntamente com

Echinostomatidae gen. sp. 4.

Figura 22. Echinostomatidae gen. sp. 3: Cercéria emergida de Stenophysa marmorata coletada no Rio
Guaribas, Picos, Piaui. Escala: a = 100 um.
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5.4.1.1.6 Echinostomatidae gen. sp. 4

Sumario Taxondmico

Tipo cercariano: Equinocercéria
Hospedeiro intermediario: S. marmorata
Percentual de infeccé&o local: 12,5% (2/16)

Ponto de Coleta: Lagoa da Praca dos Orixas (Teresina-PI)

Caracterizacao Morfoldgica

Cercéria: Baseado em espécimes fixados (n = 20). Cercaria de corpo alongado e
espinhoso 385 (369-414) X 201 (194-213). Ventosa oral grande subterminal 49 (42-

54) X 46 (40-51). Colar cefalico contendo 37 espinhos, sendo 17 espinhos dorsais, 10
maiores angulares em cada lado do colar. Corpo pré-faringeal localizado abaixo da
ventosa oral contendo espinhos. Faringe alongada e muscular 22 (17-28) X 17 (13-
21). Es6fago longo. Ventosa ventral esférica e localizada levemente na regido pos-
equatorial 48 (41-52) X 48 (42-53). Canais excretores principais com numerosas
concrecdes circulares (> 50) com tamanhos menores proximos a faringe e maiores a
medida que se aproximam da ventosa ventral. Cauda simples com membrana
natatéria na porcéao final, 403 (394-420) X 50 (45-54) (Figura 23). As medidas das
cercérias identificados como Echinostomatidae gen. sp. 4 do presente estudo e de

outras amostras de parasitos similares sdo apresentadas nas Tabela 10.

Caracterizacao Molecular

A andlise da sequéncia 28S obtida para Echinostomatidae gen. sp. 4 derivou
de amostras coletadas no municipio de Teresina e foi utilizada para montagem de um
alinhamento final de 1081 pb. Na arvore filogenética construida foi possivel observar
um agrupamento com outro isolado deste estudo, mencionado anteriormente. Assim
como em Echinostomatidae gen. sp. 3, os menores valores de divergéncia foram
observados para isolados de Echinostomatidae sp. provenientes da Africa (5,14-
5,84%) (Figura 24).

Em relagdo ao marcador mitocondrial Nad-1, ndo foi possivel observar
agrupamento com nenhum dos clados de Echinostomatidae, sendo que os valores de

divergéncia observados ficaram todos acima de 20% (Figura 26).
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Analise Taxondmica Integrativa

As larvas do presente estudo identificadas como Echinostomatidae gen. sp. 4
apresentam similaridade morfolégica com Echinocercaria sp. XIV, encontrada
infectando B. straminea, na Argentina (FERNANDEZ et al., 2014), Echinostoma sp. 2,
encontrada em B. tenagophila, no Uruguai (MARTORELLI, 2003) e Echinostomatidae
gen. sp. 3 (LOPEZ-HERNANDEZ, 2022) por apresentarem 37 espinhos no colar
cefalico, pela presenca de espinhos no corpo pré-faringeal, com excecao desta Ultima
gue ndo apresenta espinhos, e disposicdo da membrana natatéria. No entanto, foi
possivel visualizar maior nimero de concrecdes circulares nos tubos principais do
sistema excretor nesses exemplares do que em relacdo aos nossos. A cercéria aqui
caracterizada difere de outras do género Echinostoma pela presenca de corpo pré-
faringeal. Quando comparadas com Echinostomatidae gen. sp. 3, observa-se
diferencas no numero de espinhos, na auséncia de corpo pré-faringeal e membrana
natatéria desse exemplar. Os resultados obtidos pelas analises moleculares sugerem
que Echinostomatidae gen. sp. 4 pertence a um género que ainda n&o possuli

sequéncias genéticas disponiveis para comparacao.
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Figura 23. Echinostomatidae gen. sp. 4: (a) Cercéaria emergida de Stenophysa marmorata coletada na
Lagoa da Praca dos Orixas, Teresina, Piaui. (b) Detalhe da cauda com presenca de membrana
natatéria. (c) Rédia. (d) Detalhe do corpo cercariano evidenciando a ventosa oral, o colar cefélico
armado com 37 espinhos e o corpo pré-faringeal. Escalas: a = 200 um, b = 50 um, ¢ = 10 pm, d = 50
pm.
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Tabela 11. Comparacdes morfométricas entre formas larvais identificadas como Echinostomatidae gen. sp. 3 e Echinostomatidae gen. sp. 4 do presente estudo
encontradas em Stenophysa marmorata e de cercarias morfologicamente semelhantes encontradas na América do Sul. Dados apresentados em micrdmetros.
C: Comprimento, L: Largura.

Espécies Echinostomatidae gen. Echinostomatidae gen. Echinostoma sp. 2 Echinocercaria sp. XIV Echinostomatidae gen.
sp. 3 sp. 4 sp. 3
Hospedeiro Stenophysa marmorata Stenophysa marmorata B. tenagophila B. straminea B. straminea
Localidade Brasil Brasil Uruguai Argentina Brasil
Referéncia Presente Estudo Presente Estudo Martorelli (2003) Fernandez et al. (2014) Lopez-Hernandez (2022)
Corpo—-C 438 + 25 (414-487) 385+ 11 (369-414) 413 + 31 (370-440) 310 + 25 (270-366) 299 + 11 (277-312)
Corpo-L 245 + 14 (227-262) 201 £ 6 (194-213) 197 5 (190-200) 187 + 22 (138-222) 130+ 7 (113-141)

Ventosa Oral-C
Ventosa Oral — L
Faringe—C
Faringe — L
Ventosa Ventral — C
Ventosa Ventral — L
Cauda-C

Cauda-L

45 + 2 (42-48)
46 + 3 (43-50)
16 + 1 (14-17)
16 + 2 (12-18)
53 +5 (41-57)

55 + 4 (45-50)

521 + 12 (505-535)

40 + 3 (36-44)

49 + 4 (42-54)
46 + 4 (40-51)
22 +3 (17-28)
17 +2 (13-21)
48 + 4 (41-52)
48 + 4 (42-53)
403 + 8 (394-420)

50 + 3 (45-54)

55 + 4 (50-60)

70 (60-80)

337 1 63 (250-400)

46 + 5 (59-49)

41 + 4 (34-46) 36 + 1 (36-39)

39 + 5 (32-46) 36 + 1 (36-39)
21+2 (18-23) 27+0(27)
15 + 2 (11-18) 8+1(7-9)
49 + 5 (44-62) 53 + 3 (46-57)
52 + 6 (46-69) 53 + 2 (50-55)
566 + 37 (480-642) 587 + 28 (539-645)

49 + 5 (42-60) 46 + 5 (36-64)




Classificacdo Taxonémica

.Superfamilia Echinostomatoidea
Familia Echinostomatidae
Familia Fasciolidae

Forma Evolutiva

@ Cercaria
® Metacercaria

O Adulto e

0,52

0,94

LEchinostomatidae gen. sp. 3 ex. Stenophysa marmorata - BR®
0

,96 Echinostomatidae sp. 3 MK482484 - KE @
0,99 L Echinostomatidae sp. 2 MK482441 - KE ©

1 Echinostomatidae sp. 1 MK482445 - KE @
Artyfechinostomum sufrartyfex KF781303 - IN
Prionosomoides scalaris ex. Phrynops geoffroanus - BRO

Prionosomoides phrynopsis OR135717- AR© | *
1] 0,57 ; Patagifer vioscai KT956946 - US ©

Patagifer sp. 2 MK482464 - UG @

0,76

0,99

Patagifer sp. 1MK482429 - KE @
Patagifer bilobus KT956945 - UAO

Echinostoma cf. revolutum KT956915 - US O
Echinostoma cinetorchis MT577828 - RU ©

Echinostoma miyagawai KT956916 - UA ©
Echinostoma bolschewense KP065592 - SK®
Neoacanthoparyphium echinatoides KT956922 - SK®
1 Hypoderaeum conoideum KT956918 - UAO
Echinoparyphium sp. KT956914 - US O

0,98 Echinoparyphium cinctum AF184260 - UA O

0,99 “—Echinoparyphium rubrum JX262943 - US @
Moliniella anceps KT956921 - LT @

Petasiger radiatus KT956927 - UA ©
ﬂhmiophora sp. KT956920 - US©O

Euparyphium melis AF151941 - UA©O

0.99 Euparyphium capitaneum KP009620 - US©
! ——Chaunocephalus ferox KT447522 - UAO

Petasiger sp. 3 KM191804 — DE @
Neopetasiger islandicus KT956924 — US ©
Petasiger sp. 1 KM191800 - CZ ®

Neopetasiger sp. KT956925 — US©
081 petasiger sp. 2 KM191802 — DE®

1 Ribeiroia ondatrae KT956956 — US ©
4'1_—‘—Cathaemasia hians KT956947 — CZ ®

Rhopalias macracanthus KT956959 — US O

Fasciola gigantica EU025873 — grupo externo

espécies de Echinostomatoidea com sequéncias disponiveis para comparacdo no GenBank.

0,99 —FEchinostomatidae gen. sp. 4 ex. Stenophysa marmorata - BR @

1 ‘ ‘
Figura 24. Relacao filogenética baseada na andlise de sequéncias parciais do gene 28S de trematédeos identificados como Prionosomoides scalaris ex.

Phrynops geoffroanus, Echinostomatidae gen. sp. 3 ex. Stenophysa marmorata, Echinostomatidae gen. sp. 4 ex. Stenophysa marmorata, (em negrito) e outras
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Classificagdo Taxondmica

.Superfamilia Echinostomatoidea

Familia Echinostomatidae

Familia Fasciolidae

Forma Evolutiva

® Cercaria
©® Metacercaria
O Adulto

0,50 t Echinostomatidae sp. ON866950 - AU @
Euparyphium albuferensis AJ564384 - ? O
0,78 |-Echinostoma revolutum MW001029 - DK @
0'E::hinostoma sp. AF026791 - AU @

Echinoparyphium sp. Lineage 2 GQ463136 - US @
. 9gchinopa/yphium recurvatum AY168931 - UK @

1 rHypoderaeum conoideum AJ564385 - 20
1 —

/'

Hypoderaeum sp. lineage 1 GQ463134 - US @

Patagifer bilobus ON141930 - MX ©

1 IjEchinostoma maldonadoi OQ132538 - BR ©
Echinostoma trivolvis GQ463127 - US @

Drepanocephalus auritus KY677977 - US @
Drepanocephalus spathans KY636271 - US @
Drepanocephalus mexicanus KY636277 - US @
1 "Drepanocephalus sp. KP053261 - BR @
Rhopalias sp. 3 OP972552 - BR @
1{Rhopalias sp. 2 OP972551 - BR @
1| ‘Rhopalias sp. 1 OP972549 - BR®

Rhopalias coronatus MK982814 - MX ©
0,99 ' Rhopalias oochi MK982804 - MX ©

0,91

Rhopalias macracanthus MK982815 - MX©
0.85 Petasiger exaeretus KY283998 - HU @
- Petasiger sp. OM305105 - HU @

——/ —— Fasciola hepatica MN970007 — grupo externo

0,02
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Echinostomatidae gen. sp. 3 ex. Stenophysa marmorata - BR® ‘

0,99 Prionosomoides scalaris ex. Phrynops geoffroanus - BROn
1

Echinostomatidae gen. sp. 2 ex. Biomphalaria straminea - BR @ ﬁ
1

[

Figura 25. Relacédo filogenética baseada na andlise de sequéncias parciais do gene ITS de trematddeos identificados como Prionosomoides scalaris ex.

Phrynops geoffroanus, Echinostomatidae gen. sp. 2 ex. Biomphalaria straminea, Echinostomatidae gen. sp. 3 ex. Stenophysa marmorata (em negrito) e outras
espécies de Echinostomatoidea com sequéncias disponiveis para comparagdo no GenBank.
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0,99

0,96 Prionosomoides scalaris ex. Phrynops geoffroanus - BR o
] {Patagifer bilobus ON210088 - UA©
inoparyphium ellisi KY436405 — NZ©
————Echinoparyphium poulini KY436401 — NZ©

Classificica TaxsHonic &E Echinostoma sp. ex. Drepanotrema cimex - BR @ % @
Echinostoma sp. 0Q573949 - UG @
W superfamilia Echinostomatoidea 0.97 Echinostoma trivolvis AF025831 - US©
Familia Echinostomatidae _E Echinostoma paraensei AF025834 - BR ©
Familia Fasciolidae 0,871 L°°"__ Echinostoma revolutum ON653219 - UK ®
Echinostoma robustum GQ463054 - US @
Forma Evoluti 0,99 _
orma "’_o — 9.99 _LEchmostoma paraulum KP065677 - DE @
@ e 0.94 L Fchinostoma caproni AF025837 - MG ©
0 Adulto ,
Echinostoma bolschewense KP065608 - SK®
Patagifer sp. 1 0Q573995 - UG @
—— ——Echinoparyphium recurvatum AY168938 — BG @

Echinostomatidae gen. sp. 4 ex. Stenophysa marmorata - Brasil 0
0 E{j Euparyphium albuferensis AJ564380 - ES O
0,58 0,93 Echi ' isi
0,60 .
Echinoparyphium aconiatum AY168945 — Fl @

0,51 0’9_7 061 L Hypoderaeum sp. Lineage 1 GQ463091 — US @
Echinostomatidae sp. 1 MK534344 — KE®

0,60 Echinostomatidae sp. 2 MK534351 — KE®

L Echinostomatidae sp. 3 MK534400 — KE®

0,91 ———Echinostomatidae sp. 1 ex. Biomphalaria straminea — BR® ﬁ
1 Drepanocephalus auritus KP053263 — BR®

L {Drepanocephalus mexicanus KY636298 — MX ©

1 ——Rhopalias sp. 3 OP980998 — BR®

= _|:Rhopalias sp. 2 OP980997 —BR @
0,98

Rhopalias sp. 1 OP980994 — BR @

Neopetasiger islandicus KT831342 — CA®
Fasciola hepatica AB477362 — grupo externo

0,05

Figura 26. Relacéo filogenética baseada na andlise de sequéncias parciais do gene nad-1 de trematddeos identificados como Prionosomoides scalaris ex

Phrynops geoffroanus, Echinostoma sp. ex. Drepanotrema cimex, Echinostomatidae gen. sp. 4 ex. Stenophysa marmorata (em negrito) e outras espécies de
Echinostomatoidea com sequéncias disponiveis para comparac¢do no GenBank.
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Classificacdo Taxondmica

————Prionosomoides scalaris ex. Phrynops geoffroanus - BRo n
0,69

.Superfamilia Echinostomatoidea 1 [Artyfechinostomum malayanum NC065766 - THO

Familia Echinostomatidae l

Artyfechinostomum sufrartyfex NC037150 - THo

Familia Fasciolidae
Eorma Evolutiva - Echinostoma sp. LC599723 - JP o
® Cercaria 40”’[
il Echinoparyphium recurvatum GU324945 - THo

Echinoparyphium aconiatum NC067751 - RU o
1
0,60
Hypoderaeum sp. KM111525 - CN ©
Echinostomatidae sp. MN822299 - USe
1
N Echinostoma caproni MK732350 - SNo
Ribeiroia ondatrae MW042977 - US©O

Echinostoma hortense KR062182 - CN©

—//— Fasciola gigantica MF287791 — grupo externo

0.2

Figura 27. Relacao filogenética baseada na analise de sequéncias parciais do gene cox-1 de trematddeos identificados como Prionosomoides scalaris ex.
Phrynops geoffroanus (em negrito) e outras espécies de Echinostomatoidea com sequéncias disponiveis para comparagdo no GenBank.
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5.4.2 Superfamilia Hemiuroidea Looss, 1899
5.4.2.1 Familia Derogenidae Nicoll, 1910
5.4.2.1.1 Halipegus sp.

Sumario Taxondmico

Tipo cercariano: Cistéfora

Hospedeiro intermediério: B. straminea
Percentual de infeccao local: 0,58% (1/171)
Ponto de Coleta: Rio Corrente Il (Pedro 11-Pl)

Caracterizacdo Morfoldgica

Cercaria: Cercaria do tipo cistofora, corpo médio com superficie corporal lisa, sendo
que todos os espécimes foram encontrados no estagio infeccioso cistico. Camara
caudal arredondada, com parede espessa com dupla membrana e que em alguns
exemplares apresentava o corpo da cercaria enrolado. Apés a montagem, algumas
larvas expuseram um tubo longo de liberacao, caracteristico desse tipo de cercaria. A
ligacdo entre corpo e apéndices € bastante fragil. Porém, mesmo com a presenca do
tubo ndo foi possivel observar movimentacdo da cercéria. Estruturas do corpo

cercariano enrolado ndo foram possiveis de serem visualizadas. (Figura 28).

Caracterizacdo Molecular

A andlise com o marcador 28S resultou em um alinhamento final de 1126 pb.
Foram utilizadas para comparacdo sequéncias de representantes da familia
Derogenidae disponiveis no GenBank, tendo como grupo externo a espécie Robinia
aurata. A sequéncia obtida nesse estudo formou um clado isolado e bem suportado
com Derogenidae sp., parasito recuperado de camaledo (Chamaeleo dilepis) na
Carolina do Sul, EUA, associado a estes uma sequéncia de Halipegus sp., proveniente
da China. A divergéncia nucleotidica entre nosso isolado e os demais mencionados
foram de 1,39% e 1,36%, respectivamente, e entre eles a divergéncia foi de 0,64%.
Esses dados revelam que, provavelmente, esses individuos tratam-se do género
Halipegus. Valores de divergéncia em relacdo a outros individuos da familia ficaram

acima de 6% (Figura 29).
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Analise Taxondmica Integrativa

Na América do Sul, cercérias do tipo cistéfora ja foram reportadas por Ruiz
(1952) e Paraense (1992), ambas encontradas no Brasil, infectando moluscos do
género Biomphalaria (Australorbis). A primeira foi descrita como Cercaria hemiura n.
sp., provavelmente tratando-se da espécie Halipegus dubius Klein, 1905, segundo o
autor, e a segunda, cujo espécimes adultos foram encontrados em sapos das
espécies Leptodactylus pentadactylus (Laurenti, 1768) e L. ocellatus (Linnaeus, 1758),
revelaram se tratar da mesma espécie. A analise morfolégica entre essas larvas e as
obtidas nesse estudo revela similaridade entre as formas cisticas, principalmente por
apresentarem o apéndice caudal mais curto que o cisto. Em outras espécies de
Halipegus reportado ao redor do mundo existem algumas diferengcas, como em H.
occidentalis Safford, 1905, em que o apéndice caudal € proporcionalmente mais fino
e tem tamanho similar ao cisto. Na espécie H. eccentricus Thomas, 1939, o apéndice
€ mais curto que o cisto (como em nosso exemplar), porém apresenta duas
serpentinas em forma de fita, uma em cada lado do apéndice caudal. J& em H.
amherstensis Rankin, 1944, ndo ha apéndice caudal e o tubo de saida, que
geralmente é dobrado dentro do cisto em outras espécies, fica na regido externa. No
entanto, estruturas internas ndo foram possiveis de serem visualizadas em nossos

exemplares, pois 0s mesmos se encontravam no formato cistico.
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Figura 28. Halipegus sp.: (a) Cercaria em formato cistico emergida de Biomphalaria straminea coletada no Rio Corrente Il, Pedro Il, Piaui. (b) Detalhe da
camara caudal sem o corpo cercariano e com tubo de liberacao visivel. (c) Detalhe da camara caudal contendo o corpo cercariano enrolado. Escalas: a = 50
pm, b =100 pm, ¢ = 50 pm.



Classificacdo Taxonémica

Halipegus sp. ex. Biomphalaria straminea — BR® a

Derogenidae sp. KX759627 — U0 Cemyliiy

1L Halipegus sp. MK648278 — MX ©

Halipegus sp. ON212669 — CHO

Halipegus ovocaudatus PP135463 — RU © &
Halipegus ovocaudatus PP135464 — RU ©
Halipegus ovocaudatus PP135465 — RU o

.Superfamilia Hemiuroidea

Familia Derogenidae
Familia Bunocotylidae
Forma Evolutiva

@® Cercaria
O Adulto

1 11 Genarchella sp. 2 MK648277 — MX ©
1| ! Genarchella astyanactis OM502567 — NI ©
Genarchella pichileufuensis LC630951 — AR ©

1 Genarchella sp. 1 MK648276 — MX ©
[ 1 - o)
1 1 1r Thometrema patagonica LC586091 — AR

Thometrema lotzi KC985236 — US ©
Genarchopsis chubuensis MH628311 — JP©
0,98

Allogenarchopsis problematica MH628313 — JP @
§ —— Derogenes lacustris LC586089 — ARO

Og 1 Progonus muelleri OM761993 — RU ©
’ 1 [:Derogenes varicus AY222189 — UK ©
Derogenes ruber OQ919799 — IT ©

1 Gonocerca sp. HF543948 — Antarctica ©
L__Gonocerca muraenolepisi LN865026 — Antarctica ©

Hemiperina manteri AY222196 — AU ©
Robinia aurata DQ354367 — grupo externo

0,73

0,02
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[]|

Figura 29. Relacao filogenética baseada na andlise de sequéncias parciais do gene 28S de cercarias
identificadas como Halipegus sp. ex. Biomphalaria straminea (em negrito) e outras espécies de

Derogenidae com sequéncias disponiveis para comparacdo no GenBank.



5.4.3 Superfamilia Diplostomoidea Poirier, 1886
5.4.3.1 Familia Diplostomidae Poirier, 1886
5.4.3.1.1 Género Posthodiplostomum Dubois, 1936
5.4.3.1.1.1 Posthodiplostomum sp.

Sumario Taxondmico

Tipo cercariano: Estrigeocercaria
Hospedeiro intermediério: S. marmorata
Percentual de infeccdo local: 2,68% (4/149)

Ponto de Coleta: Lagoa da Cabrinha (Teresina-Pl)

Caracterizacdo Morfoldgica

Cercaria: Baseado em espécimes fixados (n = 20). Corpo alongado 153 (145-167) X
16 (14-23) com um par de pequenos ocelos na regido equatorial do corpo. Orgio
anterior ovalado com auséncia de espinhos 18 (15-21) X 17 (14-22). Ventosa ventral
pequena e rudimentar. Trés pares de glandulas de penetracdo localizadas na regido
posterior. Tronco caudal curto 203 (139-225) X 12 (8-31). Furcas longas 167 (148-
211) X 11 (8-18) e que ficam dispostas em um angulo de 90° em relag&o ao tronco
caudal quando a cercaria estd em posicao de repouso (Figura 30). As medidas das
cercérias identificados como Posthodiplostomum sp. do presente estudo e de outras

amostras de parasitos similares sdo apresentadas nas Tabela 11.

Caracterizacao Molecular

Foi obtido uma sequéncia parcial do gene 28S (1225 pb), que foi utilizado para
a construcdo de um alinhamento com representantes da subfamilia Crassiphialinae
Sudarikov, 1960, para realizacdo de analises posteriores, tendo a espécie Alaria
marcianae (La Rue, 1917) como grupo externo. Na reconstrucdo filogenética, foi
possivel observar que o isolado avaliado se encontra inserido em um clado formado
por membros do género Posthodiplostomum, com fortes valores de suporte. A
divergéncia nucleotidica para isolados de Posthodiplostomum sp. e
Posthodiplostomum nanum Dubois, 1937 foram de 0,34%, enquanto que para outras
especies do género ficaram entre 1,55%-4,88% (Figura 31). Na analise com o

marcador cox-1 foi possivel observar a formagdo de um clado, com alto valor de
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suporte, com Posthodiplostomum sp. Lineage I, proveniente de amostras de
metacercarias do México. O valor de divergéncia entre esses isolados foi de 1,47%,
confirmando que sdo amostras da mesma espécie. Posthodiplostomum sp. 23,
proveniente dos Estados Unidos ficou préximo ao clado com divergéncia de 5,44%.
Os valores comparados com outras espécies do género ficaram acima de 16% (Figura
32).

Andlise Taxondmica Integrativa

As cercérias obtidas no presente estudo apresentam similaridade morfolégica
com as larvas descritas para o0 género Posthodiplostomum Dubois, 1936,
especialmente pela presenca de um par de ocelos na regido anterior. Ostrowski de
Nufiez, 1973, através de andlise morfologica e de infeccdo experimental reportou pela
primeira vez na América do Sul o ciclo bioldgico completo de Posthodiplostomum
nanum, tendo como hospedeiro intermediario o molusco Uncancylus concentricus. Na
Argentina, Rittosa et al. 2013 identificaram furcocercarias infectando o molusco
Anisancylus obliquus (Broderip & Sowerby, 1832), que através de analise de infeccao
experimental, foi posteriormente identificada como Posthodiplostomum sp. Mais tarde,
Lépez-Hernandez et al. (2019), através de um estudo com analises morfoldgica e
molecular e infec¢do experimental, reportaram larvas de P. nanum em Gundlachia
ticaga (Marcus & Marcus, 1962) no Brasil. Além da similaridade morfolégica, os
resultados moleculares obtidos sugerem que o isolado do presente estudo pertence
ao género Posthodiplostomum.
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Figura 30. Posthodiplostomum sp.: (a) Cercaria emergida de Stenophysa marmorata coletada na
Lagoa da Cabrinha, Teresina, Piaui. (b) Detalhe do corpo cercariano evidenciando os dois ocelos
pigmentados na regido equatorial. (c) Disposi¢do e tamanho das furcas em relacdo ao tronco caudal.
Escalas: a = 100 um, b =50 pm, ¢ =50 pum.
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Tabela 12. Comparacdes morfométricas entre cercarias de Posthodiplostomum sp. apresentadas neste estudo e de outras espécies similares do género
encontradas na América do Sul. Dados apresentados em micrdmetros. C: Comprimento, L: Largura.

Espécie Posthodiplostomum sp. Posthodiplostomum Posthodiplostomum sp. Posthodiplostomum
nanum nanum
Hospedeiro Stenophysa marmorata Uncancylus concentricus Anysancylus obliquus Gundlachia ticaga
Localidade Brasil Argentina Argentina Brasil
Referéncia Presente Estudo Ostrowski de Nufiez, 1973 Rittosa et al., 2013 Lopez-Hernandez etal.,
2018
Corpo-C 153 £ 7 (145-167) 148-190 219,8 (192-240) 155 + 6 (144-164)
Corpo-L 16 + 3 (14-23) 32 44,6 (38-58) 22 +2 (14-21)
Orgéo anterior —C 18 +2 (15-21) - - 14 + 2 (14-21)
Orgéo anterior —L 17 + 3 (14-22) - - 14+ 2 (14-21)
Tronco caudal - C 203 + 26 (139-225) 190-243 307,7 (221-365) 180 +29 (137-213)
Tronco caudal — L 12 + 4 (8-31) 21 35,5 (19-48) 20+ 8 (7-34)
Furcas -C 167 £ 19 (148-211) 190-212 244,8 (182-317) 184 + 13 (144-206)
Furcas —L 11 +2(8-18) 10 21,6 (10-29) 9+5 (7-27)
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Classificacdo Taxonémica

Posthodiplostomum sp. ex Stenophysa marmorata - BR ® ‘

. T . 1 Posthodiplostomum sp. MF398330 - MX0O
Familia Diplostomidae
j - (o}
Subfamilia Crassiphialinae 0,69 POSthOdI.pIOStomum e e f\
Posthodiplostomum sp. MZ710995 - US ©
Subfamilia Alarii
e 1 los1 Posthodiplostomum brevicaudatum KX931426 - BG @
Forma Evolutiva ’

Posthodiplostomum pacificus MZ710967 — US o
@ Cercéria 0,ETE,|_>E)sthodiplost‘omum cf. anterovarium MZ710942 — USe
©® Metacercaria

0,77 Mesoophorodiplostomum pricei MZ710972 — US©
Al , [ Omithodiplostomum cf. podicipitis MZ710968 — US®
i Wthodiplostomum ptychocheilus MZ710974 — US©O
0,97 Ornithodiplostomum sp. MZ710976 — US©O
0,76

Posthodiplostomum erickgreenei MZ710956 — US ©
Posthodiplostomum orchilongum MZ710966 — USO
Posthodiplostomum microsicya MZ710960 — BR©
Posthodiplostomum sp. MZ710989 — BRO

0,99 Posthodiplostomum sp. MZ710991 — BRO

Posthodiplostomum macrocotyle MZ710959 — BRO
Posthodiplostomum cuticola MZ710955 — UAO
11— Cercocotyla rhodesiensis MZ710937 — UGO

L—Cercocotyla sp. MZ707164 — UG ©
0,86 Crassiphiala sp. Lineage | MN200252 — US ©
O 0 @F‘erassiphiala sp. Lineage IV MN200260 — BRo
Posthodiplostomoides kinsellae MZ710939 — UGO

1 Uvuliver ambloplitis MK874320 — US o
/1 _|jljvuliver spinatus MF568582 — MX @

ﬁsolbophorus cf. confusus MZ710936 — UA©
B

olbophorus sp. AF470552 — US o
Pulvinifer macrostomum MZ710996 — USo

//— Alaria marcianae OL435539 — grupo externo D

0,009

Figura 31. Relacdo filogenética baseada na analise de sequéncias parciais do gene 28S de cercarias identificadas como Posthodiplostomum sp. ex.
Stenophysa marmorata (em negrito) e outras espécies da subfamilia Crassiphialinae com sequéncias disponiveis para comparagao no GenBank.
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Claseificatdo TAXOHOmics - Posthodiplostomum sp. Lineage IV OK314895 — MX @
.Subfamilia Crassiphialinae

I i —MXo0o

Geénero Posthodiplostomunm Posthodiplostomum sp. PP724755 — MX
Género Uvulifer
Posthodiplostomum sp. 21 MZ707213 - BR©O

Forma Evolutiva
@ Cercaria e
® Metacercaria Posthodiplostomum erickgreenei MZ707186 — US o
O Adulto

0,50

Posthodiplostomum sp. 22 MZ707214 — BR©
Posthodiplostomum sp. Lineage |l OK314910 — MX @
0,79
1 - —Posthodiplostomum pricei PP724758 — MX©O
4
Posthodiplostomum sp. ex Stenophysa marmorata - BR @
0,92
Posthodiplostomum sp. Lineage | OK314876 — MX @ *
0,93
| Posthodiplostomum sp. 23 MZ707218 — US ©
Posthodiplostomum sp. Lineage |ll OK314928 — MX @
Posthodiplostomum centrarchi MH536512 — MXO
——//—— Uwulifer prosocotyle MK871334 — grupo externo |:|
0,2

Figura 32. Relagdo filogenética baseada na andlise de sequéncias parciais do gene cox-1 de cercérias identificadas como Posthodiplostomum sp. ex.
Stenophysa marmorata (em negrito) e outras espécies do género Posthodiplostomum com sequéncias disponiveis para comparagdo no GenBank.
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5.4.4 Superfamilia Schistosomatoidea Stilles & Hassall, 1898
5.4.4.1 Familia Atamatamidae Bullard & Roberts, 2019
5.4.4.1.1 Atamatamidae gen. sp.

Sumario Taxondmico

Tipo cercariano: Distoma brevifurcada afaringeada

Hospedeiro intermediario: B. straminea

Percentual de infeccado local: 6,56% (13/198) — Lagoa da Cabrinha (Teresina-Pl);
6,3% (7/111) — Lagoa da Praca dos Orixas (Teresina-Pl); 1,03% (2/194) — Rio Corrente
| (Pedro II-PI); 1,68% (3/178) — Rio Corrente Il (Pedro 1I-Pl); 0,32% (1/309) — Rio
Capivara | (Pedro II-PI); 3,84% (2/52) — Rio Capivara Il (Pedro 1I-Pl); 4,3% (1/23) —
Lagoa do Carpino (Parnaiba-Pl); 0,31% (2/636) — Rio Guaribas | (Picos-PI)

Ponto de Coleta: Diversos

Caracterizacdo Morfoldgica
Cercéria: Corpo cercariano alongado 229 (204-262) X 117 (95-127). Par de ocelos
pequenos e pigmentados de formato esférico localizados na regido anterior 12 (10-

14) X 16 (14-18). Presenca de cinco pares de glandulas de penetracdo na regiao
posterior aos ocelos, apresentando canaliculos direcionados para a extremidade do
6rgao anterior. Orgdo anterior ovalado 61 (54-68) X 31 (27-37). Ventosa ventral na
regido pés-equatorial 19 (18-21) X 17 (15-24). Esbdfago longo que se bifurca em
pequenos cecos apos a regido dos ocelos. Auséncia de faringe. Tronco caudal longo
546 (530-591) X 44 (36-51), possuindo microespinhos cobrindo o tegumento. Furcas
curtas 252 (237-273) X 43 (40-48) com presenca de membrana natatéria contendo
espinhos (Figura 33). As medidas das cercérias identificados como Atamatamidae
gen. sp. do presente estudo e de outras amostras similares sdo apresentadas nas
Tabela 12.

Caracterizacdo Molecular

Na analise filogenética com o marcador molecular 28S, foi possivel obter um
alinhamento final de 1149 pb. Foram utilizadas para comparacdo sequéncias das
familias Baracktrematidae, Spirorchiidae, Atamatamidae, Hapalotrematidae,

Carettacolidae e Schistosomatidae. A topologia da arvore gerada revelou que nossa
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amostra se agrupou com membros da familia Atamatamidae. A divergéncia
nucleotidica com Atamatamidae sp. P08, proveniente do Brasil, foi de 0,28%, sendo,
possivelmente, individuos da mesma espécie. Em relagdo a Atamatamidae sp. 1 e
sp.2, amostras também coletadas no Brasil, a divergéncia foi de 2,66% e 2,77%,
respectivamente. Quando comparado com nossa amostra, morfologicamente similar,
porém obtida de M. tuberculata, a divergéncia foi de 4,21%, no entanto, quando
comparada com a nossa amostra de Pomacea sp., mesmo tipo cercariano, o valor
ficou acima de 21%, revelando tratar-se de individuos mais filogeneticamente
distantes. Além disso, as divergéncias em relacdo as espécies Atamatam
amazoniensis e Paratamatam iquitosiensis foram de 4,17% e 3,53%, sendo que o
anico representante da familia cuja divergéncia apresentou-se mais alta foi com a
espécie Pitiutrema revelae, com 9,94%. Por fim, o comparativo com membros de
outras familias de Schistosomatoidea revelou valores acima de 9% (Figura 36).

E importante mencionar que essa foi a Gnica familia, dentre as utilizadas para a
construcdo dessa arvore, que os valores de divergéncia entre a maioria dos membros
correspondentes ficaram abaixo de 5%. Quando comparados entre si, os individuos
das demais familias, na maioria absoluta das vezes ficaram com divergéncias acima
de 10%, como em Hapalotrematidae, e em outros casos, foi possivel observar
individuos classificados na mesma familia com divergéncias acima de 20%, como em

Baracktrematidae.

Andalise Taxondmica Integrativa

A analise taxonbmica para este isolado esta apresentada juntamente com

Atamatam sp.
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Figura 33. Atamatamidae gen. sp.: (a) Cercéaria emergida de Biomphalaria straminea coletada na Lagoa
da Cabrinha, Teresina, Piaui. (b) Detalhe da regido anterior. (c) Detalhe das furcas. Escalas: a = 100
pm, b, ¢ = 50 pm.
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5.4.4.1.2 Género Atamatam Bullard & Roberts, 2019
5.4.4.1.2.1 Atamatam sp.

Tipo cercariano: Distoma brevifurcada afaringeada
Hospedeiro intermediario: Melanoides tuberculata
Percentual de infeccéo local: 0,04% (1/2305)

Ponto de Coleta: Lagoa da Cabrinha (Teresina-Pl)

Caracterizacao Morfoldgica

Cercaria: Cercaria de larva bifurcada. Corpo cercariano alongado 289 (264-314) X 114
(75-140). Um par de ocelos esféricos pigmentados de tamanho mediano 16 (15-17) X
15 (12-17). Orgéo anterior alongado 110 (90-118) X 53 (37-60). Faringe ausente.
Presenca de seis pares de glandulas de penetracdo com presenca de canaliculo que
se estende até a regido anterior. Ventosa ventral localizada na regido pés-equatorial
27 (21-36) X 25 (22-35). Tronco caudal longo 526 (412-658) X 39 (25-59), com
tegumento coberto de microespinhos. Furcas curtas 284 (242-284) X 45 (40-45), com
membranas natatérias com espinhos (Figura 34). As medidas das cercérias
identificados como Atamatam sp. do presente estudo e de outras amostras similares
sao apresentadas nas Tabela 12.

Caracterizacdo Molecular

Foi obtida uma sequéncia parcial do gene 28S (1161 pb), que foi utilizado para a
construcdo de um alinhamento com representantes das seguintes familias:
Baracktrematidae, Spirorchiidae, Atamatamidae, Hapalotrematidae, Carettacolidae e
Schistosomatidae. Na reconstrucao filogenética, foi evidenciado que o parasito se
encontra inserido em um clado bem suportado por membros do género Atamatam. A
divergéncia genética com a espécie encontrada infectando queldénios no Peru,
Atamatam amazoniensis, foi de 0,52%, enquanto que para o isolado de cercéria obtido
de Biomphalaria occidentalis no Brasil, Atamatamidae sp. 13, foi de 0,19%. Em
relacdo a outras amostras da familia, as divergéncias foram de 2,95% para
Atamatamidae sp. 1 e 3,06% para Atamatamidae sp. 2, enquanto que para a espécie
Paratamatam iquitosiensis foi de 3,23%. O comparativo com nosso isolado obtido de

B. straminea foi de 4,21% e a maior divergéncia verificada comparando com espécies
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da familia foi de 9,77% com Pitiutrema revelae. Filogeneticamente, a proxima familia
com menores valores de divergéncia em relacdo ao nosso exemplar foi

Hapalotrematidae, cujos valores variaram entre 10% e 12% (Figura 36).

Analise Taxondmica Integrativa

A presenca de furcas menores que o tronco caudal, membrana natatéria com
espinhos e auséncia de faringe revelou que nosso exemplar se tratava do tipo
cercariano Distoma brevifurcada afaringeada. Anteriormente, os individuos desse
grupo agrupavam-se em duas principais familias: Schistosomatidae e Spirorchiidae,
sendo esta Ultima formada por representantes que unicamente infectam o sangue de
queldnios. No entanto, Bullard & Dutton (2022) propuseram a criagdo de novas
familias a partir de uma revisdo taxonémica dos representantes de Spirorchiidae. Para
tanto, foram criadas as familias Baracktrematidae, Plattidae e Atamatamidae com
base nas analises morfoldgicas e filogenéticas de diferentes espécies.

As cercérias aqui identificadas como Atamatamidae gen. sp. e Atamatam sp.
apresentam semelhancas morfolégicas com Atamatamidae sp. 1 e Atamatamidae sp.
2, anteriormente identificada como Spirorchiidae sp.1 e Spirorchiidae sp. 2,
respectivamente, encontradas no Brasil (PINTO et al.,, 2015), sendo possivel a
confirmagéo a partir das andlises moleculares. Semelhancgas puderam ser observadas
também com outras amostras do Brasil, como Atamatamidae sp. 08, previamente
identificada como membro de Spirorchiidae (CHICHETTO et al., 2021). Em relacao
aos parasitos obtidos nesse estudo, ambos apresentam grandes similaridades
morfolégicas, sendo que a diferenca que pode ser observada é que Atamatamidae
gen. sp. apresenta cinco pares de glandulas de penetracédo, enquanto que Atamatam

sp. apresenta seis pares da mesma estrutura.
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Figura 34. Atamatam sp.: (a) Cercéria emergida de Melanoides tuberculata coletada na Lagoa da
Cabrinha, Teresina, Piaui. (b) Detalhe da regido anterior. (c) Detalhe do tronco caudal. (d) Furcas com
membrana natatéria com espinhos. Escalas: a = 100 um, b, ¢, d = 50 um.
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Tabela 13. Comparac8es morfométricas entre cercarias da familia Atamatamidae encontradas neste estudo e de outras espécies similares da mesma familia
reportadas no Brasil. Dados apresentados em micrémetros. C: Comprimento, L: Largura.

Espécie

Atamatamidae gen. sp.

Atamatam sp.

Atamatamidae sp. 1

Atamatamidae sp. 2

Atamatamidae sp.

"inga"

Hospedeiro
Localidade

Referéncia

Biomphalaria straminea
Brasil

Presente Estudo

Melanoides tuberculata
Brasil

Presente Estudo

Biomphalaria spp.
Brasil
Pinto et al., 2015

B. glabrata
Brasil
Pinto et al., 2015

B. occidentalis

Brasil

Chicheto et al., 2021

Corpo-C
Corpo-L
Orgéo anterior — C
Orgéo anterior — L
Ocelos-C
Ocelos-L
Ventosa Ventral - C
Ventosa Ventral — L
Tronco Caudal — C
Tronco Caudal — L
Furcas-C
Furcas - L

N° de glandulas de
penetracdo

229 + 19 (204-262)
117 + 7 (95-127)
61 + 5 (54-68)
31+4 (27-37)
12 +1 (10-14)
16 + 1 (14-18)
19 +1 (18-21)
17 + 2 (15-24)
546 + 20 (530-591)
44 +5 (36-51)
252 + 12 (237-273)
43 + 2 (40-48)

5

289 + 17 (264-314)
114 + 21 (75-140)
110 + 9 (90-118)
53 + 5 (37-60)
16 +1 (15-17)
15 + 2 (12-17)
27 + 4 (21-36)
25 + 3 (22-35)
526 + 77 (412-658)
39 + 9 (25-59)
284 + 22 (242-359)
45 + 3 (40-45)

6

230 + 16 (205-259)
91 + 7 (81-109)
81+ 5 (68-86)

53 + 4 (43-58)

27 + 2 (24-29)
28 + 3 (26-34)
695 + 17 (655-717)
64 + 7 (46-72)
255 + 16 (225-287)
45 + 6 (36-53)

6

326 + 31 (273-375)
97 + 22 (75-143)
106 + 4 (94-120)

52 + 4 (46-62)

25+ 2 (21-29)
26 + 2 (22-33)
784 + 43 (683-853)
63 + 6 (53-79)
316 + 15 (280-341)
43 +5 (29-51)

6

260 (158-326)
79 (42-112)
87 (56-112)

48 (27-64)

34 (24-46)
19 (14-27)
554 (414-661)
52 (27-74)
177 (107-234)
29 (18-41)
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5.4.4.2 Familia Baracktrematidae Bullard & Dutton, 2022
5.4.4.2.1 Baracktrematidae sp.

Tipo cercariano: Distoma brevifurcada afaringeada

Hospedeiro intermediario: Pomacea sp.

Percentual de infec¢céo local: 4,07% (9/221) — Lagoa da Cabrinha (Teresina-Pl);
3,44% (3/87) — Lagoa do Bebedouro (Parnaiba-Pl)

Ponto de Coleta: Lagoa da Cabrinha (Teresina-Pl) e Lagoa do Bebedouro (Parnaiba-
PI)

Caracterizacdo Morfoldgica
Cercaria: Corpo cercariano grande e alongado 280 (252-309) X 113 (104-124). Um

par de ocelos pigmentados na regiao anterior, relativamente grandes, em forma de

bastonete com a largura maior do que o comprimento 15 (12-17) X 22 (17-25). Org&o
de penetracdo com forma oval 98 (86-104) X 58 (51-63). Auséncia de faringe. Ventosa
ventral grande na regido posterior do corpo 23 (22-26) X 23 (20-25). Cinco pares de
glandulas de penetracdo, com canaliculos direcionados para a parte anterior. N&ao foi
possivel a visualizacdo de cecos intestinais. Tronco caudal longo 384 (299-414) X 55
(38-49). Cauda do tipo bifurcada. Furcas curtas apresentando membranas natatoérias
pregueadas em toda a sua extensao 124 (99-171) X 45 (40-49). As cercarias emergem
apos a fotoestimulagéo e sdo formadas por esporocistos (Figura 35). As medidas das
cercarias identificados como Baracktrematidae sp. do presente estudo e de outras

amostras de parasitos similares sdo apresentadas nas Tabela 13.

Caracterizacdo Molecular

A andlise com o marcador 28S (Figura 36) resultou em um alinhamento final de 1077
pb. Foram utilizadas para comparacdo sequéncias de diferentes familias de
Schistosomatoidea. A espécie em estudo agrupou com Baracktrematidae sp. 3, em
um clado bem suportado, sendo a divergéncia nucleotidica com esse isolado de
0,42%. Os valores em relacdo aos outros membros da familia ficaram acima de 15%,
confirmando a possibilidade desses exemplares tratar-se de um género diferente dos
demais. Na andlise com o marcador mitocondrial cox-1, foi possivel obter uma

sequéncia com alinhamento final de 867 pb (Figura 37). Para a construcédo dessa
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arvore foram utilizadas para a comparacao sequéncias das familias Baracktrematidae,
Atamatamidae, Hapalotrematidae e Schistosomatidae que estavam disponiveis no
GenBank. Nosso isolado ficou isolado em um clado com representantes da familia
Baracktrematidae, cujas divergéncias ficaram acima de 20% com o0s representantes

da familia e acima de 30% com representantes de outras familias.

Andalise TaxonO6mica

Por apresentar furcas menores que o tronco caudal, presenca de ocelos e membranas
natatorias nas furcas e auséncia de faringe, esta cercaria foi preliminarmente
identificada como sendo Distoma brevifurcada afaringeada, sendo que através dos
dados moleculares podemos confirmar tratar-se da familia Baracktrematidae. A
morfologia da cercaria obtida nesse estudo assemelha-se com Baracktrematidae,
preliminarmente identificada como Spirorchiidae sp. 3 encontrada em Pomacea sp.,
em Minas Gerais, Brasil (PINTO et al., 2015) onde somado aos dados moleculares
acreditamos tratar-se da mesma espécie. Outra semelhanca na morfologia foi possivel
observar com Cercaria Il obtida de Pomacea canaliculata (Lamarck, 1804) na
Argentina (Ostrowski de Nufiez, 1978), sendo este exemplar identificado inicialmente

como pertencente a familia Schistosomatidae.
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Figura 35. Baracktrematidae gen. sp.: (a) Cercaria emergida de Pomacea sp. coletada na Lagoa da
Cabrinha, Teresina, Piaui. (b) Visdo lateral da regido anterior. (c) Detalhe da regido anterior
evidenciando os ocelos em forma de bastonete (d) Tronco caudal e furcas com membrana natatéria

pregueada. Escalas: a = 100 um, b, ¢, d = 50 pm.
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Tabela 14. Comparacdes morfométricas entre cercarias da familia Baracktrematidae encontradas neste estudo e de outras espécies similares da mesma

familia reportadas na América do Sul. Dados apresentados em micrdmetros. C: Comprimento, L: Largura.

Espécie

Baracktrematidae sp. Cercariall Baracktrematidae sp. 3
Hospedeiro Pomacea sp. Pomacea canaliculata Pomacea sp.
Localidade Brasil Argentina Brasil
Referéncia Presente Estudo Ostrowski de Nufiez, 1978 Pinto et al., 2015
Corpo-C 280 + 19 (252-309) 233-265 230 + 16 (205-253)
Corpo—-L 113+ 7 (104-124) 31-42 41 + 4 (36-50)
Org&o Anterior — C 98 + 6 (86-104) - 35+ 6 (26-46)
Orgao Anterior — L 58 + 4 (51-63) - 25+ 3 (14-22)
Ocelos-C 15+ 2 (12-17) - -
Ocelos-L 22+1 (17-25) - -
Ventosa Ventral— C 23 +1 (22-26) 18-21 20+ 2 (14-22)
Ventosa Ventral — L 23 +£2 (20-25) - 19 + 2 (15-22)
Tronco Caudal - C 384 £ 25 (299-414) 360-381 378 + 22 (334-410)
Tronco Caudal — L 55+ 1 (38-49) 31-42 29 + 3 (22-34)
Furcas-C 124 £15 (99-171) 106-148 150 £ 8 (137-171)
Furcas — L 45 + 3 (40-49) 10-21

15 + 2 (10-19)
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Figura 36. Relacao filogenética baseada na analise de sequéncias parciais do gene 28S de cercérias identificadas como Baracktrematidae gen. sp. ex Pomacea
sp., Atamatamidae gen. sp. ex Biomphalaria straminea e Atamatam sp. ex Melanoides tuberculata (em negrito) e outras espécies de Schistosomatoidea com
sequéncias disponiveis para comparagao no GenBank. (*) Asteriscos sinalizam espécies de agua doce.
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Figura 37. Relacao filogenética baseada na analise de sequéncias parciais do gene cox-1 de cercaria identificada como Baracktrematidae gen. sp. ex Pomacea
sp. (em negrito) e outras espécies de Schistosomatoidea com sequéncias disponiveis para comparacdo no GenBank. (*) Asteriscos sinalizam espécies de

agua doce.



6 DISCUSSAO

Um dos principais objetivos da pesquisa em taxonomia é a descoberta e
delimitacdo de espécies, 0 que € essencial para a pesquisa da biodiversidade.
Desenvolvimentos recentes sobre o conceito de espécie e as diferentes formas de
interpretacdo de dados utilizados para delimita-las, possuem implicacdes profundas
para a pesquisa em taxonomia integrativa que ainda ndo foram completamente
elucidadas. Esse tipo de abordagem tem grandes implicacGes para as varias formas
de tentar compreender e gerenciar a crise da biodiversidade. Nesse sentido, o
conhecimento da fauna parasitaria que afeta os mais diferentes tipos de animais é
essencial para atenuar essa crise, possibilitando a compreenséo de diferentes tipos
de relacbes que possam estar envolvida entre esses organismos (YEATES et al.,
2011).

Dentre os representantes dessa fauna parasitaria encontram-se os trematddeos
digeneicos, que possuem uma grande complexidade em relagédo aos seus ciclos de
vida, intercalando entre diversas formas evolutivas e uma vasta variedade de
hospedeiros (ALVES & LUQUE, 2024). Ao longo do tempo, avancos nos estudos de
taxonomia tém sido realizados para expandir o conhecimento a cerca dessas
espécies, desde estudos tradicionais a introducao de elementos da biologia molecular
que tem permitido compreender cada vez mais diversos aspectos relacionados a
grupo de parasito.

No Brasil, embora mais de 880 espécies de trematddeos ja foram reportadas
infectando uma grande variedade de hospedeiros vertebrados, o conhecimento sobre
0s moluscos transmissores desses parasitos € escasso. anfibios e répteis,
necessitando assim de mais estudos que concentrem na identificacdo das mesmas e
elucidar seus respectivos ciclos biolégicos. Ademais, existe grande barreiras que
dificultam o conhecimento na identificacdo dessas espécies principalmente porque a
taxonomia desses parasitos € baseada quase que totalmente nos individuos adultos
e uma parte consideravel destes ndo possuem formas larvais associadas e
sequéncias genéticas disponiveis para comparacdo. Assim, diversas espécies ainda
nao possuem seu ciclo de vida elucidado, sem informacdes sobre hospedeiros
intermediarios e morfologia dos estagios larvais (PINTO, 2023). Nesse sentido, 0

presente estudo fornece informacdes primordiais sobre aspectos biologicos de
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algumas espécies de trematdédeos que ocorrem no pais, sendo algumas dessas
interacOes ainda desconhecidas na literatura.

No ciclo biologico dos trematddeos digeneicos, os moluscos limnicos assumem
grande protagonismo, tendo em vista que esses animais atuam como hospedeiros
intermediarios obrigatorios desses parasitos (LOCKYER et al., 2011). No Filo
Mollusca, duas classes possuem importancia no ciclo desses parasitos, Bivalvia e
Gastropoda. Esses animais podem interagir de diversas formas com o ambiente e
outros seres vivos, atuando principalmente como predadores, comensais e filtradores
(POMBO, 2016). Aléem disso, eles podem ser encontrados em diversos tipos de
ambientes de agua doce, como rios, lagoas, lagos, acudes e valas de irrigacao, onde
podem completar o ciclo de varias espécies de parasitos, incluindo trematédeos
(COLLEY et al., 2012).

Com relagdo a abundancia dos moluscos coletados, M. tuberculata foi a espécie
mais abundante no total e em cinco dos 16 pontos de coleta do estudo. Esses
individuos, nativos dos continentes africano e asiatico, representam uma das espécies
de moluscos gastropodes invasores mais bem distribuida no pais, possuindo ampla
capacidade de habitar ambientes naturais e artificiais, como rios, pantanos, lagos,
lagoas, canais de irrigacao, represas e outros tipos de reservatérios (SALWIYAH,
2022), além da sua capacidade de reproducdo partenogenética, mantendo altas taxas
populacionais por longos periodos de tempo, alta capacidade migratoria e de facil
adaptacdo (MOLOZZI et al., 2011). Coelho et al. (2018) através de um levantamento
bibliografico e andlise de colecdes depositadas em museus, constataram que a
presenca desse molusco € mais comum nas regides nordeste e sudeste do Brasil,
com registro também em todas as outras regides.

No semiarido brasileiro, Santos e Eskinazi-Sant'‘Anna (2008) relataram
populacdes de M. tuberculata que foram capazes de atingir densidades extremamente
altas, com valores acima de 10.000 ind.m-2. Além disso, a associa¢cdo do molusco
com macréfitas aquaticas tipicas da regido tem sido apontado como um dos fatores
gue favorecem sua distribuicdo em varias localidades do semiarido (THOMAZ et al.,
2008). A capacidade de adaptacdo dessa espécie a condicbes extremas de
temperatura, salinidade e dissecag¢do, comuns nessa regido do Brasil, o permite
aumentar suas areas de ocorréncia ao passo que ocorre declinio de outras espécies

gue nao possuem tal adaptacao (SILVAetal., 2019). Por fim, M. tuberculata consegue,
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durante os meses de estiagem, sobreviver pequenos e grandes reservatorios de agua
gue sao criados para abastecer as populacdes locais que vivem no semiarido (SILVA
et al., 2019).

A espécie B. straminea foi a segunda mais abundante no total, porém, foi a
espécie que apresentou maior abundancia em quantidade de pontos de coleta,
especialmente no municipio de Pedro II. Habib et al., (2021) mencionam a temperatura
como um fator abiotico e a disponibilidade de alimento, substrato fisico e a auséncia
de predadores naturais como o0s principais fatores bibticos relacionados a
sobrevivéncia e disperséo de espécies desse género em regides tropicais. Leal et al.
(2021), em um estudo de revisdo coletaram dados de 97 trabalhos que continham
registros de ocorréncia de moluscos limnicos no Nordeste Brasileiro e constataram
que B. straminea é a segunda espécie com maiores registros de abundancia, ap6s M.
tuberculata. Os autores destacam a alta capacidade reprodutiva e de adaptacdo como
0s principais fatores que influenciam sua expanséo em diversas areas. Ademais, essa
espécie € a mais importante para a manutencéo do ciclo do S. mansoni no Nordeste
(SCHOLTE et al., 2012).

Alguns estudos que utilizaram modelos matematicos para a construcdo de
modelagem de nicho ecoldgico envolvendo o molusco invasor M. tuberculata ja
demonstraram que essa espécie tende a aumentar suas populacdes em todo o
continente Americano (JOVEM-AZEVEDO et al., 2022; RIBAS et al., 2024; SOUSA et
al., 2024). Além disso, esses estudos constataram que a espécie invasora e B.
straminea apresentam nichos ecoldgicos similares, o que provocaria competicao entre
essas espécies e possiveis reducdo da populacdo do molusco nativo no continente.
No entanto, um outro grande risco em relacdo a expansao do M. tuberculata vai além
das questdes ecoldgicas, pois esse molusco € vetor de varias espécies de parasitos
de importancia médico-veterinaria, dentre eles, espécies de trematdédeos que ja
possuem registro de ocorréncia no Brasil, como Centrocestus formosanus (Nishigori,
1924), Haplorchis pumilio (Looss, 1896) e Philophthalmus gralli Mathis & Leger, 1910
(PAULA-ANDRADE et al., 2012; HENEBERG et al., 2014; XIMENES et al., 2017;
LOPES et al., 2020; PINTO et al., 2023).

Em relacdo a espécie B. glabrata, desde seu primeiro registro no Estado
(PARAENSE & ARAUJO, 1984), populacdes desse molusco tém sido reportadas

apenas na Lagoa do Bebedouro, no municipio de Parnaiba. Até o presente momento,
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nao ha estudos que tem buscando compreender a relacao que envolve esse ambiente
e a ocorréncia restrita dessa espécie no local. Nossos dados também nado foram
capazes de fazer tal associagao e dentre os 22 exemplares coletados, nenhum estava
infectado por larvas de trematodeos. Além do mais, a area em que foram encontrados
esses moluscos ndo apresentava ocorréncia de outras espécies de moluscos. A Lagoa
do Mazerine, em Teresina, foi 0 Unico ponto de coleta cuja espécie mais abundante
nao foi M. tuberculata ou B. straminea. D. cimex foi a espécie dominante da localidade,
sendo que em alguns meses, apenas essa espeécie era vista nessa colecao hidrica.
Espécies do género Drepanotrema séo tolerantes a seca e podem ser frequentemente
encontradas em ambientes hidricos temporarios. Apesar do seu curto intervalo de
vida, as populacbes desse gastrépode podem ser restabelecer rapidamente com o
retorno das chuvas (LEAL et al., 2021; BEZERRA et al., 2022).

Uma diversidade de trematdédeos digeneicos composto por 30 espécies foi
encontrada nas diversas colec¢des hidricas do estado do Piaui, associado a varias
espécies de moluscos hospedeiros e queldnios. Considerando as 11 espécies
selecionadas para estudo por abordagem taxondémica integrativa, a superfamilia mais
representativa foi Echinostomatoidea, com 6 espécies, pertencentes a familia
Echinostomatidae: Prionosomoides scalaris cuja formas larvais foram encontradas em
B. straminea e formas adultas foram recuperadas de P. geoffroanus, Echinostoma sp.
encontrado em D. cimex, Echinostomatidae sp. 1 e Echinostomatidae sp. 2
encontrados em B. straminea e Echinostomatidae sp. 3 e Echinostomatidae sp. 4
encontrados em S. marmorata. Para as superfamilias Hemiuroidea e Diplostomoidea
foi encontrada 1 espécie de cada, Halipegus sp. em B. straminea, Posthodiplostomum
sp. em S. marmorata. Por fim, a superfamilia Schistosomatoidea foi representada com
2 espécies da familia Atamatamidae, Atamatam sp. em M. tuberculata e
Atamatamidae sp. em B. straminea e 1 espécie da familia Baracktrematidae
encontrado em Pomacea sp.

A superfamilia Echinostomatoidea Looss, 1899 é composta por parasitos que
no estagio adulto infectam todas as classes de vertebrados, especialmente aves,
apresentam distribuicdo cosmopolita e possuem diversos representantes que podem
apresentar importancia médico-veterinaria como Fasciola hepatica, Philophthalmus
gralli e membros da familia Cyclocoelidae, além de espécies que apresentam

importancia ecologica como Ribeiroia ondatrae (Price, 1931) cuja relacdo esta
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diretamente associada com ma formacao e reducao de varias espécies de anfibios na
Ameérica do Norte (JOHNSON et al., 2002; 2009). A morfologia das cercérias de
Echinostomatoidea podem ser agrupadas em dois tipos cercarianos, equinéstoma
(apresentam colar cefalico com ou sem espinhos) e gimnocéfala (sem colar cefalico)
(SCHELL, 1975). De forma geral, as cercérias dessa superfamilia apresentam cauda
do tipo simples, com membrana natatéria em algumas espécies, presenca de
glandulas cistogénicas, na maioria das espécies podem aparecer corpusculos
calcarios nos canais excretores principais e a presenca do colar cefalico com
espinhos, sendo que o numero e disposicdo dos mesmos, na maioria das vezes
também séo verificados nos individuos adultos.

Atualmente é constituida por nove familias e mais de 100 géneros validos,
destacando-se a familia Echinostomatidae, que apresenta o maior numero de
espécies identificadas, sendo que os dados moleculares e associacao de formas
larvais com exemplares adultos ainda permanecem escassos para a regiao
neotropical (OUTA & AVENANT-OLDEWAGE, 2024). No entanto, através das
analises foi possivel identificar formas larvais para 6 espécies, dentre elas, P. scalaris,
onde foi possivel elucidar seu ciclo biolégico com andlise de formas larvais e adultos
encontrados em queldnios, além da deposicéo das primeiras sequéncias nucleotidica
para individuos dessa espécie.

O género Prionosomoides Freitas & Dobbin Jr, 1967, cujos representantes séo
parasitas do trato intestinal de quelbnios, foi descrito pela primeira vez em 1909 por
Dietz, que tentou diferencia-lo do género Echinostoma Rudolph, 1809 por apresentar
espinhos na cuticula que se estendiam até a regido posterior do corpo, e foi
inicialmente conhecido como Prionosoma (KOSTADINOVA, 2005) No entanto, as
primeiras espécies descritas para esse género eram todas parasitos de aves. Em
1961, Mafé-Garzon & Gil acrescentaram uma nova espécie, parasito de quelénio, ao
género, chamada P. phrynopsis (Mané-Garzon & Gil, 1961) (FREITAS & DOBBIN JR,
1967). Essa espécie, recuperada de Phrynops hilarii (Duméril & Bibron, 1835) no
Uruguai, foi facilmente distinguida das outras por ter caracteres morfologicos ausentes
em algumas espécies, como uma pré-faringe, e também pelo formato dos testiculos
(FREITAS & DOBBIN JR, 1967).

Por fim, o género Prionosoma foi substituido por Prionosomoides quando

Freitas & Dobbin Jr (1967) descobriram uma nova espécie de equinostomatideo
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infectando o intestino delgado de P. geoffroanus no estado de Pernambuco, Brasil, e
a denominaram P. scalaris. Mais tarde, uma nova espécie foi descrita para o género,
chamada P. taiwanensis Fischthal & Kuntz, 1975, encontrada em Taiwan (FISCHTHAL

& KUNTZ, 1975). Essa espécie difere das demais por ser relativamente menor em

tamanho, seus espinhos também sdo menores, possui um poro genital entre a
bifurcacao cecal e 0 acetabulo, bem como as areas de ocorréncia, ja que as primeiras
espécies foram registradas na Ameérica do Sul. Mesmo com novos estudos relatando
a presenca desses parasitos infectando quelonios em outras localidades
(BERNARDON et al., 2013 CHAVIEL et al., 2020; LACERDA et al., 2023), ainda ndo
h& registro de dados moleculares para todas as espécies do género, e 0s ciclos
biolégicos permanecem desconhecidos, pois ainda ndo hé registro de formas larvais
e ndo foram identificados hospedeiros intermediarios que possam atuar nesses ciclos.

Registros de P. scalaris ja foram feitos na Argentina (LOMBARDERO &
MORIENA, 1977), infectando o es6fago de P. hilarii e, mais recentemente, Fonseca et
al. (2021) registraram a presenca do parasito, com P. geoffroanus atuando como
hospedeiro, no Brasil, como em nosso estudo. Outro individuo semelhante identificado

apenas como Prionosomoides sp. ja foi relatado no sul do Brasil, infectando H. hilarii
(MASCARENHAS et al., 2022).

Os dados moleculares apresentados aqui pela primeira vez para P. scalaris tém
implicacbes taxonbmicas importantes, pois confirmaram que essa espécie difere
taxonomicamente de P. phrynopsis. Além disso, também foi possivel identificar os
moluscos que atuam como hospedeiros intermediarios de P. scalaris, que eram
desconhecidos até agora, bem como elucidar o ciclo biol6gico de uma espécie desse
género pela primeira vez. As analises filogenéticas baseadas nos quatro marcadores
moleculares usados neste estudo revelaram arvores filogenéticas de
Echinostomatoidea com uma topologia geral semelhante aquelas apresentadas por
diferentes autores (TKACH et al.,, 2016; GORDY & HANINGTON et al.,, 2019;
SERENO-URIBE et al., 2022).

A partir da analise das arvores filogenéticas geradas, pode-se concluir que P.
scalaris formou um clado irmdo com individuos do género Patagifer, com menores
valores de divergéncia genética interespecifica entre esses géneros em relacdo aos
demais Echinostomatidae, sugerindo que esses individuos representam um grupo

monofilético. Quando comparado morfologicamente, P. scalaris apresenta varias
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semelhancas com espécies do género Patagifer, entre elas: corpo em forma de fita,
corpo anterior curto sem a presenca de pré-faringe, colar de espinhos com largura
semelhante a do corpo, incluindo espécies que podem ter 47 espinhos (SERENO-
URIBE et al., 2022), testiculos em tandem na regido pos-uterina e pds-ovariana com
tamanhos relativamente semelhantes, sendo o testiculo posterior ligeiramente mais
longo que o anterior e vitelaria presente nos campos laterais de forma nao confluente
e alcancando a extremidade posterior do parasito. Em relacdo a outros géneros, 0s
valores de divergéncia de nucleotideos variaram de 2,25% a 2,75% para os isolados
identificados a nivel de familia coletados no Quénia e valores semelhantes puderam
ser observados na comparacdo com representantes do género Echinostoma
Rudolphi, 1809. Além disso, os individuos dos géneros Euparyphium Dietz, 1909 e
Neopetasiger Baschkirova, 1941 e Riberoia Travassos, 1939 foram mais distantes
filogeneticamente, com divergéncias de mais de 7%.

Com base nas analise das formas larvais e adultas, conseguimos determinar o
ciclo de vida completo do P. scalaris. Este inicia com a liberag&o de ovos no ambiente
aquatico, que dao origem a miracidios que, por sua vez, infectam planorbideos que
atuam como os primeiros hospedeiros. Nesses moluscos, formam-se rédias que
formam cercarias com 47 espinhos no colar cefalico. Depois que as larvas séo
liberadas no ambiente, elas podem infectar outros moluscos préximos ou reinfectar o
mesmo hospedeiro, onde as metacercarias se desenvolvem. Essas larvas tém
inicialmente um formato cistico, mantendo estruturas como ventosas, uma faringe e
um grande numero de granulos refringentes. Posteriormente, comecam a aumentar
de tamanho, apresentando um formato alongado, com o desenvolvimento do
acetabulo, e nessa fase € possivel ver os espinhos, confirmando que o processo de
desencistamento das metacercarias ainda ocorre nos hospedeiros intermediarios.
Esses caramujos provavelmente séo ingeridos pelos quelénios hospedeiros, dando
continuidade ao ciclo biolégico, com a formacdo de individuos adultos cujo sitio de
infeccdo é o trato intestinal desses animais.

O género Echinostoma possui mais de 120 espécies nominais descritas
(KOSTADINOVA & GIBSON, 2000; KOSTADINOVA, 2005) e os individuos adultos séo
parasitos intestinais de aves e mamiferos. As cercarias sdo produzidas em rédias e
apos serem liberadas pelos moluscos hospedeiros podem formar metacercarias em

moluscos ou mesmo em larvas de anuros e chegam a fase adulta quando séo
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ingeridas pelos hospedeiros vertebrados. A similaridade morfolégica que ha entre
algumas espécies desse género torna a identificacdo destes algo problematico,
especialmente também pela falta de exemplares depositados em cole¢cbes
taxondmicas (TOLEDO et al.,, 2014). Portanto, como uma forma de atenuar a
problematica que envolve esses individuos foram criados complexos de espécies que
apresentam semelhancas, principalmente quanto ao numero de espinhos no colar
cefélico.

As espécies de Echinostoma que possuem 37 espinhos no colar cefalico foram
agrupadas no complexo "revolutum”, em referéncia a espécie E. revolutum. Ao longo
do tempo esse complexo tem passado por varias revisbes taxonémicas, onde
continuamente novas espécies sao acrescentadas e outras sdo removidas desse
grupo (BEAVER, 1937; KANEV, 1994; GEORGIEVA et al., 2014). A ultima revisdo
proposta por Chai et al. (2020), através de analise taxondmica integrativa,
consideraram como valida 15 espécies. Dentre as espécies, consideradas validas,
com registro para América do Sul, sdo: E. lindoense Sand-ground and Bonne, 1940,
E. luisreyi Maldonado Jr., Vieira & Lanfredi, 2003, E. maldonadoi Valaddo, Alves &
Pinto, 2023, E. miyagawai Ishii, 1932, sendo esta espécie anteriormente denominada
como E. robustum Yamaguti, 1935, E. paraensei Lie & Basch, 1967, E.
pseudorobustum Valaddo, Lépez-Hernandez, Alves & Pinto, 2022 e E. revolutum
(Frohlich, 1802). Em relacdo as espécies listadas, apenas E. pseudorobustum nédo
possui descri¢cdes de estagios larvais.

No presente trabalho, foi possivel a identificacdo de larvas pertencentes ao
género Echinostoma infectando D. cimex no municipio de Teresina. Estas cercérias
possuem como caracteristica morfologica diferencial a presenca de 37 espinhos no
colar cefalico e a presenca de cauda simples com membrana natatoria. Através da
comparacao morfologica com E. barbosai (Lie & Basch, 1968), E. luisreyi Maldonado
Jr et al., 2003, E. maldonadoi Valadéo et al., 2023, E. paraensei Lie & Basch, 1967 e
E. rodriguesi Hsu et al., 1968, foi possivel verificar que os exemplares avaliados neste
estudo apresentam comprimento do corpo menor que E. luisreyi e E. rodriguesi e
comprimento menor da cauda que todas as outras espécies. Ja em relacdo a ventosa
oral, nossa espécie apresentou proporgao similar a de E. barbosai e a ventosa ventral

com E. paraensei.
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Embora dezenas de espécies do género com 37 espinhos tenham sido
descritas para América do Sul, até o presente apenas 3 delas possuem sequéncias
disponiveis para comparacao (E. paraensei, E. maldonadoi e E. pseudorobustum).
Somado ao fato que quase nenhuma das espécies conhecidas na regido possuem
estagios larvais associados, isso dificulta no avan¢co da compreensdo dos aspectos
taxondémicos e do cilo de vida desse grupo. Através da reconstrucédo filogenética, foi
possivel a confirmacdo dessa espécie como sendo Echinostoma sp. A formacédo de
um grupo-irm&o com bom valor de suporte e baixo valor de divergéncia com
Echinostoma sp. da Uganda, juntamente com E. revolutum no mesmo clado, reforca
a ideia de que essas espécies sao filogeneticamente préximas. As demais espécies
de Echinostoma com 37 espinhos com ocorréncia na América do Sul ficaram em
outros clados, cujos valores de diveréncia variaram entre 14,84%-17,26%.

As demais de espécies de Echinostomatidae foram identificadas a nivel de
familia como Echinostomatidae gen. sp. 1, Echinostomatidae gen sp. 2,
Echinostomatidae gen. sp. 3 e Echinostomatidae gen. sp. 4. Echinostomatidae sp. 1
foi encontrado infectando B. straminea no municipio de Parnaiba e nas analises
morfologicas foi possivel observar a presenca de 27 espinhos no colar cefalico, no
entanto, a presenca de 1 par de granulos refringentes na base da ventosa oral foi o
caracter morfolégico mais importante observado. Até o presente momento, apenas
cercéarias de P. segregatus foram vistas tais caracteristicas, sendo que nas analises
morfométricas foi possivel constatar que nossos exemplares apresentam tamanho
similar as cercérias de P. segregatus descritas por Ruiz (1952) e Joe & Basch (1967).
Nas andlises moleculares ndo foi possivel a comparacdo com sequéncias de
Petasiger, pois para esse género, ndo ha sequéncias disponiveis para esse gene, e a
sequéncia gerada para essa espécie foi para o nad-1. Portanto, o isolado ficou em um
clado proximo com espécies do género Drepanocephalus encontradas no continente
americano.

Cercérias de Echinostomatidae gen. sp. 2 foram encontradas no municipio de
Picos tendo como hospedeiros moluscos da espécie B. straminea. Assim como as
cercarias de Echinostomatidae gen. sp. 1, essas também apresentavam 27 espinhos
no colar cefalico. Nas analises morfologicas foi possivel observar semelhanca com
espécies do género Drepanocephalus, mas o tamanho dos nosso exemplares é

relativamente menor que cercéarias desse género descritos no Brasil. Na andlise
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molecular com o marcador molecular ITS, nossos exemplares também ficaram em um
clado préximos de espécies do género anteriormente descrito, com divergéncias
abaixo de 6%. No entanto, nossos dados sugerem que estas cercarias tratam-se de
uma espécie de um género ainda sem sequéncias disponiveis, mas que de fato sdo
filogeneticamente préximo de Drepanocephalus.

Echinostomatidae gen. sp. 3 e Echinostomatidae gen. sp. 4 foram encontradas
infectando S. marmorata. Ambas apresentavam 37 espinhos no colar cefalico. Foi
possivel observar que em Echinostomatidae gen. sp. 3 o tamanho da cauda era
relativamente maior, e em Echinostomatidae gen. sp. 4 havia a presenca de um corpo
pré-faringeal grande contendo espinhos e uma cauda menor, porém havia presenca
de membrana natatéria. Na analise taxonémica pode-se verificar que outras
equinéstomas com a mesma quantidade de espinhos e com presenca de corpo pré-
faringeal ja foram identificadas na América do Sul. Na analise molecular com o
marcador 28S foi observado a formacdo de um clado contendo nossos dois isolados,
no marcador ITS, Echinostomatidae sp. 3 formou um clado com suporte baixo com
amostras de Echinostomatidae sp. e uma espécie do género Euparyphium e no
marcador nad-1 nosso isolado de Echinostomatidae gen. sp. 4 ndo se agrupou com
nenhuma outra espécie. Por fim, os resultados sugerem que ambas pertencem a
espécies filogeneticamente proximas, provavelmente do mesmo género, mas ainda
sem sequéncias de exemplares adultos para comparacéo.

Outro tipo cercariano encontrado durante o estudo trata-se de da cercaria do

tipo cistéfora, esta foi encontrada infectando moluscos da espécie B. straminea, no
municipio de Pedro Il. A eliminacdo de poucos exemplares e a morte do caramujo no
dia ap6s a obtencdo das mesmas impediu analises morfoldgicas mais aprofundadas.

As cercéarias cistoforas sdo produzidas por membros da superfamilia

Hemiuroidea Looss, 1899 e caracterizam-se por apresentar morfologia incomum com
a presenca de uma cauda altamente modificada para formar um cisto caudal, no qual
0 corpo cercariano € retraido quando a larva esta em estagio infectante (PANKOV et
al., 2006; GHARBI et al., 2024). Nessas larvas, a cauda pode ter varios tipos de
apéndices, alguns dos quais podem ser usados para locomocé&o. Além disso, o cisto
possui um tubo de liberac&o que é responsavel pela inser¢cdo do corpo cercariano no
proximo hospedeiro (KRUPENKO et al., 2022). Nos hemiuroideanos, geralmente

pequenos crustaceos, que atuam como segundos hospedeiros intermediarios,
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mordem o cisto caudal, permitindo que o tubo de liberacédo injete o corpo da cercéria
na hemocele desses animais (URABE et al., 2012).

A taxonomia das diferentes familias da superfamilia Hemiuroidea sofreu
diversas alteracdes ao longo do tempo, dentre elas destaca-se a familia Derogenidae
Nicoll, 1910. Durante a maior parte de sua historia, este grupo foi considerado como
parte da familia Hemiuridae (TSUCHIDA et al., 2021; KRUPENKO et al., 2022). Em
1910, Nicoll criou a subfamilia Derogeninae, cujo objetivo era incluir as espécies do
género Derogenes Lihe, 1900, posteriormente, em 1926, Poche criou uma nova
familia denominada Halipegidae para incluir as espécies do género Halipegus Looss,
1899 (LEON-REGAGNON & ROMERO-MAYEN, 2013). No entanto, foi apenas em
1950 que a familia Derogenidae foi mencionada pela primeira vez, inicialmente
incluindo espécies do género Halipegus, e mais tarde outros géneros foram
adicionados (BOLEK; TRACY et al., 2010; RANKING, 1944).

Cercérias do tipo cistéforas foram relatadas pela primeira vez por Wagener
(1866) infectando Planorbis marginatus Draparnaud, 1805, e mais tarde por Sonsino
(1892) que descreveu estes parasitas como Cercaria capsularis infectando Cleopatra
buliomoides (Olivier, 1804). Looss (1896) relatou as mesmas espécies identificadas
por Sonsino, mas estavam em estado imaturo (CORT & NICHOLS, 1920). No Brasil,
0 primeiro registro desse tipo de cercéria foi feito por Ruiz (1952), que relatou a
presenca desses organismos, até entdo denominados Cercaria hemiura, infectando
moluscos do género Biomphalaria (RUIZ, 1952). Posteriormente, Paraense (1992)
também identificou cercarias deste morfotipo infectando a espécie B. glabrata e apés
relatar a presenca de individuos adultos infectando a cavidade oral de rds das
espécies Leptodactylus pentadactylus (Laurenti, 1768) e L. latrans (L. ocellatus)
(Steffen, 1815), foi possivel verificar que se tratava de H. dubius (PARAENSE, 1992).
Desde entdo, nenhum novo registro desse tipo de cercaria foi descrito no Brasil, e
informacOes sobre a variacdo na morfologia do corpo, cauda e apéndices nas
diferentes espécies de cercérias cistoforas ainda sdo bastante escassas.

De acordo com os dados baseados na identificagdo morfologica e molecular, a
cercéaria cistofora reportada nesse estudo pertence ao género Halipegus, familia
Derogenidae, subfamilia Derogeninae, superfamilia Hemiuroidea. O primeiro registro
do género Halipegus para a regidao Neotropical foi feito por Lihe (1900), quando

relatou erroneamente a presenca de um parasito até entdo denominado Halipegus n.
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sp. associado a serpente da espécie Coluber olivaceus Dwigubsky, 1832, no Brasil,
sendo posteriormente constatado que os hospedeiros naturais eram anfibios do
género Rana Linnaeus, 1758, que eram predados pela serpente (KOHN &
FERNANDES, 1988; KIRILLOVA et al., 2024). Klein (1905), descrevendo um parasita
de Rana hexadactyla previamente identificado como H. longispina, encontrou varias
semelhancas com o0s espécimes relatados por Lihe, renomeando ambos o0s
espécimes como H. dubius. Finalmente, a primeira descri¢cdo de H. dubius foi feita por
Cordero (1942) que encontrou representantes da espécie infectando a faringe de L.
ocellatus no Uruguai (KOHN & FERNANDES, 1988; PARAENSE, 1992).

Os resultados obtidos da analise filogenética baseada em sequéncias parciais
do rDNA 28S reforcam a identificacdo desses organismos como Halipegus sp. onde
foi possivel verificar a formacdo de um Unico clado irmdo entre estes e outros
membros do género, incluindo sequéncias da espécie-tipo H. ovocaudatus. Os valores
de divergéncia mostram variabilidade interespecifica quando comparados a outros
derogenideos (BOUGUERCHE et al., 2023; KIRILLOVA et al., 2024).

Em resumo, este é o primeiro registro de cercarias cistoforas para o semiarido
brasileiro e os primeiros dados moleculares para uma espécie do género Halipegus
encontrada no Brasil. Embora, neste estudo, ainda ndo haja associacdo com
individuos adultos, o conhecimento sobre o género sugere que 0s copépodes atuam
como préximos hospedeiros intermediarios e anuros como hospedeiros definitivos.

Foi possivel obter uma amostra de estrigeocercaria que emergiu de S.
marmorata no municipio de Teresina, sendo posteriormente identificada como
Posthodiplostomum sp. Apesar dos varios registros de membros da superfamilia
Diplostomoidea no mundo, aspectos bioldgicos sobre seu ciclo de vida ainda
permanecem desconhecidos para a maioria das espécies ja identificadas. Mais de 100
espécies ja foram reportadas no Brasil (FERNANDES et al.,, 2015), mas ainda ha
grande escassez de dados sobre formas larvais e hospedeiros intermediarios
associados aos ciclos desses parasitos. Os registros de formas larvais de
Posthodiplostomum na América do Sul apresentam semelhangas morfologicas com
os exemplares encontrados nesse estudo (OSTROWSKI DE NUNEZ, 1973; RITOSSA
et al., 2013; LOPEZ-HERNANDEZ et al., 2018).

Os estudos moleculares permitiram a confirmacéo taxonémica dos isolados

deste estudo como Posthodiplostomum sp. Em relacdo aos dados obtidos pelo
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marcador 28S, os valores de divergéncia variaram entre 0,34% a 4,88% em relacéo a
outros isolados do mesmo género. Em relacdo ao marcador cox-1, o isolado
apresentou divergéncia de 1,47% com Posthodiplostomum sp. Lineage | encontrada
no Meéxico, onde foi possivel confirmar tratarem-se da mesma espécie.
Posthodiplostomum sp. Lineage | foi obtido de 66 isolados de metacercarias de P.
minimum que foram encontradas infectando peixes das familias Poeciliidae,
Fundulidae, Profundulidae e Goodeidae, sendo todos membros da ordem
Cyprinodontiformes. Esses dados também revelam que essa espécie, além de possuir
uma grande variedade de hospedeiros intermediarios, esta distribuida ao longo de
varias areas do continente americano, como México, América Central e agora com
registro para América do Sul.
A subfamilia Crassiphialinae, na qual estéo incluidas as espécies do género
Posthodiplostomum, €& uma das maiores subfamilias de Diplostomidae. As
metacercarias geralmente se encistam na pele ou barbatanas de peixes, que atuam
como segundo hospedeiro intermediario, e podem provocar uma doenca conhecida
como “pontos pretos”. Os representantes adultos parasitam uma grande variedade de
aves e mamiferos. Mesmo tendo diversos estudos a cerca desses organismos, a
sisteméatica dessa subfamilia é complexa e alguns estudos apontam a parafilia do
grupo como um dos principais pontos que precisa ser elucidado (ACHATZ et al., 2021).
Os representantes da superfamilia Schistosomatoidea possuem como
hospedeiros definitivos quelbnios, aves e mamiferos, onde infectam principalmente o
sistema vascular desses animais. As principais familias sdo Schistosomatidae, na qual
se inclui a espécie causadora da esquistossomose nas Américas, S. mansoni, e
Spirorchiidae Stunkard, 1921, que sao parasitos de sangue de quelbnios. Esses
Ultimos possuem distribuicAo cosmopolita e utilizam moluscos gastropodes
pulmonados como hospedeiros intermediarios, onde 0s esporocistos produzem
cercéarias oceladas e de cauda bifurcada (PINTO & MELO, 2013b). No entanto, a
parafilia relacionada ao grupo tem sido um problema discutido em alguns trabalhos,
por isso, em um estudo de revisdo taxondmica do grupo, Bullard & Dutton (2022)
propuseram a criacdo de trés novas familias a partir de Spirorchiidae: Atamatamidae,
Baracktrematidae e Plattidae, com base em analises morfologicas e filogenéticas de

varios géneros.
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Durante as analises realizadas neste estudo foi possivel identificar trés espécies
de Schistosomatoidea, Atamatam sp., encontrado em M. tuberculata, Atamatamidae
sp. em B. straminea, e Baracktrematidae sp. em Pomacea sp. Nas analises
morfoldgicas foi possivel verificar diversas semelhanca entre os exemplares da familia
Atamatamidae, com diferenca apenas na quantidade de pares de glandulas de
penetracdo, com presenca de cinco pares em Atamatamidae sp. e seis pares em
Atamatam sp. Além disso, esse é o primeiro registro de cercéarias do tipo distoma
brevifurcada afaringeada emergindo de M. tuberculata no Brasil. Nas analises da
espécie Baracktrematidae sp. observou-se como destaque a presenca de ocelos
relativamente grandes, em formato de bastonete, com cinco pares de glandulas de
penetragdo, apresentando morfologia similar com exemplares do mesmo tipo
cercariano encontrados em Pomacea spp. registrado em outros estudos.

A anédlise filogenética para o marcador molecular 28S, revelou que as cercarias
liberadas por B. straminea e M. tuberculata pertencem a familia Atamatamidae. E
importante mencionar que essa foi a Unica familia, dentre as utilizadas para a
construcdo dessa arvore, que os valores de divergéncia entre a maioria dos membros
correspondentes ficaram abaixo de 5%. Quando comparados entre si, 0s individuos
das demais familias, na maioria absoluta das vezes ficaram com divergéncias acima
de 10%, como em Hapalotrematidae, e em outros casos, foi possivel observar
individuos classificados na mesma familia com divergéncias acima de 20%, como em
Baracktrematidae. Ademais, todas as espécies que estao no clado de Atamatamidae
foram registradas apenas para a América do Sul. No marcador cox-1, houve também
agrupamento da cercaria obtida de Pomacea sp. na familia Baracktrematidae,
confirmando os dados alcancados através do marcador nuclear.

No que se refere a pesquisa de trematédeos em quelbnios, no presente estudo,
trematoddeos identificados como P. scalaris foram encontrados em apenas um dos
animais avaliados. E possivel que a prevaléncia de infeccdo pelas outras espécies de
trematdédeos de quelbnios cujas larvas foram encontradas nos moluscos sejam baixas.
Outra possibilidade seria o envolvimento de espécies de quelbénios como 0s
hospedeiros definitos. Alem disso, dificuldades inerentes a realizacdo de necrépsia e
encontro dos parasitos, especialmente agueles presentes no sistema sanguineo, ndo
podem ser descartadas. Essas questdes apontam para os desafios envolvidos em

estudos helmintologicos envolvendo esse grupo de hospedeiros. Apesar disso, a
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elucidacao do ciclo biolégico e avaliacdo da posicéao filogenética de uma das espécies,
pode ser considerado um avanco importante.

Conclui-se que uma rica fauna de trematddeos é transmitida por moluscos
limnicos no estado do Piaui, sendo registros inéditos realizados para o Estado. Por
outro lado, a complexidade que ha referente ao estudo de taxonomia integrativa de
trematddeos € demonstrada, especialmente pela auséncia de sequéncias genéticas
para a maioria das espécies de trematddeos digeneicos neotropicais, o que impede,
em muitos casos, a associacao entre as larvas e os respectivos adultos. Por isso,
novos estudos envolvendo a utilizacdo de marcadores nucleares e mitocondriais para
a caracterizacao de isolados desses parasitos poderéo fornecer informacdes sobre a
ocorréncia e introducdo de novas espécies, além de expandir o conhecimento
daquelas ja conhecidas, mas que ndo se tem informac¢fBes taxondmicas mais

especificas.
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7 CONCLUSOES

O estudo morfolégico e molecular de amostras de cercarias obtidas de 7 espécies
moluscos limnicos de diferentes colecfes hidricas do Estado do Piaui associado a
analise de uma espécie de trematddeo encontrada em queldnio, permitiram alcancar

as seguintes conclusoes:

e Moluscos pertencentes as seguintes espécies ocorrem nas colecdes aquaticas
avaliadas: Anodontites sp., Biomphalaria glabrata, Biomphalaria straminea,
Drepanotrema cimex, Melanoides tuberculata, Pomacea sp., Stenophysa

marmorata;

e Melanoides tuberculata foi a espécie de molusco mais abundante encontrada
nos diferentes pontos de coleta;

e Biomphalaria straminea € o hospedeiro intermediario de Prionosomoides
scalaris, espécie de Echinostomatidae encontrada no intestino delgado de P.

geoffroanus;

e Cercarias do tipo equinéstoma com presenca de 37 espinhos no colar cefélico
obtidas de D. cimex, foram identificadas como pertencentes ao género
Echinostoma;

¢ Echinostomatidae gen. sp. 1, larva semelhante a cercaria de P. segregatus,

infecta B. straminea nas areas avaliadas;

e Echinostomatidae gen. sp. 2, encontrada em B. straminea, pertencem a um
género com similaridade filogenética com espécies do género

Drepanocephalus;

e Stenophysa marmorata foi observado como hospedeiro intermediario de
Echinostomatidae gen. sp. 3 e Echinostomatidae gen. sp. 4, larvas que
possuem similaridade morfolégica, provavelmente pertencem ao mesmo

género;
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Cercarias do tipo cistofora encontradas em B. straminea foram identificadas por
abordagem molecular como Halipegus sp.;

Cercarias do tipo estrigeocercaria de S. marmorata foram identificadas, por
analises morfolégicas e moleculares como Posthodiplostomum sp.;

Biomphalaria straminea atua como hospedeiro intermediario de uma espécie
de Atamatamidae nas cole¢cGes aquaticas avaliadas;

Pomacea sp. € hospedeiro intermediario de uma espécie de Baracktrematidae
na regiao;

Melanoides tuberculata é o hospedeiro intermediario de Atamatam sp.
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ANEXO 1

Autorizacdo do Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade
(SISBIO) para coleta de moluscos e quel6nios.

Ministério do Meio Ambiente - MMA

: Instituto Chico Mendes de Conservacgao da Biodiversidade - ICMBio
Icmi d Sistema de Autorizagao e Informagao em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

219

Nimero: 78862-1 I Data da Emissao: 02/08/2021 16:49:35 [ Data da Revalidagao*: 02/08/2022

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagdo do relatorio de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Darlesson Geovani dos Santos Sousa jCPFZ 051.298.633-99

Titulo do Projeto: Desvendando a fauna de helmintos da caatinga: Larvas de frematodeos transmitidas por moluscos em colecdes hidricas
do Estado do Piaui, Brasil.

Nome da Instituicdo: Universidade Federal de Minas Gerais lCNPJ: 17.217.985/0001-04

Cronograma de atividades

# |Descri¢do da atividade Inicio (mésf/ano) Fim (més/ano)

1 | Coleta de Moluscos 01/2022 04/2023

Observagoes e ressalvas

1 0 pesquisador somente podera realzar atividade de campo 3pds o término do estado de emergéncia devide 3 COVID-19, assim declarado por ato da autoridads competente.

2 | Esta autorizagio NAO Fbera o uso da substancia com potencial agrotoxico elou inseticida & NAQ exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de atender
3s exigéncias & obter 35 autorzacdes previstas em outros instrumentos legais relativos ao registro de agrotdxicos (Lei n® 7.802, de 11 de julho de 1989, Decrato n° 4.074, de 4 de

< b3

janeiro de 2002, entre outros).

3 Esta autorizagio NAQ fbera o uso da substancia com potencizl agrotoxico efou inseticida & NAO exime o pesquisador titular e 0s mambros de sua equipe da necessidade de atender
3s exigéncias & obter 35 autorizagdes previstas em outros instrumentos legais relativos ao registro de agrotdxicos (Lei n® 7.802, de 11 de julho de 1929, Decreto n° 4.074, de 4 de
janeiro de 2002, entre outros)

4 | Otitular de autorizag3o cu de licenga parmanente, assim como os membros de sua equipe, quando da viclag3o da legislagdo vigente, ou quando da inadequagio, omissdo cu
falsa descric3o de informacdes relevantes que subsidiaram a expedic3o do ato, poderd, mediante decis3o motivada, ter 3 autorizag3o ou licenca suspensa ou revogada pelo
ICMBio, nos termos dz legislac3o brasileira em vigor

5 Este documento somente poder3 ser utilizado para os fins previstos na Instrug3o Normativa ICMBio n® 02/2014 ou na Instrug3o Normativa ICMBio n* 10/2010, no que especifica esta
Autorizag3o, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material bioldgico coletado devera ser utilizado para atividades cientificas ou didaticas no
ambito do ensino supanior.

6 As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou uridica estrangeira. em todo o territéno nacional. que implquem o desiocamento de recursos humanos & mateniais, tendo por objeto
coletar dados, matenais, espécimes biologicos & minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada, cbtidos por meio de recursos e técnicas que se
destinem 30 estudo, 3 difus3o ou 3 pesquisa, estio sujeitas 3 autonzag3o do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

7 O titular de fcenca ou autorizac3o & 0s membros da sua souioe dever3o ootar nor matodos de coleta e instrumentos de cactura direcionados. semore aue oossivel. 30 arupo
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ANEXO 2

Autorizacdo do Comité de ética no uso de animais da Universidade Estadual do
Piaui (CEUA- UESPI) para realizagéo das necrépsias nos cagados de barbicha.

GOVERNO DO ESTADO DO PIAU
UNIVERSIDADE ESTADUAL DO PIAUI - UESPI = e AR
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA ULA

g

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “BIOLOGIA DE
TREMATODEOS TRANSMITIDOS POR MOLUSCOS DE COLECOES
HIDRICAS DO ESTADO DO PIAUI, BRASIL”. Protocolo niimero
015924/2022-00, sob responsabilidade de Simone Mousinho Freire, para
fins de pesquisa cientifica encontra-se de acordo com os preceitos da Lei
numero 11.794 de 08 de outubro de 2008, Decreto nimero 6.899, de 15 de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacao Animal (CONCEA), e foi DEFERIDO AD
REFERENDUM, pela Comissio de FEtica do Uso de Animais
(CEUA/UESPI) da Universidade Estadual do Piaui.

ESPECIE SEXO N° DE ANIMAIS VIGENCIA DO
PROJETO
AVE MACHO+FEMEA 14
C NDONGO O+FE 3
Héxgogézlco ikl 5 01 :112(5)5204
PEIXE MACHO+FEMEA 125
REPTIL MACHO+FEMEA 05

TERESINA, 29 DE AGOSTO DE 2022

Prof. Dr. Francisco Araijo
CRMV -0415/17
Coordenador do CEUA-UESPI
Portaria n® 0667 de 11/11/21
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ANEXO 3

Passo a passo dos procedimentos realizados para recuperacgéo de trematdédeos adultos em queldnios naturalmente infectados. (A)
coleta dos cagados, (B) pesagem, (c) morfometria da carapaca e plastrédo, (d) aplicacdo de anestésicos para anestesia e eutanasia,
(e) abertura dos espécimes utilizando serra de marmore Makita, (f) finalizagdo do processo de abertura com retirada total do plastrao,
(g) separacao individual dos 6rgaos, (h) busca por parasitos nos 6rgaos analisados.
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ANEXO 4

Dados de divergéncia nucleotidica utilizados nas reconstrucées filogenéticas
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Tabela 1. Valores de divergéncia nucleotidica (distancia p ndo corrigida) entre sequéncias parciais do gene 28S de Prionosomoides scalaris, Echinostomatidae gen. sp. 3 e

Echinostomatidae gen. sp. 4, obtidas no presente estudo (em destaque) e sequéncias de outros Echinostomatoidea.

Espécies 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
1. Echinostomatidae gen. sp. 4
2. Echinostomatidae gen. sp. 3 1,12%
3. Prionosomoides scalaris 6,46%  504%
4. Prionosomoides phrynopsis 746%  758%  2,74%
5. Petasiger radiatus 996%  815%  6,71%  9,56%
6. Patagifer vioscai 573%  425%  223% 452%  5,98%
7. Patagifer sp. 2 573%  426% 2,16% 4,42% 576%  0,00%
8. Patagifer sp. 1 573%  417%  2,16% 467% 576% 017%  0,33%
9. Echinostomatidae sp. 3 583%  426% 293% 430% 612% 2,79% 292% = 2,75%
10. Echinostomatidae sp. 2 544%  383% 259% 4,18% 612% 2,62%  2,75%  258%  1,15%
11. Echinostoma cf. revolutum 6,34%  496% 399% 560% 655% 2,84%  2,82%  2,82%  354%  3,18%
12. Echinostoma cinetorchis 590%  424% 303% 48% 601% 2,09% 2,09% 209% 2,73% 227%  0,83%
13. Echinostoma miyagawai 594%  447%  327% 475% 582% 216% 213% 213% 2,82% 2,47% 084% 0,36%
14. Echinostoma bolschewense 593%  4,35% 305% 478% 558% 2,02% 201% 2,02% 2,78% 244% 165% 108% 0,84%
15. Artyfechinostomum sufrartyfex 6,22%  469% 339% 516% 6,66% 287% 3,04%  3,04% 252% 2,01% 354% 236% 299% 2,96%
16.Neoacanthoparyphium echinatoides  592%  435% 338% 515% 646% 248% 267%  250% 3,35% 3,01% 311% 273% 276% 2,35%  3,55%
17. Patagifer bilobus 562%  410% 206% 432% 584% 008% 025%  025% 2,68% 251% 277% 200% 209% 1,93% 278%  2,38%
18. Hypoderaeum conoideum 6,45%  4,85% 378% 6,09% 571% 281% 292% 2,75% 3,78% 3,61% 353% 292% 283% 2,96% 356% 3,12% 2,72%
19. Echinoparyphium sp. 6,03%  469% 380% 584% 600% 266% 263% 2,63% 3,63% 345% 354% 3,02% 292% 2,99% 3,71% 3,02% 259% 0,67%
20. Echinoparyphium cinctum 6,14%  454% 367% 578% 585% 2,74%  2,86%  2,69% 355% 3,38% 374% 3,11% 3,03% 296% 3,65% 2,97% 2,64% 0,73%
21. Echinoparyphium rubrum 6,24%  479%  366% 601% 583% 295% 279%  2,79%  3,67% 3,49% 3,98% 320% 324% 3,05% 3,75% 321% 287% 0,91%
22. Moliniella anceps 6,13%  459% 3,72% 574% 536% 268% 2,61% 2,61% 296% 2,79% 361% 283% 3,06% 2,70% 3,56% 3,45% 259% 2,68%
23. Ribeiroia ondatrae 11,33%  958%  7,84% 1049% 646% 7,23%  725%  7,06% 746% 7,76% 813% 7,82% 7.64% 721% 795% 755% 7,33% 7,45%
24, Cathaemasia hians 1041% 818%  685% 976% 3,94% 630% 648% 621% 675% 6,66% 693% 680% 627% 600% 707% 663% 620% 641%
25. Rhopalias macracanthus 9,76%  7,73%  666% 928% 419% 551% 565% 539% 565% 583% 638% 58% 574% 564% 607% 626% 541% 587%
26. Isthmiophora sp. 10,05%  830%  694% 954% 1,16% 584% 571% 571% 608% 6,26% 655% 603% 584% 553% 662% 633% 571% 575%
27. Euparyphium melis 1037%  831%  695% 9,64% 141% 58% 595% 577% 640% 640% 679% 620% 604% 562% 6,78% 647% 577% 586%
28. Euparyphium capitaneum 11,25%  9,16%  7,96% 11,38% 555% 7,36%  725%  7,07% 7,24%  7,42% 7,94% 747% 724% 7,24% 806% 813% 717% 7,70%
29. Chaunocephalus ferox 9,56%  7,74%  612% 9,18% 3,24% 525% 521%  504% 566% 566% 601% 544% 530% 501% 608% 556% 507% 535%
30. Petasiger sp. 3 1039%  845%  693% 10,33% 358% 568% 565% 547% 6,18%  6,36% 646% 591% 573% 545% 6,79% 6,17% 550% 5,68%
31. Neopetasiger islandicus 10,42%  8,83%  7,23% 10,34% 353% 592% 578%  578%  654% 6,73% 647% 611% 591% 569% 7,11% 642% 578% 573%
32. Petasiger sp. 1 1031%  837%  676% 1020% 3,50% 551% 547% 530% 6,10% 6,28% 647% 572% 556% 527% 6,71% 600% 533% 542%
33. Neopetasiger sp. 11,23%  955%  831% 11,46% 4,80% 688% 676%  6,76% 7,35% 7,54% 725% 6,76% 6,77% 647% 792% 749% 6,74% 6,77%
34. Petasiger sp. 2 10,78%  877%  7,05% 10,39% 4,28% 579% 576% 558% 648% 648% 658% 584% 566% 547% 692% 637% 561% 570%
35. Echinostomatidae sp. 1 513%  356% 242% 4,05% 557% 227% 241%  2,24% 098% 049%  3,00% 200% 230% 227% 167% 267% 217% 3,27%
36. Fasciola gigantica 1149%  932%  748% 1012% 7,05% 7,27% 711%  7,11% 757% 7,03% 815% 751% 7,72% 7,30% 747% 773% 717% 6,63%
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Espécies 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
1. Echinostomatidae gen. sp. 4
2. Echinostomatidae gen. sp. 3
3. Prionosomoides scalaris
4. Prionosomoides phrynopsis
5. Petasiger radiatus
6. Patagifer vioscai
7. Patagifer sp. 2
8. Patagifer sp. 1
9. Echinostomatidae sp. 3
10. Echinostomatidae sp. 2
11. Echinostoma cf. revolutum
12. Echinostoma cinetorchis
13. Echinostoma miyagawai
14. Echinostoma bolschewense
15. Artyfechinostomum sufrartyfex
16.Neoacanthoparyphium
echinatoides
17. Patagifer bilobus
18. Hypoderaeum conoideum
19. Echinoparyphium sp.
20. Echinoparyphium cinctum 0,17%
21. Echinoparyphium rubrum 0,34%  0,17%
22. Moliniella anceps 253%  251%  2,70%
23. Ribeiroia ondatrae 745%  755%  7,63%  7,50%
24, Cathaemasia hians 6,74%  658%  691% 6,13%  4,05%
25. Rhopalias macracanthus 6,20%  588%  6,00% 578%  460%  2,94%
26. Isthmiophora sp. 599%  571%  569% 557%  562%  4,13%  3,36%
27. Euparyphium melis 6,23%  586% 58% 567% 608% 426% 366% 050%
28. Euparyphium capitaneum 822%  791%  7,.80% 683% 845% 681% 607% 524%  527%
29. Chaunocephalus ferox 574%  553%  537% 524%  563% 456% 3,86% 2,76% 298%  4,74%
30. Petasiger sp. 3 6,09%  569% 553% 550%  6,10%  559%  445% 259% 2,89% 520% 1,78%
31. Neopetasiger islandicus 582%  569% 548% 565%  620% 579% 479% 274% 311% 567% 196% 0,76%
32. Petasiger sp. 1 581%  542%  527% 542%  6,10% 560% 455% 2,76% 306% 511% 178% 080%  0,68%
33. Neopetasiger sp. 6,86%  6,74%  654% 662% 641% 618% 490% 399% 448% 615% 311% 223% 189% 2,14%
34. Petasiger sp. 2 6,11%  561% 546% 562% 640% 578%  481% 345% 3,75% 564% 244% 146% 102% 113% 2,32%
35. Echinostomatidae sp. 1 308%  303% 314% 227% 7,36% 611% 529% 570% 585% 7,05% 530% 6,00% 6,35% 592% 695% 6,12%
36. Fasciola gigantica 6,79%  663% 663% 653% 1026% 805% 813% 7,85% 803% 985% 7,60% 8,04% 830% 806% 88% 862% 7,20%
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Tabela 2. Valores de divergéncia nucleotidica (distancia p ndo corrigida) entre sequéncias parciais do marcador molecular ITS de Prionosomoides scalaris, Echinostomatidae
gen. sp. 2 e Echinostomatidae gen. sp. 3, obtidas no presente estudo (em destaque) e sequéncias de outros Echinostomatoidea.

Espécies 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
1. Echinostomatidae gen. sp.
2. Echinostomatidae gen.sp.  1051%
3. Prionosomoides scalaris 1397%  13,88%
4. Rhopalias sp. 3 11,85% 1350%  6,59%
5. Rhopalias sp. 2 1197% 1361%  7,271%  1,24%
6. Rhopalias sp. 1 1197% 1361% 7,27%  1,24%  0,00%
7. Rhopalias coronatus 12,28% 1428% 7,64%  103%  072%  0,72%
8. Echinostomatidae sp. 288%  828%  1344% 1106% 1142% 1142% 12,25%
9. Echinostoma revolutum 321%  8,08%  13,09% 11,20% 1156% 1156% 12,39%  0,41%
10. Echinoparyphium sp. 343%  829%  1345% 11,31% 11,68% 11,68% 12,51% 0,71%  0,72%
11.E. albuferensis 342%  851%  1319% 11,06% 1142% 1142% 12,25% 0,71%  1,13%  1,23%
12. E. recurvatum 355%  805%  1279% 11,34% 11,58% 1158% 1208% 063%  0,63%  031%  1,36%
13. Echinostoma sp. 337%  846%  1345% 1129% 1166% 1166% 1175% 052%  052%  1,04%  125%  0,96%
14. Hypoderaeum conoideum 500%  943%  1406% 1192% 1215% 1215% 13,11% 2,79%  2,80%  279%  2,90%  2,76%  2,96%
15. Hypoderaeum sp. 543%  990%  14,05% 12,17% 1240% 1240% 1336%  3,11%  3,12%  3,11%  321%  297%  3,28%  0,51%
16. Drepanocephalus auritus 14,92% 1421% 503%  7,28% 751% 751% 859% 1380% 1370% 1380% 1368% 1341% 1355% 1478%  14,88%
17. Drepanocephalus spathans 149205  1421% 503%  7,28%  751%  751% 859% 1380% 1370% 1380% 13,68% 1341% 1355% 14,78% 14,88%  0,00%
18. D. mexicanus 1571% 1448% 579%  7.63%  7,86%  7,86%  893% 1443% 1433% 1417% 1431% 1379% 1419% 1517% 1516% 0,70%  0,70%
19. Drepanocephalus sp. 1558% 14,85% 547%  740%  763%  763% 870% 1443% 1433% 1443% 1430% 1405% 1419% 1541% 1552% 060%  0,60%  0,30%
20. Rhopalias oochi 12,28% 1428%  7,64%  103%  072%  072%  000% 1225% 1239% 1251% 1225% 1208% 11,75% 1311% 1336% 859%  859%  893%
21. Rhopalias macracanthus 1420% 1697% 1015% 4,82%  561% 561%  748% 1444% 1457% 1456% 1431% 1401% 1395% 1530% 1544% 1126% 1126% 11,60%
22. Petasiger exaeretus 1558% 1646%  954%  817%  853%  853%  951% 1537% 1528% 1564% 1537% 1553% 1528% 1640% 1692% 10,13% 10,13%  10,49%
23. Petasiger sp. 1349% 1446%  793%  613%  682%  682%  7,69% 1270% 1272% 12,83% 1246% 1265% 1294% 1355% 1380% 896%  896%  9,53%
24. Echinostoma maldonadoi 1048%  7,99%  1354% 1288% 1312% 1312% 1446% 884%  863% 898% 896% 838%  855% 1011% 1034% 14,86% 1486% 14,76%
25. Echinostoma trivolvis 10,72%  7,64%  1366% 1337% 1361% 1361% 1494% 907%  88% 920% 918% 873% 877% 1034% 1081% 1525% 1525% 1515%
26. Patagifer bilobus 11,74% 677% 1589% 1409% 1461% 1461% 1528% 9,71%  963% 971% 994%  888%  968%  937%  959% 1592% 1592% 16,18%
27. Fasciola hepatica 1511% 16,10% 1317% 1265% 13,08% 1308% 1449% 1449% 1423% 1396% 1463% 1322% 1370% 1581% 1564% 1449% 1449% 14,65%
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Espécies 19 20 21 22
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Tabela 3. Valores de divergéncia nucleotidica (distancia p ndo corrigida) entre sequéncias parciais do marcador molecular Nad-1 de Prionosomoides scalaris, Echinostoma
sp., Echinostomatidae gen. sp. 1 e Echinostomatidae gen. sp. 4, obtidas no presente estudo (em destaque) e sequéncias de outros Echinostomatoidea.

Espécies 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
1. Echinostoma sp.
2. Echinostomatidae gen.sp.  29,12%
3. Echinostomatidae gen. sp.  2234%  35,60%
4. Prionosomoides scalaris 31,06%  39,40%  29,92%
5. Patagifer bilobus 24,40%  31,49% 2120% 24,28%
6. Patagifer sp. 2550% 3557% 24,35% 26,67%  859%
7. Rhopalias sp. 3 24,98% 2303% 2661% 31,10% 27,25% 29,42%
8. Rhopalias sp. 2 30,11%  24,35%  34,00% 39,93% 32,69% 32,77%  10,66%
9. Rhopalias sp. 1 2838% 2381% 27,14% 3513% 28,14% 29,13% 1027%  8,95%
10. Neopetasiger islandicus 3334% 3725% 3573% 4343% 34,63% 3231% 31,92% 39,00%  36,56%
11. Drepanocephalus auritus 3422% 3107% 3694% 3940% 3751% 37,11% 30,15% 36,16% 33,42% 3820%
12. D. mexicanus 40,75%  32,61%  42,88% 43,70% 40,38% 37,02% 34,71% 37,61% 34,05% 42,20%  18,01%
13. Euparyphium albuferensis ~ 32,28% 36,58% 30,77% 3844% 34,94% 3524% 2935% 30,21% 29,36% 42,65% 36,14% 47,69%
14. Echinoparyphium poulini 3357% 3951% 29,02% 34,38% 3058% 32,93% 29,71% 37,04% 31,15% 42,99% 4143% 49,58%  22,68%
15. E. recurvatum 33,78%  3572% 2855% 36,94% 31,50% 33,89% 27,01% 34,68% 31,33% 43,65% 39,88% 48,07% 27,16%  22,09%
16. Hypoderaeum sp. 30,70%  34,78% 30,97% 30,40% 26,30% 2538% 26,60% 26,97% 26,00% 42,56% 40,72% 40,51% 29,70% 2841%  26,75%
17. E. aconiatum 2758% 33,89% 26,05% 30,84% 24,03% 2342% 2942% 3183% 28,14% 3663% 3666% 4091% 3201% 2571% 26,82% 2517%
18. Echinostoma trivolvis 17,30%  34,44% 2264% 2920% 21,62% 24,80% 27,10% 3446% 27,24% 3554% 3646% 3821% 33,06% 3021% 2961% 30,90% 27.42%
19. Echinostoma sp. 594%  31,02% 21,88% 3093% 22,19% 2259% 26,14% 29,81% 2864% 3379% 3339% 4081% 31,83% 32,08% 3391% 2907% 26,30% 1589%
20. Echinostoma revolutum 1342%  31,80% 20,71% 29,25% 22,19% 2492% 2802% 3132% 2946% 3510% 32,83% 37,68% 3231% 3077% 3236% 2815% 2657% 13,62%
21. Echinostoma robustum 1349%  32,42% 21,71% 32,25% 2427% 2477% 2533% 3159% 27,04% 3480% 3270% 3605% 3496% 3593% 3244% 30,89% 2858% 14,06%
22. Echinostoma bolschewense  1817% 2849% 2387% 3058% 22,82% 2525% 2439% 2523% 2580% 34,49% 3603% 42,72% 31,00% 31,19% 3149% 2684% 2650% 18,01%
23. Echinostoma paraulum 14,64% 29,99% 21,74% 31,83% 2558% 2577% 2580% 3168% 2746% 3509% 3597% 3694% 32,12% 30,86% 2867% 27,10% 28,73% 1595%
24. Echinostoma caproni 16,99%  31,79% 2395% 27,90% 2256% 24,63% 3170% 3242% 29,16% 38,69% 3236% 3950% 3240% 32,87% 30,06% 30,84% 2457% 1566%
25. Echinostoma paraensei 16,87%  32,03% 2249% 30,12% 2141% 2093% 3242% 3490% 2805% 34,14% 3755% 39.87% 34,81% 3179% 3199% 27.44% 2417% 14,01%
26. Echinostomatidae sp. 1 2650% 32,03% 2455% 2972% 20,63% 2027% 2522% 2945% 2521% 3861% 32,80% 3522% 3317% 3056% 27,03% 2573% 2531% 21,19%
27. Echinostomatidae sp. 2 26,99% 33,34% 2596% 30,37% 22,38% 2243% 2332% 2938% 2538% 3449% 3640% 3825% 31,30% 2855% 29,16% 24,43% 2441% 2582%
28. Echinostomatidae sp. 3 22,75% 31,19% 24,06% 29,74% 19,55% 18,80% 21,04% 27,34% 2431% 3516% 32,77% 3838% 3494% 2980% 30,31% 26,79% 28,06%  22,04%
29. Echinoparyphium ellisi 31,20% 37,88% 26,90% 34,73% 28,20% 27,08% 32,40% 32,77% 31,86% 42,28% 39,79%  46,60% 19,57% 17,96% 20,85% 24,73%  24,80%  29,08%
30. Fasciola hepatica 2244% 29,96% 24,46% 31,06% 2447% 2574% 23.88% 27,31% 2424% 3307% 32,88% 3491% 3590% 3566% 31,82% 32,05% 2811%  26,15%
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Espécies

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

. Echinostoma sp.

. Echinostomatidae gen. sp.
. Echinostomatidae gen. sp.
. Prionosomoides scalaris

. Patagifer bilobus

. Patagifer sp.

. Rhopalias sp. 3

. Rhopalias sp. 2

. Rhopalias sp. 1

10. Neopetasiger islandicus
11. Drepanocephalus auritus
12. D. mexicanus

13. Euparyphium albuferensis
14. Echinoparyphium poulini
15. E. recurvatum

16. Hypoderaeum sp.

17. E. aconiatum

18. Echinostoma trivolvis

19. Echinostoma sp.

20. Echinostoma revolutum
21. Echinostoma robustum
22. Echinostoma bolschewense
23. Echinostoma paraulum
24. Echinostoma caproni

25. Echinostoma paraensei
26. Echinostomatidae sp. 1
27. Echinostomatidae sp. 2
28. Echinostomatidae sp. 3
29. Echinoparyphium ellisi
30. Fasciola hepatica

O©Coo~NOoO Ok~ WNE

12,61%
12,96%
17,58%
14,57%
15,38%
16,34%
24,76%
23,86%
20,12%
31,13%
23,34%

11,25%
15,52%
13,40%
16,47%
16,63%
23,31%
25,96%
18,77%
28,84%
24,22%

17,08%
10,12%
15,47%
15,17%
21,02%
26,66%
19,84%
30,32%
23,54%

17,91%
20,47%
18,67%
24,44%
25,98%
21,27%
27,70%
27,88%

15,71%
16,67%
21,19%
24,93%
20,73%
30,44%
23,95%

15,67%
20,70%
26,00%
21,52%
30,04%
26,95%

23,91%
27,28%
19,74%
29,99%
26,08%

16,77%
17,11%
29,25%
25,81%

20,27%
27,51%
27,73%

29,47%
23,34%

31,59%




Tabela 4. Valores de divergéncia nucleotidica (distancia p ndo corrigida) entre sequéncias parciais do marcador molecular Cox-1 de Prionosomoides scalaris obtidas no

presente estudo (em destaque) e sequéncias de outros Echinostomatoidea.
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Espécies 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1. Prionosomoides scalaris
2. Echinostoma hortense 26,42%
3. Echinostoma sp. 1712%  23,77%
4. Echinostoma caproni 1831%  22,82%  16,13%
5. Ribeiroia ondatrae 2161% 2337% 2711% 24,43%
6. E. recurvatum 1175% 19,06%  140%  7,52%  2599%
7. E. aconiatum 17,71% 22,34% 2050% 18,68% 21,79% 17,53%
8. Hypoderaeum sp. 2261% 2685% 1933% 22,92% 26,74% 1843%  18,88%
9. Echinostomatidae sp. 2262% 2820% 2117% 22,11% 2823% 1547% 1948%  22,34%
10. A. malayanum 2145% 2611% 2232% 2347% 2949% 1481% 1822% 23,94%  23,69%
11. A. sufrartyfex 2178% 2611% 2298% 23,03% 29,94% 1568% 1854% 24,28% 24,36%  0,49%
12. Fasciola gigantica 2246% 2021% 1956% 20,90% 20,07% 1160% 1811% 22,85% 26,02% 22,34%  23,01%
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Tabela 5. Valores de divergéncia nucleotidica (distancia p ndo corrigida) entre sequéncias parciais do marcador molecular 28S de Halipegus sp. obtidas no presente estudo
(em destaque) e sequéncias de outros Hemiuroidea.

Espécies 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
1. Halipegus sp.
2. Halipegus sp. 1,36%
3. Derogenidae sp. 1,39%  0,64%
4. Genarchella sp. 826%  693%  727%
5. Derogenes lacustris 821%  7,09%  744%  892%
6. Genarchella astyanactis 833%  699%  7,34%  0,00%  9,00%
7. Genarchopsis chubuensis 6,73%  555%  577%  526%  833%  526%
8. Genarchella pichileufuensis ~ 919%  7,84%  821%  1,36%  9,56%  137%  569%
9. Thometrema patagonica 9,07%  7,93%  809%  437%  954%  441%  556%  504%
10. Genarchella sp. 1 872%  756%  7,72%  2,99%  930%  299%  526%  2,90%  503%
11. A. problematica 806%  685%  685%  696%  845%  6,96%  3,59%  7,19%  7,17%  6,33%
12. Progonus muelleri 9,83%  856%  882% 1003% 573% 10,12%  9,82%  10,78% 10,47% 10,88%  10,84%
13. Thometrema lotzi 851%  745%  7,72%  4,65%  938%  4,69%  524%  494%  046%  503%  688% 47,69%
14. Derogenes varicus 11,07% 10,19% 1050% 1191% 650% 12,01% 11,72% 12,79% 12,35% 13,03% 13,61% 4958% 11,57%
15. Derogenes ruber 1333% 12,24% 12,74% 1463% 825% 1463% 14,74% 1603% 1541% 1552% 16,37% 4807% 1470%  2,85%
16. Gonocerca sp. 13,34% 1240% 1249% 1412% 1052% 1425% 13,07% 14,14% 14,11% 13,84% 14,18% 4051% 1347% 1315% 14,39%
17. Hemiperina manteri 13,98% 12,84% 1311% 13,37% 10,23% 13,49% 14,01% 14,40% 14,03% 1420% 1511% 4091% 1326% 11,93% 1461% 14,15%
18. G. muraenolepisi 14,99% 14,09% 1419% 1546% 1228% 1546% 14,35% 1548% 1556% 1511% 1549% 3821% 1491% 14,89% 1439% 096%  1590%
19. Halipegus sp. - 153%  1,02%  030% 842% 814% 851%  670%  948%  934%  895%  7,91% 4081% 894% 11,80% 1499% 1393% 1463% 1595%
20. Halipegus ovocaudatus 307%  2,25%  267%  941%  921%  937%  6,74%  10,63% 10,60% 1028%  8,64% 37,68%  9,93%  13,39% 18,98% 1574% 1592%  18,43%
21. Halipegus ovocaudatus 2,79%  1,98%  239%  9,09%  890%  921%  658% 10,31% 10,28% 10,12% 8,48%  3605%  9,61%  1305% 18,68% 1538% 1556%  18,23%
22. Halipegus ovocaudatus 2,71%  1,88%  230%  912%  893%  923%  655%  10,37% 10,33% 10,16%  849%  4272%  9,65%  13,17% 19,02% 1554% 1573%  18,44%
23. Robinia aurata 14,44% 1337% 13,89% 1402% 1196% 14,15% 14,92% 14,50% 13,99% 1500% 16,49% 3694% 1393% 1424% 1727% 18,03% 1867% 1981%
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Espécies 19 20 21

22

23

1. Halipegus sp.

2. Halipegus sp.

3. Derogenidae sp.

4. Genarchella sp.

5. Derogenes lacustris

6. Genarchella astyanactis

7. Genarchopsis chubuensis
8. Genarchella pichileufuensis

9. Thometrema patagonica

10
11
12

13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21,

22

23.

. Genarchella sp. 1

. A. problematica

. Progonus muelleri
Thometrema lotzi
Derogenes varicus
Derogenes ruber
Gonocerca sp.
Hemiperina manteri

G. muraenolepisi
Halipegus sp. -
Halipegus ovocaudatus
Halipegus ovocaudatus
. Halipegus ovocaudatus
Robinia aurata

2,94%

2,66% 0,26%

2,58% 0,13% 0,00%
15,70% 17,08%  16,70%

16,90%
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Tabela 6. Valores de divergéncia nucleotidica (distancia p ndo corrigida) entre sequéncias parciais do marcador molecular 28S de Posthodiplostomum sp. obtidas no presente

estudo (em destaque) e sequéncias de outros Diplostomoidea.

Espécies 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
1. Posthodiplostomum sp.
2. P. erickgreenei 4,32%
3. P. microsicya 423%  2,12%
4. P. macrocotyle 3,95%  1,76%  0,70%
5. P. orchilongum 4,88%  239%  230% @ 221%
6. Posthodiplostomum sp. 0,34%  395%  404%  377%  450%
7.P.nanum 0,34%  395%  4,04%  3,77%  4,50%  0,00%
8. Posthodiplostomum sp. 23 0,34%  3,95%  4,04%  377%  450%  0,00%  0,00%
9. P. cuticola 378%  4,98%  470%  461% 506%  360%  3,60%  3,60%
10. P. brevicaudatum 2,89%  518%  509%  481%  545%  2,71%  2,71%  2,71%  3,61%
11. P. pacificus 155%  4,32%  358%  376%  4,78%  1,38%  138%  138%  369%  2,44%
12. M. anterovarium 1,55%  4,13%  358%  358%  450% 138%  138%  138%  3,33% 226%  0,34%
13. M. pricei 164%  441%  385%  3,86%  459%  147% 147% 147% 360% 271% 077%  043%
14. Posthodiplostomumsp. 21 4,14%  2,03%  009%  079%  221%  3,95%  395%  395%  461% 500% 348%  348%  3,76%
15. Posthodiplostomumsp. 22 423%  2,12%  000% 070%  2,30%  4,04%  404%  404% 470% 509% 358% 358%  3,85%  0,09%
16. Bolbophorus cf. confusus 6,08%  7,58%  779%  7,69% 875%  589% 589% 58% 676% 7,44% 598% 598% 607% 769%  7,79%
17. Cercocotyla rhodesiensis 6,58% 7,81%  763% 7,72% 829%  639% 639%  639% 7,34% 7,28% 639% 620% 630% 753% 7,63%  6,65%
18. Cercocotyla sp. 6,41%  7,53%  7,55%  7,64% = 840%  621%  621% 621%  7,35%  7,10% 621% 603% 612%  745%  7,55%  6,67%  1,65%
19. O. podicipitis 252%  432%  442%  432%  460%  2,17%  2,17%  2,17%  451%  3,43%  2,25%  2,08%  2,52%  4,32%  442% 7,11%  687%  6,88%
20. O. ptychocheilus 2,73%  4,65%  465% @ 4,76%  4,96%  233% 233%  233% 506% 3,74% 242% 223%  272%  454%  4,65% 747%  7,09%  7,10%
21. Ornithodiplostomum sp. 305%  4,79%  488%  479%  506%  2,70%  270% 270% 515%  3,97% 270% 252%  296% 4,79%  4,88% 758%  668%  698%
22. Pulvinifer macrostomum 6,40%  815%  826%  8,16%  864%  640%  640%  640% 720% 7,52% 640% 640% 660% 816%  826%  591%  7,32%  7.42%
23. Crassiphiala sp. 6,00%  7,18%  7,38%  7,00% 746%  563% 563% 563% 675%  659%  553% 553%  581% 7,29% 7,38%  6,06%  602%  6,21%
24. Crassiphiala sp. 591%  6,71%  7,00%  681%  7,27%  554%  554%  554%  657%  6,31%  563% 563%  572% 7,000 7,00%  552% = 4,90%  5,28%
25. P. kinsellae 703%  7,18%  758%  729% 806%  6,65%  665% 665% 724% 7,16% 637% 637% 684% 748%  7,58% 720% 7,23%  7,25%
26. Uvulifer ambloplitis 583%  7,20%  749% 721% 7,78%  564% 564% 564% 696%  651% 545% 545% 573%  740% 7,49%  608%  555%  6,12%
27. Uvulifer spinatus 572%  6,63% 694%  664% 763% 553% 553% 553% 631% 613% 543% 543% 571% 684%  694% 560% 553%  583%
28. Bolbophorus sp. 561%  748%  7,49%  7,59% = 8,65%  542%  542%  542%  6,10%  6,86%  561%  561%  551%  7,39%  7,49%  2,17%  590%  6,11%
29. Alaria marcianae 551%  6,77%  7,07%  6,78%  7,35% 532% 532% 532% 637% 658% 560% 542% 551% 697% 7,01% 522%  647%  6,11%
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Espécies 19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

1. Posthodiplostomum sp.

2. P. erickgreenei

3. P. microsicya

4. P. macrocotyle

5. P. orchilongum

6. Posthodiplostomum sp.

7.P.nanum

8. Posthodiplostomum sp. 23

9. P. cuticola

10. P. brevicaudatum

11. P. pacificus

12. M. anterovarium

13. M. pricei

14. Posthodiplostomum sp. 21

15. Posthodiplostomum sp. 22

16. Bolbophorus cf. confusus

17. Cercocotyla rhodesiensis

18. Cercocotyla sp.

19. O. podicipitis

20. O. ptychocheilus 0,29%
21. Ornithodiplostomum sp. 0,94%
22. Pulvinifer macrostomum 7,08%
23. Crassiphiala sp. 5,62%
24. Crassiphiala sp. 5,91%
25. P. kinsellae 6,46%
26. Uvulifer ambloplitis 5,91%
27. Uvulifer spinatus 5,71%
28. Bolbophorus sp. 6,64%
29. Alaria marcianae 6,07%

0,86%
7,07%
6,21%
6,22%
6,94%
6,23%
5,97%
7,04%
6,09%

7,66%
6,09%
6,38%
7,31%
6,38%
6,38%
7,11%
6,82%

6,51%
6,72%
8,07%
6,82%
6,37%
5,63%
4,14%

2,17%
3,95%
2,97%
2,88%
5,79%
5,13%

3,77%
2,53%
2,42%
4,97%
5,33%

3,78%
3,71%
7,19%
6,62%

1,51%
5,71%
5,34%

5,31%
5,12%

5,13%
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Tabela 7. Valores de divergéncia nucleotidica (distancia p nao corrigida) entre sequéncias parciais do marcador molecular Cox-1 de Posthodiplostomum sp. obtidas no presente
estudo (em destaque) e sequéncias de outros Diplostomoidea.

Espécies 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
1. Posthodiplostomum sp.
2. P. centrarchi 16,82%
3. Posthodiplostomum sp. 21 1744%  19,53%
4. Posthodiplostomum sp. 23 544%  16,67%  17,00%
5. Poshodiplostomum sp. | 147%  16,16% 17,63%  6,50%
6. Poshodiplostomum sp. 11 16,15%  19,80%  1824% 16,69% 1581%
7. Poshodiplostomum sp. 11 1834%  20,98%  19,03% 18,39% 18,36%  20,47%
8. Poshodiplostomum sp. IV 1827%  18,98%  1836% 20,33% 1829% 2049%  17,45%
9. Posthodiplostomum pricei 18,78%  20,09%  1946% 1910% 1839% 17,81% 1959%  23,40%
10. Posthodiplostomum sp. 2034%  18,22%  19,02% 2137% 2037% 22,70% 16,98% 14,48% 21,.83%
11. P. erickgreenei 18,62%  20,26%  17,61% 1858% 19,10% 1582% 19,79% 21,20% 21,24%  17,58%
12. Posthodiplostomumsp. 22 17,74%  19,04% 1141% 1854% 1821% 17,08% 17,13% 18,06% 17,98% 14,86% 13,98%
13. Uvulifer prosocotyle 2450%  24,84%  2385% 2521% 24,03% 26,36% 26,36% 28,05% 27,46% 26,60% 22,82%  24,98%
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Tabela 8. Valores de divergéncia nucleotidica (distancia p ndo corrigida) entre sequéncias parciais do marcador molecular 28S de Atamatamidae sp., Atamatam sp., e
Baracktrematidae sp., obtidas no presente estudo (em destaque) e sequéncias de outros Schistosomatoidea.

Espécies 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
1. Baracktrematidae sp.
2. Atamatamidae sp. 21,83%
3. Atamatam sp. 2374%  4.21%
4. Spirorchiidae sp. 042%  20,60% 22,34%
5. Neospirorchis sp. 1811% 20,02% 20,95% 17,01%
6. Baracktrema obamai 16,28%  19,05%  20,66% 1503%  15,37%
7. Neospirorchis sp. 18.80% 20,61% 2156% 17,64%  1,46%  1556%
8. Neospirorchis sp. 18,67% 21,22%  22,39% 1829%  8,26%  14,68%  8,72%
9. Unicaecum sp. 15,74%  19,75%  20,41% 1457% 1530% 14,37% 1550% 17,19%
10. Spirorchiidae sp. 2051% 2039% 21,31% 1897% 17,77% 16,74% 1833% 1743% 16,88%
11. Vasotrema cf. robustum 20,14% 20,32% 20,71% 1926% 18,54% 16,66% 19,11% 17.42% 1791%  1,68%
12. Vasotrema robustum 20,14% 20,04% 2085% 1870% 18,09% 1627% 1865% 1696% 17,50% 146%  0,17%
13. Neospirorchis sp. 20,62% 22,65%  23,62% 19,16%  9,69%  1599% 10,31% 563% 1852% 1943% 19,61% 18,98%
14. Spirorchiis scripta 21,10% 1958%  20,10% 1965% 17,36% 1527% 17,90% 16,70% 1509% 11,23% 11,26% 10,73%  18,30%
15. Spirorchiis artericola 2097% 19,36% 19,77% 19,78% 17,25% 1517% 17,79% 1659% 14,97% 1123% 11,15% 1073% 17,87%  0,59%
16. Spirorchiis haematobius 21,06% 19,90% 2022% 20,01% 17,38% 1536% 17,94% 1654% 1527% 1150% 10,88% 10,88% 18,09% 087%  1,05%
17. Spirhapalum polesianum 21,18% 19,89% 2025% 19,89% 17,08% 1623% 17,41% 16,36% 1510% 1048% 10,57% 1027% 1743% 6,10%  6,00%  6,10%
18. Uterotrema sp. 2150% 19,70% 20,14% 19,36% 20,77% 1828% 20,75% 21,08% 17,36% 16,66% 16,60% 1622% 22,08% 14,94% 1492% 1509% 1573%
19. Spirhapalum siamensis 22,85% 20,98% 21,03% 21,32% 1899% 17,48% 1955% 1855% 16,35% 12,56% 12,63% 12,05% 2051% 6,60%  698%  7,10%  7,98%  17,67%
20. Schistosoma haematobium  2687%  1745% 17,10% 24,68% 2471% 2523% 2494% 2591% 2240% 2397% 24,22% 2338% 27,11% 23,97% 2399% 2454% 23,65%  24,92%
21.T. querquedulae 2488% 13,68% 14,05% 22,91% 21,16% 2048% 21,40% 2256% 19,87% 20,49% 21,39% 20,60% 24,02% 1898% 1899% 19,66% 19,40% 20,83%
22. A. terrigalensis 2252% 12,33% 12,95% 21,65% 2045% 19,09% 20,68% 2128% 1848% 1973% 19,86% 1938% 22,90% 1935% 19,11% 1977% 19,72% 19,74%
23. Atamatamidae sp. P08 2244%  028%  3,91% 21,69% 2073% 1992% 2138% 2190% 1973% 21,10% 20,72% 20,72% 23,96% 20,22% 19,84% 2045% 20,39% 19,76%
24. Paratamatam iquitosiensis ~ 2245%  353%  323% 20,86% 19,30% 19,31% 20,10% 2048% 19,71% 20,36% 20,77% 20,35% 21,63% 19,63% 1930% 19,85% 1972%  19,10%
25. Atamatamidae sp. P13 2430%  418%  0,19%  23,15% 2142% 2146% 2207% 2276% 2051% 22,20% 21,69% 21,69% 24,35% 20,87% 20,49% 21,10% 20,87% 20,56%
26. Atamatam amazoniensis 2388% 417%  052% 2171% 2036% 20,07% 2095% 21,94% 1996% 21,00% 2097% 2054% 22,91% 19,69% 1936% 20,14% 19,96% 19,47%
27. Atamatamidae sp. 1 2233%  2,66%  2,95% 21,11% 1976% 1955% 1976% 20,65% 20,10% 20,22% 2091% 20,12% 22,63% 20,00% 19,61% 20,71% 20,07% 20,01%
28. Atamatamidae sp. 2 2233%  277%  3,06% 21,11% 1990% 19,68% 1990% 2079% 20,10% 20,36% 21,06% 2026% 22,79% 20,14% 19,74% 20,85% 20,20% 20,15%
29. Pitiutrema revelae 25,69%  9,94%  977%  2323% 22,08% 21,28% 22,32% 23.83% 21,74% 21,40% 2248% 2163% 24,89% 21,16% 2151% 22,17% 2120% 2151%
30. Hapalotrematidae sp. A 2280% 10,61% 1055% 21,01% 1956% 20,16% 2027% 19,88% 20,76% 20,21% 20,75% 19,98% 21,84% 19,78% 20,02% 2047% 20,39% 20,67%
31. Hapalotrematidae sp. C 2346% 10,86% 10,60% 20,90% 20,05% 20,65% 20,40% 2055% 20,72% 20,62% 2131% 20,74% 2152% 20,26% 2028% 20,77% 19,96%  20,90%
32. Hapalotrematidae sp. B 2364% 12,11% 1152% 21,38% 2197% 20,86% 2259% 22,15% 2341% 2145% 2239% 2167% 23,80% 2156% 2181% 2248% 2151% 21,70%
33. Amphiorchis sp. 24,04% 11,46% 1097% 21,61% 2049% 2025% 21,22% 22,11% 2028% 20,20% 21,12% 20,45% 22,68% 19,79% 20,04% 20,64% 19,62% 20,69%
34. Learedius learedi 2285% 11,59% 11,39% 20,92% 19.64% 20,19% 20,00% 21,13% 20,77% 19,09% 1999% 1935% 2191% 1993% 20,17% 20,78% 19,75% 19,95%
35. Hapalotrematidae sp. B 2352%  12,01% 1143% 21,25% 2199% 20,75% 22,62% 22,06% 23,30% 21,34% 2228% 2156% 23,67% 2145% 21,70% 22,36% 2141% 2159%
36. Hapalotrematidae sp. B 23,64% 12,00% 1142% 21,38% 22,09% 20,86% 2272% 22,03% 2341% 2145% 2239% 2167% 23,64% 2156% 2181% 2248% 2151% 21,70%
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Espécies 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
37. Hapalotrema mistroides 2414% 12,01% 1183% 21,86% 2130% 2156% 2153% 2256% 21,83% 21,19% 2214% 2143% 2342% 2051% 2052% 21,14% 2041% 2152%
38. Hapalotrema synorchis 2406% 12,96% 12,33% 22,06% 20,36% 20,73% 20,72% 21,238% 21,14% 20,22% 20,71% 20,05% 2186% 19,89% 1991% 20,97% 20,01% 2124%
39. O. canaliculata 2230% 12,32% 12,61% 2142% 20,63% 1942% 20,75% 21,68% 1887% 20,64% 2033% 19,94% 2294% 19,80% 1956% 20,01% 19,98%  20,04%
40. Carettacola hawaiiensis 2391% 13,68% 13,14% 22,31% 22,69% 2031% 22,81% 23,13% 2144% 22,04% 2231% 21,35% 2549% 21,10% 2111% 2189% 20,86% 21,42%
41. D. pulverulenta 2439% 1336% 13,32% 2253% 20,61% 1957% 20,83% 22,10% 1858% 21,18% 2174% 21,05% 2368% 19,36% 1937% 19,82% 20,32%  20,69%
42. B. loxodontae 2336% 1324% 1370% 2137% 1993% 20,39% 20,82% 20,97% 1892% 2050% 2045% 19,80% 2220% 19,85% 19,86% 20,22%  19,68%  20,59%
43. Bivitellobilharzia nairi 2337% 1343% 13,90% 21,38% 20,14% 2047% 21,03% 2107% 19,12% 20,95% 20,89% 20,23% 22,20% 20,06% 20,07% 20,54% 19,89%  20,92%
44. Trichobilharzia longicauda  2420% 1336% 13,73% 22,19% 21,16% 20,16% 21,40% 22,45% 1976% 20,38% 2127% 2049% 2387% 1888% 1889% 19,30% 19,61%  20,58%
45, Cardicola aurata 2698% 27,01% 2638% 2452% 24,66% 2348% 2416% 2508% 24,92% 2417% 2501% 24,32% 2849% 24,34% 2460% 2521% 23,81%  23,09%
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Espécies 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
1. Baracktrematidae sp.
2. Atamatamidae sp.
3. Atamatam sp.
4. Spirorchiidae sp.
5. Neospirorchis sp.
6. Baracktrema obamai
7. Neospirorchis sp.
8. Neospirorchis sp.
9. Unicaecum sp.
10. Spirorchiidae sp.
11. Vasotrema cf. robustum
12. Vasotrema robustum
13. Neospirorchis sp.
14. Spirorchiis scripta
15. Spirorchiis artericola
16. Spirorchiis haematobius
17. Spirhapalum polesianum
18. Uterotrema sp.
19. Spirhapalum siamensis
20. Schistosoma haematobium 24,91%
21. Trichobilharzia querquedulae 2130%  13,09%
22. Austrobilharzia terrigalensis 2058%  12,92%  10,11%
23. Atamatamidae sp. P08 21,58% 1682% 14,08% 12,14%
24. Paratamatam iquitosiensis 2069% 1698%  13,38% 11,94%  3,39%
25. Atamatamidae sp. P13 2145%  16,39%  14,42% 12,62%  4,08%  3,18%
26. Atamatam amazoniensis 20,49%  16,88%  13,74% 12,66% 4,08% 3,00  0,37%
27. Atamatamidae sp. 1 21,07% 1667% 1280% 1133% 267%  272%  2,66%  283%
28. Atamatamidae sp. 2 2121%  1667% 1280% 1133% 278%  282% 278% 293%  0,10%
29. Pitiutrema revelae 22,05% 1821%  14,21% 1427% 1006% 8,74%  947%  953%  830%  842%
30. Hapalotrematidae sp. A 2067% 1561% 1376% 1252% 10,79% 9,80% 1043% 1020% 891%  9,02%  11,.85%
31. Hapalotrematidae sp. C 2153% 1631% 14,73% 12,35% 11,04% 10,13% 1058% 1025% 9,56%  9,68%  12,88%  7,35%
32. Hapalotrematidae sp. B 2312% 16,62% 14,44% 1305% 1239% 1073% 11,69% 1125% 10,83% 1095% 1322% 594% 9,18%
33. Amphiorchis sp. 21,65% 17,04% 1466% 12,85% 1166% 1084% 1131% 1061% 1049% 1049% 1279% 842% 530%  9,59%
34. Learedius learedi 21,08% 1607% 1430% 1214% 1193% 1042% 1154% 1103% 10,75% 1087% 1289% 853% 586% 1031%  6,64%
35. Hapalotrematidae sp. B 2301% 1663% 14,34% 1306% 12,29% 10,64% 1159% 11,16% 10,72% 10,84% 13,12% 595% 9,09%  0,00%  9,49%  10,21%
36. Hapalotrematidae sp. B 2312% 16,73% 14,44% 1315% 1228% 10,63% 1158% 11,15% 10,71% 10,83% 1322% 6,04% 9,08% 0,09% 959% 10,31% 0,00%
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Espécies 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
37. Hapalotrema mistroides 21,88% 1643% 1470% 1339% 12,06% 11,77% 1191% 1145% 11,35% 1147% 1352% 863%  585% 10,09%  6,64%  501%  10,00% 10,09%
38. Hapalotrema synorchis 2043% 17,10% 16,04% 1327% 1327% 11,65% 1266% 11,95% 1197% 12,10% 1395% 870%  6,63% 1092%  6,62%  264%  10,83% 10,92%
39. O. canaliculata 2042% 12,31%  998%  2,00% 1213% 11,73% 12,15% 12,33% 11,18% 11,18% 14,04% 12,06% 1191% 1322% 12,71% 1140% 1323% 13.32%
40. Carettacola hawaiiensis 2248% 17,69% 1534% 1330% 1369% 13,00% 13,09% 12,96% 13,00% 13,12% 17,02% 1328% 1324% 1441% 1338% 13,16% 14,32% 14,31%
41. D. pulverulenta 2134% 1220%  326%  9,80%  1374% 12,75% 1374% 13,02% 1293% 12,93% 1423% 1356% 1382% 1448% 1407% 1350% 14,38%  14,48%
42. B. loxodontae 2126%  9,69%  942%  9,26%  1315% 12,67% 1358% 1340% 1298% 12,98% 1509% 12,66% 1339% 1379% 1459% 1338% 13,80% 13,90%
43. Bivitellobilharzia nairi 2147%  9,69%  9.80%  9,64%  1336% 12,86% 13,79% 1359% 13,22% 1322% 1528% 12,85% 13,79% 13,98% 14,98% 1377% 14,00%  14,09%
44. Trichobilharzia longicauda  2092% 1299%  052%  992%  13,73% 1306% 14,07% 1342% 12,55% 1255% 14,09% 1343% 14,96% 14,26% 14,69% 14,32% 14,16% 14,26%
45, Cardicola aurata 2557% 29,09% 2625% 27,28% 2743% 2503% 27,00% 2531% 2507% 2521% 27,39% 2556% 2511% 2533% 24,64% 2520% 2533% 25733%

Espécies 37 38 39 40 41 42 43 44 45
37. Hapalotrema mistroides
38. Hapalotrema synorchis 6,05%
39. O. canaliculata 1242%  12,70%
40. Carettacola hawaiiensis 1420%  13,77%  12,75%
41. D. pulverulenta 1414% 14,61% 957%  14,68%
42. B. loxodontae 14,02% 1450%  865%  14,18%  8,64%
43. Bivitellobilharzia nairi 1441% 1490%  9,03%  1457% 892%  0,35%
44. Trichobilharzia longicauda  14,73% 1595%  9,70%  1506%  344%  9,25%  9,62%
45, Cardicola aurata 2584%  26,16% 2691% 2561% 2494% 26,33% 26,18%  26,09%




Tabela 9. Valores de divergéncia nucleotidica (distancia p ndo corrigida) entre sequéncias parciais do marcador molecular Cox-1 de Baracktrematidae sp., obtidas no presente

estudo (em destaque) e sequéncias de outros Schistosomatoidea.
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Espécies 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
1. Baracktrematidae sp.
2. Neospirorchiis sp. 21,91%
3. Neospirorchiis sp. 2267%  7,02%
4. Atamatamidae sp. P8 37,72%  26,61%  28,02%
5. Atamatamidae sp. P9 37,72%  26,61% 28,02%  0,00%
6. Atamatamidae sp. P10 37,72% 2661% 28,02% 0,00%  0,00%
7. Atamatamidae sp. P11 37,72% 2661% 2802% 000%  0,00%  0,00%
8. Atamatamidae sp. P13 41,01% 2523% 2925% 24,83% 24,83% 24,83% 24,83%
9. Atamatamidae sp. P12 4092%  2514% 29,13% 24,78% 24,78% 24,78% 24,78%  0,00%
10. Atamatamidae sp. P14 4092%  2514% 29,13% 24,78% 24,78% 24,78% 24,78%  0,00%  0,00%
11. Atamatamidae sp. P15 4092% 2514% 2913% 24,78% 24,78% 24,78% 24,78% 000%  000%  0,00%
12. Atamatamidae sp. P17 37,72% 26,61% 2802% 000%  000% 000% 000% 24,83% 2478% 24,78% 24,78%
13. Atamatamidae sp. P.19  34,75% 26,61% 2802% 000% 000% 000% 000% 2262% 2257% 2257% 2257%  0,00%
14. H. mistroides 28,72%  24,68%  23,55% 26,70% 26,70% 26,70% 26,70% 27,83% 27,72% 27,72% 27,72% 26,70%  26,70%
15. Learedius learedi 31,08% 29,30%  2627% 27,55% 27,55% 2755% 27,55% 26,68% 26,57% 2657% 2657% 2755% 27,55%  16,62%
16. Neospirorchis sp. 2551%  693%  1150% 31,12% 31,12% 31,12% 31,12% 27,51% 27,40% 27,40% 27,40% 31,12% 31,12% 26,80%  30,59%
17. Neospirorchis sp. 2365%  536%  9,.87%  29,56% 29,56%  29,56% 29,56%  26,56% 26,46% 26,46% 26,46% 29,56%  29,56%  26,75% 29,31%  7,54%
18. N. schistosomatoidea ~ 24,00%  824%  630% 2850% 2850% 2850% 28,50% 30,14% 30,02% 30,02% 30,02% 2850% 2850% 22,78% 27,05% 921%  854%
19. N. pricei 2117%  1131%  12,66% 26,28%  2628% 2628% 26,28%  2742% 2731% 27,31% 27,31% 2628% 2628% 27,10% 2620% 1518% 1439% 12,91%
20. Schistosoma mansoni _ 3757%  31,32% 29,18%  3837% 38,37% 38,37% 3837%  4361% 4351% 4351% 4351%  3837% 3493% 3233% 2945%  3248% 32,36% 3021%  3421%




