UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PARASITOLOGIA

MARIANA BRANDAO SIMOES

BIODIVERSIDADE DE HELMINTOS PARASITOS DE PEIXES DO BAIXO RIO
DOCE, BRASIL

Belo Horizonte

2024



MARIANA BRANDAO SIMOES

BIODIVERSIDADE DE HELMINTOS PARASITOS DE PEIXES DO BAIXO RIO
DOCE, BRASIL

Tese apresentada ao Programa de
Pés-graduacdo em Parasitologia,
Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Federal de Minas
Gerais, como requisito parcial para a
obtencdo do titulo de Doutora em
Parasitologia.

Area de concentracdo: Helmintologia
Orientador: Dr. Hudson Alves Pinto

Coorientadora: Dra. Narcisa
Imaculada Brant Moreira

Belo Horizonte

2024



Simodes, Mariana Brandao.
Biodiversidade de helmintos parasitos de peixes do baixo Rio
Doce, Brasil [manuscrito] / Mariana Brandao Simdées. — 2024.
186 f.: il.; 29,5 cm.

Orientador: Dr. Hudson Alves Pinto. Coorientadora: Dra. Narcisa

Imaculada Brant Moreira.
Tese (doutorado) — Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de
Ciéncias Biologicas. Programa de Pos-Graduacao em Parasitologia.

043

1. Parasitologia. 2. Taxonomia. 3. Helmintos. 4. Osteichthyes. |. Pinto,
Hudson Alves. Il. Moreira, Narcisa Imaculada Brant. |ll. Universidade Federal
de Minas Gerais. Instituto de Ciéncias Bioldgicas. IV. Titulo.

CDU: 576.88/.89

Ficha catalografica elaborada pela bibliotecaria Jéssica Patricia Silva de 5a — CRB 6 - 3430



.‘I&ll'..
-ﬁ-‘t?}- KAl g}-o..

»
o

oo

. w
S e
AT

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PARASITOLOGIA
FOLHA DE APROVACAO

TESE 352/2024/01

TITULO DA TESE: "BIODIVERSIDADE DE HELMINTOS PARASITOS DE PEIXES DO BAIXO RIO DOCE,
BRASIL"

ALUNA: MARIANA BRANDAO SIMOES
AREA DE CONCENTRACAO: HELMINTOLOGIA
Tese de Doutorado defendida e aprovada, no dia vinte e sete de fevereiro de 2024, pela Banca

Examinadora designada pelo  Colegiado do Programa de Po6s-Graduacao Parasitologia da
Universidade Federal de Minas Gerais constituida pelos seguintes Doutores:

José Luis Fernando Luque Alejos

Membro externo - UFRRJ

Reinaldo Jose da Silva

Membro externo - UNESP/BOTUCATU

Ricardo Massato Takemoto

Membro externo - UEM

Simone Chinicz Cohen

Membro externo - FIOCRUZ, RJ

Narcisa Imaculada Brant Moreira

Coorientadora - UFES



Hudson Alves Pinto

Orientador - UFMG

Belo Horizonte, 27 de fevereiro de 2024.

Documento assinado eletronicamente por Hudson Alves Pinto, Professor do Magistério
Superior, em 28/02/2024, as 16:53, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no
art. 5° do Decreto n® 10.543. de 13 de novembro de 2020.

il
Sel
assinatura 2

eletrénica

Documento assinado eletronicamente por Reinaldo José da Silva, Usudrio Externo, em
28/02/2024, as 19:40, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 5° do
Decreto n® 10.543. de 13 de novembro de 2020.

—
i«
Sel

aum_al ura

eletrénica

Documento assinado eletronicamente por Simone Chinicz Cohen, Usudrio Externo, em
28/02/2024, as 21:39, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 5° do
Decreto n” 10.543, de 13 de novembro de 2020.

ji
sel!
asinatura
eletrdnica

Documento assinado eletronicamente por Narcisa Imaculada Brant Moreira, Usudria Externa, em
29/02/2024, as 18:13, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 5° do
Decreto n” 10.543, de 13 de novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por José Luis Fernando Luque Alejos, Usudrio Externo,
em 04/03/2024, as 14:38, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 5° do
Decreto n® 10.543, de 13 de novembro de 2020.

.
1
seil o
assinatura

eletrénica

Documento assinado eletronicamente por Ricardo Massato Takemoto, Usuario Externo, em
04/03/2024, as 15:09, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 5° do
Decreto n® 10.543. de 13 de novembro de 2020.

il
Sel
assinatura 2
eletrénica

X% acao=documento conferir&id orgao acesso externo=0, informando o cod igo verificador
3026151 e o codigo CRC C516F748.

Refer&ncia: Processo n® 23072.207811/2024-77 SEI n® 3026151



Trabalho desenvolvido no Laboratério de
Biologia de Trematoda, Departamento de
Parasitologia, Instituto de Ciéncias
Bioldgicas, Universidade Federal de Minas
Gerais e no Laboratério de Helmintologia
Animal, Departamento de Patologia,
Universidade Federal do Espirito Santo.



AGRADECIMENTOS

7

Qualquer desafio que aceitamos enfrentar e superamos € muito mais
gratificante quando temos pessoas que fazem toda diferenga em nossas vidas.
E todo 0 meu percurso para chegar até aqui, finalizando uma tese de doutorado,
s6 foi possivel gracas a essas pessoas. Somente essas palavras ndo seréo o

suficiente para descrever o tamanho da minha gratidao a todos.

O inicio do meu doutorado foi totalmente surpreendente devido,
infelizmente, a pandemia da Covid-19. Tive que readaptar todo o meu projeto e
a minha vida para superar um dos maiores desafios dos tempos modernos. Nada
disso seria possivel sem 0 apoio e a compreensao de diversas pessoas, em

especial, aos meus orientadores.

Ao meu orientador Hudson Alves Pinto, que, desde a minha defesa de
mestrado, da qual fez parte da banca avaliadora, tracamos uma caminhada
cientifica amigavel. Me estimulou a entrar no doutorado, mesmo sabendo dos
desafios de morar em outro estado. Acreditou desde o inicio no potencial do
projeto e, o mais importante, sempre salientou que, com determinagao e,
segundo suas proprias palavras, “animacgao”, tudo seria possivel. Muito obrigada
pelos ensinamentos, pela paciéncia e compreensdo ao longo de todos estes

anos.

A minha querida amiga e coorientadora, Narcisa Imaculada Brant Moreira,
por toda a contribuicdo ao longo desses 13 anos de parceria e paciéncia. Me
acolheu como sua primeira aluna, que chegou sem avisar em sua vida logo no
inicio da sua carreira na UFES. Desde entdo, foi parte indispensavel da minha
caminhada académica, o que permitiu o surgimento de uma linda amizade.
Amadureci com seus conselhos, suas puxadas de orelha e com o seu carinho.

Posso dizer que a profissional que me tornei hoje reflete muito voceé.

A minha familia, em especial a minha mae, Ana Maria, que me apoiou e me
estimulou imensamente nesta trajetdria académica. Sem ela, muitas coletas nao
seriam possiveis. Esteve comigo nem que se fosse apenas para me acompanhar
no carro até cidades no interior do estado. Ao meu pai, Tevanis, que sempre me

estimulou a estudar e correr atrds dos meus sonhos. Também quero agradecer



aos meus irmaos, Belorme e Leticia, e minha avd, Maria, que sempre tiveram

orgulho das minhas conquistas. Sou grata pelo apoio por todos esses anos.

Ao meu esposo, Diego, que vem me acompanhado nessa trajetoria
académica desde o mestrado, me ajudando a superar e me estimulando a
sempre buscar o melhor de mim. Nao tenho palavras para agradecer todo o
apoio que me deu, desde o namoro, noivado, até o nosso casamento no ultimo
ano do meu doutorado. Agradeco por ter participado de todo o processo, das
angustias, ansiedades, alegrias e até mesmo das coletas. Muito obrigada por
sua paciéncia, por sempre acreditar em mim e contribuir para que a nossa

histéria chegasse até aqui.

Aos meus amigos do Laboratério de Helmintologia Animal, em especial ao
Elimayke, que contribuiu imensamente para a conclusdo deste projeto. Sempre
muito determinado e entusiasmado em fazer a coisa dar certo. E uma pessoa
que posso contar sempre, tanto com a contribuicdo cientifica quanto com a sua
amizade. Também quero agradecer a Yasmin Madureira, por toda ajuda em
traducbes e montagem dos mapas. Agradeco também a Jodo Maike,

Washington e Leonardo, que me ajudaram e acreditaram no potencial do projeto.

Aos queridos amigos e colegas do Laboratoério de Biologia de Trematoda,
que receberam essa capixaba de bracos abertos em Belo Horizonte e
contribuiram muito nessa longa trajetéria. Quero agradecer em especial a
Danimar Lopéz-Hernandez, que foi uma das primeiras pessoas que me acolheu
na cidade e contribuiu muito nas andalises moleculares realizadas neste projeto.
Agradeco também a Marisa Valadao, sempre tdo carinhosa e divertida comigo,
a Olivia Soares, Jordana Assis, Nubia e Phillipe Vieira Alves por toda ajuda e

conselhos, que foram muito valiosos para este trabalho.

Aos professores do Departamento de Patologia da UFES, em especial a
agueles que sempre encontrava pelos corredores da Universidade: Prof2 Blima
Fux, Kénia Valéria dos Santos, Sara Tavares, Cinthia Furst e Prof. Gustavo Leite.

Sou grata a todos pelos conselhos e ajuda ao longo desses anos.

Tenho muita gratiddo ao auxilio e apoio dos técnicos do Laboratorio de
Ultraestrutura Celular Carlos Antonio Redins (Luccar) pela elaboracdo das



imagens em microscopia eletronica de varredura, pela permissao da utilizacao

dos equipamentos pelo Prof. Marco Cezar, diretor desse laboratorio.

Muito esfor¢co deste trabalho também ocorreu gracas ao empenho dos
pescadores e moradores locais em cada ponto de coleta, que nos auxiliou no
reconhecimento da area e no processo de captura dos peixes. Agradeco
particularmente ao Sr. Milton, em Regéncia; Dona Aparecida e os pescadores
Fernando e o filho em Linhares; Sr. Antonio e Alcino, pescadores em Colatina;

Sr. Silas, pescador em Baixo Guandu e Aimorés.

A Sumara Aparecida Guilherme e Sibele das Gracas Guilherme Abreu,
secretarias do Programa de Pdés-Graduacdo em Parasitologia, ICB, UFMG.

Agradeco a disposicao e rapidez para solucionar tudo.

Aos professores do Programa de Pés-Graduacdo em Parasitologia, pelos

conhecimentos oferecidos.

A Fundacdo Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES), pela concessao da bolsa de doutorado nos primeiros anos

do curso.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq) pelo auxilio financiamento das analises moleculares (Edital Universal
2021, processo 404083/2021-8).

Agradeco ainda a todos que ndo mencionei, mas que contribuiram para que

este sonho pudesse ser possivel. A todos, 0 meu muito obrigada!



RESUMO

Estudos envolvendo a biodiversidade de helmintos parasitos de peixes tém
possibilitado a ampliagio do conhecimento sobre diferentes aspectos
relacionados as relacdes parasito-hospedeiro envolvendo estes organismos, tais
como a potencialidade de alguns grupos de helmintos atuarem como
bioindicadores da qualidade do ambiente. Em se tratando de ambientes
degradados, o Rio Doce € um exemplo de ambiente impactado por
contaminacdo de rejeitos de minério ocorridos em novembro de 2015, em
Mariana, Minas Gerais. Embora estudos sobre a helmintofauna de peixes
possam trazer informacdes sobre a salde ambiental, dados sobre essa tematica
sao praticamente inexistentes para este importante rio brasileiro. Dessa forma,
0 presente estudo visa contribuir para o conhecimento da taxonomia da
helmintos parasitos de peixes na regido do Baixo Rio Doce. Para isso, coletas
de peixes foram realizadas na calha principal do Rio Doce em trés regides
localizadas em centros urbanos no norte do Espirito Santo (Linhares, Colatina e
Baixo Guandu) e em trés afluentes. Os peixes coletados foram necropsiados e
os helmintos encontrados foram fixados e posteriormente processados para
estudo morfolégico em microscopio de luz, microscopia eletrdnica de varredura
e andlises genéticas. No total, 317 espécimes de peixes de 34 espécies foram
analisados, dos quais 109 (34,27%) estavam infectados por helmintos. Os
estudos taxon6micos revelaram a presenca de 13 espécies de helmintos
(Cestoda, Trematoda e Nematoda) entre os peixes avaliados. Duas espécies de
cestddeos, Proteocephalus macrophallus e Proteocephalus microscopicus foram
encontradas em Cichla kelberi. Entre os trematddeos, trés espécies de
Diplostomidae (Austrodiplostomum compactum, Austrodiplostomum sp. e
Dolichorchis sp.) foram encontradas nos olhos de diferentes espécies de peixes
e as metacercérias de Dolichorchis sp. foram registradas pela primeira vez no
pais. Metacercarias com morfologia compativel com Clinostomum dimorphum e
Clinostomum sp. foram encontradas em diferentes espécies de hospedeiros,
sendo esta Ultima compativel com isolados ndo nomeados deste género
encontrados na Argentina e México. Metacercarias de Manteria sp. séo
registradas pela primeira vez no Brasil. Entre os nematoides, trés espécies da
familia Camallanidae foram encontradas em diferentes espécies de peixes.
Também sdo propostos novos registros de Contracaecum sp. e Ichthyouris sp.
em diferentes espécies de hospedeiros. O presente estudo representa a primeira
contribuicdo para o conhecimento da helmintofauna de peixes no Baixo Rio
Doce, e podera servir de subsidio para futuros estudos relacionados a avaliacao
de impactos ambientais. De forma qualitativa, os dados obtidos demonstram que
apesar da contaminacao prévia por rejeitos de mineracdo no Rio Doce, véarias
espécies de helmintos com ciclo biolégico complexo ainda ocorrem na regiao
avaliada, apontando para a existéncia de relagdes ecoldgicas relacionadas aos
processos de transmissao parasitaria.

Palavras-chave: Parasitologia Ambiental, Taxonomia, Helmintofauna,
Ictiofauna.



ABSTRACT

Studies involving the biodiversity of fish helminth parasites have expanded the
knowledge on different aspects of host-parasite relationships involving these
organisms. Such studies have revealed the potential of some helminth groups to
act as bioindicators of environmental quality. In this context, the Doce River is an
example of degraded environment involving contamination mining dam collapses
in Mariana, Minas Gerais, in November 2015. Although studies on the helminth
fauna of fishes can provide useful information about the environmental health,
information on this topic are practically non-existent for this important Brazilian
river. Therefore, the present study aims to contribute to the knowledge of the
taxonomy composition of helminth parasites of fish in the Lower Doce River. For
this purpose, fish samplings were carried out in the main channel of the Doce
River at 3 regions located in the urban centers in the north of Espirito Santo State
(Linhares, Colatina and Baixo Guandu) and three tributaries. The fish collected
were necropsied, and the helminths found were fixed and subsequently
processed for morphological study under light microscopy, scanning electron
microscopy (SEM) and genetic analyzes. In total, 317 fish specimens from 34
species were analyzed, of which 109 (34.27%) were found infected with helminth
parasites. The taxonomic studies carried out revealed the presence of 13 species
of helminths (Cestoda, Trematoda and Nematoda) among the fish evaluated.
Two species of cestodes, Proteocephalus macrophallus and Proteocephalus
microscopicus were identified in Cichla kelberi. Among trematodes, three species
of Diplostomidae (Austrodiplostomum compactum, Austrodiplostomum sp. and
Dolichorchis sp.) were found in the eyes of different fish species. Additionally,
metacercariae of Dolichorchis sp. is recorded for the first time in the country.
Metacercariae with morphology compatible with Clinostomum dimorphum and
Clinostomum sp. were found in different hosts, and the last one is compatible with
unnamed isolates of this genus found in Argentina and Mexico. Metacercariae of
Manteria sp. represent the first record of metacercariae of the family
Acanthocolpidae in Brazil. Among nematodes, 3 species of the family
Camallanidae, Procamallanus (Procamallanus) peraccuratus, Procamallanus
(Spirocamallanus) inopinatus, Procamallanus (Spirocamallanus) sp., were found
in different fish species. Are also proposed new records of Contracaecum sp. and
Ichthyoris sp. in different hosts. The present study represents the first contribution
to the knowledge of the helminth fauna of fish in the Lower Doce River and can
serve as a basis for future studies related to the assessment of environmental
impacts. Qualitatively, the data obtained demonstrate that despite previous
contamination by mining wastes in the Doce River, several helminth species with
a complex life cycle still occur in the evaluated region, pointing to the existence
of ecological relationships related to parasite transmission processes.

Keywords: Environmental Parasitology, Taxonomy, Helminth fauna,
Ichthyofauna.
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1. INTRODUCAO

1.1. O estudo da helmintofauna de peixes

Nos ultimos anos, os parasitos foram reconhecidos como importante
componentes da biodiversidade global (POULIN & MORAND, 2004). O
reconhecimento desta biodiversidade é importante ndo somente para a
contribuicdo no avanco do inventario das espécies, mas também para o
entendimento das relacdes parasito-hospedeiro (POULIN & MORAND, 2004).
No entanto, essa biodiversidade ainda € pouco estudada. E, em se tratando de
ictioparasitologia, a situagdo nao € diferente. Segundo Pavanelli e colaboradores
(2013), menos de 25% das espécies de peixes conhecidas foram necropsiadas
para o reconhecimento da sua fauna parasitaria. Além disso, a maioria dos
estudos no Brasil concentra-se nas bacias hidrograficas da Amazénia e do
Parana (THATCHER, 2006; EIRAS, TAKEMOTO & PAVANELLI 2010;
RODRIGUES, 2018).

Neste contexto, os parasitos de peixes podem refletir, mesmo que
indiretamente, as interacdes bentbnicas, plancténicas, além de outras interacdes
ecolégicas de seus hospedeiros, podendo ser tdo sensiveis ao estresse
ambiental quanto os peixes (SURES & NACHEV, 2022). Diferentes grupos de
parasitos podem provocar alteragcdes em seus hospedeiros, como producao
excessiva de muco, alterac&o no crescimento, perda de peso, além de aumentar
a vulnerabilidade a predacdo e mesmo levar o animal parasitado a morte
(PAVANELLI, MACHADO & TAKEMOTO, 1997; MARCOGLIESE, 2004;
THATCHER, 2006). De fato, estudos indicam que diferentes espécies de
helmintos de peixes podem levar a alteracdes patologicas resultando em altas
taxas de mortalidade, reducdo em capturas ou perdas comerciais, podendo os
prejuizos serem incalculaveis, afetando o processo expansivo da piscicultura e
da pesca local e esportiva (EIRAS, 1994).

Os peixes apresentam grande riqueza parasitaria quando comparados a
outras classes de vertebrados, uma vez que, assim como varias hipoteses
sugerem, estes organismos vivem um logo periodo em estreita associagdo com

diferentes espécies de invertebrados, seja na constituicdo de teias alimentares,
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ou pela facil mobilidade em ambiente aquatico, favorecendo a ocupacéo de
novos nichos ecolégicos pelos parasitos (BARBER, HOARE & KRAUSE, 2000;
ACOSTA et al., 2016).

Dentre os estudos de parasitos de peixes, ressaltamos a importancia da
compreensao de sua helmintofauna, principalmente em ambientes de &gua
doce, uma vez que podem funcionar como excelentes indicadores de
biodiversidade, principalmente nos grupos que possuem mais de um hospedeiro
em seu ciclo de vida (MARCOGLIESE, 2004; HECHINGER et al., 2007; SURES
et al., 2017). Além disso, 0 meio aquatico, em condi¢cdes naturais, pode ser
considerado relativamente estavel e com condicbes ideais para o
desenvolvimento de diferentes estadios larvais dos helmintos (PEREIRA et al.,
2018). Vale enfatizar ainda que os estudos de monitoramento em ecossistemas
de 4gua doce apresentam suma importancia atualmente, pois sdo considerados
ambientes altamente afetados pela acdo antrépica, o0 que reflete,
consequentemente, na diminuicdo gradativa de seu espaco e a degradacéo
massiva do seu ecossistema, quando comparado a perda da biodiversidade em
ambiente terrestre (SURES et al., 2023).

No Brasil, uma rica helmintofauna em peixes € conhecida, sendo
considerado um dos hotspot de biodiversidade de parasitos na América do Sul
(LUQUE & POULIN, 2007; EIRAS, TAKEMOTO & PAVANELLI, 2010; LUQUE et
al., 2016). Além disso, certamente ha ainda novas espécies a serem encontradas
e descritas. Esta diversidade helmintologica € composta por diferentes grupos
taxondmicos que utilizam peixes como hospedeiros intermediarios ou definitivos.
Entre os principais grupos de helmintos parasitos de peixes, encontram-se
espécies dos filos Platyhelminthes (Classes Cestoda, Trematoda e
Monogenoidea), Nematoda e Acanthocephala (THATCHER, 2006; EIRAS,
TAKEMOTO & PAVANELLI, 2010; LUQUE et al., 2016).

Com mais de 18 mil espécies nominais descritas, a classe Trematoda € o
grupo com maior numero de espécies entre os Platyhelminthes (CRIBB et al.,
2001; GIBSON, JONES & BRAY, 2002; OLSON et al., 2003; KOSTADINOVA &
PEREZ-DEL-OLMO, 2019). Considerando a fauna de helmintos da América do
Sul, € o0 segundo grupo mais rico em espécies, perdendo apenas para
Monogenoidea (LUQUE et al., 2016). De fato, esta regido registra o maior
namero de espécies de trematdédeos digeneicos em peixes do mundo (KOHN,
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FERNANDES & COHEN, 2007). O Brasil € o pais com maior representatividade
no subcontinente, com mais de 266 espécies destes parasitos ja conhecidas em
peixes marinhos e dulcicolas (KOHN, FERNANDES & COHEN, 2007; LUQUE et
al., 2016). Apesar disso, acredita-se que apenas 5% da fauna parasitaria de
trematddeos em peixes de agua doce nesta regido seja conhecida
(CHOUDHURY et al., 2016). Neste grupo, os peixes podem atuar como segundo
hospedeiro intermediario (apresentando o estagio de metacercaria), ou como
hospedeiros definitivos.

A classe Cestoda apresenta cerca de 500 espécies de parasitos
encontrados em peixes dulcicolas e marinhos no mundo (CAIRA & JENSEN,
2017). A ordem Onchoproteocephalidea, considerada mais importante do ponto
de vista ictiol6gico, apresenta o maior nimero de espécies encontradas na
América do Sul, sendo cerca de 50 espécies registradas no Brasil (CAIRA &
JENSEN, 2017, COHEN et al., 2023). Diferentes estagios larvais de varios
grupos de cestdédeos, como os pertencentes a ordem Diphyllobothriidea, podem
também ser encontrados em peixes. Larvas do tipo plerocercoides podem se
desenvolver na cavidade corpérea desses vertebrados e atingir quase 0 mesmo
peso dos tecidos dos mesmos, podendo ser prejudiciais a estes hospedeiros
intermediarios (SCHOLZ, KUTCHA & OROS, 2021).

Outro importante grupo de parasito de peixes também conhecidos em
varias regides do mundo pertencem a classe Monogenoidea, com 835 espécies
reportadas e 1133 associacdes parasito-hospedeiro conhecidas somente na
América do Sul (LUQUE et al., 2016). Mais de 300 espécies ja registradas em
144 espécies de peixes de agua doce na regido Neotropical (BOEGER &
VIANNA, 2006; COHEN & KOHN, 2008; COHEN et al., 2013). Diferente dos
trematédeos, as espécies de Monogenoidea apresentam ciclo de vida direto,
sendo que os estagios larvais ocorrem no ambiente ou no proprio hospedeiro
(MARCOTEGUI, 2011). Assim, o contato direto com o ambiente € muito maior
do que aquele que ocorre com os demais grupos de helmintos, tornando os
monogenéticos mais sensiveis a mudancas nos parametros fisicos e quimicos
da 4gua, podendo ser considerados bons bioindicadores ambientais (BAYOUMY
et al., 2008; NACHEV, 2010; GILBERT & AVENANT-OLDEWAGE, 2021).

Os nematoides representam o quarto grande grupo de helmintos com maior

quantidade de associacOes parasitarias registradas em peixes nas bacias
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neotropicais (LUQUE et al.,, 2016). Estes vertebrados podem atuar como
hospedeiros intermediarios, albergando larvas em seus 0rgaos internos ou em
sua musculatura, ou como hospedeiros definitivos, quando infectados por
estagios adultos. Como nos outros grupos ja comentados, a literatura
relacionada ao grupo é vasta, com diversos artigos ja publicados, incluindo
chaves taxondmicas, descricbes e/ou aspectos da biologia de diferentes
espécies de nematoides encontrados em peixes de quase todos os estados
brasileiros (VICENTE et al., 1985; VICENTE & PINTO, 1999; LUQUE et al.,
2011). Atualmente mais de 300 espécies de cerca de 70 géneros de nematoides
sdo conhecidos por infectar peixes marinhos e dulcicolas na América do Sul
(LUQUE et al., 2011, 2016). Diferentes compilacdes sobre as diversas espécies
de nematoides de peixes de 4gua doce, incluindo informacdes detalhadas sobre
localidade, habitat, sitio de infeccdo e estagio de desenvolvimento, podem ser
encontradas em Moravec (1998), Thatcher (2006) e Luque e colaboradores
(2011).

Por fim, embora seja relativamente pouco conhecido em peixes
neotropicais, o filo Acanthocephala apresenta mais de 34 espécies registradas
em peixes marinhos e dulcicolas no Brasil (LUQUE & POULIN, 2007). As
principais espécies encontradas em peixes pertencem aos géneros
Echinorhynchus Zoegam, 1776, Neoechinorhynchus Stiles & Hassall, 1905,
Quadrigyrus Van Cleave, 1920, Rhadinorhynchus Travassos, 1923,
Polyacanthorhynchus Travassos, 1920 e Gorytocephalus Nickol & Thatcher,
1971 (THATCHER, 2006; SANTOS et al., 2008). Os acantocéfalos parasitos de
peixes podem ser encontrados na forma de cistacantos nos tecidos de seus
hospedeiros, principalmente no caso dos membros da familia Polymorphidae
(SANTOS et al., 2008).

Um ponto que merece atengdo no que se refere a helmintofauna de peixes,
sdo as espécies de helmintos potencialmente zoonéticas. Em todo o Brasil, a
pesca € uma importante atividade econOmica e recreativa, € 0S peixes se
apresentam como uma importante fonte de proteina para a alimentacdo da
populacdo. Tendo em vista a introducdo e disseminacdo do habito alimentar
relacionado a ingestdo de pratos contendo peixes crus ou malcozidos,
especialmente daqueles relacionados a culinaria oriental (sushi, sashimi) e

peruana (ceviche), o numero de ocorréncias de ictiozoonoses parasitarias
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possivelmente aumentara. Entre os principais grupos de helmintos com potencial
zoonotico encontram-se diferentes familias de trematddeos (Opisthorchiidae,
Heterophyidae, Clinostomidae), cestédeos (Diphyllobothridae @ como
Dibothriocephalus latus (Linnaeus, 1758) (=Diphyllobothrium latum) e
Adenocephalus pacificus Nybelin, 1931 (=Diphyllobothrium pacificum) e de
nematoides (Anisakidae e Gnathostomidae) (AMATO-NETO, AMATO & AMATO,
2007; CORNAGLIA et al., 2016; SANTOS, 2017; SCHOLZ et al., 2019; SANTOS
& BORGES, 2020).

No geral, as zoonoses ocasionadas pela ingestdo de peixes crus devem
ser levadas em consideracdo com o intuito de alertar a comunidade cientifica e
autoridades sanitarias para este importante problema de saude publica e
incentivar a realizacdo de novas pesquisas relacionadas a epidemiologia,
prevencado e controle destas parasitoses (CARDIA & BRESCIANI, 2012). No
contexto atual, os possiveis impactos de alteracdes antropicas na ocorréncia e
transmissdo de helmintos potencialmente zoonédticos sdo desconhecidos,
agregando ainda mais a importancia do estudo destes parasitos causadores de
tais enfermidades.

Em uma outra vertente, os helmintos que infectam o pescado podem
produzir efeitos deletérios aos peixes e reflexos negativos a piscicultura. Muitos
desses patégenos reduzem as taxas de assimilagdo e crescimento dos
hospedeiros, levando a diminuicao do valor comercial dos peixes ou limitando a
exploracdo de algumas espécies cultivadas (EIRAS, 1994), além de aumentar a
suscetibilidade dos animais parasitados a infeccbes por organismos
oportunistas, tais como fungos, virus e bactérias (LEIRA et al., 2017). Estes
parasitos podem se alojar em diferentes 6rgaos, como por exemplo nos olhos,
na pele, nos musculos, contribuindo para mudanca no comportamento, alterando
0 seu crescimento e causando outros maleficios até mesmo mortais (KUBITZA
& KUBITZA, 2004; VIANNA et al., 2005; THATCHER, 2006). No contexto da
piscicultura, alguns grupos de helmintos tém se destacado, como nematoides da
familia Anisakidae e Capilaridae (MORAIS, 2005), trematddeos das familias
Diplostomidae e Clinostomidae (KUBITZA & KUBITZA, 2004; VIANNA et al.,
2005) além de diversas espécies de Monogenoidea, sendo Dactylogyridae a
principal familia da regido Neotropical, as quais sao consideradas altamente
patogénicas aos seus hospedeiros (THATCHER, 2006; LIZAMA et al., 2007).
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Além disso, nos ultimos anos, a Parasitologia Ambiental tem sido uma
abordagem que avalia o impacto das alteracbes ambientais, especialmente as
antropogénicas, na biologia de parasitos e hospedeiros. Segundo Marcogliese
(2005), os parasitos sao “uUteis” no ecossistema para resolver inconsisténcias na
cadeia alimentar. No entanto, devido ao aumento de poluentes ambientais, o uso
de parasitos como bioindicadores surge na circunstancia de preocupacéo global
com o0 meio ambiente.

Neste contexto, a avaliagdo da perda de diversidade de parasitos aquéticos
nas ultimas décadas surge como um novo cenario de pesquisas e perspectivas
na area ambiental (SURES et al.,, 2023; WOOD et al.,, 2023). Ademais, o
desequilibrio da integridade bidtica do ecossistema aquatico reflete nos
parametros ecoldgicos das comunidades de parasitos, 0s quais possuem grande
potencial para responder como indicadores de estresse ambiental ou baixa
qualidade da agua (NACHEV & SURES, 2016; YADAV et al., 2021).

Em linhas gerais, as respostas dos hospedeiros e das comunidades variam
com o ciclo de vida do parasito, com o tipo de estresse ambiental e o tempo de
exposicdo ao contaminante (MARCOGLIESE, 2004, SURES et al.,, 2023).
Algumas vertentes defendem que ambientes degradados ou impactados tendem
a ter menor riqueza e abundancia parasitaria (MARCOGLIESE, 2004; HUDSON,
DOBSON & LAFFERTY, 2006; SURES et al., 2023). Isso se deve a reducao
dos estagios de vida livre desses parasitos no ambiente, seja por estarem
diretamente afetados ou pela reducao de seus hospedeiros intermediarios, que
afetam o ciclo de vida dos parasitos (MARCOGLIESE, 2005). Descobertas
recentes retratam que a diversidade de parasitos com ciclos de vida
heter6xenos, que necessitam de um ou mais hospedeiros intermediarios, como
Digenea, Cestoda e Acanthocephala, tendem a diminuir em ambientes
degradados em comparacao aos parasitos monoxenos, 0s quais necessitam de
apenas um hospedeiro em seu ciclo de vida, como 0s monogenoideos. Isso se
deve ao aumento da susceptibilidade que os agentes estressores podem causar
no hospedeiro, prejudicando o seu mecanismo de defesa e favorecendo o
parasitismo de organismos mondéxenos (CHAPMAN et al.,, 2015; SURES &
NACHEV, 2022; SURES et al., 2023; WOOD et al., 2023). Além disso, parasitos
especialistas, ou seja, que infectam apenas um grupo ou uma unica espécie de

hospedeiro, sdo mais susceptiveis a estresses ambientais pois ndo apresentam
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capacidade de mudar para uma nova espécie como 0s generalistas
(CIZAUSKAS et al., 2017).

Dessa forma, o levantamento e caracterizacdo dos helmintos de peixes
possui importancia ndo somente em estudos taxonémicos, mas também tem o
potencial de permitir o monitoramento das comunidades em ecossistemas
aguaticos. Esses organismos podem responder a mudancas climaticas e a
impactos ambientais de diferentes tipos de poluentes, incluindo pesticidas,
metais pesados, efluentes industriais, derivados de petroleo, dentre outros, o que
podem influenciar direta- ou indiretamente as diversas relagbes ecoldgicas
envolvendo parasitos e hospedeiros (SURES et al.,, 2023). Sendo assim, o
conhecimento sobre a taxonomia e biologia destes parasitos se apresentam
como pré-requisito para o uso destes organismos como bioindicadores, além de
auxiliar em descoberta de novas espécies, novas areas de ocorréncias e
hospedeiros, além de poder subsidiar estudos filogenéticos e ajustes na
classificacdo. Este conhecimento taxondmico sobre a biodiversidade local serve,
por exemplo, como base para pesquisas subsequentes focadas em ecologia
parasitaria, manejo e conservac¢do ambiental (LUQUE & POULIN, 2007).

1.2. O Rio Doce e a tragédia ambiental

O Rio Doce é um dos importantes rios que cortam os estados de Minas
Gerais (MG) e o Espirito Santo (ES). Nasce no municipio de Ressaquinha, em
MG, corta 0 ES e desagua no Oceano Atlantico, na cidade de Regéncia, litoral
capixaba (VIEIRA, 2010). Divide-se em trés sec¢des geograficamente distintas:
Alto (desde as cabeceiras até a foz do rio Matipd), Médio (da confluéncia do rio
até a divisa de MG e ES) e Baixo curso (da jusante da Usina Hidrelétrica de
Mascarenhas até a sua foz) (VIEIRA, 2010). A bacia do Rio Doce, considerada
uma das principais redes fluviais do sudeste do Brasil, faz parte das bacias
denominadas Drenagens Costeiras do Atlantico (BUCKUP, 2011), as quais
apresentam relativa rigueza com alto indice de endemismo (ALVES et al., 2021).

No inicio do século XIX, o Rio Doce foi considerado um canal que oferecia
vantagens econdmicas ao estado de MG conferindo-lhe acesso direto ao mar e
ao mercado mundial (ESPINDOLA, 2007). Diante deste quadro econdmico,

grandes mineradoras se interessaram pela regido a fim de transportar o minério
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ao longo do rio, dando origem a barragens e construcdes para a exploragao dos
recursos minerais de regides em MG, nas proximidades do Rio Doce
(ESPINDOLA, 2007).

Ainda que a extragcdo mineral seja um importante setor para o
desenvolvimento do pais, a atividade gera grande quantidade de residuos que
deveriam ser geridos corretamente a fim de amenizar os impactos ambientais
que podem ocasionar (CARVALHO et al., 2017). Quando mal executadas, as
estruturas utilizadas no processo, como barragens de rejeitos, podem sofrer
rupturas e impactar significativamente a flora e fauna local, além da populacao
residente (OLIVEIRA, 2019). Infelizmente, este fato ocorreu no dia 5 de
novembro de 2015, quando o Brasil presenciou a maior catastrofe ecoldgica da
histéria do pais nos ultimos tempos: o rompimento da barragem de Fund&o no
municipio de Mariana (MG). Mais de 70 milhdes de metros cubicos de rejeitos
relacionados a extracdo de minério de ferro (PORTO, 2016) atingiram rios e
moradias localizadas a jusante desta barragem, ocasionando grave e,
provavelmente, irreversivel dano ecoldgico e social (OLIVEIRA, 2019). A
avalanche de lama de rejeitos causou grande destruicdo no distrito de Bento
Rodrigues, Mariana, deixando mais de 600 pessoas desabrigadas, 18 mortas e
uma pessoa desaparecida (PORTO, 2016). A contaminacdo por rejeitos de
mineracao dizimou grande parte da fauna e da flora em algumas localidades e
pode estar associada a alteracdes ecossistémicas ndo completamente
conhecidas, inclusive no ambiente marinho (SANTOS et al., 2017). Além disso,
os rejeitos dessa barragem foram transportados ao longo do Rio Doce, chegando
até a sua foz no estado do Espirito Santo (Figura 1).

Qualquer alteracdo no meio ambiente afeta consideravelmente o equilibrio
ecologico do habitat (MARCOGLIESE, 2005). No caso do rompimento de
barragens de rejeitos de minérios, as consequéncias sao drasticas e complexas.
Como a agua exerce o papel de transporte de elementos no meio aquatico,
acaba transmitindo os contaminantes em seu meio para a flora, fauna e seres

humanos, causando consequéncias muitas vezes irreparaveis.
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Figura 1. A area do Rio Doce atingida pelo rejeito de minério desde o ponto do
rompimento da barragem de Funddo, em Mariana (MG) até desaguar no Oceano
Atlantico, em Regéncia (ES).

1.2.1. A composicéo ictiolégica do Rio Doce

Cerca de 180 espécies de peixes pertencentes a 46 familias e 19 ordens ja
foram registradas na bacia do Rio Doce. Siluriformes é a ordem com maior
namero de espécies (58), seguida por Characiformes (28) e Perciformes (25).
Entre as diferentes familias, Loricariidae (Siluriformes) é a que representa maior
namero de espécies (22), seguida por Trichomycteridae (Siluriformes) (17) e
Characidae (Characiformes) (14) (ALVES et al., 2021). No Rio Doce como um
todo, estima-se a ocorréncia de 80 espécies endémicas, 86 estuarinas e cerca
de 17 exoéticas (VIEIRA, 2010; ALVES et al., 2021). Entre as suas trés regioes,
o Baixo Rio Doce é a menos estudada quanto a sua ictiofauna (VIEIRA, 2010).
No entanto, um levantamento recente realizado por Rodrigues e colaboradores
(2022) nesta regido registra 24 ordens, 44 familias, 84 géneros e 115 espécies
de peixes.
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Registros de espécies exoticas no Rio Doce séo datados do final de década
de 1990 (ALVES et al., 2021). Segundo Vieira (2010), no Baixo Rio Doce, 17
espécies sdo consideradas exdticas. Essas espécies, além dos impactos diretos
causados pelo desequilibrio ecolégico na biodiversidade da comunidade devido
a sua introducéo no meio, também podem transmitir patdgenos e parasitos para
as espeécies nativas do rio (REID et al., 2019). Uma dessas espécies exoticas
muito comum de ser encontradas neste rio é Cichla kelberi Kullander & Ferreira,
2006, conhecida popularmente como “tucunaré amarelo”, principalmente devido
a sua coloracdo e manchas claras nas nadadeiras pélvicas, anal e caudal, o que
distingue de outras espécies de tucunarés (GOMES, 2002). Habita ambientes
|énticos, se reproduz principalmente na estacdo chuvosa (ZARET, 1980),
apresenta dimorfismo sexual durante a época reprodutiva, quando os machos
apresentam uma protuberancia pés-occipital (FONTENELE, 1948) e possuem
alta taxa de fertilidade (FONTENELE, 1950). Peixes pertencentes ao género
Cichla sé@o considerados nativos do rio Amazonas e invasores em diversas
bacias brasileiras (LEITE et al., 2021), tais como o Rio Doce.

A porcao do Baixo Rio Doce é a Unica que apresenta peixes invasores
marinhos com importancia para a pesca e culinaria local, destacando-se as
espécies dos géneros Caranx Lacépede, 1801 (xaréus), Eugerres brasilianus
Cuvier, 1830 (carapeba), bagres marinhos (Ariidae), entre outros (VIEIRA, 2010).

Algumas espécies nativas e exoticas desta regido sdo amplamente
comercializadas nos mercados de Linhares e Colatina (ES), tais como Hoplias
intermedius (Gunther, 1864) (trairdo), Hoplias malabaricus (Bloch, 1794) (traira),
Hypostomus affinis (Steindachner, 1877) (cascudo), além de pacuma
(Lophiosilurus alexandrii Steindachner, 1876), tucunarés (Cichla spp.), piranhas
(Pygocentrus spp.), acards [Astronatus ocellatus (Agassiz, 1831)] e tilapias
(Oreochromis sp. e Tilapia sp.) (VIEIRA, 2010). Por fim, algumas espécies sdo
consideradas ameacadas de extincdo nesta porgcédo do rio, tais como Brycon
devillei (Castelnau, 1855) (piabanha), Prochilodus vimboides Kner, 1859
(curumatd), Xenurolebias izecksohni (da Cruz, 1983) (peixe-anual) e Potamarius
grandoculis Steindachner, 1877 (bragre) (VIEIRA, 2010).

Nos ultimos anos, levantamentos sobre a qualidade fisico-quimica do
sedimento em diferentes pontos da Bacia do Rio Doce foram realizados visando

0 monitoramento dos impactos ambientais decorrentes do acidente ocorrido em
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Mariana (HATJE et al.,, 2017; GUEVARA et al., 2018). A contaminacdo dos
metais derramados no rio pode ter ocasionado intoxicacAo nos animais,
principalmente nos peixes locais. As elevadas concentracdes de niquel (Ni) e
cobre (Cu), analisadas por Carvalho e colaboradores (2017), podem aumentar a
secrecdo mucosa presente nas branquias de peixes, impedindo o movimento
normal dos filamentos branquiais, levando a morte destes animais. Além destes,
outros metais como o mercurio (Hg), ferro (Fe) e cromo (Cr) reagem com o0
oxigénio presente na 4gua, o que consequentemente pode induzir a peroxidacao
de lipidios, danos ao DNA e alteracdo na homeostase de sais minerais
essenciais ao organismo (DE JESUS & DE CARVALHO, 2008).

No entanto, a maioria destes estudos (COPPO et al., 2018; FERREIRA et
al., 2020; MACEDO et al., 2020; WEBER et al., 2020) estdo concentrados
principalmente nos Alto e Médio cursos do rio. A deposicdo dos sedimentos de
minério sobre os substratos pode ter ocasionado alteragao nos cursos d’agua,
diminuindo consequentemente a disponibilidade de habitats e microhabitats
(ALVES et al., 2021). Isso pode ter alterado o ecossistema local, inclusive no
Baixo curso do rio, o qual apresenta poucos estudos sobre o reflexo da lama
neste ambiente. Além disso, estudos parasitoldgicos e as consequéncias que a
presenca destes metais pode ter ocasionado nas relacfes parasito-hospedeiro

nesta porcao do rio sao inexistentes.

1.2.2. A parasitofauna de peixes na Bacia do Rio Doce

Mesmo diante da importancia do estudo da parasitofauna em peixes e o
uso de parasitos como bioindicadores ambientais, sdo poucos o0s estudos
realizados no Rio Doce a respeito da ictioparasitofauna como um todo.
Especificamente no Baixo Rio Doce, trabalhos dentro desta temética séo
inexistentes.

Moreira (2000) realizou um levantamento da helmintofauna de peixes
coletados em lagos do Médio Rio Doce, em Minas Gerais, nas areas do Parque
Estadual do Rio Doce. Neste estudo, foram comparadas a fauna parasitaria de

peixes nativos e introduzidos no local, sendo que cerca de 60% dos peixes
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coletados estavam parasitados com algum taxon de helminto, principalmente por
nematoides.

Em 2013, Belei e colaboradores registraram metacercarias de
Austrodiplostomum compactum (Lutz, 1928) e Clinostomum dimorphum
(Diesing, 1950) (=Ithyoclinostomum dimorphum) em H. malabaricus coletados na
Lagoa Carioca, também no Médio Rio Doce, indicando a presenca desses
parasitos antes do rompimento da barragem de Fundédo em Mariana. A partir de
2015, ano em que a tragédia ocorreu, ndo houve pesquisas relacionadas ao
monitoramento de parasito em peixes no Rio Doce, indicando caréncia nos
estudos da helmintofauna parasitaria local, principalmente apos o desequilibrio
ambiental que os rejeitos da lama trouxeram.

Os registros dos parasitos e peixes coletados no Rio Doce encontrados por
Moreira (2000) e Belei e colaboradores (2013) podem ser observados no quadro
1.
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Quadro 1. Relacao helmintos parasitos reportados em lagos do Médio Rio Doce. Os
dados foram obtidos de Moreira (2000) (para todas as espécies) e Belei e
colaboradores (2013) (para Austrodiplostomum compactum e Clinostomum

dimorphum).

Helmintos Parasitos

Hospedeiros

Taxon Estagio
FILO ACANTHOCEPHALA
CLASSE EOACANTOCEPHALA
Quadrigyridae Van Cleave, 1920 Adultos Hoplerythrinus unitaeniatus

Quadrigyrus brasiliensis Machado-Filho 1941

Cistacantos

Hoplias malabaricus

Quadrigyrus machadoi Fabio, 1983

Adultos

Hoplias malabaricus

Quadrigyrus sp.

Cistacantos

Rhamdia quelen

FILO PLATHYHELMINTHES

CLASSE TREMATODA

Clinostomidae Lihe, 1901

Clinostomum dimorphum (=lthyoclinostomum
dimorphum) (Diesing, 1850)

Clinostomum heluans Braun, 1899

Clinostomum marginatum (Rudolphi, 1819)

Diplostomidae Poirier, 1886
Austrodiplostomum compactum (Lutz, 1928)

Diplostomideos indeterminados

Gorgoderidae Looss, 1899
Phyllodistomum spatula (Odhner, 1902)

Metacercarias

Hoplerythrinus unitaeniatus
Hoplias malabaricus

Astronotus ocellatus

Geophagus brasiliensis
Moenkausia doceana
Oligosarcus solitarius
Parauchenipterus striatulus
Rhamdia quelen

Cichla ocellaris
Cyphocharax gilberti
Hoplias malabaricus
Loricariichthys spixii
Rhamdia quelen

Geophagus brasiliensis
Parauchenipterus striatulus
Rhamdia quelen

Hoplerythrinus unitaeniatus

CLASSE MONOGENOIDEA

Indeterminados Adultos Rhamdia quelen

FILO NEMATODA Cyphocharax gilberti

CLASSE CHROMADOREA Hoplerythrinus unitaeniatus
Larvas Hoplias malabaricus

Ascarididae (Baird, 1853)
Indeterminados

Parauchenipterus striatulus
Rhamdia quelen
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Anisakidae Railliet & Henry, 1912

Astyanax bimaculatus
Geophagus brasiliensis
Hoplerythrinus unitaeniatus
Hoplias malabaricus
Leporinus steindachneri
Loricariichthys spixii

Contracaecum spp. Larvas Moenkausia doceana
Oligosarcus solitarius
Pachipops adspersus
Parauchenipterus striatulus
Pygocentrus nattereri
Rhamdia quelen

Raphidascarididae Hartwich, 1954 Adultos Rhamdia auelen

Hysterothylacium rhamdjae Brizola & Tanzola, 1995 q

Cucullanidae Cobbold, 1864

Cucullanus heliomartinsi Moreira, Rocha & Costa, Adultos Parauchenipterus striatulus

2000

Paraseuratum soaresi Fabio, 1982 Adultos Hoplias malabaricus

Dioctophymidae Railliet, 1915 Hoplias malabaricus

. Larvas . .

Eustrongylides sp. Parauchenipterus striatulus

Pharyngodonldae Travassos, 1919 Cyphocharax gilbert

Indeterminados

Cosmoxynemoides aguirrei Travassos, 1949 Cyphocharax gilberti

Travnema sp. Cyphocharax gilberti

Camallanidae Railliet & Henry, 1915

Procamallanus (Spirocamallanus) hilarii Vaz & Hoplias malabaricus

Pereira, 1934

Procamallanus (Spirocamallanus) iheringi Travassos, L ) teindachneri

Artigas & Pereira, 1928 eporinus steindachnert

Adultos

Procamallanus (Spirocamallanus) inopinatus
Travassos, Artigas & Pereira, 1928

Procamallanus (Procamallanus) peraccuratus Pinto,
Fabio, Noronha & Rolas, 1976

Rhabdochonidae Skrjabin, 1946
Rabdochona sp.

Astyanax bimaculatus
Astyanax fasciatus
Hoplias malabaricus
Leporinus steindachneri
Moenkausia doceana

Crenicichla lacustris
Geophagus brasiliensis
Hoplias malabaricus
Oligosarcus solitarius

Pygocentrus nattereri
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2. JUSTIFICATIVA

O estudo dos helmintos parasitos de peixes fornece informacdes relevantes
a respeito de seus hospedeiros, bem como sobre os ambientes em que estes
organismos sdo encontrados de maneira geral. Apesar da importancia destes
parasitos como parte fundamental da biodiversidade global, ainda existem
lacunas a serem exploradas, sobretudo em relacéo a sistematica e taxonomia.
Além da caréncia de estudos sobre a fauna parasitaria, pesquisas relacionadas
a ambientes impactados também exigem atencdo. Em areas sujeitas a impactos
ambientais, tais como na Bacia do Rio Doce, podem ocorrer alteragcdes na
dindmica da populacao aquatica local, identificando regiées com altas e baixas
diversidades parasitarias, sendo crucial para o entendimento do funcionamento
ecossistémico nesses ambientes impactados.

Ainda que a Bacia do Rio Doce seja uma area exposta aos impactos
ambientais nos ultimos tempos, pouco se sabe sobre a helmintofauna destes
locais, o que nos traz uma lacuna quanto a uma ferramenta promissora na
avaliagao do meio bibtico e das pressdes antropicas exercidas sobre o0 ambiente.
Nesse sentido, o presente estudo visa contribuir para o conhecimento da fauna
parasitaria de peixes verificada atualmente no Baixo Rio Doce, regido pouco
explorada neste aspecto. Assim, este é o primeiro levantamento taxondmico de
helmintos de peixes neste importante ambiente fluvial do Brasil, ap6s o
rompimento da barragem em 2015 e o primeiro em sua calha principal. O
conhecimento sobre a biodiversidade de helmintos de peixes do Rio Doce pode
contribuir para estudos futuros envolvendo o monitoramento ambiental, a
avaliacdo da restauracdo da saude do ecossistema, além da vigilancia de

espécies destes parasitos com importancia médica e veterinaria.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Caracterizar taxonomicamente a fauna helmintolégica de peixes capturados na

regido do Baixo Rio Doce, Brasil.

3.2. Objetivos especificos

o Realizar a identificacdo taxonbmica, por abordagem morfoldgica, de
helmintos parasitos de peixes capturados na regido do Baixo Rio Doce;

e Realizar a identificacdo taxonémica, por abordagem genética, de alguns
helmintos parasitos de peixes capturados na regiao do Baixo Rio Doce;

o Determinar os descritores ecoldgicos (riqueza parasitaria, intensidade e

abundancia) de helmintos dos peixes capturados;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Area de estudo

As coletas de peixes foram realizadas em 6 pontos localizados em colecfes
aquéticas da bacia do Baixo Rio Doce, entre hovembro de 2019 e janeiro de
2022. Trés destes pontos de coleta correspondem a calha do Rio Doce nas
cidades de Linhares, Colatina e Baixo Guandu, grandes centros urbanos do
estado do Espirito Santo. Além destas areas, foram realizadas coletas em trés
afluentes que néo foram atingidos pelos rejeitos de minério, a saber: Rio Séo
José, em Linhares; Rio Santa Maria, em Colatina; Rio Manhuagu, em Aimorés,
(MG) (Figura 2). Em cada regido, foram realizadas pelo menos duas coletas,
alternando periodos de cheia e seca do rio. No Quadro 2, sdo apresentadas as

informacgdes gerais sobre cada ponto amostral.

Quadro 2. Dados gerais dos pontos de coletas, com as respectivas
coordenadas geograficas e os periodos de amostragem.

Locais de Principais
coordenadas Periodo de coletas
coleta e
geograficas*
2019 2020 2021 2022
Rio Doce 19°25'34" S Novermbro Marco Margo i
(Linhares) 40°07'15" W Novembro Maio
o a , 19°22'54” S .
Rio Sao José 40°04'34” W - Janeiro Margo -
Rio Doce 19°31'53.8" S ) Dezembro | Janeiro )
(Colatina) 40°38'49.0" W
. . 19°33'00.8"S Abril
Rio Santa Maria | 503508 51w ; ] Junho ;
Rio Doce 19°30'08.9"S i ) Julho i
(Baixo Guandu) | 41°01'34.8"W Setembro
. 19°28'52.8"S .
Rio Manhuacu 41°05'30.9"W - - Novembro | Janeiro

*Principais coordenadas onde foi encontrado maior quantitativo de peixes parasitados.
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Figura 2. Regifes de coleta de peixes ao longo do Baixo Rio Doce, bem como os seus respectivos afluentes.
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4.1.1. Rio Doce, Linhares (Linhares/RD)

Linhares é um grande polo urbano no norte do Espirito Santo. Apresenta
um histérico baseado em ocupacdes as margens do Rio Doce, quando as
navegacdes se tornavam importantes para a populacdo local e para o
desenvolvimento da cidade (ZAMBOM, 2009). Atualmente, é apelidada como a
“cidade das aguas” pois possui um dos maiores conjuntos de lagoas da América
Latina, chegando a 90 lagoas (PORTAL LINHARES, 2022). Dentre estas,
encontra-se a maior do Brasil, a Lagoa Juparand (PORTAL LINHARES, 2022) .

O Rio Doce, no centro de Linhares, apresenta uma longa extensao, de uma
margem a outra. Na época de seca, varios bancos de areia ficam em evidéncia,
dificultando, muitas vezes, a navegacao; a agua fica mais clara, mas correntezas
sdo perceptiveis. Ja em época de cheia, a 4gua fica mais turva, com muitos
sedimentos devido a presenca de correntezas mais fortes, e poucos bancos de
areia ficam aparentes. A comparacdo entre os dois ambientes pode ser
observada na Figura 3 (A, B) e a sua localizacéo cartogréafica representada na

Figura 4.

Figura 3. Rio Doce, em Linhares, na regidao do porto. A. O rio em época de seca. B. O mesmo
local em época de cheia.
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4.1.2. Rio Sao José, Linhares (Linhares/AFL)

O Rio Séo José é um afluente que parte da Lagoa Juparana (Figura 4) e
possui extensdo e largura mais curta em relacdo ao Rio Doce, além de
apresentar curso d’agua mais lento e fundo com mais sedimentos e folhagens
(Figura 5). E importante salientar que, de acordo com os moradores locais, logo
apos o rompimento da barragem de Funddo em Mariana, foi realizada uma
barreira de pedras na desembocadura do Rio Sdo José, no encontro com o Rio
Doce, a fim de que fosse evitado a contaminacao deste afluente com os rejeitos
de minério que atingiriam o Rio Doce em Linhares. Este fato pode ter contribuido
para amenizar a poluicdo por minérios no Rio S&o José e em outras importantes

regides nas proximidades, como a Lagoa Juparana.

Figura 5. Rio Sao José, em época de cheia.
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4.1.3. Rio Doce, Colatina (Colatina/RD)

Colatina € uma das principais cidades industriais no interior do estado com
influéncia no leste capixaba (IBGE, 1957). Também apresenta aspectos
histéricos baseados na ocupacdo do Rio Doce. A ocupacdo das areas do
municipio tem relagdo com a expansdo da lavoura cafeeira para as terras ao
norte do Rio Doce, além da importancia da implantacdo da estacdo da Estrada
de Ferro Diamantina, hoje conhecida como Estrada de Ferro Vitéria a Minas
(PREFEITURA DE COLATINA, 2022). Assim como em Linhares, o Rio Doce tem
grandes contribui¢cdes na formacéo cultural e no desenvolvimento local.

Em Colatina, o0 Rio Doce apresenta caracteristicas semelhantes as
apresentadas anteriormente, I6tico e extenso, atravessando o centro da cidade
e faz parte do cartdo postal local. Em épocas de cheia, também é possivel
observar a 4gua turva e com bastante correnteza e, em secas, grandes bancos

de areia sdo formados, como observados na Figura 6 (A, B). A Figura 7

representa a sua localizacéo cartografica.

Figura 6. Rio Doce, em Colatina, no centro da cidade. A. O rio em época de cheia. B. O rio em
época de seca, com a formacéo de bancos de areia.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Estrada_de_Ferro_Vit%C3%B3ria_a_Minas
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4.1.4. Rio Santa Maria, Colatina (Colatina/AFL)

O Rio Santa Maria (Figura 7) apresenta caracteristicas que se assemelham
ao Rio S&o José, um pouco mais estreito de uma margem a outra (Figura 8). Por
estar muito proximo ao centro urbano, recebe muitos rejeitos de esgoto
doméstico, exalando até mesmo um odor desagradavel, principalmente em
época de seca. Segundo relatos dos moradores locais, 0s rejeitos da barragem

de Fundao ndo chegaram a contaminar esse rio.
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Figura 8. Rio Santa Maria, em época de cheia.
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4.1.5. Rio Doce, Baixo Guandu (Baixo Guandu/RD)

Localizado na divisa com Minas Gerais, o0 municipio de Baixo Guandu foi
ocupado no final do século XIX, também as margens do Rio Doce onde se
concentra a maior parte da populacdo local. Atualmente, a economia €
intensificada com a mineracdo de pedras ornamentais e o comércio local
(PREFEITURA MUNICIPAL DE BAIXO GUANDU, 2022).

Diferente de Linhares e Colatina, o Rio Doce em Baixo Guandu ja possui
caracteristicas de transi¢do entre o Médio e Baixo curso do rio (Figuras 9 A, B).
E um ambiente tipicamente |éntico, com trechos l6ticos de fundos rochosos, o
que favorece espécies estritamente reofilicas, ou seja, peixes que necessitam
do ambiente |6tico para completarem o seu ciclo de vida, como os loracarideos
(cascudos) (VIEIRA, 2010). A Figura 10 representa a sua localizacao
cartografica.

Figura 9. Rio Doce, em Baixo Guandu. A. O rio em época de cheia. B. O rio em
época de seca.
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4.1.6. Rio Manhuacu, Aimorés, MG (Aimorés/AFL)

O Rio Manhuagu nasce no estado de Minas Gerais e desagua no Rio Doce
em Aimorés (Figura 10), municipio mineiro que faz divisa com Baixo Guandu.
Apresenta caracteristicas semelhantes ao Rio Doce local, porém com extensdes

um pouco menores de uma margem a outra (Figura 11).

Figura 11. Rio Manhuacgu, em época de cheia.
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4.2. Captura e identificacdo dos peixes

O presente estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica de Uso Animal da
UFES (CEUA/UFES), com o numero de autorizacédo 27/2019 (Anexo 1) e pelo
Sistema de Autorizagéo e Informacgédo em Biodiversidade (SISBIO) com o nUmero
de autorizagcdo 70071 (Anexo 2). Os peixes foram capturados com rede de
espera de 5 a 17 metros de comprimento por 1,5 m de altura, com malhas de 1
a 14 cm entre-nos. As redes eram armadas nas margens e no meio do rio no
final da tarde e retiradas na manha do dia seguinte, ficando expostas a coluna
d’agua por aproximadamente 12 horas, seguindo a metodologia de Santos,
Fereira & Pinho (2017). As coletas foram realizadas com o auxilio de pescadores
locais.

A maioria dos peixes foi capturada na rede ainda vivo, mas os exemplares
mortos também foram recolhidos para andlise. Quando vivos, os peixes foram
eutanasiados por imersdo em solucdo de 6leo de cravo (Eugenol, Isoeugenol e
Metileugenol), na concentracdo de 3000 mg/L, seguindo a Resolucdo Normativa
37 do CONCEA (2018). Apos isso, todos os animais foram mantidos sob
refrigeracdo em gelo em caixa de isopor para transporte, separados por pontos
de coleta. Parte dos animais foi identificada ainda em campo e examinados
previamente quanto a presenca de algum parasito em seu exterior. No
laboratério, os peixes foram separados por espécies, pesados (g), mensurados
(mm) e fotografados. Os peixes coletados foram identificados de acordo com
Vieira e colaboradores (2015). O numero de animais coletados esta de acordo
com o estabelecido pelo Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e Recursos
Naturais (IBAMA).

Os hospedeiros coletados foram classificados quanto a origem, o grau de
eurialinidade (tolerancia da espécie quanto a salinidade da 4gua) e o trofismo de
acordo com a classificacao estabelecida por Rodrigues e colaboradores (2022).
Quanto a origem, as espécies encontradas foram classificadas como nativa ou
exdtica. Quanto ao grau de eurialinidade, foram coletadas espécies
consideradas primaria, quando os peixes de agua doce possuem baixa
tolerancia a salinidade; secundaria, quando os peixes de dgua doce apresentam
alguma tolerancia a salinidade; e periféricos, ou seja, peixes marinhos que

ocasionalmente ocorrem em ecossistemas de agua doce. Em relacdo ao
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trofismo, as espécies coletadas foram classificadas como zoobentivoras
(alimentam-se principalmente de invertebrados méveis bentbnicos); piscivoro
(alimenta-se apenas ou principalmente de peixes vivos); carnivoro generalista
(alimentacdo em invertebrados moveis e peixes); onivoro (alimenta-se de
vegetais e animais); detritivoro (as principais fontes de alimento sao detritos e

sedimentos); e herbivoro (alimentam-se principalmente de material vegetal).

4.3. Necropsia, coleta e fixacado de helmintos

As necropsias foram realizadas no Laboratério de Helmintologia Animal, no
Departamento de Patologia da UFES. Os peixes tiveram inicialmente a superficie
externa examinada e em seguida foram necropsiados em até 24 horas apés a
coleta e o processamento de todos os peixes de cada ponto de coleta era
realizado em até uma semana. As branquias foram minunciosamente
analisadas, abrindo-se o opérculo com o auxilio de um bisturi, tesoura e pinca e,
em seguida, separadas em frascos e/ou placas de Petri. Foi adicionado formol
1: 4.000 nos frascos contendo as branquias e agitado 50-70 vezes. Além disso,
foi realizada uma raspagem da superficie corporal para andlise direta das
escamas para o encontro de monogenoides.

Olhos, tegumento, escamas e nadadeiras foram examinados
cuidadosamente, com o auxilio de estereoscopio, a procura de metacercarias de
digeneicos encistadas as quais, ao serem encontradas, foram imediatamente
rompidas para a liberagéo e coleta dos parasitos.

Para analise interna, filés da musculatura dos peixes foram retirados e
examinados a procura de metacercarias encistadas. Apds abertura da cavidade
abdominal, as visceras foram removidas e transferidas para placas de Petri
contendo salina (NaCl 0,65%). Cada 6rgao foi aberto longitudinalmente, com o
uso de estiletes e pin¢as, e examinado sob microscépio estereoscopico. Os
helmintos encontrados foram coletados e inicialmente mortos em agua quente
(70°C). Dependendo do tamanho do espécime, para os trematddeos e cestédeos
realizou-se a compressao no sentido dorsoventral entre duas laminas e em
seguida foi adicionada formalina 10% para fixar o material. Os nematoides foram
limpos inicialmente com um pincel fino e fixados também com formalina 10%,

sem compressao.
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4.4. Caracterizagdo morfologica

4.4.1. Microscopia de luz

Para a identificacdo, os trematddeos e cestddeos foram submetidos a
coloracdo por corantes a base de carmim, seguida pela desidratacdo em serie
de etanol, diafanizacdo em creosoto de Faia ou 6leo de cravo e montagem em
balsamo do Canada. Os nematoides foram clarificados em lactofenol de Amann
e montados em preparacdes ndo-permanentes entre lamina e laminula.

Os helmintos foram identificados a partir de exames detalhados de suas
estruturas através de microscopia de luz e seus caracteres morfolégicos foram
mensurados utilizando o programa TSView 6.1 (Tucsen Imaging Technology Co.
Limited), através de fotografias. As ilustracdes foram realizadas com o auxilio do
programa Corel Draw 2019 a partir de imagens obtidas em microscépio.

4.4.2. Microscopia eletrdnica de varredura

Para algumas espécies de helmintos realizou-se a observacdo morfolégica
por microscopia eletrbnica de varredura (MEV). Para isso, alguns espécimes
foram fixados em uma solugdo contendo glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido
2% e 0,1 M de tampdo cacodilato e pés-fixados em tetréxido de 6smio 1%. Em
seguida, foram desidratados em série alcodlica, submetidos a ponto critico com
CO2 e metalizados com ouro. As micrografias foram obtidas por microscopio
JEOL, modelo SEM 1110 LV. Os procedimentos do MEV foram realizados no
Laboratorio de Ultraestrutura Celular Carlos Alberto Redins (LUCCAR) da UFES.

4.4.3. ldentificacdo Taxondmica

A identificacdo dos helmintos foi realizada considerando as diferentes
abordagens realizadas, dependendo da espécie. Para identificagdo genérica,
foram utilizadas chaves taxondmicas disponiveis para os diferentes grupos de
helmintos encontrados, a saber: Nematoda (VICENTE et al., 1985; MORAVEC,
1998; VICENTE & PINTO, 1999; ANDERSON, CHABAUD & WILLMOTT, 2009),
Cestoda (KHALIL, JONES & BRAY, 1994) e Trematoda (GIBSON, JONES &
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BRAY, 2002; JONES, GIBSON & BRAY, 2005; KOHN, FERNANDES & COHEN,
2007). A identificacdo especifica, quando possivel, foi baseada em literatura
especializada, incluindo artigos com descricdo e redescricdo de espécies. Os
dados morfométricos dos parasitos avaliados estdo apresentados em
micrdometros, exceto quando indicagdo contréria. Os dados sao fornecidos pela

meédia seguida pela amplitude entre parénteses.

4.5. Indicadores ecolégicos

Os descritores ecoldgicos (riqueza, intensidade, intensidade média e
abundéancia média) foram calculados de acordo com Bush e colaboradores
(1997), utilizando-se o pacote de dados do software Microsoft Excel e as

seguintes representacdes e férmulas:
Riqueza: Numero de espécies de parasitos presentes em cada espécie
de hospedeiro

Intensidade de infec¢c&o: Numero de individuos de uma determinada espécie
de parasito em um Unico hospedeiro

Intensidade média de infec¢do: Numero de parasitos de uma espécie
Numero hospedeiros infectados pela espécie de parasito

Abundancia média de infeccao: Numero de parasitos de uma espécie
Numero de hospedeiros examinados



54

4.6. Caracterizagdo genética
4.6.1. Extracdo e quantificacdo de DNA

Para alguns taxons pertencentes ao filo Platyhelminthes (Cestoda e
Trematoda) foram realizadas andlises genéticas visando complementar a
identificagdo morfologica. Para isso, amostras de algumas espécies de parasitos
obtidas, identificadas morfologicamente, foram fixadas em etanol 99% para a
realizacdo de estudo genético. O DNA foi extraido utilizando os kits Wizard®
Genomic DNA Purification (Promega), ou QlAamp DNA Micro Kit (QIAGEN),
dependendo do tamanho do espécime. O processo de extracdo de DNA seguiu
as instrucdes do fabricante. A quantificacdo do DNA extraido foi realizada por
avaliacdo da absorbéancia em 260nm em espectrofotdmetro de microvolume
NanoDrop™ Lite (Thermo Scientific™). Para determinacdo da pureza do DNA
obtido foi avaliada a relagédo da absorbancia entre os comprimentos de onda
260nm e 280 nm.

4.6.2. Amplificagdo do DNA

A amplificagdo das regides alvo avaliadas no estudo foi realizada por
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Foram utilizados pelo menos dois
marcadores moleculares. Entre 0os genes nucleares, tentativas de amplificacao
da regido espacadora transcrita interna (ITS1-5.8S-1TS2) e da regido 28S foram
realizadas para a maioria das amostras. Além disso, por¢des do gene
mitocondrial citocromo ¢ oxidase subunidade | (Cox-1) foram também avaliadas.
Os pares de oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados foram
Dig12/1500R ou LSU-5/1500R para a regido 28S (TKACH et al., 2003; OLSON
& TKACH, 2005), BD1/BD2 para ITS (LUTON et al., 1992), JB3/CoiR-Trema R,
Dicel/BarCoxR, ou Plat-diploCOX1F/Plat-diploCOX1R para o gene Cox-1
(MIURA et al., 2005; MOSZCZYNSKA et al., 2009; LOPEZ-CABALLERO et al.,
2019).

As PCRs foram realizadas em um volume final de 25 pl, consistindo de 12,5
gl de Platinum™ Hot Start PCR Master Mix (Invitrogen™), 1,25 pmol de cada

primer e cerca de 50 ng de DNA molde e agua ultra pura. Para a visualizacao
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dos produtos da amplificacéo, foi realizada eletroforese em gel de agarose 1%
corado com Unisafe Dye® Nucleic Acid Staining Solution (20.000x) (Uniscience
corp.) na quantidade de 1,5ul para cada 30ml de tampé&o Tri-acetato-EDTA (TAE)
0,5M. O tamanho dos fragmentos amplificados foi estimado pela comparacéo
com padréo de pesos moleculares.

4.6.3. Purificacéo por PEG

Apos a visualizacdo de bandas Unicas no gel, realizou-se a purificacdo dos
produtos da PCR com polietileno glicol (PEG) (20% PEG 8.000 em solucédo de
NaCl 2,5M) (Promega, EUA). O produto da PCR (23 pL, 2 pL s&o usados na
eletroforese) foi transferido para um microtubo de 1 mL, adicionando-se em
seguida PEG na mesma quantidade e posteriormente, homogeneizado em
vértex por 1 minuto. O tubo foi incubado em banho seco a 37°C por 15 minutos
e em seguida este foi centrifugado por 15 min a 14.000 rpm, sendo o
sobrenadante descartado. Em seguida, foram adicionados 125 pL de etanol 80%
refrigerado, o tubo centrifugado por 5 min a 14.000 rpm e o sobrenadante
descartado. Este ultimo passo foi repetido mais uma vez. Para finalizar o
protocolo, o tubo foi mantido aberto a temperatura ambiente até a evaporacéo
de todo o etano. O DNA foi ressuspendido em 20 uL de agua ultrapura e dosado

em NanoDrop™ Lite.

4.6.4. Sequenciamento de DNA

Os produtos da PCR ja purificados foram sequenciados bidireccionalmente
com 0S mesmos primers mencionados para a amplificacdo. No caso dos
amplicons obtidos para a regido 28S, foram utilizados também os primers
internos 300F e ECD2R (TKACH et al., 2003). As amostras foram preparadas
para 0 sequenciamento segundo as recomendacdes da empresa ACTGene
(Alvorada, RS; https://actgene.com.br/)], sendo sequenciadas por eletroforese
capilar com o sequenciador automatico ABI3730, utilizando-se polimero BigDye
v3.1 e POP7 (Applied Biosystems™).
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4.6.5. Andlises das sequéncias

As sequéncias obtidas para cada espécie foram montadas e editadas com
auxilio do programa ChromasPro versao 2.0.1 (Technelysium Pty Ltd, Australia),
para a obtencdo de uma Unica sequéncia consenso. Em um primeiro momento,
realizou-se a comparac¢ao com dados disponiveis no GenBank por pesquisa por
similaridade, utilizando-se a ferramenta Basic Alignment Search Tools (BLAST)
do National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/) (National Library of Medicine, EUA). No caso das
sequéncias mitocondriais, foi realizada também a pesquisa na plataforma
Barcode of Life Data System (BOLDSYSTEMS), do Centre for Biodiversity
Genomics, Canada (http://www.boldsystems.org/). Em seguida, alinhamentos
foram construidos com auxilio do programa MEGA X (KUMAR et al., 2018).
Foram consideradas as sequéncias cogenéricas e as pertencentes ao género
mais proximo filogeneticamente. Nos casos em que foram realizadas
reconstrucdes filogenéticas, os modelos evolutivos foram determinados pelo
Bayesian information criterion (BIC) no programa MEGA X. As arvores
filogenéticas foram geradas a partir do algoritmo baseado em Inferéncia
Bayesiana (IB) e Maxima Verossimilhanca (MV).

As arvores MV foram geradas no MEGA X, sendo a robustez dos ramos
das arvores geradas medida pela utilizacdo do teste bootstrap com 1000
repeticdes. As analises de IB foram realizadas em MrBayes v.3.2.6 (RONQUIST
et al., 2012) usando a analise de cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC) em
duas execuc¢les simultaneas de quatro cadeias por 1.000.000 de geracdes e
amostragem a cada 100 geracbes. O suporte dos nos foi fornecido pela
probabilidade posterior. Para a visualizacao das arvores foi utilizado o programa
FigTree v.1.4.2. Para fins de apresentacdo das filogenias, utilizou-se a arvore
inferida por inferéncia bayesiana, as quais foram incluidos os valores de

bootstrap obtidos por MV.
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5. RESULTADOS

5.1 Espécies de peixes capturadas

Um total de 317 peixes pertencentes a 6 ordens, 19 familias e 34 espécies
foram avaliados no presente estudo. As espécies e niumero de exemplares
coletados e avaliados em cada uma das seis localidades s&o apresentados na
Tabela 1. Os dados referentes aos pesos e comprimentos das espécies de
peixes coletadas estédo disponiveis no Anexo 3.

Mais da metade das espécies coletadas (18, 52,94%) é considerada nativa
da bacia do Rio Doce, baseadas nos estudos de Vieira (2010), Alves e
colaboradores (2021) e Rodrigues e colaboradores (2022). Quanto a
classificacéo por tolerancia a salinidade, 9 espécies (26,47%) apresentam pouca
ou baixa tolerancia, ao passo que outras 8 (23,53%) sao consideradas marinhas
que ocasionalmente migram para os ecossistemas de agua doce (RODRIGUES
et al., 2022). As demais espécies apresentam alguma tolerancia para a
salinidade ou sua classificacdo € desconhecida.

Com respeito ao habito alimentar, 8 espécies (23,53%) sao consideradas
piscivoras, ou seja, se alimentam de outros peixes do ambiente. Apenas P.
argenteus, que é considerada detritivora, foi encontrada em todas as localidades
coletadas, somando 34 peixes capturado em diferentes ocasifes.

A maioria das espécies foi obtida nos afluentes do Baixo Rio Doce,
principalmente no Rio S&o José, totalizando 79 exemplares coletados. Algumas
espécies como Megaleporinus conirostris (Steindachner, 1875), Cichla
monoculus Agassiz, 1831, Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758), Caranx latus
Agassiz, 1831, Geophagus brasiliensis (Quoy & Gaimard, 1824), Harttia
loricariformis Steindachner, 1877, Harttia gracilis Oyakawa, 1993, Hypostomus
auroguttatus Kner, 1854, Hypostomus luetkeni (Steindachner, 1877), s6 foram
capturadas em afluentes, enquanto outras como Lycengraulis grossidens (Spix
& Agassiz, 1829), Astronatus ocellatus (Agassiz, 1831), Pachyurus adspersus
Steindachner, 1879, Pseudauchenipterus affinis (Steindachner, 1877),
Pterygoplichthys pardalis (Castelnau, 1855), Rineloricaria sp. s6 foram coletadas

no Rio Doce.
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Tabela 1. Espécies de peixes da Bacia do Baixo Rio Doce capturados e avaliados quanto a infeccdo por helmintos parasitos. Orig. =
Origem; Nat = Nativa; Ex6 = Exoética; Euri. = Eurialinidade; 12 = priméria; 22 = secundaria; Per = periféricos; Tro. = Trofismo; Zoob =
zoobentivoro; Pisc = Piscivoro; Carn = Carnivoro generalista; Oni = Onivoro; Detr. = Detritivoro; Herb = herbivoro (classificacdo segundo
Rodrigues et al., 2022); RD = Rio Doce; AFL = Afluentes (AFL1 = Rio S&o José; AFL2 = Rio Santa Maria; AFL3 = Rio Manhuagu); Tot. =
Total de peixes. *= espécies encontradas infectadas por helmintos.

Baixo
, . . Linhares Colatina Guandu/
Taxon dos peixes capturados Popular Orig. Euri. Tro. Aimorés TOT.

RD AFL1 RD AFL2 RD AFL3

ORDEM CHARACIFORMES
Familia Anostomidae
Megaleporinus conirostris (Steindachner, 1875) Piau Nat 12 Oni - 3 - 3 - - 6

Familia Bryconidae
Salminus brasiliensis (Cuvier, 1816) Dourado Exé 12 Pisc - - 1 1 - - 2

Familia Erythrinidae
*Hoplias intermedius (Guinther, 1864) Trairdo Nat 12 Pisc 2 - 1 - 11 5 19
*Hoplias malabaricus (Bloch, 1794) Traira Nat 12 Pisc 1 2 1 - 9 2 15

Familia Prochilodontidae
Prochilodus argenteus Spix & Agassiz, 1829 Curimata Ex6 12 Detr 3 10 7 9 2 3 34

Familia Serrasalmidae

*Metynnis maculatus (Kner, 1858) Pacu prata  Ex0 - Oni - - - - 17 2 19
*Pygocentrus nattereri Kner, 1858 Vlzlrr:]g?ﬁa Exé 12 Pisc 3 8 - 5 - 8 24
*Pygocentrus piraya (Cuvier, 1819) Piranha Exoé 12 Pisc 3 36 4 - - - 43

preta
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Baixo
Taxon dos peixes capturados Popular Orig  Euri.  Tro. Linhares Colatina Gyand}l/ TOT.
Aimores
RD AFL1 RD AFL2 RD AFL3

ORDEM CICHLIFORMES

Familia Cichlidae

, Oscar/ .
Astronatus ocellatus (Agassiz, 1831) . Exé - Carn 1 - - - - - 1
Acara

*Cichla kelberi Kullander & Ferreira, 2006 Tucunaré Exo6 22 Pisc - 4 1 - - 1 6
Cichla monoculus Agassiz, 1831 Tucunaré Exo6 22 Pisc - - - 2 - - 2
Cioptod_on renda_lll (Boulenger, 1897) Tilapia Ex6 2a Herb i 1 1 i i i 5
(=Tilapia rendalli)

. o ,

Geophagus brasiliensis (Quoy & Gaimard, Cara Nat 2a Oni i i i i i 3 3
1824)

Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758) T”al\rl)ill?) do Exé 22 Herb - - - 1 - - 1
ORDEM CLUPEIFORMES

Familia Engraulidae

*Lycengraulis grossidens - ) ) ] ]

(Spix & Agassiz, 1829) Manjubinha  Nat Per Carn 23 18 41
ORDEM MUGILIFORMES

Familia Mugilidae

Mugil liza Valenciennes, 1836 Tainha Nat Per Detr - 1 19 1 - - 21
ORDEM PERCIFORMES

Familia Carangidae

Caranx latus Agassiz, 1831 Chicharro Nat Per Zoob - - - 5 - - 5
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Baixo
Taxon dos peixes capturados Popular Orig  Euri.  Tro. Linhares Colatina Gyand}l/ TOT.
Aimores
RD AFL1 RD AFL2 RD AFL3

Familia Centropomidae
Centropomus parallelus Poey, 1860 Robalo Nat Per Carn 2 2 3 - - - 7
Familia Gerreidae

Diapterus rhombeus (Cuvier, 1829) Carapeba Nat Per Zoob 1 1 1 2 - - 5
Familia Sciaenidae

Menticirrhus americanus (Linnaeus, 1758) Corvina Nat Per Zoob - 1 - - - - 1
Pachyurus adspersus Steindachner, 1879 Corniva Nat Per Zoob - - - - 2 - 2
ORDEM SILURIFORMES

Familia Ariidae
Genidens genidens (Cuvier, 1829) Bagre branco  Nat Per Zoob 1 - - 1 - - 2
Familia Auchenipteridae
. i g .

Pseudauchenipterus affinis (Steindachner, Barrigudinho  Nat 1a Oni 2 i i i i i 5
1877)

Familia Callichthyidae

Hoplosternum littoralle (Hancock, 1828) Cambuti Ex6 - Detr 2 1 - - - 1 4
Familia Clariidae

: - Bagre . :
Clarias gariepinus (Burchell, 1822) Exo - Pisc 1 - - - - 5 6

africano
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Baixo
Taxon dos peixes capturados Popular Orig  Euri. Tro. Linhares Colatina iiursggéus/ TOT.
RD AFL1 RD AFL2 RD AFL3

Familia Loricariidae
Harttia loricariformis Steindachner, 1877 Cszcr:;go- Nat - - - - - - - 3 3

. . Cascudo-
Harttia gracilis Oyakawa, 1993 barata Nat - - - - - - - 1 1
*Hypostomus affinis (Steindachner, 1877) Ca:r(;liJ;io- Nat - Zoob - - - - 9 4 13
*Hypostomus auroguttatus Kner, 1854 Cascudo - - - - - - - - 2 2
*Hypostomus luetkeni (Steindachner, Cascudo Nat i i i i i i i 1 1
1877)
*Pterygoplichthys sp. Cais;gsxci" Ex6 - Herb 1 4 1 N 7
Pterygoplichthys pardalis (Castelnau, Cascudo Ex6 ) Herb i ) i i 1 ) 1
1855)
*Rineloricaria sp. Ca\igllfo' Nat - - - - - - 1 - 1
Familia Pimelodidae
*Pimelodus maculatus Lacepéde, 1803 Mandi chordo Ex0 12 Oni 2 4 1 4 4 - 15

TOTAL

48 78 59 34 57 41 317
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5.2 Espécies de peixes infectadas por helmintos

Do total de 317 peixes analisados, 109 (34,38%) foram encontrados
infectados por helmintos. A relacdo de espécies de parasitos, discriminados por
peixes parasitados, sitio de infeccdo, estadio evolutivo e regido de coleta, é
indicado na Tabela 2.

Das 34 espécies de peixes que foram capturadas, 15 estavam infectadas
(C. kelberi, G. brasiliensis, H. affinis, H. auroguttatus, H. intermedius, H. luetkeni,
H. malabaricus, L. grossidens, M. maculatus, P. affinis, P. maculatus, P. nattereri,
P. piraya, Pterygoplichthys sp. e Rinecolaria sp.). Entre as espécies infectadas,
a maior riqueza de helmintos foi encontrada em H. intermedius (R=5), seguida
de H. malabaricus (R=4), C. kelberi (R=4), P. piraya (R=3), P. nattereri (R=2), M.
maculatus (R=2) e Rinecolaria sp. (R=2). As demais espécies apresentaram
R=1. Nao foram encontrados ectoparasitos no atual estudo.

Muitas espécies de peixes coletadas ndo apresentaram nenhum exemplar
parasitado, como A. ocellatus, C. gariepinus, C. latus, C. monoculus, C.
parallelus, C. rendalli, D. rhombeus, G. genidens, H. littoralle, H. loricariformis,
H. gracilis, M. americanus, M. conirostris, M. liza, O. niloticus, P. adspersus, P.
argenteus, P. pardalis e S. brasiliensis. A Unica espécie que foi coletada em
todas as localidades, P. argenteus, ndo apresentou nenhum tipo de parasitismo.
Com relacdo as localidades, em um quantitativo geral, o Rio Doce em Baixo
Guandu apresentou maior riqueza (7 espécies de helmintos), seguido pelo Rio
Sao José em Linhares (6 espécies de helmintos). O Rio Santa Maria foi o que
apresentou a menor riqueza de espécies de helmintos em relacdo as demais
regides (apenas 2 espécies).

No total, foram encontrados 916 parasitos (523 formas larvais e 393
adultas), revelando a presenca de 13 espécies de helmintos (Tabela 2). A maior
parte das espécies identificadas, bem como em abundéancia e rigueza nos
hospedeiros capturados, pertencem ao grupo dos Trematoda (6 espécies),
seguida por Nematoda (5 espécies) e, por fim, Cestoda (2 espécies). Os taxons
encontrados estéo distribuidos em 6 ordens (Onchoproteocephalidea, Strigeida,
Plagiorchiida, Ascaridoidea, Spirurida e Oxyurida) e 7 familias

(Proteocephalidae, Diplostomidae, Clinostomidae, Acanthocolpidae, Anisakidae,
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Camallanidae e Pharyngodonidae). Em algumas espécies de hospedeiros, foi
possivel identificar mais de uma espécie de parasito.
As espécies de helmintos encontradas e os dados ecoldgicos relacionados

ao parasitismo por cada espécie de helmintos estao representados na Tabela 2.
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Tabela 2. Distribuicdo dos helmintos de peixes da bacia do Baixo Rio Doce coletados entre os periodos de novembro/2019 e janeiro/2022,
bem como os seus hospedeiros, local de infeccéo e estagio de desenvolvimento dos helmintos, além dos descritores ecoldgicos: relacédo
entre parasitados/coletados (Re), abundancia média (AM), intensidade (I, para até 3 hospedeiros) e intensidade média (IM, para mais de
3 hospedeiros), calculados para as espécies. (ED = Estadio de desenvolvimento).

Helminto Hospedeiro .Smo d~e ED Localidade Re AM IM
infeccdo
FILO PLATYHELMINTHES
CLASSE CESTODA
ORDEM ONCHOPROTEOCEPHALIDEA
Familia Proteocephalidae
Eg%toe)ocepha'us macrophallus (Diesing, Cichla kelberi Intestino Adultos Linhares/AFL 44  65(3-11) - 6,5 (3-11)
Proteocephalus microscopicus . . . . )
(Woodland, 1935) Cichla kelberi Intestino Adultos Colatina/RD 1/1 20 20
CLASSE TREMATODA
ORDEM STRIGEIDA
Familia Diplostomidae
Cichla kelberi Olhos Metacercéria Linhares/AFL 1/4 4 4 -
Hoplias intermedius Olhos Metacercéria Baixo Guandu/RD 4/11 1,09 (1-5) - 3,0 (1-5)
Linhares/AFL 1/2 22 22 -
Hoplias malabaricus Olhos Metacercéria Aimorés/AFL 172 0,5 1 -
Baixo Guandu/RD 2/9 0,77 2,5 -
H ) ffini olh Met . Aimorés/AFL 2/4 1 1;3 -
_ ypostomus affinis 0s etacercéria . i
Austrodiplostomum compactum (Lutz, Baixo Guandu/RD 2/9 0,77 2,5 -
1928
) Hypostomus Olhos Metacercéria Aimorés/AFL 1/2 9 9 -
auroguttatus
Hypostomus luetkeni Olhos Metacercéria Aimorés/AFL 1/1 1 1 -
Pimelodus maculatus Olhos Metacercéria Colatina/AFL 1/4 2 2 -
Pterygoplichthys sp. Olhos Metacercéria Baixo Guandu/RD 1/1 3 3 -
Pygocentrus piraya Olhos Metacercéria Linhares/AFL 1/36 0,08 3 -
Rineloricaria sp. Olhos Metacercéria Baixo Guandu/RD 1/1 3 3 -
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Sitio de

Helminto Hospedeiro infecco ED Localidade Re AM I IM
Austrodiplostomum sp. Pterygoplichthys sp. Olhos Metacercaria  Baixo Guandu/RD 1/1 3 3 -
Dolichorchis sp. Hoplias malabaricus Olhos Metacercaria Linhares/AFL 1/2 6,5 13 -
Familia Clinostomidae

Hoplias intermedius Figado Metacercaria  Baixo Guandu/RD  1/11 0,09 1 -
Clinostomum dimorphum (Diesing, )
1850) nov. comb. , _ Cavidade . .
Hoplias malabaricus branquial Metacercéria Colatina/RD 1/1 5 5 -
Coracéo
Cichla kelberi Mlunstzlélt?r:gra Metacercéria Linhares/AFL 2/4 4,25 6;11 -
Clinostomum sp. Pseudauchenipterus
affinis P Musculatura Metacercéria Linhares/RD 1/2 2 4 -
ORDEM PLAGIORCHIIDA
Familia Acanthocolpidae
Manteria sp. Lyncegraulis grossidens Branquias Metacercaria Linhares/RD 22123 9,56 (1-27) i 10,0 (1-27)
Colatina/RD 14/18 6,77 (3-20) - 8,71 (3-20)
FILO NEMATODA
ORDEM ASCARIDOIDEA
Familia Anisakidae
Hoplias intermedius Intestino Larva Baixo Guandu/RD  1/11 0,18 2 -
Contracaecum sp. Pygocentrus nattereri Intestino Larva Linhares/AFL 3/8 0,37 1;1;1 -
. . Colatina/RD 1/4 0,25 1 -
Pygocentrus piraya Intestino Larva
Linhares/AFL 4/36 0,41 (1-7) - 3,75 (1-7)
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Sitio de

Helminto Hospedeiro infeccio ED Localidade Re AM IM
ORDEM SPIRURIDA
Familia Camallanidae
Procamallanus (Procamallanus)
peraccuratus Pinto, Fabio, Noronha & Geophagus brasiliensis Intestino Adulto Aimorés/AFL 3/3 2,67 1;3;4 -
Rolas, 1976
Aimorés/AFL 1/5 0,4 2 -
Hoplias intermedius Intestino Adulto
Baixo Guandu/RD  1/11 0,09 1 -
Aimorés/AFL 1/2 1 2 -
Hoplias malabaricus Intestino Adulto
Baixo Guandu/RD 1/9 0,11 1 -
Procamallanus (Spirocamallanus) Metynnis maculatus Intestino Adulto Baixo Guandu/RD 1/17 0,05 1 -
inopinatus Travassos, Artigas & Pereira,
1928 Linhares/RD 1/3 0,33 1 -
Pygocentrus nattereri Intestino Adulto Colatina/AFL 3/5 0,8 1;1;2 -
Aimorés/AFL 8/8 8,87 (1-20) - 8,87 (1-20)
Adulto Linhares/RD 1/3 0,33 1 -
Pygocentrus piraya Intestino
Larva e Colatina/RD 214 1,75 25 -
Adulto
Procamallanus (Spirocamallanus) sp. Hoplias intermedius intiigzal Larva Baixo Guandu/RD  1/11 0,09 1 -
ORDEM OXYURIDA
Familia Pharyngodonidae
Baixo Guandu/RD  5/17 1%33’5184 47,2 (16-114)
Ichthyouris sp. Metynnis maculatus Intestino Adulto (16-114)
Aimorés/AFL 2/2 3 2;4 -
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5.2.1 Caracterizagao taxondmica dos helmintos encontrados

FILO PLATYHELMINTHES Gegenbaur, 1859
CLASSE CESTODA van Beneden, 1849

Ordem Onchoproteocephalidea Caira, Jensen, Waeschenbach, Olson, &
Littlewood, 2014

Familia Proteocephalidae La Rue, 1911
Subfamilia Proteocephalinae Mola, 1929
Género Proteocephalus Weinland, 1858

Proteocephalus macrophallus (Diesing, 1850)

(Figuras 12 e 13; Tabela 3)

Resumo Taxondmico

Hospedeiro: Cichla kelberi Kullander & Ferreira, 2006 (Cichliformes: Cichlidae).
Localidade: Linhares/AFL.

Relacéo parasitados/coletados: 4/4.

Estagio de desenvolvimento: adultos (maduros e imaturos).

Sitio de infeccéo: intestino.

Descricdo (n = 23 maduros e 6 imaturos): vermes pequenos (Fig. 12A), de
coloracdo esbranquicada. Presenca de proglotes imaturas, maduras (Fig. 12D,
13C) e gravidas (Fig. 13D). Vermes maduros com 6,18 mm (4,21-8,77) de
comprimento e 1.013 (523-1.435) de largura. Imaturos com 2,51 mm (1,65-4,06)
de comprimento por 362 (273-554) de largura. Alguns exemplares com escolex
nao distintos do estrébilo (Fig. 12A; 13A) e outros distintos (Fig. 12B; 13B), com
374 (211-533) de comprimento e 653 (431-1.034) de largura em vermes
maduros. Quatro ventosas dorsoventrais com estreitas aberturas e fortes
estruturas musculares de fixacdo (Fig. 12A, B, C; 13A, B), com 297 (160-454)
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de didmetro. Em alguns exemplares, € possivel observar a presenca de uma
pequena glandula apical (Fig. 12C; 13B) com 124 (96-157) de diametro.
Presenca de colo pequeno (Fig. 12A, B), com 633 (291-791) de comprimento.
Estrébilo constituido por 21 (14-28) proglotes (Fig. 12A) em vermes maduros.
Proglotes mais posteriores com formato retangular ou triangular, com 730 (446—
1.258) de comprimento e 874 (224-1.454) de largura em maduros (Fig. 12D;
13C). Trinta e trés (21-43) testiculos, formato esféricos ou ovais (Fig. 12D; 13C),
com 58 (43-103) de comprimento e 36 (28-58) de largura. Bolsa do cirro
alongada, ocupando a parte central da proglote. Ductos espermaticos nao
observados. Poros genitais irregularmente alternados. Glandula de Mehlis (Fig.
13C, D) com 92 (32-122) de diametro. Ovério bilobado, massivo, ocupando a
parte inferior de cada proglote (Fig. 12D; 13C, D), com 150 (100-210) de
comprimento e 167 (65-471) de largura. Foliculos vitelinicos arranjados em duas
fileiras laterais (Fig. 12D; 13C, D). Utero central, ramificado em paredes finas.

Ductos vitelinicos ndo observados.

Dados genéticos: Um fragmento de 1364 pb foi gerado para a regido 28S. A
comparacao com dados disponiveis no GenBank revelou baixa divergéncia (um
nucleotideo, 0,15%) com um isolado de P. macrophallus (KP729394) obtido de
Cichla monoculus Spix, 1829 de Iquitos, Peru (DE CHAMBRIER et al., 2015). A
divergéncia em relacdo a outras espécies de Proteocephalidae parasitos de
peixes foi superior a 4,9%. Para a o gene Cox-1, foi obtido um fragmento de 801
pb, o qual apresentou divergéncias relativamente altas (15,6-18,7%) em relacéo
a outros Proteocephalidae com dados disponiveis para comparacao
[Pseudoendorchis spp., Spatulifer maringaensis Pavanelli & Rego, 1989,
Riggenbachiella paranaense (Pavanelli & Rego, 1989) e Monticellia magna
(Rego, Santos & Silva, 1974)]. Os dados obtidos representam as primeiras

sequéncias Cox-1 para P. macrophallus.

Comentérios taxonémicos: Proteocephalus macrophallus foi descrita
originalmente por Diesing (1850) como Taenia macrophalla, renomeada como P.
macrophallus por Woodland (1933) e redescrita por Scholz e colaboradores
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(1996). Os exemplares do presente estudo foram identificados como P.
macrophallus principalmente por apresentarem estruturas e medidas
caracteristicas da espécie, incluindo corpo curto; auséncia de ventosa apical; e
proglotes mais posteriores com paredes grossas entre seus diverticulos
(SCHOLZ et al.,, 1996). Na redescricdo realizada por Takemoto & Pavanelli
(1996), os autores descrevem um escolex bem definido e presenca do pescoco,
0 que coincide com alguns exemplares encontrados no atual trabalho (Fig. 12B),
apesar da maioria apresentar um escoélex ndo distinto do estrébilo (Fig. 12A).
Além disso, em alguns exemplares foi possivel observar uma estrutura
semelhante a uma glandula apical, também conhecida como glandula frontal
que, segundo Rego (1999), é considerado frequente em espécies de
Proteocephalus, apesar de né&o ter sido descrito originalmente em P.
macrophallus (Fig. 12C; 13B). A estrutura € muito reduzida, o que ndo confere
com as caracteristicas de uma ventosa apical, como observada em
Proteocephalus gibsoni Rego & Pavanelli, 1991 (REGO, 1999) (tabela 3).
Apesar de haver registros em diferentes localidades no Brasil e em
diferentes hospedeiros, inclusive em C. kelberi, este € o primeiro registro de P.
macrophallus em peixes no Baixo Rio Doce, o que contribui para a ampliacdo da

distribuicdo geografica deste parasito na América do Sul.
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400 pm

Figura 12. Fotomicrografias de exemplares maduros de Proteocephalus
macrophallus, parasito de Cichla kelberi, coletado em Linhares/AFL. A. Verme
inteiro, vista ventral. B. Regido anterior. C. Regido cefélica, evidenciando a regido
da glandula apical (asterisco). D. Ultima proglote madura. VD: vasos deferentes;

VI: vitelarias; T: testiculos; O: ovario.
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Figura 13. Representacédo de Proteocephalus macrophallus, parasito de Cichla
kelberi, coletado em Linhares/AFL. A. Escblex com as ventosas dorsais em
evidéncia. B. Escoélex evidenciando a glandula apical. C. Proglote madura. D.
Proglote gravida. V: ventosa; GA: glandula apical; RU: ramifica¢cdes do utero; U:
Utero; BC: bolsa do cirro; VD: vaso deferente; VI. vitelarias; T: testiculos; O:

ovario; GM: Glandula de Mehlis.
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Tabela 3. Dados morfométricos entre as espécies de Proteocephalus com os exemplares encontrados (medidas em um, exceto
quando especificado). Legenda: com.: comprimento; larg.: largura.

Proteocephalus

Proteocephalus

Proteocephalus Proteocephalus

Espécies/ gibsoni macrophallus microscopicus
L Presente estudo . macrophallus
caracteristicas Rego & Pavanelli, Scholz et al.. 1996 Takemoto & Takemoto &
1991 " Pavanelli, 1996 Pavanelli, 1996
Cichla kelberi Cichla kelberi
Geophagus . .
. : . h . . Cichla monoculus Cichla monoculus
Hospedeiro Cichla kelberi brasilienses; Cichla ocellaris . . . .
Cichla ocellaris Cichla ocellaris
Astronotus ocellatus . S . N
Cichla piquiti Cichla piquiti
Rio Amazonas (AM); Venezuela; Rllgigr;]z:;:z ?FEQ')\A)
Localidade Rio Doce (ES) Rio Parana (PR); ' '

Comprimento (mm)
Numero de proglotes

Estrutura do Escdélex

Escolex (com.)
Escélex (larg.)

Poros genitais

Numero de testiculos
Estrutura do Ovario
Ovério (com.)

Ovario (larg.)

4,21-8,77
14-28

Presenca de
glandula apical

211-533
431-1.034
Aberturas
irregularmente
alternadas
21-43
Dois longos lobos
100-210
65-471

Rio Doce (MG)
23,0-58,0

Sulcado, com ventosa
apical pequena

Aberturas irregulares
com tendéncia a
unilateralidade
Menos de 100
Lobados
550

Rio Amazonas (Brasil)

6,0-9,0
25-30
Indistinto do estrébilo,
sem ventosa ou
glandula apical
1090-1485
Aberturas
irregularmente
alternadas
38-71
Dois longos lobos

Rio Sao Francisco;
Rio Tocantis-Araguaia;
5,41-11,06 2,05-2,78
19 6-12
Distinto do estroébilo, Distinto do estrébilo,
sem ventosa ou sem ventosa ou
glandula apical glandula apical

530 550
790 630
Aberturas Aberturas
irregularmente irregularmente
alternadas alternadas
49-57 19-26
Dois longos lobos Dois longos lobos
150 70
860 380
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Proteocephalus microscopicus (Woodland, 1935)

(Figuras 14 e 15)

Resumo taxondmico

Hospedeiro: Cichla kelberi Kullander & Ferreira, 2006 (Cichliformes: Cichlidae).
Localidade: Colatina/RD.

Relac&o parasitados/coletados: 1/1.

Estagio de desenvolvimento: adultos (maduros).

Sitio de infeccéao: intestino.

Descricao (n=6): pequenos vermes com cerca de 7 proglotes (5-9) (Fig. 15A),
medindo 1,55 mm (1,11-2,30) de comprimento e 247,66 (176,12-291,16) de
largura. Presencga de proglotes maduras e gravidas. Escolex com 4 ventosas e
pescoco, muitas vezes, indiferenciado (Fig. 14A). Proglotes mais posteriores
bem largas, com formato irregular (Fig. 14B; 15A, B). Cerca de 14 (11-18)
testiculos ovais, espalhados lateralmente pela proglote (Fig. 15B), medindo
cerca de 25 (19-35) de comprimento e 17 (13-22) de largura. Cirro alongado,
vasos deferentes distribuidos até a parte central da proglote (Fig. 15B). Ductos
espermaticos ndo observados. Poros genitais irregularmente alternados,
situados na porcdo mediana a superior de cada proglote. Glandula de Mehlis
(Fig. 15B) com 19 (18-20) de diametro. Ovério bilobado, massivo, ocupando a
parte inferior de cada proglote madura (Fig. 15B), com cerca de 98 (70-143) de
comprimento e 30 (24-34) de largura. Foliculos vitelinicos arranjados em duas
fileiras laterais (Fig. 15B). Ductos vitelinicos nio observados. Uteros ocupando
a porcdo mediana das proglotes gravidas, ramificando-se da extremidade mais

superior da proglote até os ovarios (Fig. 15B).

Dados genéticos: Um fragmento de 1414 pb foi obtido para a regido 28S, que
apresentou maior proximidade com os isolados P. macrocephalus. As
divergéncias genéticas em relacdo ao isolado desta espécie oriundo de Iquitos,

Peru e do Brasil (presente estudo) foram 2,64% e 2,49%, respectivamente. As
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divergéncias genéticas verificadas para essa regido nuclear em relacao a outros
representantes da familia foram superiores a 5,63%. Um fragmento de 856 pb
do gene Cox-1 foi obtido para P. microscopicus e a comparagcao com a mesma
regido de P. macrocephalus deste estudo revelou uma divergéncia de 9,24%,
confirmando que se trata de espécies distintas. Ja as divergéncias de P.
microscopicus em relacdo as outras espécies da familia disponiveis para
comparacao foram superiores a 14,7%. Os dados aqui obtidos representam as

primeiras sequéncias geradas para P. microscopicus.

Comentérios taxondmicos: Os exemplares encontrados assemelham-se a
redescricdo de P. microscopicus devido ao tamanho reduzido do corpo,
quantidade de proglotes e o formato do escélex achatado (TAKEMOTO &
PAVANELLI, 1996). Os exemplares encontrados apresentam um numero
reduzido de testiculos em relacéo a redescricdo de Takemoto & Pavanelli (1996)
(9-14 x 22 da redescricdo), mas as demais caracteristicas condizem com a
espécie em questdo. Este é o primeiro registro de P. microscopicus em peixes
no Baixo Rio Doce, o que contribui para a ampliacdo da distribuicdo geogréfica

deste parasito na América do Sul.

wri 00

Figura 14. Fotomicrografias de Proteocephallus microscopicus, parasito de
Cichla kelberi coletado em Colatina/RD. A. Regiao anterior. B. Proglote madura.
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100 um

500 um

Figura 15. Representacéo de Proteocephalus microscopicus, parasito de Cichla
kelberi, coletado em Colatina/RD. A. Vista total do parasito. B. Proglote madura.
V: ventosa; RU: ramificacdes do Utero; U: atero; BC: bolsa do cirro; VD: vaso
deferente; VI: vitelarias; T: testiculos; O: ovario; GM: Glandula de Mehlis.
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CLASSE TREMATODA Rudolphi, 1808

SUBCLASSE DIGENEA Carus, 1863

Ordem Plagiorchiida La Rue, 1957
Superfamilia Lepocreadioidea Odhner, 1905
Familia Acanthocolpidae Liuhe, 1909
Género Manteria Caballero, 1950

Manteria sp.

(Figuras 16, 17 e 18; Tabelas 4 e 5)

Resumo taxondmico

Hospedeiro: Lycengraulis grossidens (Spix & Agassiz, 1829) (Clupeiformes:
Engraulidae).

Localidade: Linhares/RD e Colatina/RD.

Relacéo parasitados/coletados: 22/23 Linhares/RD; 14/18 Colatina/RD.
Estagio de desenvolvimento: metacercérias.

Sitio de infeccdo: branquias.

Descricao (n=8): Metacercarias encistadas pequenas e cistos ovais. Parasitos
pequenos, corpo estreito e alongado com 1,18 mm (877-1.673) de
comprimento e 91 (57-133) de largura (Fig. 16, 18A). Extremidade anterior
envolvida por coroa de espinhos dispostos em duas fileiras alternadas, dorsais
e laterais, com tamanhos desiguais, formadas por 47 (41-58) espinhos (Fig.
17A, B, C; 18B), interrompidas na regiao da ventosa oral (Fig. 18B). Ventosa
oral desenvolvida, subglobular, ventralmente subterminal (Fig. 17C; 18B),
menor que a ventosa ventral (acetdbulo), com duas pequenas projecdes
laterais conicas e alongadas, medindo 101 (81-123) de diametro (Fig. 16; 17B;
18A, B). Tegumento com pequenos espinhos que se iniciam na base da
ventosa oral e estendem-se ao longo do corpo (Fig. 17C, D; 18A). Ventosa
ventral protuberante, musculosa e cuneiforme, localizado no ter¢o anterior do

corpo, proximo a ventosa oral, medindo 228 (199-284) de comprimento e 207
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(144-257) de largura (Fig. 16, 18A). Pré-faringe longa, medindo 138 (100-182)
de comprimento. Faringe desenvolvida fortemente muscularizada, piriforme,
medindo 105 (53—-163) de comprimento e 56 (38—93) de largura (Fig. 18A). Dois
primérdios testiculares pequenos, ovais, com bordas regulares, localizados um
apos o outro, proximos a extremidade posterior (Fig. 16, 18A). Testiculo
anterior com 37 (28-43) de comprimento e 35 (33-43) de largura; testiculo
posterior com 43 (28-59) de comprimento e 34 (28—42) de largura. Primordio
ovariano oval, pré-testicular, maior que os testiculos, com 78 (43-135) de
didmetro (Fig. 18A). Foliculos vitelinicos numerosos, esféricos ou ovais,
distribuidos a partir do acetabulo até a extremidade posterior, reduzidos em

namero ao nivel das zonas ovarianas e testiculares (Fig. 16, 18A).

Dados genéticos: Foi obtida um fragmento do gene 28S com 956 bp. A
comparacao com dados disponiveis no GenBank revelou maior proximidade
com um isolado identificado como Cercaria capricornica IV Barnett, Smales &
Cribb (2008) originaria de molusco gastropode Nassarius olivaceus (Bruguiére,
1789) da Australia (divergéncia genética de 5,85%) (BARNETT & MILLER,
2018) e com Tormopsolus orientalis Yamaguti, 1934, encontrada em peixes,
Seriola dumerli (Risso 1810), na Franca (BRAY et al., 2005). A reconstrugcao
filogenética baseada em IB e MV (Figura 19), confirmou a incluséo do parasito
encontrado como um representante da familia Acanthocolpidae, revelando
ainda o agrupamento com os dois taxons listados acima com um bom suporte
nodal (1/99). Para a regi&o ITS, um fragmento com 1047pb foi obtido, sendo a
comparacdo com dados do GenBank revelaram maior proximidade com
Cercaria capricornica VI da Austrédlia, e Neophasis oculata (Levinsen, 1881) e
Neophasis anarrichae (Nicoll, 1909) da Russia (Unicas espécies da familia
Acanthocolpidae com dados ITS disponiveis para comparacéo). Entretanto, as
divergéncias genéticas em relacdo a esses isolados foram altas (8,2-8,5%). A
analise de sequéncias Cox-1 (402 pb) revelou a inexisténcia de dados

genéticos de representantes da familia Acanthocolpidae para comparacao.

Comentérios taxonémicos: Os caracteres morfoldgicos dos exemplares

encontrados assemelham-se aos dos representantes do género Manteria
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devido, principalmente, a presenca de: coroa de espinhos interrompidos
ventralmente; extensos foliculos vitelinicos localizados entre o acetabulo e a
porcao posterior do corpo; ventosas orais e ventrais proximas umas as outras;
metade posterior do corpo muito maior que a anterior (SIDDIQI & CABLE,
1960) (Tabela 4).

A maior parte dos relatos referentes ao género séo baseados em adultos
encontrados principalmente em peixes da familia Carangidae (AMATO, 1983).
Os exemplares encontrados apresentam caracteristicas que os definem como
metacercarias devido a diferencas significativas aos adultos, tais como:
presenca de coroa ao redor da ventosa oral com numero de espinhos
semelhantes (média de 41-58 nas metacercarias x 50-60 em M. brachydera,
forma adulta); disposicdo dos espinhos ao longo do corpo, que estao
distribuidos até a regido ligeiramente posterior ao acetabulo (x até a regiao
ovariana em M. brachydera, forma adulta) (CABALLERO, 1950),
caracteristicas muito proximas aos exemplares encontrados, podendo ser
comparado aos adultos (Tabela 5).

Rojas, Torres & Pequefio (1999) retratam o primeiro registro de
metacercarias do género Manteria na América do Sul encontrados na
musculatura de Caprodon longimanus (Gunther, 1859), coletado na costa do
Chile. No entanto, os exemplares encontrados diferem das metacercarias
publicadas pelos autores devido ao formato e tamanho do corpo (alongado x
forma de pera); numero de espinhos ao redor da ventosa oral (41-58 x 30—36);
além da disposicéo dos espinhos corporais (extremidade anterior até regido do
acetabulo x todo o tegumento). No Brasil, Amato (1983) encontrou adultos e
jovens no estdmago e no intestino de Oligoplites palometa (Cuvier) no sul do
pais. No entanto, os exemplares jovens assemelham-se aos espécimes
encontrados no atual estudo devido ao tamanho do corpo; tamanho da pré-
faringe (longa nas metacercarias x curta nos adultos); posi¢cdo e tamanho dos
primordios genitais (muito préximos a porgao final do corpo e tamanho reduzido
X por¢gdo mediana do terceiro tergco do corpo em maior tamanho). No entanto,
o comprimento dos primordios difere da descricao destes jovens. Assim, os
exemplares sao classificados como metacercarias de Manteria sp. As

comparagdes dos exemplares encontrados com o registro das metacercarias
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de Rojas, Torres & Pequefio (1999) e os jovens de Amato (1983) estédo
retratadas na Tabela 4.

Além disso, este trabalho menciona um novo sitio de infec¢ao para este
género, uma vez que ndo ha relatos de encontro dessas metacercarias nas
branquias de peixes. Além disso, este também é o primeiro registro deste
género em peixes no Baixo Rio Doce e em agua doce, uma vez que os demais
relatos sdo oriundos de peixes de ambiente marinho (CABALLERO, 1950;
FREITAS & KOHN, 1964; AMATO, 1983; ROJAS, TORRES & PEQUENO,
1999)
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Figura 16. Fotomicrografias de Manteria sp., parasito de Lycengraulis
grossidens coletado em Colatina/RD. Vista lateral do parasito por completo, em
destaque a ventosa ventral.
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Figura 17. Fotomicrografias de Manteria sp., parasito de Lycengraulis grossidens coletado em
Colatina/RD, com enfoque na extremidade anterior e espinhos. A. Extremidade anterior, podendo
ser observada a coroa de espinhos. B. Extremidade anterior, com destaque para as projecdes
orais alongadas. C. Destaque para a ventosa oral. D. Espinhos ao longo do tegumento do parasito.
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Figura 18. Representacdo de Manteria sp., parasito de Lycengraulis grossidens
coletado em Colatina/RD, vista ventral. A. Corpo total do parasito. B. Extremidade
anterior com em destaque para a coroa de espinhos e a ventosa oral. CE: Coroa de
espinhos; PF: Pré-faringe; F: Faringe; VI: Vitelaria; VV: Ventosa Ventral, O: Ovario; T:
Testiculos; PO: Projecéo oral; VO: Ventosa oral.
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28S rDNA —Manteria brachydera -Brasil
1199\ ————— Cercaria capricornica - Australia
] 0,65/58| S
0,89/50 —— Tormopsolus orientalis - Franga

Brachycladium + Campula+ Oschimarinella +
0,85/55 Nasitrema + Pleorchis + Zalophotrema
Stephanostomum+
0,99/60 Monostephanosotmum+
Pseudolepidapedon

Neophasis spp.- Russia

17100

Cableia pudica -Australia

Figura 19. RelacOes filogenéticas baseadas em fragmento do gene 28S rDNA
de Manteria sp. (em negrito) e espécies da familia Acanthocolpidae com dados
disponiveis no GenBank baseada em baseadas em andlises de Méaxima
Verossimilhanca (MV) e Inferéncia Bayesiana (IB). O suporte nodal € indicado
como MV/IB.
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Tabela 4. Dados morfométricos de metacercérias de Manteria sp., Unico registro do género publicado na América do Sul

(ROJAS, TORRES & PEQUENO, 1999) e 0 exemplar jovem publicado no Brasil (AMATO, 1983) (medidas em um exceto quando
especificado). Legenda: com.: comprimento; larg.: largura.

Taxons/Caracteristicas

Manteria sp.

Manteria brachydera Manteria sp.

Autoria
Localidade

Hospedeiro
Sitio de infeccéo

Formato do corpo

Comprimento (mm)

Largura

N° de espinhos da ventosa oral
Ventosa ventral (com.)

Ventosa ventral (larg.)

Pré-faringe (com.)

Faringe (com.)

Faringe (larg.)

Posicao dos primérdios genitais
Primérdio testicular anterior (com.)
Primordio testicular anterior (larg.)
Primérdio testicular posterior (com.)

Primordio testicular posterior (larg.)
Inicio dos foliculos vitelinicos

Distribuicdo dos espinhos corporais

Presente estudo
Espirito Santo, Brasil

Lycengraulis grossidens

Cavidade branquial

Alongado
0,87-1,67
50-130
41-58
190-280
140-250
100-182
50-160
30-90
Préximos a porcao
posterior do corpo
20-40
30-40
20-50
20-40
Abaixo da ventosa ventral

Por todo o tegumento

Amato, 1983
Santa Catarina, Brasil

Oligoplites palometa

Rojas, Torres & Pequeiio, 1999
llha de Alejandro Selkirk, Chile

Caprodon longimanus

Intestino,
- Musculatura
Estomago
Alongado Abaulado, em forma de “pera”
3,27 1,7-2,1
150 780-1100
— 30-36
225 312-449
200 -
200 -
100 100-140
75 -

Préximos a porcao
posterior do corpo

Porcdo mediana do terceiro
terco do corpo

200 250-270
100 -
225 250-270
100 -

- Abaixo da ventosa ventral

- Por todo o tegumento
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Tabela 5. Dados morfométricos de adultos de Manteria brachydera publicados na América do Sul por diferentes autores
(medidas em ym exceto quando especificado). Legenda: com.: comprimento; larg.: largura.

Autores/Caracteristicas Caballero, 1950

Freitas & Kohn, 1964~

Amato, 1983

Localidade Séo Francisco, Equador Rio de Janeiro, Brasil Santa Catarina, Brasil
Hospedeiro Ogga?gutfiisp%%gjs Scombroides sp. Oligoplites palometa
Sitio de infeccéo Intestino Intestino Intgstlno
Estdbmago
Comprimento (mm) 2,63-6,48 7,76-9,06 9,45-14,47
Largura 310-650 670-850 440-630
N° de espinhos da ventosa oral 50-60 33 41-49
Ventosa ventral (com.) 160 370-420 340-360
Ventosa ventral (larg.) 150-280 320-350 260-360
Pré-faringe (com.) 57 - 179-342
Faringe (com.) 100-170 170 120-140
Faringe (larg.) 70-90 80-100 60-90

Porgcao mediana do

Posicao dos 6rgaos genitais terceiro terco do corpo

Porgcdo mediana do
terceiro terco do corpo

Porgcao mediana do
terceiro terco do corpo

Testiculo anterior (com.) 160-170 560-770 600-830
Testiculo anterior (larg.) - 300-430 360-490
Testiculo posterior (com.) 220-170 800-910 740-900
Testiculo posterior (larg.) - 320-450 330490
.. . o Na altura da vesicula . Na altura da vesicula
Inicio dos foliculos vitelinicos . Na altura da bolsa do cirro ;
seminal seminal

Distribuicdo dos espinhos

corporais regido ovariana

Extremidade anterior até a

Regido do acetabulo até a
extremidade posterior

Todo o tegumento

*Descrita pelos autores como Manteria costalimai, espécie sinonimizada com M. brachydera por Overstreet (1969).
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Ordem Strigeida Poche, 1926
Superfamilia Diplostomoidea Poirier, 1886
Familia Diplostomidae Poirier, 1886
Género Dolichorchis Dubois, 1961
Dolichorchis sp.

(Figuras 20 e 21)

Resumo Taxondmico

Hospedeiro: Hoplias malabaricus (Bloch, 1794) (Characiformes: Erythrinidae).
Localidade: Linhares/AFL.

Relacéo parasitados/coletados: 1/2.

Estagio de desenvolvimento: metacercérias.

Sitio de infeccéo: olhos.

Descricao (n=8): metacercarias com corpo dividido em segmento anterior e
posterior (Fig. 20, 21). Segmento anterior oval, medindo 204 (168-233) de
comprimento e 187 (154—-209) de largura (Fig. 20, 21); porgcéo posterior menor
gue a anterior, com dois canais em forma de U invertido em vista ventral,
medindo 45 (35-53) de comprimento e 103 (96-116) de largura (Fig. 21).
Ventosa oral terminal e oval, medindo 42 (37—-49) de comprimento e 48 (43—
58) de largura. Faringe muscular e esférica medindo 30 (26-33) de
comprimento (Fig. 21). Ventosa ventral arredondada, medindo 28 (24—-34) de
comprimento e 35 (40—-44) de largura (Fig. 21). Duas pseudoventosas laterais
na porcgao anterior do corpo (Fig. 21). Es6fago curto bifurcado em dois longos
cecos intestinais que se estendem até proximo a porcao final do corpo (Fig.
21). Orgéo tribocitico desenvolvido, 56 (37—77) de comprimento e 53 (44—66)
de largura (Figs. 20 e 21).
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Dados genéticos: Um fragmento de 420 pb do gene Cox-1 foi obtido para essa
espécie, o qual ndo apresentou divergéncia genética em relacdo a um isolado
de Dolichorchis sp. encontrado em uma ave, macarico-preto (Phimosus
infuscatus) no Pantanal, Mato Grosso (ACHATZ et al., 2022).

Comentérios taxonémicos: Os exemplares encontrados apresentam
semelhancas com as metacercarias descritas por Szidat (1969) como
Tetracotyloides gymnoti encontrada em Gymnotus carapo Linnaeus, 1758 na
Argentina. Essa espécie também foi encontrada nos olhos e possui morfologia
geral e medidas bastante semelhantes. Contudo, o formato e a posi¢cao dos
primordios genitais, bem como a reentrancia corporal observada em T. gymnoti
nao ficou clara nos atuais exemplares, dificultando a identificacdo morfoldgica.

No entanto, devido ao trabalho taxonémico atrelado aos dados genéticos,
foi possivel identificar os atuais exemplares como pertencentes ao género
Dolichorchis o qual, historicamente, foi considerado um subgénero de
Diplostomum (ACHATZ et al., 2022) mas foi reclassificado por Niewiadomska
(2002) como um género independente. Além disso, outras caracteristicas
diagndsticas de Dolichorchis sdo compativeis aos exemplares encontrados,
tais como a presenca de pseudoventosas; ventosas oral, ventral e faringe
pouco desenvolvidas; e ventosa ventral préxima ao 6rgao tribocitico (GIBSON,
JONES & BRAY, 2002).

No atual trabalho, os exemplares analisados obtiveram os mesmos dados
genéticos de Dolichorchis sp. VVT1 descritos por Achatz e colaboradores
(2022). Além disso, esta é a primeira descricdo de metacercarias deste género

parasitando peixes, assim como uma nova distribuicdo geogréafica para o

grupo.
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200 ym

Figura 20. Fotomicrografia de metacercaria de Dolichorchis sp., parasito de
Hoplias malabaricus coletado em Linhares/AFL, vista ventral.
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200 uym

Figura 21. Representacao de metacercarias de Dolichorchis sp., parasito de
Hoplias malabaricus coletado em Linhares/AFL. VO: Ventosa oral, PV:
Pseudoventosas; F: Faringe; Cl: Cecos intestinais; VV: Ventosa Ventral, OT:
Orgao tribocitico; C: Canais.
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Género Austrodiplostomum Szidat & Nani, 1951
Austrodiplostomum compactum (Lutz, 1928)

(Figuras 22, 23 e 25; Tabela 6)

Resumo Taxondmico

Hospedeiros: Cichla kelberi Kullander & Ferreira, 2006 (Cichliformes: Cichlidae);
Hoplias intermedius (Gunther, 1864); Hoplias malabaricus (Bloch, 1794)
(Characiformes: Erythrinidae); Hypostomus affinis (Steindachner, 1877);
Hypostomus auroguttatus Kner, 1854; Hypostomus luetkeni (Steindachner,
1877); Rineloricaria sp. (Siluriformes: Loricariidae); Pimelodus maculatus
Lacepéde, 1803 (Siluriformes: Pimelodidae); Pygocentrus piraya (Cuvier, 1819)
(Characiformes: Serrasalmidae).

Localidades: Linhares/AFL; Baixo Guandu/RD; Aimorés/AFL.

Relacéo parasitados/coletados: 1/4 em C. kelberi; 4/13 em H. affinis; 1/2 em H.
auroguttatus; 4/19 em H. intermedius; 1/1 em H. luetkeni; 4/11 em H.
malabaricus; 1/5 em P. maculatus; 2/36 em P. piraya; 1/1 em Rineloricaria sp.
Estagio de desenvolvimento: metacercarias.

Sitio de infeccao: olhos (Figura 24).

Descricdo (n=18): metacercarias de corpo foliaceo, ligeiramente cbncavo
ventralmente, bi-segmentado, por¢ao posterior terminando em segmento cénico
(Fig. 22, 25). Corpo com 1,56 mm (1,06—-2,42) de comprimento e 464 (361-851)
de largura. Ventosa oral subesférica, subterminal, medindo 63 (40-76) de
comprimento por 65 (41-80) de largura (Fig. 22, 23, 25), com duas pseudo-
ventosas laterais (Fig. 25), bem desenvolvidas. Faringe alongada medindo 70
(43-86) de comprimento (Fig. 22B, 23, 25). Ventosa ventral ausente. Cecos
intestinais longos, terminando proximo a extremidade posterior, ao nivel dos
primordios genitais (Fig. 25). Orgdo tribocitico eliptico, alongado e bem
desenvolvido, situado no terco posterior do corpo, medindo 318 (192-418) de
comprimento e 142 (110-186) de largura (Fig. 21, 25).
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Dados genéticos: Um fragmento de 477pb do gene Cox-1 foi obtido, o qual
apresentou baixa divergéncia genética (0,5-1,0%) em relacéo a isolados de A.
compactum de diferentes paises (Brasil, México, EUA). As divergéncias em
relacdo a outras espécies do género descritas foram maiores: 10% em relacdo
a A. mordax da Argentina, e 8,7-9,0% em relacdo a espécies ndo descritas
formalmente nos EUA e México (Austrodiplostomum sp.1 e Austrodiplostomum

sp.2) e na Ucrania (Austrodiplostomum sp.).

Comentéarios taxondmicos: As metacercarias encontradas no presente estudo
possuem caracteristicas gerais compativeis com as descritas para A.
compactum por Kohn e colaboradores (1995) e Ostrowski de Nufiez (2017),
incluindo a presenca de corpo bi-segmentado, regido anterior ligeiramente
cbncava ventralmente, ventosa oral subterminal e duas pseudo-ventosas bem
desenvolvidas, cecos simples, atingindo até o nivel da genitdlia e 6rgéo
tribocitico eliptico, e os achados genéticos puderam comprovar a identificacao
da espécie. Uma forma imatura foi encontrada em Rineloricaria sp, no mesmo
sitio de infec¢do das formas maduras (Figura 23).

Além das caracteristicas taxondmicas e genéticas, segundo Ostrowski de
Nufiez (2017), a distribuicdo geografica e o mecanismo de especificidade do
hospedeiro sdo essenciais para a distingdo das espécies de Austrodiplostomum.
A compactum tem ampla distribuicdo e baixa especificidade parasito-hospedeiro
(RAMOS et al., 2013; LOCKE et al., 2015; GARCIA-VARELA et al., 2016), como
reporta Ramos e colaboradores (2013), ao listar pelo menos 36 hospedeiros
diferentes para a espécie em questdo. Aparentemente, A mordax apresenta
distribuicAo mais restrita, proximo ao seu hospedeiro intermediario, O.
bonariensis, em lagos argentinos e no sul do Brasil, parasitando primariamente
cérebro de seus hospedeiros (MONTEIRO, 2006; DRAGO, LUNASCHI &
SCHENONE, 2011; OSTROWSKI DE NUNEZ, 2017). A comparacdo destas
duas espécies com os exemplares encontrados esta elucidada na Tabela 5.

Este é o primeiro registro de metacercaria de A. compactum em peixes no
Baixo Rio Doce e no Espirito Santo. Além disso, 5 novos hospedeiros sao
registrados para a espécie: H. auroguttatus, H. luetkeni, P. maculatus, P. piraya

e Rineloricaria sp.



91

400 um

400 pym

Fotomicrografias de metacercarias de Autrodiplostomum

Figura 22.
compactum, encontradas em diferentes peixes no Baixo Rio Doce, ES. A.

Parasito em vista ventral. B. Regido anterior do corpo em vista ventral,
evidenciando as pseudoventosas (setas). C. Regido posterior do corpo em vista
ventral evidenciando primérdios genitais (seta branca), 6rgao tribocitico (seta

preta) e segmento posterior (asterisco).
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Figura 23. Fotomicrografia de exemplar jovem de Austrodiplostomum
compactum encontrado nos olhos de Rinelocaria sp. em Baixo Guandu/RD.

Figura 24. Presenca de metacercarias de Austrodiplostomum compactum nos
olhos de Hoplias malabaricus coletados em Baixo Guandu/RD, detalhe nas

setas.
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600 pm

Figura 25. Representacdo de metacercérias de Austrodiplostomum compactum,
encontradas em diferentes peixes no Baixo Rio Doce, ES. VO: Ventosa oral; F:
Faringe; PV: Pseudoventosas; CE: Cecos intestinais; VI: Vitelarias; OT: Orgéo

tribocitico; PT: Primérdios Testiculares.



Tabela 6. Dados morfométricos de metacercarias de Austrodiplostomum spp. encontradas em peixes do Baixo Rio Doce
e em outras bacias, além de outras espécies do género conhecidas na regiao Neotropical (medidas em um exceto quando
especificado). Legenda: com.: comprimento; larg.: largura.

Espécies/

L Presente estudo A.compactum  A.compactum A.compactum A. mordax
caracteristicas
Localidade Brasil Brasil Brasil Venezuela Argentina
Kohn et al. Ramos et al. Ostrowski de Ostrowski de
Autor - Lo ;o
(1995) (2020) Nufez (2017)  Ndafez (2017)

C. kelberi, H. intermedius
H. malabaricus, Hy. affinis

i Plagioscion Plagioscion nth
Hospedeiro Hy. auroguttatus aglosclo agioscio Odonthestes

Geophagus sp.

Hy. luetkeni, Rineloricaria sp. squamosissimus sguamosissimus bonariensis
P. maculatus, Py. piraya

Sitio de infecgéo Olhos Olhos Olhos Olhos Cérebro
Comprimento (mm) 1,06-2,42 1,47-2,74 0,94 1,58 1,28-1,53 0,86-1,21
Largura 361-851 600-1180 311-624 512-720 304-432
Ventosa oral (com.) 40-76 41-97 29-59 64—77 48-67
Ventosa oral (larg.) 41-80 56-116 32-72 61-74 58-67
Faringe (com.) 43-86 64-94 38-90 48-64 38-64
Orgao tribocitico (com.) 192-418 260-390 202-538 288-384 192-224

Orgao tribocitico (larg.) 110-186 112-300 104-258 144-224 96144
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Austrodiplostomum sp.

(Figuras 26 e 27)

Resumo Taxondmico

Hospedeiros: Pterygoplichthys sp. (Siluriformes: Loricariidae).
Local: Baixo Guandu/RD.

Relacéo parasitados/coletados: 1/1.

Estagio de desenvolvimento: metacercarias.

Sitio de infeccdo: olhos.

Descricdo (n=3): metacercarias de corpo foliaceo, ligeiramente cdncavo
ventralmente, bi-segmentado, por¢cao posterior terminando em segmento cénico,
sem separacgéao aparente (Fig. 26A, C; 27). Corpo medindo 1,33 mm (0,70-1,71)
de comprimento e 502 (436-572) de largura. Ventosa oral subesférica,
subterminal, medindo 66 (49-86) de comprimento por 76 (42—106) de largura,
com duas pseudo-ventosas laterais, bem desenvolvidas (Fig. 26B, 27). Faringe
alongada medindo 127 (53-218) de comprimento (Fig. 27). Ventosa ventral
ausente. Cecos intestinais longos, dilatando-se na por¢cdo final de seu
comprimento, terminando proximo a extremidade posterior, ao nivel dos
primérdios genitais (Fig. 27). Orgéo tribocitico esférico e bem desenvolvido,
situado no terco posterior do corpo, medindo 236 (123—-349) de comprimento e
231 (136-327) de largura (Fig. 26A, C; 27). Primordios genitais distantes entre
si (Fig. 26A, C; 27).

Comentérios taxondmicos: Os exemplares encontrados assemelham-se ao
género Austrodiplostomum baseado nas descricbes de Kohn e colaboradores
(1995) e Ostrowski de Nufez (2017) quanto a presenca de ventosa oral
subterminal, duas pseudo-ventosas bem desenvolvidas, cecos simples
estendidos até o nivel dos primdrdios genitais e presenca de 6rgéo tribocitico.
No entanto, a bisegmentacdo ndo aparente nos exemplares, 6rgao tribocitico

esférico e os primérdios genitais distantes entre si sdo diferencas marcantes em
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relacdo a A. compactum. Dessa forma, os exemplares encontrados sédo
provisoriamente identificados como Austrodiplostomum sp. Estudo genéticos

futuros permitirdo estabelecer a identidade desse morfotipo.

600 pm
400 pm

400 pm

Figura 26. Fotomicrografias de metacercarias de Austrodiplostomum sp.
encontrado nos olhos de Pterygoplichthys sp. em Baixo Guandu/RD. A. Corpo
inteiro, vista ventral. B. Regido anterior em maior escala, com destaque para a
ventosa oral. C. Regido posterior em maior escala com destaque para o 6rgao

tribocitico.
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600 um

/ —PT

Figura 27. Representacao de metacercarias de Austrodiplostomum sp., parasito
de Pterygoplichthys sp. coletado em Baixo Guandu/RD. VO: Ventosa oral; F:
Faringe; PV: Pseudoventosas; CE: Cecos intestinais; VI: Vitelarias; OT: Orgdo

tribocitico; PT: Primérdios Testiculares.
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Superfamilia Clinostomoidea Lihe, 1901
Familia Clinostomidae Lihe, 1901
Subfamilia Clinostominae Lihe, 1901
Género Clinostomum Leidy, 1856

Clinostomum sp.

(Figuras 28, 29, 30 e 31)

Resumo Taxondmico

Hospedeiro: Cichla kelberi Kullander & Ferreira, 2006 (Cichliformes: Cichlidae);
Pseudauchenipterus affinis (Steindachner, 1877) (Siluriformes:
Auchenipteridae).

Local: Linhares/RD; Linhares/AFL.

Relacdo parasitados/coletados: 2/4 em C. kelberi (Linhares/AFL); 1/2 em P.
affinis (Linhares/RD).

Estagio de desenvolvimento: metacercarias.

Sitio de infeccdo: musculatura, cavidade celomatica e cavidade opercular.

Descricdo (n=8 em C. kelberi): Corpo robusto e alongado, medindo 3,8 mm
(2,12-5,57) de comprimento e 860 (221-1.204) de largura, cbncavo
ventralmente (Fig. 30B; 31). Ventosas oral e ventral musculosas (Fig. 31).
Ventosa oral medindo 259 (110-918) de comprimento e 167 (100-253) de
largura. Ventosa ventral bem desenvolvida, medindo 615 (523-762) de
comprimento e 570 (522-654) de largura (Fig. 30B; 31). Por¢cao anterior do corpo
com estruturas glandulares, possivelmente vitelarias, estendendo-se até na
altura da ventosa ventral. Cecos intestinais longos, simples, com parede
levemente sinuosa, sem ramos laterais ou diverticulos (Fig. 31). Poro genital
localizado acima do testiculo anterior. Testiculos irregulares localizados na
regido mediana do corpo (Fig. 28A, 31). Testiculo anterior medindo 296 (115—
440) de comprimento e 199 (44—-393) de largura, testiculo posterior medindo 354
(233-441) de comprimento e 187 (107-284) de largura. Ovario intertesticular,
submediano, medindo 78 (39-115) de comprimento e 73 (51-108) de largura
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(Fig. 28A, 31). Utero intercecal, medindo 418 (159-680) de comprimento e 120
(34-206) de largura, localizado entre a glandula de Mehlis e a ventosa ventral
(Fig. 28B, 31).

Dados genéticos: Fragmentos de 1198 pb da regido 28S foram obtidos para as
amostras das metacercérias encontradas em C. kelberi e P. affinis, as quais ndo
apresentaram divergéncia nucleotidica. As sequencias obtidas foram idénticas a
Clinostomum sp. encontrada em Rhamdia guatemalensis (Gunther, 1864) no
México (MH159730) e em Gobiomorus maculatus (Glnther, 1859) na Costa Rica
(MH159731). Outras trés linhagens de Clinostomum spp. apresentaram
divergéncias genéticas inferiores a 1%. Visando avancar na identificacdo
especifica, fragmentos de 608 pb do gene Cox-1 foram obtidos para as duas
amostras, as quais apresentaram 100% de similaridade entre si. Além disso, a
espécie apresentou baixo nivel de divergéncia genética (0,66%) em relacdo a
metacercéarias de Clinostomum sp. encontradas em Crenicichla vittata Heckel,
1840 na Argentina (MONTES et al., 2021), indicando a coespecificidade entre
estes isolados. Divergéncias inferiores a 3% foram também encontrados em
relagdo a varios isolados de metacercéarias Clinostomum sp. encontrados em
diferentes espécies de peixes no México por diferentes autores (LOCKE et al.,
2015; PEREZ-PONCE DE LEON et al., 2016; SERENO-URIBE et al., 2018).

Comentéarios taxondmicos: As metacercarias encontradas neste trabalho
foram classificadas como Clinostomum sp. por apresentarem o saco do cirro e
o poro genital localizado anterior ou lateralmente ao testiculo anterior; vitelarias
estendidas até o nivel da ventosa ventral; Utero geralmente estendido até o
nivel da ventosa ventral (KANEV, RADEV & FRIED, 2002). Além disso, os
espécimes encontrados em P. affinis sdo muito menores que em C. kelberi
(Figuras 29; 30A), provavelmente coespecificos e, apesar da diferenca de
tamanho e encontro do parasito em diferentes espécies de hospedeiro, as
analises genéticas demonstram que os exemplares encontrados nos dois
hospedeiros pertencem a mesma espécie.

Os espécimes encontrados se assemelham a C. marginatum com base

nos Orgaos genitais localizados na por¢cdo mediana do corpo e a presenca do
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disco oral bem desenvolvido (THATCHER, 1981). No entanto, ndo h& dados
genéticos dessa espécie oriundos da localidade tipo (América do Sul) em
banco de dados para permitir a identificacdo por abordagem molecular. Apesar
de haver registro deste parasito em lagos do Médio Rio Doce (MOREIRA,
2000), o atual trabalho amplia a distribuicdo geografica do género, para a calha
do rio, no Baixo Rio Doce. Embora os dados moleculares ndo tenham permitido
chegar a uma identificacdo em nivel de espécie, os dados obtidos revelam se
tratar de uma espécie amplamente distribuida pelo continente Americano,

tendo em vista a baixa divergéncia no Cox-1 encontrada em relacao a isolados

da Argentina e México.

Figura 28. Fotomicrografias dos primérdios genitais de metacercarias de
Clinostomum sp., parasito de Cichla kelberi coletado em Linhares/AFL. A.
Testiculos (setas) e ovario (asterisco). B. Utero em evidéncia (seta).

200pum

Figura 29. Microscopia eletrénica de varredura, vista ventral de metacercaria
de Clinostomum sp. encontrado em Pseudauchenipterus affinis, podendo
observar a ventosa oral (seta menor) e ventral (seta maior).
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Figura 30. Fotomicrografia das metacercarias de Clinostomum sp. encontradas
em Pseudauchenipterus affinis (A) e Cichla kelberi (B), podendo ser observadas
as diferengas estruturais.
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Figura 31. Representacdo de Clinostomum sp., parasito de Cichla kelberi
coletado em Linhares/AFL. VO: Ventosa Oral; VV: Ventosa Ventral; Cl. Cecos
Intestinais; U: Utero; PG: Poro Genital; SC: Saco do cirro; CD: Canal Deferente;
TA: Testiculo Anterior; O: Ovario; CIR: Cirro; TP: Testiculo Posterior.
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Clinostomum dimorphum (Diesing, 1850)
(= Ithyoclinostomum dimorphum)
(Figuras 32, 33 e 34; Tabela 7)

Resumo Taxondmico

Hospedeiro: Hoplias intermedius (Gunther, 1864); Hoplias malabaricus (Bloch,
1794) (Characiformes: Erythrinidae).

Local: Colatina/RD; Baixo Guandu/RD.

Relac&o parasitados/coletados: 1/1 em H. malabaricus; 1/11 em H. intermedius.
Estagio de desenvolvimento: metacercarias.

Sitio de infeccdo: encistado nas branquias, coracdo, cavidade pericardica e

figado.

Descricao (n=4): Corpo alongado, de porte médio a grande, delgado, medindo
38,33 (32—-45) mm de comprimento e 3,90 (3,74—4,15) mm de largura (Fig. 32,
34A). Tegumento sem estriacdes. Ventosa oral pequena, subterminal, medindo
410 (360-460) de comprimento e 545 (500-590) de largura (Fig. 32, 33A, 34A).
Ventosa ventral com abertura subtriangular, medindo 1,61 (1,46-1,71) mm e
1,43 (1,37-1,46) mm de largura (Fig. 32, 33B; 34A). Cecos simples, longos,
estreitos na regido cervical, terminando na extremidade posterior do corpo (Fig.
34A). Poro genital lateral, situado na zona intercecal proximo ao testiculo
anterior. Bolsa do cirro com vesicula seminal enovelada, pré-testicular (Fig. 34B).
Testiculos grandes, lobados, dendritico, localizados no terco posterior do corpo
(Fig. 33C; 34B). Testiculo anterior medindo 200 (150-270) de comprimento e
1.033 (970-1130) de largura. Testiculo posterior medindo 300 (180-450) de
comprimento e 847 (520-1113) de largura. Ovério pequeno, lobulado,
submediano, intertesticular, menor que a glandula de Mehlis, medindo 250 (210—
290) de comprimento e 136 (110-160) de largura (Fig. 34B). Utero situado na
area intracecal, anterior ao testiculo anterior (Fig. 33C; 34B).

Dados genéticos: Foram obtidas duas sequéncias da regido ITS (970 pb para

exemplar obtido em H. malabaricus e 979 para o encontrado em H. intermedius);
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uma sequéncia parcial do gene 28S (1.253 pb de exemplar de H. malabaricus);
e duas sequéncias parciais de Cox-1 (666 pb para vermes das Hoplias spp.).
As analises filogenéticas mostraram inequivocadamente que Ithyoclinostomum
dimorphum esta alinhado com o clado de Clinostomum do Novo Mundo (Figuras
35, 36 e 37). A outra espécie classificada dentro de Ithyoclinostomum,
Ithyoclinostomum yamagutii Rosser, Woodyard, Mychajlonka, King, Griffin, Gunn
& Lopez-Porras, 2020, aparece como uma linhagem independente, observado
também pela andlise do Cox-1, sendo considerado o tdxon mais antigo da
linhagem (Figura 37). Entretanto, nas demais filogenias, aparece como um clado
irmao (Figuras 35 e 36). Em adicdo, a monofilia de Clinostominae e
Ithyoclinostominae néo foi apoiado por nenhuma das andlises realizadas no atual
estudo. Na verdade, as andlises demonstraram o clado I. dimorphum dentro de
Clinostomum. Além disso, os dados do Cox-1 confirmaram a coespecificidade
entre metacercarias de diferentes espécies de peixes (0,9% divergéncia
molecular, ou seja, seis pares de bases de divergéncia na posi¢cado do terceiro
cédon mas com aminoacidos idénticos de acordo com o cédigo translacional do

trematodeo).

Y

Comentérios gerais: Os exemplares encontrados pertencem a familia
Clinostomidae por apresentar principalmente, ventosa oral podendo ou ndo estar
circundada por um colarinho; ventosa ventral robusta, localizada na metade
anterior do corpo; testiculos ligeiramente lobulados e irregulares; bolsa do cirro
intertesticular ou pré-testicular; ovario intertesticular, mediano ou submediano,
oval, esférico ou irregular; Gtero tubular, principalmente anterior a genitélia
terminal, comumente intercecal (JONES, GIBSON & BRAY, 2005).

Os clinostomideos foram encontrados em duas espécies diferentes, H.
malabaricus e H. intermedius, em duas regides do rio Roce (Linhares e Colatina)
no ES. Foram classificados inicialmente como Ithyoclinostomum dimorphum
Witenberg, 1926 com base no extenso tamanho do corpo, com mais de 10 mm
de comprimento, caracteristica considerada Unica para esta espécie por muito
tempo e foi o principal traco diferencial para a proposicéo de Ithyoclinostomum e
Ithyoclinostominae (YAMAGUTI, 1958; KANEV, RADEV & FRIED, 2002).
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N&o € a primeira vez que a espécie é publicada parasitando H. malabaricus
no Brasil. Briosio-Aguiar e colaboradores (2019) publicaram uma recente lista de
hospedeiros do género na América Central e do Sul. As metacercérias
encontradas no Brasil sdo registradas principalmente em H. malabaricus e
Hoplerythrinus unitaeniatus, coletados em diferentes localidades, tais como o rio
Séao Francisco (COSTA et al., 2015) e na Bacia Amazoénica (BENIGNO et al.,
2014), além de no Médio Rio Doce (MOREIRA, 2000; BELEI et al., 2013). As
comparacdes morfométricas dos exemplares coletados com a literatura estéo
ilustrados na Tabela 7.

No entanto, apesar da diferengca no comprimento do corpo entre as
espécies do género, as analises filogenéticas aqui apresentadas (Figuras 35, 36
e 37) revelaram que ndo ha suporte para que essas espécies sejam
consideradas como pertencentes a géneros distintos de clinostomideos. Os
dados morfométricos dos exemplares encontrados, em compara¢cao com outros
exemplares publicados como I. dimorphum, séo elucidados na Tabela 7. Os
resultados filogenéticos obtidos neste estudo estdo detalhados em Simdes e
colaboradores (2022).
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1 mm

Figura 32. Fotomicrografia de metacercaria (hologenoforo) de Clinostomum
dimorphum, parasito de Hoplias malabaricus coletado em Colatina/RD.
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Figura 33. Fotomicrografias das estruturas de Clinostomum dimorphum,
parasito de Hoplias malabaricus. A. Detalhe da regido anterior, apresentando
ventosa oral (seta). B. Ventosa ventral. C. Org&os genitais, com destaque para
0 Utero (seta) e os testiculos (asteriscos).



108

Figura 34. Representagdo de Clinostomum dimorphum, parasito de Hoplias
malabaricus coletado em Colatina/RD, vista ventral. A. Corpo total do parasito.
B. Detalhe dos 6rgdos genitais. VO: Ventosa Oral; F: Faringe; VV: Ventosa
Ventral; U: Utero; SU: Saco Uterino; SC: Saco do cirro; PG: Poro Genital; TA:
Testiculo Anterior; O: Ovario; GM: Glandula de Mehlis; TP: Testiculo Posterior.
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Tabela 7. Dados morfométricos de espécimes vouchers depositados em colecdo de Clinostomum dimorphum (=
Ithyoclinostomum dimorphum) encontrados em Hoplias malabaricus e Hoplias intermedius no Rio Doce, Espirito Santo, Brasil,
em comparacdo com alguns exemplares encontrados no Médio Rio Doce e no rio Sdo Francisco (medidas em pum exceto
guando especificado). Legenda: com.: comprimento; larg.: largura.
Hospedeiro/ . _ Hoplias malabaricus Hoplias malabaricus
- Hoplias intermedius . .
caracteristicas . . Hoplerythrinus Hoplerythrinus
Hoplias malabaricus : . : .
unitaeniatus unitaeniatus

Hoplias malabaricus
Hoplias intermedius

Autoria Presente estudo Moreira, 2000 Benigno et al., 2014 Costa et al., 2015
, Baixo Guandu, Colatina Médio Rio Doce, ., , Rio Sao Francisco,
Localidade . . . . llha de Marajo, Para . .
Baixo Rio Doce Minas Gerais Minas Gerais
Figado Musculatura, opérculo,
” ) . g 8 base das nadadeiras, arcos Mesentério Cavidade celbémica,

Sitio de infecgéo Coracao, . . A

: : branquiais, area cardiaca, Musculatura estdbmago

Cavidade branquial .
cloaca, branquias

Comprimento (mm) 32-45 43-95 23,55 15-33
Largura (mm) 3,74-4,15 3,38-4,62 19 1,50-4,00
Ventosa oral (com.) 360460 565-653 360 300-320
Ventosa oral (larg.) 500-590 600688 400 520-570
Ventosa ventral (mm) (com.) 1,46-1,71 3,75-4,81 1,15 0,90-1,20
Ventosa ventral (mm) (larg.) 1,37-1,46 1,44-2,06 1,25 0,92-1,42
Testiculo anterior (com.) 150-270 480-1310 470 -
Testiculo anterior (larg.) 970-1130 750-1190 340 -
Testiculo posterior (com.) 180-450 690-1310 450 -
Testiculo posterior (larg.) 520-1113 610-1000 230 -
Ovério (com.) 210-290 540-1310 180 -
Ovdério (larg.) 110-160 620-1560 120 -
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[ Alaria mustelae JF769478 outgroup
T—D."p.'osromum baeri AY 123042 outgroup

Odhneriotrema incommodum MF766000

‘Ithyoclinostomum’ yamagutii MN696159
Euclinostomum heterostomum KP721422
— Clinostomum brieni MH238414
Clinostomum phalacrocoracis KP110569
" JrClinostomum tilapiae KY649349

incertae sedis

Clinostomum philippinense KP110570
Clinostomum sp. morpho3 KY865648
Clinostomum cutaneum GQ339114

ITS :

Clinostomum sp. morpho2 KY865645
Clinostomum ukolii MNO59672

Clinostomum sp. morpho4 KY865644
Clinostomum complanatum JF718629
Clinostomum sinense MK796826

—— Clinostomum dimorphum (syn. Ithyoclinostomum dimorphum)
Clinostomum sp. 5 KP110576

Clinostomum cichlidorum KJ477645
Clinostomum tataxumui KJ477669

C!‘igosmmum arquus KU156759
 Clinostomum sp. 4 KP110574
Clinostomum caffarae KU156750
Clinostomum sp. L3 KJ477614

@ SH-aLRT = 80 and UFBoot = 95
@ SH-aLRT = 80 or UFBoot = 95
(O SH-aLRT < 80 and UFBoot < 95

Clinostomum poteae MH282568
Clinostomum album KU708008
Clinostomum attenuatum KP150307
Clinostomum marginatum JX631045

Clinostomum heluans MH159770
Clinostomum sp. 6 KP110577
Clinostomum detruncatum KP110566

Clinostomum sp. 7 KP110578

0.06 Clinostomum sp. L1 KU156743

Figura 35. Relacdes filogenéticas baseadas em conjunto de dados ITS1-5.8S-ITS2 de Clinostomum dimorphum (em negrito)
e outros membros da familia Clinostomidae inferidas por Maxima Verossimilhanca (MV) e Inferéncia Bayesiana (IB). O isolado
de ‘Ithyoclinostomum’ yamagutii (incertae sedis) esta destacado em cinza. A barra de escala indica 0 niumero de substituicoes
por nucleotideo.
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Alaria mustelae JF820607 outgroup
Odhneriotrema incommodum MF765998

‘[thyoclinostomum’ yamagutii MH1597 36
‘Ithyoclinostomum’ yamagutii MH159737

@ SH-aLRT = 80 and UFBoot = 95
@ SH-aLRT = 80 or UFBoot = 95
O SH-aLRT < 80 and UFBoot < 95

‘Ithyoclinostomum’ yamagutii MN696162
‘Ithyoclinostomum’ yamagutii MN696160
Euclinostomum sp. 3 KY284847
Clinostomum brieni KF81108
Clinostomum complanatum FJ609420
Clinostomum sp. AY222175
Clinostomum cutaneum FJ609421
Clinostomum phalacrocoracis FJ609422
Clinostomum dimorphum (syn. Ithyoclinostomum dimorphum)
Clinostomum poteae MH282569
Clinostomum poteae MH282568
Clinostomum marginatum MF398323
Clinostomum marginatum MF398322
Clinostomum album KU708008
Clinostomum sp. L1 MH159734
Clinostomum sp. L1 MH159735
Clinostomum cichlidorum MH158727
Clinostomum cichlidorum MH159726

Clinostomum tataxumui MF398320
Clinostomum tataxumui MH159725

Clinostomum arquus MH159733
Clinostomum arquus MH159732
Clinostomum caffarae MH159728
Clinostomum caffarae MH159729
Clinostomum sp. L3 MH159731
Clinostomum sp. L3 MH159730
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incertae sedis

Figura 36. Relagdes filogenéticas baseadas em 28S de Clinostomum dimorphum (em negrito) e outros membros da familia
Clinostomidae. O clado formado por isolados de ‘Ithyoclinostomum’ yamagutii (incertae sedis) esta destacado em cinza. A barra
de escala indica o numero de substituicdes por nucleotideo.



r Alaria mustelae JF904528 outgroup
A4

Posthodiplostomum sp. HM084865 outgroup
+‘.'thyocﬁnosromum’ yamagutii MNB96163
‘Ithyoclinostomum’ yamagutii MN696164

Qdhneriotrema incommodum MF766002

Cox-1

@ SH-aLRT = 80 and UFBoot = 95
© SH-aLRT = 80 or UFBoot = 95
O SH-aLRT < 80 and UFBoot < 95

Euclinostomum heterostomum KP721420
Clinostomum brieni MH253044

Clinostomum sp. morpho2 KY865662
_ﬂcﬁnosmmum sp. morpho1 KY865681

Clinostomum ukolii MNO044350

Clinostomum philippinense KP110523
Clinostomum sp. morpho4 KY865661
Clinostomum complanatum KM518246
Clinostomum sinense MK801713
Clinostomum cutaneum KP110515
Clinostomum phalacrocoracis KP110522
Clinostomum tilapiae KY649357
Clinostomum sp. morpho3 KY865667
Clinostomum heluans MG860853
'Clinostomum heluans KP110534
Clinostomum heluans MG860852
Clinostomum heluans MW187311
Clinostomum detruncatum KP110518
Clinostomum sp. 7 KJ818259
Clinostomum sp. ‘Cra’ MF673557
linostomum sp. 'Cra’ MF673556
Clinostomum sp. ‘Cra’ MW18731
Clinostomum sp. L1 KU156782

Clinostomum album MH282542
Clinostomum poteae MH282551
Clinostornum attenuatum KP150305
Clinostomum marginatum JX630995
Clinostomum marginatum JX630993
linostomum marginatum MH282538
linostomum marginatum JF718619
Clinostomum marginatum JF718618
Clinostomum sp. 4 KP110531
_r Clinostomum arquus KJ477565
Clinostomum sp. L4 KP110530
Clinostomum fergalliarii MW187308
Clinostomum fergalliarii MW187309
Clinostomum sp. 5 KP110532
Clinostomum cichlidorum KU156816
) Clinostomum tataxumui KJ504192
Clinostomum caffarae KU156797
Clinostomum sp. 'Pau’ MW187306
Clinostomum sp. ‘Pau’ MW187307
Clinostomum sp. ‘Gba’ MFE73560
Clinostomum sp. '‘Gba’ MF673561
Clinostomum sp. ‘Cvi' MFE73558
'Clinostomuim sp. ‘Cvi' MF673559
Clinostomum sp. L3 KP110526
Clinostomum sp. L3 KP110524
Clinostormum sp. L3 KJ477500
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Figura 37. Relacfes filogenéticas baseadas no conjunto de dados Cox-1 de
Clinostomum dimorphum (em negrito) e outros membros da familia

Clinostomidae. O clado formado por isolados de ‘Ithyoclinostomum’ yamagutii

(incertae sedis) esta destacado em cinza. A barra de escala indica o nUmero de

substituicdes por nucleotideo.

incertae sedis

Clinostomum dimorphum (syn. ithyoclinostomum dimorphum)
Clinostomum dimorphum (syn. Ithyoclinostomum dimorphtm)
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FILO NEMATODA Cobb, 1932
CLASSE CHROMADOREA Inglis, 1983

Ordem Spirurida Chitwood, 1933
Superfamilia Camallanoidea Railliet & Henry, 1915
Familia Camallanidae Railliet & Henry, 1952
Subfamilia Procamallaninae Yeh, 1960
Género Procamallanus Baylis, 1923

Procamallanus (Procamallanus) peraccuratus Pinto, Fabio, Noronha & Rolas,
1976
(Figuras 38, 39, 40 e 41; Tabela 8)

Resumo taxondémico

Hospedeiro: Geophagus brasiliensis (Quoy & Gaimard, 1824) (Perciformes:
Cichlidae).

Local: Aimorés/AFL.

Relacéo parasitados/coletados: 3/3.

Estagio de desenvolvimento: adultos.

Sitio de infeccéo: Intestino.

Descricdo (n=6): corpo esbranquicado, cuticula com finas estriacfes
transversais. Abertura oral circular, circundada por quatro papilas duplas (Fig.
40A). Capsula bucal esclerotizada, sem cristas espirais, alongada
longitudinalmente, de coloracdo marrom alaranjada, com anel basal bem
desenvolvido (Fig. 40A). Um par de pequenos anfideos laterais presentes.
Auséncia de dentes oroesofagicos. Presenca de esdfago muscular mais curto
que o glandular (Fig. 41A). Poro excretor localizado proximo a porcao final do

esOfago muscular (Fig. 41A).
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Machos (n=3): Corpo medindo 13,74 mm (13,19-14,30) de comprimento e 170
(136-199) de largura. Capsula bucal, incluindo anel basal, com 155 (89-187) de
comprimento e 77 (43-107) de largura (Fig. 40A). Anel nervoso e poro excretor
a 378 (221-583) e 509 (431-664) da extremidade anterior, respectivamente.
Es6fago muscular medindo 481 (438-520) de comprimento e 64 (60—66) de
largura; es6fago glandular medindo 661 (661-691) de comprimento e 93 (60—
126) de largura. O comprimento da capsula bucal e do es6fago total equivale a
11,86% do comprimento total do corpo. Extremidade posterior recurvada
ventralmente, provida de asa caudal desenvolvida, medindo 34 (29-39) de
largura, com as laterais unidas na porcéo anterior da cauda (Fig. 39A; 40B).
Presenca de nove pares de papilas caudais, sendo trés pares pré-cloacais, dois
pares adcloacais, quatro pares pos-cloacais, sendo trés pares pedunculadas e
um par séssil (Fig. 38; 39B, 41C). Espiculos desiguais, apresentando, na por¢céo
distal, expansdo mais esclerotizada e recurvada, em forma de gancho retorcido
(Fig. 38; 40B; 41C). Espiculo maior medindo 235 (229-242) de comprimento e
espiculo menor medindo 178 (149-207) de comprimento. Gubernaculo ausente.
Comprimento da cauda 221 (209-232) (Fig. 39A, 40B e 41C).

Fémeas (n=3): Corpo alongado medindo 17,37 (15,94-19,80) mm de
comprimento e 305 (295-313) de largura. Capsula bucal, incluindo anel basal,
com 126 (95-188) de comprimento e 67 (57-95) de largura (Fig. 41A, B).
Derideos, anel nervoso e poro excretor a 174 (153-192), 224 (216-234) e 324
(284-350) da extremidade anterior, respectivamente (Fig. 41A). Esbfago
muscular medindo 536 (486-619) de comprimento e 60 (56—63) de largura;
esbfago glandular medindo 714 (631-821) de comprimento e 102 (77-129) de
largura (Fig. 41A). O comprimento da capsula bucal e do es6fago total equivale
a 16,76% do comprimento total do corpo. Vulva ndo proeminente, pés-equatorial,
situada a 8,22 (4,92-11,31) mm da extremidade anterior, a 47,32% do
comprimento do corpo total. Cauda conica medindo 469 (374-545) com um par
de fasmideos laterais proximos a extremidade (Fig. 40C). Ovoviviparas (Fig.
40D), didelfas e anfidelfas.
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Comentérios taxondmicos: A morfologia dos exemplares aqui apresentados
corresponde a P. (P.) peraccuratus devido as caracteristicas da capsula bucal,
principalmente a auséncia de dentes, o que difere das duas espécies brasileiras
Procamallaus (Procamallanus) annipetterae Kohn & Fernades, 1988 e
Procamallanus (Procamallanus) spiculastriatus Pinheiro, Melo, Monks, Santos &
Giese, 2018, além da presenca da asa caudal e da estrutura do espiculo maior.
A comparacdo morfométrica entre os exemplares encontrados com algumas
espécies brasileiras podem ser observadas na Tabela 8.

Segundo Pinto e colaboradores (1976), na descricéo original da espécie, a
identificacdo do espiculo maior foi um desafio pois acreditava-se em um suposto
“‘complexo espiculo-gubernaculo”, assim como ocorreu com 0S espécimes
analisados neste estudo. No entanto, os autores chegaram a conclusao de que
as pecas copuladoras desta espécie, principalmente o espiculo maior, pode estar
pouco quitinizada ou em mas condicbes de andlises, o que pode levar
erroneamente a identificar um suposto gubernaculo. Atualmente, é aceito que o
gubernaculo é ausente nesta espécie e a estrutura terminal do espiculo maior é

dilatada com formato irregular (Fig. 38, 41C).



Figura 38. Fotomicrografia da cauda de um macho de Procamallanus
(Procamallanus) peraccuratus, parasito de Geophagus brasiliensis, coletado em
Aimorés/AFL, evidenciando o espiculo maior com a estrutura terminal irregular
(seta escura) e papilas pedunculadas (setas claras).

*
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Figura 39. Microscopia eletrbnica de varredura de um macho de Procamallanus
(Procamallanus) peraccuratus, parasito de Geophagus brasiliensis, coletado em
Aimorés/AFL. A. Asas caudais (asterisco) e para abertura da cloaca (seta), vista ventral.
B. Destaque para as papilas caudais, vista ventral (setas).
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Figura 40. Fotomicrografias de adultos de Procamallanus (Procamallanus)
peraccuratus, parasito de Geophagus brasiliensis, coletado em Aimorés/AFL. A.
Regido anterior de um macho, com destaque para a capsula bucal. B. Regido posterior
de um macho, com destaque para os espiculos (seta). C. Extremidade posterior de uma
fémea, evidenciando fasmideos (setas). D. Regido uterina com larvas.
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Figura 41. Representacdo de Procamallanus (Procamallanus) peraccuratus,
parasito de Geophagus brasiliensis, coletado em Aimorés/AFL. A. Vista ventral
de uma fémea. B. Vista dorsal, sem a visualizacdo do anel basal. C. Regiéo
posterior do macho. CB: Capsula bucal; AB: Anel basal; EM: Es6fago muscular;
AN: Anel nervoso; PE: Poro excretor; EG: Esbfago glandular; PPrC: Papilas Pre-
cloacais; PPadC: Papilas adcloacais; PPoC: Papilas Pés-cloacais; EMA:
Espiculo Maior; EME: Espiculo Menor.
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Tabela 8. Dados morfométricos das espécies conhecidas de Procamallanus (Procamallanus) da América do Sul com os exemplares
encontrados, baseado no estudo de Pinheiro et al. (2018) (medidas em um exceto quando especificado). Legenda: com.:
comprimento; larg.: largura; DL: papila dorsolateral.

Caracteres

Presente estudo

P. (P.) peraccuratus
Pinto et al. (1976)

P. (P.) annipetterae
Kohn et al. (1988)

P. (P.) spiculastriatus
Pinheiro et al. (2018)

Hospedeiro

Localidade

Comprimento (mm)
Largura

Céapsula bucal (com.)
Céapsula bucal (lar.)
Dentes

Deirideos

Anel nervoso

Poro excretor

Eso6fago muscular (com.)
Eséfago glandular (com.)
Vulva (mm)

Papilas pré-cloacais (par)
Papilas adcloacais (par)
Papilas p6s-cloacais (par)
Espiculo maior

Espiculo menor

Asa caudal

Cauda

Geophagus brasiliensis

Minas Gerais, Brasil

Macho Fémea
13,19-14,30 15,94-19,80
136-200 295-314
89-187 95-188
43-107 57-95
Ausente Ausente

- 153-192
221-583 216-234
431-664 284-350
438-520 486—619
661-691 631-821

— 4,92-11,31

3 —

2 -

4 _
229-242 -
149-207 -
Presente -
209-232 374-545

Geophagus brasiliensis
Australoleros facetus
Espirito Santo, Brasil

Macho Fémea
9,42-9,75 12,78-22,34
150-170 210-400
72-87 87-113
49 52-66
Ausente Ausente
220 230-240

- 260-330
410-440 560-660
450-520 580-660

- 6,7-10,90

3 —

2 —

4 _
270-290 -
180-200 -
Presente -

140 220-310

Corydoras paleatus

Parand, Brasil

Macho Fémea
9,69 21,8
500 720
131 180
123 187

Presente Presente
298 326
625 644
868 887

2 —

2 —

1 —
210 -
160 -

Ausente -
336 281

Astronotus ocellatus

Para, Brasil

Macho Fémea

8-11 17-20
105-147 160-173

57-74 78,83

32-39 47-52
Presente Presente
91-119 147-167
156-188 220-223
248-292 330-397
316-395 413-493
421-558 600-693

- 8-11

3 —

2 —
3+2DL -
312-335 -
229-284 -
Presente -
156-205 190-220
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Subgénero Procamallanus (Spirocamallanus) Olsen, 1952

Procamallanus (Spirocamallanus) inopinatus Travassos, Artigas & Pereira,
1928
(Figuras 42, 43 e 44; Tabela 9)

Resumo Taxondmico

Hospedeiro: Hoplias intermedius (Gunther, 1864); Hoplias malabaricus (Bloch,
1794) (Characiformes: Erythrinidae); Pygocentrus nattereri Kner, 1858,
Pygocentrus piraya (Cuvier, 1819) (Characiformes: Serrasalmidae).

Local: Colatina/AFL; Aimorés/AFL; Linhares/RD; Colatina/RD; Baixo
Guandu/RD.

Relacéo parasitados/coletados: P. nattereri: 3/5 Colatina/AFL, 8/8 Aimorés/AFL,
1/3 Linhares/RD; P. piraya: Linhares/RD 1/3, Colatina/RD 2/4; H. intermedius:
Aimorés/AFL 1/5, Baixo Guandu/RD 1/11; H. malabaricus: Baixo Guandu/RD
1/9, Aimorés/AFL 1/2.

Estagio de desenvolvimento: adultos e larvas.

Sitio de infeccéo: intestino e cecos piloricos.

Descricdo: Nematoides de corpo fusiforme, com cuticula estriada
transversalmente. Abertura oral arredondada, composta por 3 circulos contendo
4 papilas cefélicas cada, totalizando 12 papilas. Presenca de dois pequenos
anfideos laterais. Dois dentes medianos presentes, um ventral e um dorsal,
levemente delineados acima da abertura da capsula bucal. Capsula bucal
globosa, de coloracdo marrom, com paredes fortemente esclerotizadas e com
16 (9-21) cristas espirais que ocupam cerca de 2/3 da cépsula. Anel basal
simples e bem desenvolvido. Es6fago muscular claviforme, separado da capsula
bucal por espesso anel esclerotizado. Es6fago glandular longo, sub-cilindrico.

Papilas cervicais ndo evidenciadas.

Machos (n=8 no intestino): Corpo alongado medindo 6,95 (5,04-8,60) mm de
comprimento e 233 (190-322) de largura. Capsula bucal (Fig. 42A), incluindo o
anel basal, medindo 169 (95-243) de comprimento e 142 (78-205) de largura.
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Treze (12-14) cristas espirais na capsula bucal. Eséfago muscular (Fig. 42A)
medindo 424 (319-832) de comprimento e 165 (109-266) de largura; esdfago
glandular medindo 648 (568—749) de comprimento e 134 (109-155) de largura.
Anel nervoso e poro excretor a 188 (145-250) e 195 (158-233) de distancia da
extremidade anterior, respectivamente. Cauda recurvada ventralmente (Fig.
42C, 44C), com estreita asa caudal e com dez pares de papilas caudais assim
distribuidas: quatro pares précloacais, um par adcloacal e cinco pares pos-
cloacais (Fig. 44C). Espiculos curtos, iguais e semelhantes, medindo 123 (73—
154) de comprimento (Fig. 42C, 44C). Gubernculo ausente. Comprimento da
cauda 287 (214-384).

Fémeas (n=26 no intestino): Corpo alongado medindo 20,05 mm (7,23-33,80)
de comprimento e 511 (408-743) de largura. Capsula bucal (Fig. 42B, 44A, B),
incluindo o anel basal, medindo 152 (99-283) de comprimento e 138 (94—-256)
de largura. Dezessete (13-21) cristas espirais na cépsula bucal (Fig. 44B).
Esofago muscular (Fig. 44A) medindo 479 (369-976) de comprimento e 159
(130-277) de largura; eséfago glandular medindo 810 (359-1471) de
comprimento e 178 (77-386) de largura. Anel nervoso (Fig. 42B, 44A) e poro
excretor a 290 (203—-438) e 288 (232—345) de distancia da extremidade anterior,
respectivamente. Vulva situada no segundo terco do corpo, a 12,65 mm (9,06—
16,93) de distancia da extremidade anterior. Ovejector voltado para a
extremidade posterior. Fasmideos nao observados. Cauda romba, sem distincéo
de um apéndice terminal, medindo 261 (172-431). Fémeas ovoviviparas,
didelfas, anfidelfas.

Larvas ndo encistadas (n=2 nos cecos piléricos) (Figura 43): Nematoides de
corpo fusiforme, com cuticula estriada transversalmente, medindo 6,86 mm
(5,97-7,74) de comprimento e 396 (221-571) de largura. Capsula bucal globosa
(Fig. 43A), com paredes fortemente esclerotizadas, medindo 81 (78-85) de
comprimento e 65 (63-66) de largura. Dentes medianos ndo aparentes.
Presenca de 11 (9-14) cristas espirais que ocupam a por¢ao mediana da capsula
bucal. Anel basal simples e pouco desenvolvido. Es6fago muscular claviforme.

Es6fago glandular longo, sub-cilindrico. Papilas cervicais ndo evidenciadas.
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Cauda romba (Fig. 43C), terminando em duas projecdes espiniformes na porcéo

caudal terminal. Primérdio genital tubular (Fig. 43B).

Comentarios taxonémicos: Os exemplares adultos encontrados no atual
estudo sao identificados como Procamallanus (Spirocamallanus) inopinatus
principalmente devido a presenca de dois grandes dentes medianos; a posi¢ao
relativa da vulva, localizada no segundo ter¢co do corpo; 10 pares de papilas
caudais; e a forma da capsula bucal (LUQUE et al., 2011; AILAN-CHOCKE et
al., 2020). As novas consideracdes sobre a espécie realizadas por Ailan-Chocke
e colaboradores (2020) foram levadas em consideracédo no atual estudo, tais
como a presenca de 12 papilas cefélicas, e ndo 8 papilas, descritas originalmente
por Moreira e colaboradores (1994), que atualiza a descri¢céo feita por Moravec
e colaboradores (1997). Ainda segundo Ailan-Chocke e colaboradores (2020), o
namero de cristas na capsula bucal é muito controverso, pois muitos estudos
mostram que as cristas ndo ocupam mais do que 2/3 da capsula bucal
(TRAVASSOS, 1928; KLOSS, 1966; PETTER & THATCHER, 1988; MORAVEC
& THATCHER, 1997), assim confirmado no atual estudo, ao passo que alguns
autores comentam encontrar a ocupagcdo completa da capsula pelas cristas
espirais (PETTER & DLOUHY, 1985; VICENTIN et al., 2013).

Quanto as larvas, as principais caracteristicas que definem o parasito
encontrado como larva de quarto estadio de P. (S.) inopinatus, segundo Moravec
(1998), séo: capsula bucal com cerca de 8-9 cristas espirais internamente,
paredes da cipsula mais espessa e o primérdio genital tubular.

As medidas dos exemplares encontrados estao apresentadas na Tabela 9,
sendo comparadas com a descricdo original de Travassos e colaboradores
(1928), de Moreira e colaboradores (1994), e da revisdo mais recente da espécie
por Ailan-Chocke e colaboradores (2020). Este € o primeiro registro deste

parasito encontrados em peixes do Baixo Rio Doce.
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Figura 42. Fotomicrografias de adultos de Procamallanus (Spirocamallanus) inopinatus,
parasito de diferentes hospedeiros coletados na bacia do Baixo Rio Doce. A. Visao geral da
capsula, com destaque para o dente ventral (seta menor), e regido anterior do esodfago
muscular (seta maior) de um macho. B. Detalhe da capsula bucal com as estrias de uma
fémea. C. Porcéo posterior do macho.
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Figura 43. Fotomicrografias de larva de Procamallanus (Spirocamallanus)
inopinatus, parasito Pygocentrus piraya coletado em Colatina/RD. A.
Extremidade anterior, vista ventral. B. Primordio genital tubular indicado pela
seta. C. Extremidade posterior, vista ventral.
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Figura 44. Representacdo de Procamallanus (Spirocamallanus) inopinatus, parasito de
diferentes hospedeiros coletados na bacia do Baixo Rio Doce. A. Vista ventral de uma
fémea. B. Extremidade anterior, com destaque para as cristas espirais na capsula bucal. C.
Regido posterior do macho, com destaque para as papilas. CB: Capsula bucal; AB: Anel
basal;, EM: Esdfago muscular; AN: Anel nervoso; EG: Es6fago glandular; CES: Cristas
Espirais; PPrC: Papilas Pré-cloacais; PPadC: Papilas adcloacais; PPoC: Papilas Pos-
cloacais; ES: Espiculos.
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Tabela 9. Dados morfométricos de Procamallanus (Spirocamallanus) inopinatus encontrados em peixes no Baixo Rio Doce e
dados reportados por diferentes autores no Brasil (medidas em pm). Legenda: com.: comprimento; larg.: largura.

Travassos, Artigas &

Caracteres Presente estudo Pereira (1928) Moreira et al. (1994) Ailan-Chocke et al. (2020)
Hoplias intermedius Mel\gl;aleﬁormgs taer_natus
. Hoplias malabaricus . egaleporinus piau. .
Hospedeiro P : Megaleporinus sp. Megaleporinus reinhardti Megaleporinus elongatus
ygocentrus nattereri . .
Pygocentrus piraya Schizodon kneril .
Serrasalmus brandtii
. Es_pmto San_t o Séo Paulo Minas Gerais Mato Grosso do Sul
Localidade Minas Gerais
Macho Fémea Macho Fémea Macho Fémea Macho Fémea*
Comprimento (mm) 5,04-8,60 7,23-33,80 512 16,0-30,0 3,95-4,90 11,86-1559 5,23-7,78  20,57-24,37
Largura 190-322 408-743 240 800 180-290 350-540 150-240 680-760
Capsula bucal (com.) 95-243 99-283 90 90 70-80 93-110 68-91 113-142
Cépsula bucal (lar.) 78-205 94-256 120 120 60-70 84-93 70-78 123-158
NuUmero de cristas espirais 12-14 13-21 15 15 12-13 14-16 11-14 17
Derideos - - - - - - 107-130 140-252
Anel nervoso 145-250 203-438 - 200-280 180-210 210-300 121-208 235-270
Poro excretor 158-233 232-345 250-320 320 240-300 360-466 182-260 340-390
Esbéfago muscular (com.) 319-832 369-976 360 450 270-320 360-420 270-370 500-550
Esofago glandular (com.) 568-749  359-1.471 - - 440-540 670-794 410-550 925-940
Vulva (mm) - 9,06-16,93 - - - 6,66—9,00 - 11,30-13,93
Papilas pré-cloacais (par) 4 - 3 - 3 - 4 -
Papilas adcloacais (par) 1 - - - 2 - - -
Papilas p6s-cloacais (par) 5 - 5 - 5 - 6 -
Espiculo 73-154 - 120 - 113-120 - 90-132 -
Cauda 214-384 172-431 200 200 100-180 170-200 168-268 180-210

*Referéncia as fémeas gravidas.
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Procamallanus (Spirocamallanus) sp.

(Figura 45)

Resumo taxondmico

Hospedeiro: Hoplias intermedius (Gunther, 1864).
Local: Baixo Guandu/RD.

Relacéo parasitados/coletados: 1/11.

Estéagio de desenvolvimento: larva ndo encistada.

Sitio de infeccéo: cecos piloricos.

Descricao (n=1): corpo medindo 15,78 mm de comprimento e 562 de largura.
Cépsula bucal (Fig. 45A) medindo 90 de comprimento e 125 de largura. Vinte e
trés cristas transversais aparentes, finas e irregulares que se ramificam em
direcédo as laterais anteriores da capsula bucal (Fig. 45A). Anel basal quitinoso
(Fig. 45A) medindo 16 de comprimento e 75 de largura. Es6fago muscular
medindo 392 de comprimento e 144 de largura. Es6fago glandular com 801 de
comprimento e 150 de largura. Anel nervoso a 172 da extremidade anterior. Anus

a 232 da extremidade posterior do corpo. Cauda pequena, pontiaguda (Fig. 45B).

Comentéarios taxonémicos: os exemplares encontrados sdo caracterizados
como larvas de 4° estadio de Procamallanus (Spirocamallanus) devido a pouca
distincdo do anel basal da cdpsula bucal e a coloracao transparente das larvas
em relacdo aos adultos, que sdo comumente avermelhadas (SANTOS,
CARDENAS & LENT, 1999), indicando a ingestdo de sangue na forma adulta
(NOBLE & KING 1960).

Além das caracteristicas descritas, o parasito encontrado apresenta cristas
irregulares que se ramificam em direcao as laterais anteriores da capsula bucal,
tais como a descricao de larvas de P. (Spirocamallanus), a qual apresenta cristas
irregulares, finas e obliguas (CAMPANA-ROUGET, 1961).
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As larvas encontradas diferem de P. (S.) inopinatus principalmente devido
ao numero de cristas na capsula bucal [23 no presente estudo x 8-9 em P. (S.)
inopinatus] e auséncia do primérdio tubular genital, presente em P. (S.)
inopinatus (MORAVEC, 1998). No entanto, ndo foi possivel chegar ao nivel de
espécie deste parasito devido a complexidade e auséncia de estruturas de
adultos que possam justificar a identificacdo do parasito. De qualquer forma, este
€ o0 primeiro encontro de exemplares larvais de Procamallanus
(Spirocamallanus) sp. em Hoplias intermedius e no Baixo Rio Doce, ampliando

sua distribuicdo geogréfica.

wrl 0o}

Figura 45. Fotomicrografias de larva de Procamallanus (Spirocamallanus) sp., parasito de

Hoplias intermedius coletado em Baixo Guandu/RD. A. Porcéo anterior, vista lateral. B.
Porcéo posterior.
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Ordem Ascaridoidea Railliet & Henry, 1915
Familia Anisakidae Railliet & Henry, 1912
Género Contracaecum Railliet & Henry, 1912
Contracaecum sp.

(Figuras 46 e 47)

Resumo taxondmico

Hospedeiro: Hoplias intermedius (Glnther, 1864) (Characiformes: Erythrinidae);
Pygocentrus nattereri Kner, 1858, Pygocentrus piraya (Cuvier, 1819)
(Characiformes: Serrasalmidae).

Local: Linhares/AFL; Colatina/RD; Baixo Guandu/RD.

Relacéo parasitados/coletados: 5/41 em P. piraya; 3/8 em P. nattereri; 1/11 em
H. intermedius.

Estagio de desenvolvimento: larvas ndo encistadas.

Sitio de infeccdo: Cavidade abdominal.

Descricdo (n=16): Nematoides de coloracdo esbranquicada, com estriacdes
cuticulares transversais por todo o corpo (Fig. 46, 47A, B), medindo 11,23 mm
(9,31-23,87) de comprimento e 586 (432—-745) de largura maxima. Extremidade
cefélica pequena, apresentando trés labios pouco desenvolvidos (Fig. 46, 47A,
B). Dente cefalico presente (Fig. 46B, 47A). Presenca de primérdios de deirideos
localizados na altura do anel nervoso (Fig. 46A). Poro excretor localizado
proximo a extremidade anterior, na base dos labios. Anel nervoso posicionado a
287 (256-338) da regiao anterior. Ventriculo esofagiano pequeno, redondo (Fig.
47B), medindo 140 (123-167) de diametro, localizado entre o esbéfago e o
apéndice ventricular posterior (Fig. 47B), o qual mede 482 (389-607) de
comprimento. Cauda cénica, com apéndice (Fig. 47C), medindo 132 (97-183).

Comentérios taxondmicos: Os parasitos encontrados correspondem com a

descricdo de Moravec (1998) de Contracaecum do tipo 2, uma vez que este
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grupo de anisaquideos sdo caracterizados pela presenca de abertura oral
rodeada por trés labios; poro excretor localizado préximo a extremidade anterior;
es6fago com um pequeno ventriculo e apéndice ventricular posterior e ceco
intestinal anterior, que se estende anteriormente ao anel nervoso, além da
presenca de apéndice ventricular bem menor que o ceco intestinal e de um dente
cefélico, que é um indicativo de larva de 3° estadio neste grupo (MORAVEC,
1998; TIMI et al., 2001; FELIZARDO et al., 2009; FONSECA et al., 2016). Devido
a complexidade da identificacdo morfolégica a nivel de espécie em espécimes
larvais, os exemplares encontrados sdo definidos a nivel de género, como
Contracaecum sp. De qualquer forma, o atual estudo representa o primeiro

registro de larvas do Tipo 2 em peixes no Baixo Rio Doce e primeiro relato em

H. intermedius e P. piraya.

Figura 46. Fotomicrografias da regido anterior de Contracaecum sp., parasito de
diferentes hospedeiros coletados na bacia do Baixo Rio Doce. A. Regido anterior e
derideos (setas). B. Seta indicando o dente cefalico, caracteristico de larvas Tipo 2 de
3° estadio.
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Figura 47. Representacdo de Contracaecum sp., parasito de diferentes hospedeiros
coletados na bacia do Baixo Rio Doce. A. Extremidade anterior. B. Vista ventral. C.
Extremidade posterior. Legenda = DC: Dente Cefalico; ESO: Es6fago; AN: Anel nervoso;
Cl: Ceco Intestinal; VE: Ventriculo Esofagiano; AV: Apéndice Ventricular; ANU: Anus;

AC: Apéndice Caudal.
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Ordem Oxyurida Chabaud, 1974
Superfamilla Oxyuroidea Cobbold, 1864
Familia Pharyngodonidae Travassos, 1919
Género Ichthyouris Inglis, 1962
Ichthyouris sp.

(Figuras 48 e 49; Tabela 10)

Resumo taxondmico

Hospedeiro: Metynnis maculatus (Kner, 1858) (Familia: Serrasalmidae).

Local: Aimorés/AFL; Baixo Guandu/RD.
Relacao parasitados/coletados: 5/17 em Baixo Guandu/RD; 2/2 Aimorés/AFL.
Estagio de desenvolvimento: adultos.

Sitio de infeccéo: intestino.

Descricdo: Nematoide pequeno e de cor esbranquicada. Cuticula com estrias
transversais conspicuas; asa lateral presente, estreita, iniciando-se proximo a
extremidade anterior, estendendo até proximo a abertura anal. Abertura oral
hexagonal, presenca de seis pequenos labios associados a pequenas
protuberancias em sua base, e dois anfideos. Cavidade bucal com aparéncia
circular em corte transversal, com paredes finas. Anel nervoso circundando o
corpo do esbfago, ligeiramente posterior a faringe. Eséfago muscular, longo e
estreito, com constricdo em sua por¢ao final. Bulbo esofagiano, piriforme e
fortemente musculoso, com valvula esclerotizada. Tubo intestinal simples,

retilineo. Cauda longa e estreita, espiniforme. Machos desconhecidos.

Fémeas (n= 6): Corpo medindo 2,41 mm (2,02-2,55) de comprimento e 308
(260-333) de largura (Fig. 48A, E; 49A). Cavidade bucal medindo (Fig. 48C, D,
49B) 26 (20-29) de comprimento e 24 (19-28) de largura. Es6fago, incluindo o
bulbo (Fig. 48A, E), medindo 376 (344-397) de comprimento: corpus medindo
378 (339-463) de comprimento e 48 (39-72) de largura; istmo 18 (11-22) de
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comprimento e 34 (22-48) de largura; bulbo esofagiano medindo 93 (82—-117) de
comprimento e 102 (89-111) de largura (Fig. 49A). Anel nervoso a 163 (100—
205) de distancia da extremidade anterior (Fig. 48A, E; 49A, B). Vulva pré-
equatorial (Fig. 49A), a 1,11 mm (0,95-1,29) de distancia da extremidade
anterior. Uteros prodelfo, formando um “loop” préximo & porcdo posterior do
esbfago (Fig. 49A); ovarios tendo inicio na regido caudal, além do anus. Cauda
muito longa (Fig. 48D, 49A), medindo 391 (354-412) de comprimento. Ovos
numerosos, ndo larvados, de casca lisa; alongados (Fig. 48B, 49C), medindo
136 (125-149) de comprimento e 57 (42-77) de largura, apresentam uma
extremidade mais estreita e a outra mais larga, na qual se verifica presenca de

um opérculo (Fig. 48B, 49C). Filamentos polares ndo foram observados.

Comentéarios taxondémicos: os nematoides encontrados no atual trabalho
apresentam as caracteristicas que justificam a sua posicdo da superfamilia
Oxyuroidea, tais como a presenca do esb6fago que se apresenta com um corpo
muscular, longo e estreito, podendo ser seguido por istmo diferenciado ou néo,
e bulbo esférico muscular com valvula esclerotizada ou ndo. Pertencem a familia
Pharyngodonidae pela presenca de cuticula muito estriada, membranosa e
quebradica; asa lateral presente ou ndo; esdfago longo, dividido em istimo e
bulbo; ovos alongados e assimétricos, podendo apresentar varios filamentos
polares em ambas as extremidades (INGLIS, 1962; MORAVEC, 1998; VICENTE
& PINTO, 1999; RODRIGUES et al., 2017).

Segundo a atualizacdo da chave de Pharyngodonidae por Rodrigues e
colaboradores (2017), os exemplares encontrados sao classificados como
Ichthyouris devido a presenca de uma cauda longa, delgada e pontiaguda,
abertura oral hexagonal, presenca de asa lateral e ovos ndo larvados
(RODRIGUES et al., 2017). Além disso, a presenca de um esbdfago cilindrico,
longo e sem dilatacdo em sua base posterior, proximo ao bulbo, auxilia na
diferenciacéo de alguns géneros, tais como Cosmoxynema, Cosmoxynemoides
e Travnema (MORAVEC, 1998). Os exemplares também ndo se enquadram na
descricéo original de Spinoxyouris e Brasilnema pela auséncia de dentes em sua
cavidade bucal (MORAVEC, 1998).
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O género é relatado com dimorfismo sexual, e os caracteres taxondmicos
do macho sdo importantes para determinacao a nivel especifico. No entanto, ndo
foi possivel encontrar machos no atual trabalho. Portanto, os exemplares
encontrados sé&o determinados como Ichthyouris sp, configurando o primeiro
registro deste grupo em peixes do Baixo Rio Doce. A Tabela 10 compara as
caracteristicas das fémeas com espécies descritas para este género ja relatadas

no Brasil.
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Figura 48. Fotomicrografias de fémeas de Ichthyouris sp., parasito de Metynnis
maculatus coletado em Aimorés/AFL. A. Vista geral da extremidade anterior, asa
lateral em evidéncia (seta). B. Ovo embrionado, com destaque para o opérculo.
C. Cavidade bucal em evidéncia (seta). D. Extremidade anterior do parasito, com
destaque (setas) para os labios. E. Visualizacdo geral do corpo.
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Figura 49. Representacdo de Ichthyouris sp., parasito de Metynnis maculatus
coletado em Aimorés/AFL. A. Vista completa do parasito. B. Extremidade
anterior. C. Ovo embrionado. Legenda = ESO: Esbdfago; LA: Labios; CVB:
Cavidade Bucal; F: Faringe; AN: Anel Nervoso; BU: Bulbo; IN: Intestino; AL: Asa
lateral; U: Utero; VU: Vulva; OV: ovos; OP: Opérculo.
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Tabela 10. Dados morfométricos de Ichthyouris sp. encontrados no Baixo Rio Doce, Brasil, e dados reportados para espécies do
género no Brasil por diferentes autores. Legenda: com.: comprimento; larg.: largura.

Presente : Ichthyouris Ichthyouris Ichthyouris Ichthyouris
Caracteres Ichthyouris ro . . : :
estudo brasiliensis voltagrandensis bursata nunani
Martins -
. . Moravec, Kohn & ) ! Moravec & Cardenas et al.,
Autoria i Inglis (1962) Fernades (1992) UTnoeSk?tlg.oﬁgéng) Laoprasert (2008) 2019
Mesonauta Megalancistrus Curimata
, Metynnis festivus parananus . . acutirostris
Hospedeiro maculatus (=Cichlasoma (=Megalancistrus Myleus tiete Mesonauta festivus Laemolyta
festivum) aculeatus) taeniata
Espirito Rio Amazonas
L : Santo/Minas : Rio Parana Minas Gerais, Rio Amazonas Rio Tocantis
ocalidade Gerai (Brasil) . . ; y ;
erais . (Brasil/Paraguai) (Brasil) (Brasil) (Brasil)
(Brasil) Guiana
Comprimento (mm) 2,02-2,55 2,10-2,40 3,16-4,50 3,00-3,80 1,89-2,94 1,85-4,25
Largura 260-333 150-190 231-422 200-760 218-340 300-420
Asa lateral Presente Presente Presente Ausente Presente Presente
Abertura oral Hexagonal Hexagonal Hexagonal Triangular Hexagonal Hexagonal
Cavidade bucal Presente Presente Presente Ausente Ausente Presente
Corpus (com.) 339-463 490-560 387-435 350-490 240-315 340-410
Corpus (larg.) 39-72 — 60-78 64-80 4248 30-50
istmo (com.) 11-22 — 6-9 2-6 6-9 5
istmo (larg.) 22-48 - 12-36 30-40 24-27 27-30
Bulbo (com.) 82-117 114-116 120-135 96-130 96-105 100-120
Bulbo (larg.) 89-111 102-112 126-159 100-144 105-126 120-160
Anel nervoso 100-205 130-150 165-198 130-224 123-150 110-140
Poro excretor - 500-590 625-993 780-984 449-680 320-850
Vulva (mm) 0,95-1,29 0,85-0,98 1,13-1,65 0,84-1,68 0,87-1,15 0,89
Cauda 354-412 410-520 639-870 336-816 286-354 400-600
Ovos (com.) 125-149 36 93-99 112-125 96-111 80-100
Ovos (larg.) 42-77 11 33-36 29-37 33-42 3040
Filamentos polares Ausentes Um por polo Numerosos Dois unilaterais Um ou dois por Numerosos

polo
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6. DISCUSSAO

Os resultados obtidos durante as andlises de 317 exemplares de peixes
oriundos dos seis pontos de amostras permitiram a identificacdo de 13 espécies
de helmintos, todas registradas pela primeira vez na Bacia do Baixo Rio Doce,
sendo este o primeiro estudo realizado na calha principal do Rio Doce.

A diversidade e riqueza dos parasitos encontrados no atual estudo pode
ser influenciada por diferentes espécies presentes no ambiente, sendo
adquiridas principalmente pela rota trofica (GUIDELLI et al., 2003). A baixa
abundancia e baixa intensidade de alguns parasitos podem indicar um prejuizo
do ciclo biolégico desses organismos (OVERSTREET,1997). No entanto,
considerando-se os trabalhos de Moreira (2000) e Belei e colaboradores (2013),
como as unicas informacdes disponiveis para a bacia do Rio Doce, algumas
espécies encontradas no atual estudo ja foram registradas em ambos estudos
anteriores: Clinostomum sp., Clinostomum dimorphum (=Ithyoclinostomum
dimorphum), Austrodiplostomum compactum, Contracaecum sp., Procamallanus
(Procamallanus) peraccuratus, Procamallanus (Spirocamallanus) inopinatus, o
que pode indicar uma possivel manutenc¢éo do ciclo bioldgico destes organismos
no meio, mesmo apos o impacto pelo rompimento da barragem em Mariana
(MG).

Aspectos taxondmicos relacionados as relacbes parasito-hospedeiro
identificadas s&o discutidas a seguir, agrupadas pelas familias dos helmintos

encontrados.

6.1 Proteocephalidae

Cestodeos da familia Proteocephalidae sao frequentemente encontrados
em intestinos de peixes ciclideos, como Cichla kelberi, da regido Neotropical
(FREZE, 1965; SCHMIDT, 1986; REGO, 1994; de CHAMBRIER, REGO &
VAUCHER, 1999; REGO et al., 1999; de CHAMBRIER et al., 2004).

Dentro deste taxon, a subfamilia Proteocephalinae apresenta 186 espécies
distribuidas em 19 géneros que parasitam invertebrados com distribuicdo
cosmopolita (CAIRA & JENSEN, 2014).



139

Entre os proteocephalineos, o género Proteocephalus é o segundo mais
representativo em numero de espécies (73), perdendo apenas para Ophiotaenia,
com 88 espécies. Espécies de Proteocephalus foram registradas em diferentes
continentes, sendo que no Brasil doze foram reportadas parasitando dezessete
espécies de peixes de 4gua doce (CAIRA & JENSEN, 2014; ALVES et al., 2017).
Dentre estas, P. macrophallus e P. microscopicus se destacam pelo maior
namero de registros, realizados em pelo menos quatro espécies de hospedeiros
de diferentes localidades, sendo os registros mais comuns em Cichla spp.
(SCHOLZ et al., 1996; TAKEMOTO & PAVANELLI, 1996; KOHN et al., 2011;
SANTOS et al., 2011; LACERDA et al., 2013; YAMADA & TAKEMOTO, 2013;
SANTOS-CLAPP & BRASIL-SATO, 2014; LEHUN et al., 2020).

Proteocephalus macrophallus e P. microscopicus sao descritas como
exclusivas de Cichla e, até entdo, ndo foram descritas em outras espécies de
peixes (REGO, 1994; SANTOS et al., 2011; YAMADA & TAKEMOTO, 2013).
Dentre as espécies parasitadas pelo género Proteocephalus, C. kelberi se
destaca em estudos da sua fauna parasitaria em diferentes bacias no Brasil
(REGO & PAVANELLI, 1990; SCHOLZ et al., 1996; YAMADA & TAKEMOTO,
2013). No atual trabalho, o encontro destes parasitos em C. kelberi corroboram
0s estudos sobre uma possivel especificidade parasito-hospedeiro de ambas as
espécies de Proteocephalus com peixes do género Cichla. Além disso, o atual
estudo retrata as primeiras sequéncias do gene Cox-1 para P. macrophallus e P.

microscopicus, contribuindo para estudos taxonémicos futuros destas espécies.

6.2 Acanthocolpidae

Neste trabalho, mais da metade das espécies coletadas sdo consideradas
nativas do Rio Doce e mais de um terco sdo marinhas que ocasionalmente
migram para os ecossistemas de agua doce. E o caso da espécie Lycengraulis
grossidens, popularmente conhecida como “manjubinha” ou “sardinha prata”,
gue faz parte da familia Engraulididae e compreende o grupo das anchovas, as
quais habitam as regides costeiras e rios tropicais da Ameérica do Sul (BLOOM &
LOVEJQY, 2012). Segundo Lucena e colaboradores (1994) e Ramos (2005), L.

grossidens é classificada como anadroma ou semi-anadroma, quando a espécie



140

entra no estuario e nos rios no outono e inicio do inverno para a desova em agua
doce e retorna ao ambiente marinho no final da primavera. Em ambientes
estuarinos e de agua doce, L. grossidens tem registros em diferentes regides do
Brasil, incluindo o Rio Doce e a Baia de Vitoria no Espirito Santo (MAI et al.,
2013). A pesca artesanal e recreativa desta espécie em diferentes estuarios
brasileiros contribui para o fortalecimento da economia local, podendo atingir até
30 toneladas/ano (MARQUES, 1997; MILANI & FONTOURA, 2007).

O habito alimentar de L. grossidens revela grande potencialidade em
integrar, como hospedeiros intermediarios ou definitivos, do ciclo de vida de
varios parasitos transmitidos ao longo da cadeia alimentar, principalmente pela
sua alimentacdo generalista, abrangendo insetos, crustaceos, moluscos,
poliquetas etc. (MAI et al.,, 2013). No entanto, o conhecimento sobre a
helmintofauna em L. grossidens é escasso no Brasil, sendo relatado apenas os
trematddeos Parahemiurus anchoviae Vaz & Pereira, 1930 e Parahemiurus
merus (Linton, 1910) Yamaguti, 1938 (EIRAS, VELLOSO & JUNIOR, 2017) em
sua fase adulta.

O encontro de representantes de digeneicos nesta espécie de hospedeiro
amplia o conhecimento da helmintofauna em L. grossidens, tais como
representantes da familia Acanthocolpidae Lihe, 1909. Os acantocolpideos séo
parasitos de peixes marinhos, principalmente, e sdo caracterizados pela
presenca de espinhos em seu tegumento, além da perda de vesicula externa e
presenca da vesicula seminal uterina (BRAY et al., 2005). Os membros dessa
familia sdo encontrados, em seu estagio adulto, no intestino de peixes
carnivoros. No Brasil, 5 géneros e 11 espécies ja foram descritos (FERNANDES
et al., 2009; TIMI et al., 2010; PEREIRA et al., 2014) contudo, nenhum ciclo
bioldgico é conhecido.

Uma das espécies pertencentes a familia Acanthocolpidae encontrada
neste estudo foi identificada como Manteria sp. O género Manteria foi descrito
originalmente como subgénero de Dihemistephanus por Manter (1940), parasito
de Oligoplites saurus (Bloch & Schneider, 1801) e Caranx hippos (Linnaeus,
1766), no Equador, mas foi reclassificado por Caballero (1950) em um género
separado, tendo como a espécie tipo M. brachydera. Por conseguinte, a espécie
foi registrada por Bravo-Hollis (1954) em Oligoplites altus (Gunther, 1868) e em
Oligoplites mundus (Gtinther, 1868) no oceano Pacifico no México (AMATO,
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1983). No Brasil, Amato (1983) relata o encontro de M. brachydera no intestino
e estdbmago de Oligoplites palometa (Cuvier, 1832) em Santa Catarina. Freitas &
Kohn (1964) relatam o encontro de Manteria costalimai Freitas & Kohn, 1964 no
intestino de Scombroides sp. na Baia de Guanabara, Rio de Janeiro. Essa
espécie foi também reportada em Oligoplites sp. na Venezuela, mas foi
sinomizada por Overstreet (1969) como Manteria brachydera (Manter, 1940)
Caballero, 1950, que € atualmente, a Unica espécie conhecida para o género.

O dUnico registro de metacercarias do género Manteria conhecido na
América do Sul foi publicado por Rojas, Torres & Pequefio (1999), em Caprodon
longimanus (Gunther, 1859) na costa do Chile. Assim como no trabalho dos
autores citados, o presente estudo encontrou alta prevaléncia de individuos
infectados com cerca de 358 metacercérias encistadas na cavidade branquial de
41 exemplares de L. grossidens coletados no Rio Doce em Colatina e Linhares,
ES. Um novo sitio de infeccdo também é registrado, além da proposta da
primeira reconstrucao filogenética da espécie, confirmando sua inclusdo na

familia Acanthocolpidae e os primeiros dados genéticos gerados para Manteria
sp.

6.3 Diplostomidae

Entre as espécies de peixes coletados, além de C. kelberi, espécies do
género Hoplias destacam-se pela alta carga parasitaria ja relatada, além de
apresentar helmintos com potencial zoonético (Contracaecum sp. e Ascoscotyle
sp., por exemplo) (ROSIM, 2010; BENIGNO et al., 2014). Hoplias malabaricus é
considerada a terceira espécie de peixe neotropical continental de maior riqueza
parasitaria, com mais de 100 espécies de parasitos ja registrados (HASUIKE et
al., 2023). Devido ao seu habito alimentar, considerado piscivoro, esta é uma
espécie que atua como importante hospedeiro definitivo e intermediario de
helmintos (BARROS et al., 2007), como os trematédeos da familia
Diplostomidae.

Metacercarias da familia Diplostomidae apresentam como caracteristicas
diagnésticas o corpo folidceo e bissegmentado; ventosa oral situada na

extremidade anterior do corpo, conectada a uma faringe muscular; es6fago curto
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bifurcado em dois longos cecos intestinais na extremidade posterior do corpo
(NIEWIADOMSKA, 2002), caracteristicas semelhantes as encontradas nos
exemplares apresentados neste trabalho.

E fato que a identificacdo taxondmica é um desafio, assim como a
identificagdo especifica de diplostomideos. A taxonomia deste grupo é
complexa, sobretudo em estagio de metacercaria, pois a morfologia dessas
fases larvais é incompleta em relacéo a dos adultos (GRACZYK, 1991). Gracas
a taxonomia integrada, € possivel identificar espécimes com caracteres
morfolégicos dubios, como a espécie encontrada Dolichorchis sp. Este parasito
€ encontrado em aves piscivoras em sua fase adulta e suas metacercarias séo
consideradas do tipo “Diplostomulum”, encontradas em peixes (GIBSON,
JONES & BRAY, 2002).

Em um recente trabalho publicado por Achatz e colaboradores (2022), que
realizaram a reconstrucdo filogenética através de analises moleculares de
diferentes espécies de Diplostomidae, sdo conhecidas duas espécies/linhagens
de Dolichorchis distribuidas na regido Neotropical, Dolichorchis bonariensis
Ostrowski de Nufez, 1970, encontrados em Phalacrocorax brasilianus (Gmelin)
e Dolichorchis lacombeensis Lunaschi & Drago, 2006 em Ardea cocoi
(Linnaeus), ambos na Argentina e todas na sua forma adulta. No entanto, gracas
aos dados genéticos, os mesmos autores encontram uma suposta nova
linhagem de Dolichorchis, em que eles intitulam como Dolichorchis sp. VVT1,
parasito de Phimosus infuscatus (Lichtenstein) coletado no Brasil, apesar de ndo
conseguirem identificar como uma nova espécie devido as caracteristicas
imaturas que dificultaram a identificagéo taxondmica.

Os atuais exemplares apresentam a mesma composi¢cdo genética de
adultos de Dolichorchis sp. VVTL1, o que contribui para o conhecimento de um
novo hospedeiro, H. malabaricus, sendo este o primeiro registro em peixes e
uma nova forma evolutiva (metacercarias) para o grupo.

Além de Dolichorchis sp., outros diplostomideos foram encontrados no
presente estudo. Entre estes, Austrodiplostomum compactum merece destaque
uma vez que foi considerado o parasito mais representativo em numero de
espécie de peixes parasitados (dez no total), a maioria piscivoro ou onivoro,
indicando uma generalizagao na relagdo parasito-hospedeiro em seu ciclo de

vida.
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O género Austrodiplostomum foi descrito por Szidat & Nani (1951) quando
relataram o encontro da espécie-tipo Austrodiplostomum mordax Szidat & Nani,
1951 parasitando aves neotropicais da espécie Phalacrocorax brasilianus
(Gmelin, 1789) (=Nannopterum brasilianus) e peixes da espécie Odonthestes
bonariensis (Valenciennes, 1835) capturadas na Argentina (OSTROWSKI DE
NUNEZ, 2017). Dubois (1970) transferiu o género Austrodiplostomum como
subgénero de Diplostomum, até o restabelecimento do género por
Niewiadomska (2002). Hoje, é reconhecida a presenca de duas espécies para
este género: Austrodiplostomum mordax Szidat & Nani, 1951 e
Austrodiplostomum compactum  (Lutz, 1928) (sin. Austrodiplostomum
ostrowskiae Dronen, 2009) (OSTROWSKI DE NUNEZ, 2017; ACHATZ et al.,
2022), parasito de peixes de dgua doce e passaros do género Phalacrocorax na
regido Neotropical e, mais recentemente, no sul dos EUA (ROSSER et al., 2016).

As metacercarias desse trematédeo digeneico é parasita, principalmente,
do humor vitreo, humor aquoso e cérebro, de uma variedade de peixes
(OSTROWSKI DE NUNEZ 1982; PINEDA-LOPEZ 1985; GARCIA et al. 1993;
KOHN et al. 1995; PAVANELLI et al. 1997; MACHADO et al. 2000; MARTINS et
al. 1999, 2002; SANTOS et al. 2002; PAES et al. 2003). Seu ciclo de vida,
estabelecido por Ostrowski de Nuhez (1982), inclui caramujos do género
Biomphalaria, uma variedade de peixes de agua doce como hospedeiros
intermediarios e as aves piscivoras da espécie Phalacrocorax brasilianus
[=Phalacrocorax olivaceus], a qual é considerada o hospedeiro definitivo do ciclo
do parasito (TRAVASSOS et al., 1969; MONTEIRO et al., 2011; OSTROWSKI
DE NUNEZ, 1982; 2017). Apresenta ampla distribuicdo geogréafica na regido
Neotropical, inclusive no Brasil, parasitando uma variedade de peixes de agua
doce. Ramos e colaboradores (2013) relatam que 36 espécies de peixes de agua
doce no Brasil foram mencionadas com infeccdo de A. compactum
principalmente nos olhos, mas também na cavidade craniana, branquias,
musculo, bexiga natatéria e rim, comprovando uma baixa especificidade de
parasitismo da metacercarias para com o seu hospedeiro intermediario.

No atual estudo, a partir da checklist estabelecida por Ramos e
colaboradores (2013), € possivel ampliar o numero de hospedeiros de A.
compactum, tais como H. auroguttatus, H. luetkeni, P. maculatus, P. piraya e

Rineloricaria sp., que ainda ndo haviam sido relatados em trabalhos anteriores.
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Além disso, a prevaléncia de infecgdo foram relativamente baixas em alguns
hospedeiros, como H. malabaricus, dados menores que os resultados de Belei
e colaboradores no Médio Rio Doce (2013).

Segundo Martins e colaboradores (2002), as altas taxas de infecgdo das
metacercarias de A. compactum podem depender do aumento da temperatura
ambiente. Mesmo que os exemplares do atual estudo sejam coletados na
estacdo mais quente e umida da regiao (entre setembro e janeiro), alguns fatores
podem interferir nas taxas de infecgdo, tais como transparéncia da agua,
condutividade e presencga de clorofila a (que sugere uma pequena quantidade
de nutrientes na agua), até mesmo a presenca de rejeitos de minério de ferro na
agua, podendo limitar o crescimento da populagdo de caramujos (primeiro
hospedeiro intermediario) e afetar, consequentemente, as taxas de intensidade,
prevaléncia e abundancia de infecgdo nos hospedeiros coletados (CARVALHO
et al., 2012; RAMOS et al., 2013). No entanto, tal inferéncia nao foi possivel
realizar na presente pesquisa, podendo ser base para futuros estudos.

A. compactum apresenta uma vasta lista de espécies de hospedeiros, e,
apesar de apresentar um ciclo de vida complexo, sua capacidade generalista
pode favorecer sua sobrevivéncia em ambientes impactados, tais como o Rio
Doce. O encontro de novos hospedeiros para A. compactum no atual estudo
podem servir de base para estudos especificos a respeito do assunto.

Além de A. compactum, outro representante do género Austrodiplostomum
foi encontrado no presente estudo parasitando Pterygoplichthys sp., que também
nao havia sido reportado como hospedeiro de um diplostomideo. No entanto,
devido a diferengas significativas em sua morfologia, principalmente pelo
aspecto esférico do o6rgédo tribocitico, os exemplares de Pterygoplichthys sp.
foram identificados como Austrodiplostomum sp. o que, de qualquer forma,
amplia a distribuicdo geografica deste género na regido Neotropical e uma

possivel nova espécie.

6.4 Clinostomidae

Além de apresentar cestodeos e diplostomideos em suas visceras,

exemplares de C. kelberi também se encontravam parasitados por alguns
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clinostomideos, tais como Clinostomum sp. Dois hospedeiros estavam
poliparasitados por P. macrophallus e Clinostomum sp., ambos no rio S&o Jose,
em Linhares.

Os membros da familia Clinostomidae Luhe, 1901 s&o trematddeos
digeneicos encontrados, na fase adulta, na cavidade oral e no esofago,
principalmente de aves e répteis, mas ocasionalmente em mamiferos, incluindo
humanos (KANEV, RADEV & FRIED, 2002). Clinostomum é um dos géneros
mais ricos em espeécies nesta familia, sendo considerados cosmopolitas
(KANEV, RADEV & FRIED, 2002). Na América do Sul, sdo conhecidas trés
espécies do género, Clinostomum detruncatum Braun 1899, Clinostomum
heluans Braun, 1899, e Clinostomum marginatum (Rudolphi, 1819) e as
metacercarias sdo relatadas em diferentes espécies de peixes no Brasil
(VICENTE & FERNANDES, 1978; DIAS et al., 2003; PINTO & MELO, 2012).
Clinostomum marginatum é considerado o mais comum de ocorrer tanto em aves
guanto em peixes (PINTO et al., 2015).

Os clinostomideos coletados em C. kelberi e P. affinis se assemelham a C.
marginatum no entanto, apesar de esta espécie ter sido sequenciada a partir de
isolados obtidos de aves e peixes na América do Norte (CAFFARA et al., 2011;
ROSSER et al., 2017), sua atribuicdo especifica deve ser confirmada uma vez
gue isolados da localidade-tipo no Brasil, séo sequenciados (PINTO et al., 2015;
MONTES et al., 2021). Dessa forma, optamos em classificar os parasitos como
Clinostomum sp. sendo, de qualquer forma, o primeiro registro da espécie no
Baixo Rio Doce.

Apesar dos avangos na era molecular sobre o conhecimento taxondémico
das espécies pertencentes a familia Clinostomidae, alguns grupos desses
parasitos de vertebrados permanecem com poucos estudos. E o caso das
espécies do género Ithyoclinostomum Wittenberg, 1925, até recentemente
monotipico e restrito na América do Sul, mas, com a publicacdo de novas
ocorréncias, sua distribuicdo expandiu-se para a América do Norte apos a
descricdo de uma nova espécie do género.

A espécie-tipo do género Ithyoclinostomum, Ithyoclinostomum dimorphum,
foi originalmente descrita como Distoma dimorphum por Diesing (1850) de
ardeideos no Brasil. Desde entdo, uma complexa histéria taxondmica comecou

a se desenrolar. Primeiramente, diferentes espécies foram encontradas no
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material estudado por Diesing (1850), uma das quais foi incluida no género
Clinostomum (como Clinostomum dimorphum) por Braun (1901). Entdo, anos
mais tarde, C. dimorphum foi alocado em um novo género, Ithyoclinostomum
Witenberg, 1926, caracterizado por seu impressionante tamanho, podendo
atingir até 10 cm. Desde entdo, a descoberta de aves e peixes abrigando
clinostomideos muito grandes identificados como I. dimorphum tornou-se
comum na América do Sul, e a maioria dos relatos veio do Brasil (para uma lista
detalhada de hospedeiros, localidades e relatos, ver Briosio-Aguilar et al., 2019).
Até onde sabemos, estes sdo os maiores trematddeos encontrados nestes
vertebrados [considerando o respectivo estagio de desenvolvimento — adulto de
aves e metacercarias de peixes (principalmente eritrinideos)]. Essa
caracteristica morfoldgica peculiar foi considerada diagnéstica para o género e
utilizada, por exemplo, para tipificar a subfamilia Ithyoclinostominae por
Yamaguti (1958). Esta classificacdo baseada no tamanho foi mantida na revisédo
taxondmica mais recente da espécie (KANEV, RADEV & FRIED, 2002). Tal
espécie, classificada inicialmente como |. dimorphum, foi encontrada em
exemplares de Hoplias spp. no presente estudo, e as andlises foram publicadas
em recente artigo (SIMOES et al., 2022).

Apesar dos avancos na classificacdo filogenética dos trematddeos,
especialmente dos Clinostomidae, ndo existiam sequéncias disponiveis para |.
dimorphum, espécie-tipo do género Ithyoclinostomum. Mais recentemente, a
segunda espécie do género, Ithyoclinostomum yamagutii Rosser, Woodyard,
Mychajlonka, King, Griffin, Gunn & Lépez-Porras, 2020, foi descrita em aves e
ligada a metacercérias de peixes na América do Norte e América Central
(BRIOSIO-AGUILAR et al., 2019; ROSSER et al., 2020). Novamente, o grande
tamanho (~25 mm; porém muito menor que |. dimorphum) foi um dos diferenciais
para inclusdo dos espécimes no género Ithyoclinostomum. Embora dados
filogenéticos robustos tenham revelado I. yamagutii como distinto de outros
géneros de clinostomideos, o status congénere com |. dimorphum precisava ser
confirmado.

As andlises filogenéticas baseadas nas andlises genéticas no presente
trabalho puderam revelar que |. dimorphum ndo deve ser considerada género
distinto de clinostomideos. Assim, propomos a sinonimizacdo de

Ithyoclinostomum Witenberg, 1926 com Clinostomum Leidy, 1856 e o
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restabelecimento de Clinostomum dimorphum (Diesing, 1850) (SIMOES et al.,
2022). No entanto, em nossas analises filogenéticas, o recentemente descrito
Ithyoclinostomum yamagutii apresentou-se como uma linhagem precoce
divergente e isolada de outros clinostomideos, como demonstrado anteriormente
por Briosio-Aguilar e colaboradores (2019) e Rosser e colaboradores (2020). Por
um lado, esses autores atribuiram seus espécimes a Ithyoclinostomum
principalmente com base: no tamanho grande do corpo, na posi¢cdo do saco do
cirrus (pré-testicular), na forma dos testiculos (profundamente lobados), gbnadas
localizadas no quarto posterior do corpo e a grande area livre (sem nenhum
orgao interno) entre a ventosa ventral e o testiculo anterior; essas caracteristicas
sdo encontradas nas espécies-tipo do género, Ithyoclinostomum dimorphum,
agora C. dimorphum. Por outro lado, os mesmos autores comentam, de forma
assertiva, que a obtencdo de dados moleculares da espécie-tipo de
Ithyoclinostomum € crucial tanto para confirmar ou rejeitar sua hipétese quanto
para avaliar as inter-relacdes entre outros géneros de clinostomideos, o que foi
feito neste estudo. As filogenias e as altas divergéncias moleculares verificadas
entre C. dimorphum e |. yamagutii revelam inequivocamente que estas especies
nao sdo congeneéricas.

E possivel que “lthyoclinostomum” yamagutii possa merecer um novo
género de clinostomideos para acomoda-lo. No entanto, dado o cenéario
complexo levantado na taxonomia baseada em morfologia de Clinostomidae
(caracteristicas tradicionalmente usadas, como tamanho do corpo e disposicao
do sistema genital, ndo eram confiaveis para fins de classificacdo de nivel
superior), optamos por nao erigir um novo género para “lthyoclinostomum”
yamagutii até que dados moleculares de outros géneros de clinostomideos
estejam disponiveis, especialmente para Clinostomatopsis sorbens (Braun,
1899), o tipo e Unica espécie do género Clinostomatopsis Dollfus, 1932 (KANEV,
RADEV & FRIED, 2002). Este género de clinostomideos é o unico conhecido de
aves sem dados moleculares disponiveis. Nossa abordagem conservadora
também se justifica devido as semelhancas morfolégicas entre
“Ithyoclinostomum” yamagutii e C. sorbens que incluem: gbnadas localizadas na
extremidade posterior do corpo e presenca de testiculos profundamente lobados
ou de formato irregular. Dada a provavel natureza plesiomaorfica/lhomoplastica

dos tracos morfolégicos usados para diferenciar subfamilias e géneros (por
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exemplo, posi¢do dos poros genitais e extensdo anterior de vitellaria). Também
optamos por ndo transferir “Ithyoclinostomum” yamagutii para o género
Clinostomatopsis.

Apesar da contribuicdo da filogenia molecular para propor uma
classificacdo mais natural que reflita a evolucdo dos membros da familia
Clinostomidae, alguns taxons-chave (géneros e espécies tipo) ainda precisam
ser sequenciados para testar a taxonomia integrativa e caso nao haja
concordancia, rever uma delas, morfologia ou genética. Por exemplo, em répteis,
o clinostomideo Odhneriotrema incommodum (Leidy, 1856) foi sequenciado com
base em vermes encontrados em jacarés dos EUA (WOODYARD et al., 2017).
No entanto, ndo h& dados moleculares disponiveis para Odhneriotrema
microcephala (Travassos, 1922), a espécie-tipo do género Odhneriotrema
Travassos, 1928, descrita para o Brasil. Assim, apesar das semelhancas
morfolégicas entre essas espécies, a possibilidade de corresponderem a
géneros distintos ndo pode ser descartada. Tal atraso na geracdo de dados
moleculares também € verificado para o género Nephrocephalus Odhner, 1902,
encontrado em répteis africanos, que € o género tipo de Nephrocephalinae
Travassos, 1928. Portanto, a posicao filogenética de seus membros em relacéo
aos demais clinostomideos é desconhecido.

No geral, as questdes taxondmicas levantadas neste estudo destacam a
importancia da disponibilidade de dados moleculares para as espécies-tipo de
géneros de trematddeos descritos da América do Sul. Desde o século XIX,
dezenas de géneros de trematddeos foram propostos para este continente,
inicialmente a partir de material coletado no Brasil pelo naturalista Johann
Natterer e descrito por helmintélogos europeus. Mais tarde no século XX,
renomados taxonomistas de trematédeos como Szidat, Travassos, Thatcher e
seus discipulos descreveram varios outros géneros de trematédeos (CRIBB &
BRAY, 2011), especialmente no Brasil e na Argentina. Infelizmente, a maioria
das espécies-tipo desses géneros ndo foi sequenciada até agora. A falta de
sequéncias para essas espécies pode ser reflexo da demora e acesso limitado
as metodologias de sequenciamento em comparacdo com paises
desenvolvidos. Esse viés é verificado em diferentes grupos de trematédeos
(POULIN & JORGE 2019), e apesar dos avancos verificados nos ultimos anos,

a maioria das espécies de trematddeos descritos da América do Sul ainda nao
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foram sequenciados. Tais informagdes sdo essenciais para uma classificacéo
mais robusta e natural e principalmente para apoiar uma distribuicdo inter ou

transcontinental de espécies atribuidas ao mesmo género.

6.5 Camallanidae

Trés espécies de nematoides da familia Camallanidae [Procamallanus
(Procamallanus) peraccuratus, Procamallanus (Spirocamallanus) inopinatus e
Procamallanus (Spirocamallanus) sp.] foram encontradas em diferentes
hospedeiros coletados. Estes helmintos sao parasitos de estdbmago e intestino
de peixes, anfibios e répteis (YAMAGUTI, 1961). As espécies pertencentes a
esta familia apresentam a capsula bucal com formato proeminente e
esclerotizado (PINHEIRO et al., 2018). Yeh (1960) subdividiu a familia em duas
subfamilias: Camallaninae Railliet & Henry, 1915 (cdpsula bucal dividida em
duas metades) e Procamallaninae Yeh, 1960 (capsula bucal Gnica).

Dentro de Procamallaninae, cinco géneros ja foram descritos:
Procamallanus, Malayocamallanus Jothy e Fernando, 1970, Punctocamallanus
Moravec e Scholz, 1991, Spirocamallanoides Moravec & Sey, 1988 e
Denticamallanus Moravec & Thatcher, 1997 (MORAVEC & SCHOLZ 1991,
MORAVEC & THATCHER 1997; RIGBY & RIGBY 2014).

A principal caracteristica dos membros do género Procamallanus € a
presenca da capsula bucal fortemente esclerotizada (BAYLIS, 1923; MORAVEC
& SCHOLZ, 1991; MORAVEC & THATCHER, 1997). Nematoides deste género
sdo predominantemente parasitos de peixes de agua doce e ampla distribuicéo
geografica. Existem cerca de 40 espécies pertencentes ao subgénero
Procamallanus (Procamallanus) registradas em varias partes do mundo, porém
apenas 3 espécies sdo conhecidas no Brasil: Procamallanus (Procamallanus)
peraccuratus, Procamallanus (Procamallanus) annipetterae e Procamallanus
(Procamallanus) spiculastriatus (PINTO et al., 1976; KOHN et al., 1988;
PINHEIRO et al., 2018).

Os exemplares encontrados no atual estudo em Geophagus brasiliensis
foram identificados como P. (P.) peraccuratus, o qual ja foi relatado em diferentes
regides do Brasil, como no sul do pais (BELLAY etal., 2011; LEHUN et al., 2023).
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Na regido sudeste, existem relatos em rios no Rio de Janeiro (CARVALHO,
TAVARES & LUQUE, 2010), no Espirito Santo (PINHEIRO et al., 1976) e em
Minas Gerais, no Médio Rio Doce (MOREIRA, 2000), a maioria coletada em G.
brasiliensis. Dessa forma, este trabalho amplia a distribuicdo geografica do
parasito e é o primeiro registro desta espécie em peixes no Baixo Rio Doce.

Nematoides do subgénero (Procamallanus) Spirocamallanus também
foram encontrados no atual estudo, outro camallanideo que, sé no Brasil, sdo
descritas 19 espécies pertencentes a este subgénero e a espécie com maior
ndamero de registros no pais € Procamallanus (Spirocamallanus) inopinatus
(LUQUE et al., 2011). Esta espécie foi descrita originalmente em 1928 infectando
peixes no sul do Brasil (TRAVASSOS et al. 1928; KOHN & FERNANDES, 1987)
e, desde entdo, ja foi relatado parasitando diferentes familias de peixes, dentro
de Characiformes, Perciformes e Siluriformes (MORAVEC, 1998; AILAN-
CHOKE et al., 2020).

Procamallanus (S.) inopinatus infecta uma ampla gama de peixes
hospedeiros nos sistemas de bacias hidrogréficas do Brasil (TAKEMOTO et al.,
2009; KOHN et al., 2011; GONCALVES et al., 2016; FUJIMOTO et al., 2018), e
ja foi relatada no médio Rio Doce, parasitando Leporinus steindachnefii
Eigenmann, 1907, A. bimaculatus e H. malabaricus (MOREIRA, 2000). Luque e
colaboradores (2011) listaram 56 espécies de peixes de agua doce infectados
por este parasito e o atual estudo amplia esta lista uma vez que € a primeira vez
gue se relata o encontro deste parasito em H. intermedius.

No presente estudo, P. (S.) inopinatus é considerada o segundo parasito
com baixa especificidade encontrado, além de A. compactum, sendo coletado
em 5 espécies de hospedeiros, todos piscivoros, e em quase todos os pontos de
coleta, com exceg¢ao em Linhares/AFL. Segundo Neves e colaboradores (2020),
essa espécie é considerada fortemente resistente as mudancas ambientais, o
que aumenta as chances de expandir sua distribuicdo geografica. Isso poderia
explicar o encontro deste parasito em diferentes espécies de peixes e
localidades no presente estudo, tanto em areas afetadas ou ndo. Apesar de néo
ser possivel realizar a relacdo de causa e efeito destes parasitos como
bioindicadores no presente trabalho, muitos outros ja foram realizados utilizando
P. (S.) inopinatus para este fim. Ribeiro (2013) registrou a presenca de P. (S.)
inopinatus infectando Psalidodon paranae (Eigenmann, 1914) do rio Parana em
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areas altamente poluidas por efluentes de regides urbanas e agricolas,
indicando que este nematoide também pode ser utilizado como bioindicador.
Morais (2012), ja utilizou P. (S.) inopinatus como bioindicador de metais pesados,
0 que evidencia sua presenca em sistemas hidricos contaminados por esses
componentes como o rio Doce, que foi contaminado pelo minério da barragem.
Os dados disponibilizados neste trabalho poderdo auxiliar estudos futuros com
a espécie em questao.

Apesar de ser uma espécie muito comum de ser encontrada em peixes de
agua doce em varias regides do Brasil, 0 presente estudo encontrou duas
espécies de larvas de Procamallanus (Spirocamallanus); uma classificada como
P. (S.) inopinatus e a outra inconclusiva a nivel especifico. No entanto, € possivel
observar diferengas significativas no niamero de cristas na capsula bucal [(23
contra 8-9 em P. (S.) inopinatus)] e auséncia do primdérdio tubular genital,
presente em P. (S.) inopinatus, o que difere desta espécie. Dessa forma, ainda
gue nao tenham sido encontradas as formas adultas deste individuo, ha um forte
indicativo de que existem outras espécies de Procamallanus (Spirocamallanus)
em peixes do Baixo Rio Doce.

6.6 Anisakidae

Entre os nematoides coletados, larvas de Contracaecum sp., pertencentes
a familia Anisakidae, foram encontradas encistadas na cavidade intestinal de
trés espécies de peixes (H. intermedius, P. nattereri e P. piraya). Segundo
Martins, Onaka & Frederick (2004), os parasitos adultos deste tdxon se alojam
no estbmago ou intestino delgado de aves piscivoras. Os copépodes de agua
doce podem ser infectados por larvas de segundo estadio, livre nadantes,
quando as ingerem. O terceiro estadio larval pode ser encontrado comumente
encapsulados nos mesentérios e 6rgao viscerais de peixes de agua doce e
salgada, assim como encontrado no presente estudo.

Segundo Pavanelli e colaboradores (2015), o género Contracaecum
apresenta ampla distribuicdo geografica e € encontrado tanto em peixes
selvagens quanto em sistemas de cultivo, sendo relatado em mais de 70

espécies de peixes em quase todas as regides do Brasil. Em complemento,
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Pinheiro e colaboradores (2019) e Reis e colaboradores (2021) realizaram um
checklist dos peixes registrados com Contracaecum sp. em diferentes bacias
hidrogréaficas brasileiras, além de registros de peixes marinhos infectados com
as larvas do parasito. O presente estudo amplia os registros deste parasito em
H. intermedius, sendo considerado um novo hospedeiro para as espécies do
género.

Tanto Contracaecum sp. quando Clinostomum sp. podem apresentar
potencial zoonético devido aos seus semelhantes ciclos de vida, quando adultos
se alojam no estdbmago ou no intestino delgado de aves piscivoras e seus ovos
sao liberados na agua. Em ambos os ciclos, os peixes podem atuar tanto como
hospedeiro intermediario ou paraténico, quando se alimentam de copépodes,
moluscos, gastrépodes e outros peixes menores, 0S quais sdo meios de
manuteng¢do do ciclo do parasito. Os seres humanos sdo considerados 0s
hospedeiros acidentais, em casos de consumo de peixes infectados por estas
larvas (CHUNG et al., 1995; AOHAGI et al.,, 1992; MARTINS, ONAKA &
FREDERICK, 2004; MADI & SILVA, 2005). Dessa forma, o0 encontro de parasitos
com potencial zoonético, tais como as larvas do nematoide Contracaecum sp.,
além dos trematddeos Clinostomum sp., atua como um alerta de saude publica

para estudos futuros.

6.7 Pharyngodonidae

A terceira familia de nematoides registrada no atual estudo é
Pharyngodonidae. Esta familia apresenta 8 géneros de parasitos que sdo
encontrados em peixes na América do Sul, segundo a mais recente atualizacao
do grupo por Rodrigues e colaboradores (2017): Brasilnema Moravec, Kohn &
Femandes, 1992; Cosmoxynema Travassos, 1949 (machos desconhecidos);
Cosmoxynemoides Travassos, 1949 (machos desconhecidos); Ichthyouris Inglis,
1962; Oxyuricassis Rodrigues et al., 2017; Parasynodontisia Moravec, Kohn &
Femandes, 1992; Spinoxyuris Petter, 1994; Travnema Pereira, 1938
(MORAVEC, KOHN & FERNANDES, 1992; MORAVEC, 1998).

Estes nematoides foram encontrados em Metynnis maculatus, sendo este

0 primeiro registro de nematoides parasitos neste hospedeiro no Brasil. Espécie
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da familia Pharyngodonidae, tais como Spinoxyuris oxydoras Petter, 1994, foi
registrada parasitando outras espécies de Metynnis no Brasil, tais como
encontrado em Metynnis hypsauchen Miller e Troschel, 1844 da bacia do Rio
Jari, na Amazonia brasileira e em Metynnis lippincottianus (Cope, 1870) da
planicie de inundacdo do alto rio Parana e rio Corvo e Guairaca (MOREIRA,
2008), na regido da Amazonia oriental, Macapa (AP) (HOSHINO & TAVARES-
DIAS, 2014) e em planicie de Inundacéo do Alto rio Parana e Tributarios do rio
Paranapanema (MOREIRA, 2008). No entanto, especificamente o género
Ichthyouris, pertencente a familia Pharyngodonidae, ndo havia sido relatado em
peixes dessa espécie, sendo um registro totalmente inovador para a area.

O género Ichthyouris foi o primeiro descrito para a familia
Pharyngodonidae. A espécie tipo, Ichthyouris ro Inglis, 1962, foi encontrada no
intestino de Eclectochromis ornatus (Regan, 1922) na Guiana (MORAVEC,
KOHN & FERNANDES, 1992) e redescrita por Cardenas e colaboradores (2018).
Atualmente, sdo conhecidas sete espécies pertencentes ao género, I. ro;
Ichthyouris ovifilamentosa Moravec & Thatcher, 2001; Ichthyouris brasiliensis
Moravec, Kohn & Fernades (1992); Ichthyouris voltagrandensis Martins,
Yoshitoshi & Umekita (2001); Ichthyouris bursata Moravec & Laoprasert (2008);
Ichthyouris laterifilamenta Moravec et al (1992); Ichthyouris nanuni Cardenas et
al., 2019 (MARTINS, YOSHITOSHI & UMEKITA, 2001; CARDENAS et al., 2018;
2019).

No entanto, devido a auséncia de machos da espécie e a complexidade de
identificacdo a nivel especifico baseado em apenas um sexo, 0s exemplares
encontrados foram classificados a nivel genérico, a serem determinados

geneticamente em estudos futuros.

6.8 Auséncia de Monogenoidea

Apesar do presente trabalho encontrar uma variedade de grupos de
helmintos em diferentes espécies de peixes, um fato que chamou a atencao foi
que representantes da classe Monogenoidea, mencionado em diferentes
trabalhos com alto indice de captura na ictiofauna (KOHN & COHEN, 1998;
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MORAIS, 2012; HASUIKE et al., 2023), ndo foram encontrados nos peixes
avaliados.

Sabe-se que o0s peixes da classe Characiformes apresentam alta
abundéncia de monogenoides, que apresentam adaptacdes diferentes para
parasitar este grupo de peixes (BOEGER & VIANNA, 2006; YAMADA et al.
2007). Uma das espécies desta ordem capturadas no atual estudo que ja foi
relatada por Morais (2012) com alta prevaléncia, riqueza e abundancia de
monogenoides é Pygocentrus nattereri, com mais de 50 mil exemplares deste
grupo de parasito encontrados em P. nattereri na bacia Amazoénica e ja foi
considerada a espécie com maior niumero de metazoarios parasitos de peixes
de agua doce no Brasil (EIRAS et al., 2010).

Outro Characiformes que foi encontrado em todos os pontos de coleta no
atual estudo, P. argenteus, ndo apresentou qualquer parasito, nem mesmo
monogenoides, como ja relatado em literaturas com diferentes espécies de
Prochilodus spp., como Leite e colaboradores (2018). Mesmo sendo uma
espécie de peixe migratdria (RESENDE et al. 1996), que pode habitar areas que
tém caracteristicas estruturais diferentes, incluindo zonas umidas e barragens
(CARO et al. 1997), o que pode favorecer a alta riqueza parasitaria observada
em outros estudos, tal fato ndo pode ser comprovado neste trabalho.

Em comparacdo aos resultados obtidos pelos estudos realizados no Rio
Doce, Moreira (2000) relata que menos de 1% dos peixes coletados estavam
parasitados por monogenéticos e Belei e colaboradores (2013) ndo mencionam
0 encontro destes organismos em seu estudo.

Em se tratando das coletas, a técnica adotada para eutanasiar 0s peixes
foi 0 uso do 6leo de cravo diluido em alcool e agua. No entanto, quando as
coletas dependiam apenas dos pescadores, alguns relataram que realizam a
concussao mecanica ao capturar os peixes, principalmente com aqueles
carnivoros, tais como P. nattereri. O uso de Gleo de cravo é relatado por Belei e
colaboradores (2013), mas nao é mencionado no estudo de Moreira (2000).

Dessa forma, a auséncia deste grupo de platelmintos pode ser interpretada
de diversas formas, desde o processo de concussdao mecanica, problemas com
transporte dos peixes até o laboratorio, presencga do 6leo de cravo que estimulou
a retirada desses parasitos no peixe, auséncia destes organismos neste sistema

fluvial a, de fato, influéncia direta de parametros fisicos e quimicos do ambiente
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sobre estes parasitos, 0 que também pode ter refletido na auséncia de
acantocéfalos. De qualquer forma, a reflexdo desse fato pode ser importante
para a interpretacao da influéncia de ectoparasitos em ambientes contaminados

com metais ou devido a diferentes métodos de captura e eutanasia de peixes.

6.9 Aspectos ambientais e ictiofaunisticos

Em se tratando de ambientes contaminados, apesar do atual estudo coletar
peixes de diferentes ambientes, afetados ou ndo diretamente pelos rejeitos de
minério, ndo foi possivel realizar comparacdes devido ao baixo quantitativo de
peixes coletados em cada regido. Apenas P. piraya apresentou um numero
expressivo de peixes coletados no rio Sdo José, em Linhares (36); L. grossidens,
no Rio Doce em Linhares (23) e em Colatina (18); e a espécie Mugil liza, com 19
exemplares coletados no Rio Doce, em Colatina. Do total de peixes, apenas a
espécie Prochilodus argenteus foi encontrado em todas as localidades
coletadas, somando 34 peixes coletados. Outras espécies foram encontradas
em quase todos os locais amostrados, tais como H. malabaricus (exceto rio
Santa Maria) e P. maculatus (exceto rio Manhuacu). Com relacdo as localidades,
em um quantitativo geral, o Rio Doce em Baixo Guandu apresentou maior
namero de parasitos (268), seguido pelo Rio Doce em Linhares.

Devido a proximidade com a regido litordnea, muitas espécies encontradas
neste trabalho sdo consideradas estuarinas, ou seja, utilizam o Rio Doce em seu
ciclo de vida, a exemplo de Genidens genidens e L. grossidens (CHAO,
PEREIRA & VIEIRA, 1985). Algumas espécies consideradas exoticas no Rio
Doce foram coletadas, segundo o levantamento que Vieira realizou em 2010, tais
como M. conirostris, S. brasiliensis, P. nattereri e P. piraya, C. kelberi, C. rendalli,
O. niloticus, C. gariepinus e P. maculatus. A introducéo de espécies ndo nativas,
principalmente piscivoras, € um problema antigo relatado no Rio Doce e a
presenca desses vertebrados pode ser a causa da extingdo de espécies de
peixes e a queda dos estoques pesqueiros (ALVES et al., 2021). Ainda de acordo
com o levantamento de Vieira (2010), a espécie Caranx latus ndo havia sido
relatada no Baixo Rio Doce até entdo. Somente em 2022, Rodrigues e
colaboradores registram o encontro da espécie na foz do Rio Doce, em Regéncia

(ES). Dessa forma, o atual estudo relata a permanéncia de espécies
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consideradas exoticas e o encontro de C. latus no Rio Doce, em Colatina, fato
que pode contribuir para estudos de ictiofauna futuros.

O estudo taxondmico e levantamento da parasitofauna é parte fundamental
na compreensdo da biodiversidade local. Dessa forma, o atual estudo tem a
importancia de abordar os primeiros dados taxondmicos e sistematicos da
helmintofauna de peixes coletados no Baixo Rio Doce. De forma qualitativa, os
dados obtidos demonstram que apesar da contaminacao prévia por rejeitos de
mineracdo no Rio Doce, varias espécies de helmintos com ciclo biolégico
complexo ainda ocorrem na regido avaliada, apontando para a existéncia de
relaces ecoldgicas relacionadas aos processos de transmissao parasitaria.

De fato, a maioria das espécies de helmintos obtidas de peixes da calha
principal tem o ciclo biolégico heteroxénico, sendo o encontro das mesmas um
indicio de que as interag@es biologicas envolvidas na transmisséo dos parasitos
entre os diferentes hospedeiros permanecem ocorrendo no Rio Doce. Contudo,
apenas estudos ecolégicos futuros poderdo trazer informacBes sobre a
existéncia ou ndo de impacto da contaminagao por rejeitos de mineracdo na
comunidade de helmintos de peixes. Assim, os dados obtidos neste estudo
podem contribuir como base para pesquisas futuras na regido do Baixo Rio
Doce, visando caracterizar potenciais bioindicadores de impactos e,
consequentemente, contribuir para 0 monitoramento ambiental, além da

vigilancia de espécies parasitos de importancia médica e veterinaria.
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7. CONCLUSOES

Os estudos helmintologicos de amostras de peixes coletados na bacia do Baixo

Rio Doce permitiram alcancar as seguintes conclusdes:

e Treze espécies de helmintos parasitos foram encontradas em 15 espécies de
peixes da Bacia do Baixo Rio Doce, sendo todas elas registradas pela primeira
vez no Baixo Rio Doce. Desse total, 10 espécies foram encontradas na calha

principal deste rio.

e Metacerarias de Manteria sp. s@o registradas pela primeira vez em
Lycengraulis grossidens no Brasil, sendo as primeiras sequéncias genéticas

geradas para essa espécie de trematodeos.

e Dados genéticos confirmaram que Proteocephalus macrophalus e P.

microscopicus sao espécies distintas.

e Metacercarias de Dolichorchis sp. ocorrem nos olhos de Hoplias malabaricus,
sendo este o0 primeiro registro de metacercarias deste género em peixes no

Brasil.

¢ Clinostomum sp., considerado geneticamente compativel com uma espécie
indeterminada encontrada na Argentina e no México, ocorre em C. kelberi e P.
affinis no Brasil.

e Hypostomus auroguttatus, H. luetkeni, P. maculatus, P. piraya e Rineloricaria
sp. séo novos hospedeiros de A. compactum.

e Estudos genéticos revelaram que nao existe suporte filogenético para os
géneros Ithyoclinostomum e Clinostomum serem considerados distintos. Dessa
forma, Ithyoclinostomum Witenberg, 1926 e Clinostomum Leidy 1856 sao

sinonimizados e Clinostomum dimorphum (Diesing, 1850) restabelecido.
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¢ Hoplias intermedius € um novo hospedeiro conhecido para P. (S.) inopinatus

e Contracaecum sp.

e Contracaecum sp. é registrado pela primeira vez em Pygocentrus piraya.

¢ Ichthyouris sp. € registrado pela primeira vez em Metynnis maculatus.

e Os dados obtidos demonstram que varias espécies de helmintos com ciclo

biolégico complexo ainda ocorrem na regido avaliada, apontando a existéncia

das relagbes ecoldgicas relacionadas aos processos de transmissao.
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Relagdo da média do comprimento total (m-ct) e de peso (m-p), bem como as amplitudes em parénteses (a partir de 2

ANEXO 3

exemplares por espécie), dos peixes coletados das trés regides amostradas entre novembro/2019 a janeiro/2022.
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Hospedeiros

ORDEM
CHARACIFORMES
Familia
Anostomidae

L. conirostris

Familia Bryconidae
S. brasiliensis

Familia Erythrinidae

H. intermedius

H. malabaricus

Familia
Prochilodontidae
P. argenteus

Familia
Serrasalmidae

M. maculatus

P. nattereri

P. piraya

Linhares Colatina Baixo Guandu/Aimorés
Rio Doce Afluente Rio Doce Afluente Rio Doce Afluente
m-ct m-p m-ct m-p m-ct m-p m-ct m-p m-ct m-p m-ct m-p
333 4183 42,3 775,0 ) )
(30,7-37,6)  (345-530) (39-45) (650-985)
56,5 2500,0 33,0 315,0 ; ;
485 1180,0 470 11700 ) 448 1167,3 39,9 699,0
(46,5-50,5) = (1020-1340) ' ' (41-60)  (470-2550)  (38-44,5)  (565-995)
325 252,5 39,4 801,1 35,3 612,5
34,4 875,0 (32-33) (175-330) 424 730,0 - (31,5-485) = (400-1270) = (335-37)  (525-700)
425 1606,7 52,3 2350,6 50,8 2080,0 41,9 1264,3 48,0 2200,0 37,6 434,8
(31-63,5)  (445-3900) = (43,3-70,1) = (1225-6080) (457-555) = (1320-2865) (36,5-49,3) = (650-1970) = (44,5-51,5) (1755-2645)  (28-46,5) | (144,5-830)
) 13,4 67,0 15,6 94,0
(12-145) = (39,1-79)  (152-16)  (90-97.9)
215 256,7 24,5 3856 218 295,0 ) 164 (1151*12_
(20.6-23) = (215-280) = (23-26,7)  (300-510) (20-225)  (235-330) (14,3-18) to7)
23,0 361,7 23,0 322,4 22,5 270,0 ) ) )
(22-24.4)  (330-425) = (21-257)  (255-425) (20-25) (220-290)



ORDEM
CICHLIFORMES
Familia Cichlidae

C. kelberi

C. monoculus

C. rendalli
O. niloticus

ORDEM
CLUPEIFORMES
Familia Engraulidae

L. grossidens

ORDEM
MUGILIFORMES
Familia Mugilidae

M. liza

ORDEM
PERCIFORMES
Familia Carangidae

C. latus

Familia
Centropomidae
C. parallelus

Familia Cichlidae

A. ocellatus

G. brasiliensis

Familia Gerreidae
D. rhombeus

14,9 255

(13-17,5) (12,7-48)
34,2 415,0

(32,7-35,6)  (350-480)
24,0 320,0
33,0 582,0

334
(31,3-36,6)

36,0

29,5

28,6
(28-29,1)

27,3

490,0
(425-605)

990,0

245,0

2925
(290-295)

345,0

33,0

33,0

14,7
(12,5-17)

35,9
(32,1-44)

37,9
(31,5-42)

31,0

560,0
26,5
(25,8-26,5)
810,0 -
35,5
22,5
(16-36,9)
4137
(240-845) 26,3
20,5
(19,1-21,5)
653,3
(385-825)
465,0 32,0

(28-36)

250,0
(240-260)

940,0

395,0

136,6
(105-173)

525,0
(320-730)

184

35,0

15,8
(14-17)

660,0

72,7
(57,7-88,5)



Familia Sciaenidae
M. americanus

P. adspersus

ORDEM
SILURIFORMES
Familia Ariidae
G. genides

Familia
Auchenipteridae
P. affinis

Familia
Callichthyidae
H. littoralle

Familia Clariidae
C. gariepinus

Familia Loricariidae
H. loricariformis

H. gracilis

H. affinis

H. auroguttatus

H. luetkeni
Pterygoplichthys sp.

P. pardalis

29,6

13,0

28,5
(22,5-34,5)

35,0

32,0

235,0

27,0
(25-29)

240,0
(210-270)

325,0

245,0

26,1

55,2

28,5
(27,5-30,5)

195,0

2370,0

167,5
(130-205)

49,2

980,0

33,0

390,0

31,0
(30,5-31,5)

34,1
(28-40)

28,0

33,0

340,0
(335-345)

375,0
(230-580)

240,0

320,0

185

23,0

50,9
(39,5-66,5)

13,2
(11,5-14,5)

22,0

27,7
(23-30)

30,0
(24-36)

19,5

260,0

1122,0
(425-2080)

17,6
(13,8-21,9)

120,0

193,8
(165-215)

385,0
(170-600)

78,5
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Rineloricaria sp. - - - - - - - - 35,5 255,0 -

Familia
Pimelodidae

28,9 270,0 30,4 336,3

27,6 230,0 35,7 565,0
P. maculatus (28,2-29,5)  (235-305) (28-32) (220-390)

20,5 850 (24-31,5)  (180-325)  (33,5-37,5)  (500-610)




