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RESUMO

Os trematddeos pertencentes a superfamilia Diplostomoidea parasitam, na fase adulta,
aves, mamiferos e répteis, possuindo ciclos bioldgicos complexos, envolvendo
moluscos gastropodes e diferentes grupos de invertebrados e vertebrados como
hospedeiros intermediarios. No Brasil, embora mais de 100 espécies tenham sido
registradas em vertebrados, incluindo espécies de importancia para a piscicultura ou
potencialmente zoondticas, a maioria ndo possui ciclo bioldgico e moluscos
transmissores conhecidos. No presente estudo, estrigeocercarias obtidas de moluscos
coletados em colecdes aquaticas de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, foram
submetidas a estudo morfologico, experimental e molecular. As amostras avaliadas
correspondem a larvas previamente coletadas (7 amostras) e provenientes de coletas
malacoldgicas realizadas entre maio de 2016 e maio de 2017 (4 amostras). A
amplificacdo e sequenciamento de regido parcial do gene 18S rRNA, da regido
espacadora transcrita interna (ITS) e de um fragmento do gene citocromo ¢ oxidase
subunidade | (COIl) foram realizadas. As sequéncias obtidas foram comparadas com
outras disponiveis no GenBank . Além disso, visando a obtencdo de outros estagios
evolutivos para identificacdo taxondmica, as estrigeocercarias obtidas durante as novas
coletas malacoldgicas foram utilizadas para a realizacdo de infeccBes experimentais
envolvendo peixes (Poecilia reticulata) e moluscos (Biomphalaria glabrata) como
segundos hospedeiros intermediarios, sendo metacercarias obtidas utilizadas para a
infeccdo de aves (Gallus gallus domesticus) e mamiferos (Mus musculus). A utilizacao
da taxonomia integrativa no estudo das estrigeocercarias avaliadas possibilitou a
identificacdo de 6 espécies pertencentes a superfamilia Diplostomoidea. Entre os
membros da familia Diplostomidae, duas espécies, Austrodiplostomum compactum e
Hysteromorpha sp., foram encontradas em Biomphalaria straminea. As sequéncias
nucleotidicas obtidas para a primeira espécie foram semelhantes as disponiveis para
isolados do parasito oriundos dos EUA, Brasil, México e Peru. Em relagdo a
Hysteromorpha sp., embora a morfologia das cercarias e das metacercarias obtidas
experimentalmente em P. reticulata, associada as sequéncias obtidas pelos marcadores
nuclerares, sugerissem coespecificidade com Hysteromorpha triloba, diferencas
significativas foram encontradas entre sequéncias COIl de amostras do Brasil e isolados

de H. triloba do Canada e Italia, sugerindo a ocorréncia de espécies cripticas neste



género. Cercérias de Posthodiplostomum nanum foram encontradas em Gundlachia
ticaga, sendo metacercarias e um parasito adulto obtidos, respectivamente, em P.
reticulata e camundongo infectados experimentalmente. Os dados moleculares e
filogenéticos revelaram que, embora P. nanum se agrupe com algumas espécies do
género oriundos América do Norte e Europa, as diferencas moleculares sdo
signigicativas em relagdo a maioria dos isolados cogenéricos. Trés espécies pertencentes
a familia Strigeidae foram encontradas também em B. straminea. Entre estas, Cotylurus
sp., apresentaram sequéncias idénticas as obtidas para metacercarias do tipo Tetracocyle
encontradas em B. straminea naturalmente infectadas. Uma outra cercéria, identificada
como Apharyngostrigea sp., possui diferencas moleculares significativas em relacdo a
espécies cogenéricas descritas da América do Norte. Por fim, uma larva identificada
como Strigeidae gen. sp., para a qual ensaios experimentais ndo resultaram em sucesso,
ndo apresentou similaridade com nenhuma das sequéncias disponiveis para comparagao.
Os resultados obtidos revelaram novas associa¢cdes entre moluscos e trematddeos da
superfamilia Diplostomoidea no Brasil, resultando em um aporte significativo de

sequéncias nucleotidicas para representantes deste grupo de trematodeos.

Palavras chave: cercarias, Diplostomoidea, moluscos, sequéncias, taxonomia,

moleculares.



ABSTRACT

The trematodes belonging to the superfamily Diplostomoidea parasitize, in the adult
stage, birds, mammals and reptiles. These helminths have complex life cycles, involving
gastropods and different groups of invertebrates and vertebrates as intermediate hosts.
In Brazil, although more than 100 species were reported in vertebrates, including
species with importance to pisciculture or potentially zoonotic, most of them present life
cycle and transmitting molluscs unknown. In the present study, strigeid cercariae
obtained in molluscs collected in aquatic collections from Belo Horizonte, Minas
Gerais, Brazil, were submitted to morphological, experimental and molecular studies.
The samples that were evaluated correspond to larvae previously collected (7 samples)
and other obtained during malacological surveys carried out between May 2016 and
May 2017 (4 samples). The amplification and sequencing of a partial region of 18S
rRNA gene, the complete internal transcriptional spacer region (ITS), and a fragment of
the gene cytochrome ¢ oxidase | subunit (COI) were performed. The sequences obtained
were compared with others available on GenBank . In addition, in order to obtain other
developmental stages for taxonomic identification, the strigeid cercariae obtained during
the new malacological collections were used to perform experimental infections of fish
(Poecilia reticulata) and molluscs (Biomphalaria glabrata). In some cases,
metacercariae obtained were used for the infection of birds (Gallus gallus domesticus)
and mammals (Mus musculus). The use of the integrative taxonomy in the study of the
strigeid cercariae evaluated allowed the identification of 6 species belonging to the
superfamily Diplostomoidea. Among the members of the family Diplostomidae, two
species, Austrodiplostomum compactum and Hysteromorpha sp., were found in
Biomphalaria straminea. The nucleotide sequences obtained for the first species were
similar to those available for isolates of the parasite from the USA, Brazil, Mexico and
Peru. In relation to Hysteromorpha sp., although the morphology of cercariae and
metacercariae obtained experimentally in P. reticulata, associated with the sequences
obtained by nuclear markers, suggested coespecificity with Hysteromorpha triloba,
significant differences were found between COI sequences of the samples from Brazil
and isolates of H. triloba from Canada and Italy, suggesting the occurrence of cryptic
species in this genus. Cercariae of Posthodiplostomum nanum were found in
Gundlachia ticaga and metacercariae and one adult parasite were obtained

experimentally in P. reticulata and mouse, respectively. The molecular and



phylogenetic data revealed that P. nanum groups with some species of the genus from
North America and Europe, but the differences found are significant in relation to most
of the cogeneric isolates. Three species belonging to the family Strigeidae were also
found in B. straminea. Among these, cercariae of Cotylurus sp. presented sequences
identical to those obtained for metacercariae of the type Tetracholyle found in B.
straminea naturally infected. Another cercaria, identified as Apharyngostrigea sp.,
differs molecularly from congeneric species described from North America. Finally, a
larva identified as Strigeidae gen. sp., for which experimental infection assays were
unsuccessful, showed no significant similarity with sequences available for comparison.
The results obtained revealed new associations between molluscs and trematodes of the
superfamily Diplostomoidea in Brazil, resulting in a significant addition of nucleotide

sequences to representatives of this group of trematodes.

Key-words: cercariae, Diplostomoidea, molecular sequences, snails, taxonomy.



RESUMEN

Los treméatodos pertenecientes a la superfamilia Diplostomoidea parasitan, en la fase
adulta, aves, mamiferos y reptiles. Estos helmintos poseen ciclos bioldgicos complejos,
envolviendo, moluscos gasterépodos y diferentes grupos de invertebrados y vertebrados
como hospederos intermediarios. En Brasil, a pesar de que 100 especies ya han sido
registradas en vertebrados, incluyendo especies de importancia para la piscicultura o
potencialmente zoondticas, la mayoria no posee ciclo bioldgico y moluscos
transmisores conocidos. En el presente estudio, estrigeocercarias obtenidas de moluscos
colectados en colecciones acuaticas de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, fueron
sometidas a un estudio morfoldgico, experimental y molecular. Las muestras evaluadas
corresponden a larvas previamente colectadas (7 muestras) y provenientes de colectas
malacologicas realizadas entre mayo de 2016 y mayo de 2017 (4 muestras). La
amplificacion y secuenciamiento de la regidn parcial del gen 18S rRNA, de la region
espaciadora transcripta interna (ITS) y de un fragmento del gen citocromo c oxidasa
subunidad | (COIl) fueron realizadas. Las secuencias obtenidas fueron comparadas con
otras disponibles en el GenBank . Ademas, intentando la obtencién de otros estadios
evolutivos para la identificacién taxondmica, las estrigeocercarias obtenidas durante las
nuevas colectas malacoldgicas fueron utilizadas para la realizacion de infecciones
experimentales envolviendo peces (Poecilia reticulata) y moluscos (Biomphalaria
glabrata) como segundos hospederos intermediarios, siendo las metacercarias obtenidas
utilizadas para la infeccién de aves (Gallus gallus domesticus) y mamiferos (Mus
musculus). La utilizacion de la taxonomia integrativa realizada en el estudio de las
estrigeocercarias evaluadas, posibilito la identificacion de 6 especies pertenecientes a la
superfamilia Diplostomoidea. Entre los miembros de la familia Diplostomidae, dos
especies, Austrodiplostomum compactum y Hysteromorpha sp. fueron encontradas en
Biomphalaria straminea. Las secuencias nucleotidicas obtenidas para la primera especie
fueron semejantes con las disponibles para los aislados oriundos de los Estados Unidos,
Brasil, México y Per0. En relacion a Hysteromorpha sp., a pesar de la morfologia de las
cercarias y metacercarias obtenidas experimentalmente de P. reticulata, asociada a las
secuencias obtenidas por los marcadores nucleares, sugiriesen co-especificidad con
Hysteromorpha triloba, diferencias significativas fueron encontradas entre secuencias

de COI de las mustras de Brasil y los aislados de H. triloba de Canada y lItalia,



sugiriendo la ocurrencia de especies cripticas en este género. Cercarias de
Posthodiplostomum nanum, fueron encontradas em Gundlachia ticaga, siendo
metacercarias y un parasito adulto obtenidos, respectivamente, en P. reticulata y un
camundongo infectados experimentalmente. Los datos moleculares y filogenéticos
revelaron que, aunque P. nanum agrupa con algunas especies del género oriundos de
Norteamérica y Europa, las diferencias moleculares son significativas en relacion a la
mayoria de los aislados congenéricos. Tres especies pertenecientes a la familia
Strigeidae fueron encontradas también en B. straminea. Entre estas, Cotylurus sp.,
presentaron secuencias idénticas a las obtenidas para metacercarias del tipo Tetracotyle
encontradas en B. straminea naturalmente infectadas. Otra cercaria, identificada como
Apharyngostrigea sp., posee diferencias moleculares significativas en relacion a las
especies congenéricas descritas en Norteamérica. Finalmente, una larva identificada
como Strigeidae gen. sp., para la cual ensayos experimentales no tuvieron éxito, no
presentd similaridad con ninguna de las secuencias disponibles para comparacion. Los
resultados obtenidos revelaron nuevas interacciones biologicas entre moluscos y
trematodos de la superfamilia Diplostomoidea en Brasil, resultando en un aporte
significativo de secuencias nucleotidicas para representantes de este grupo de

trematodos.

Palabras clave: cercarias, Diplostomoidea, moluscos, secuencias moleculares,
taxonomia.
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FIGURA 16- Hsyteromorpha sp. (a) Cercaria emergida de Biomphalaria straminea
naturalmente infectada coletada na Lagoa da Pampulha, Belo Horizonte, Minas Gerais,

Brasil. (b) Detalhe do corpo cercariano. (c) Metacercéria obtida experimentalmente em


file:///C:/Users/Usuário/Google%20Drive/Dissertação%20Danimar%20corrigida.docx%23_Toc508015090
file:///C:/Users/Usuário/Google%20Drive/Dissertação%20Danimar%20corrigida.docx%23_Toc508015090
file:///C:/Users/Usuário/Google%20Drive/Dissertação%20Danimar%20corrigida.docx%23_Toc508015090

Poecilia reticulata aos 70 dias de infec¢do. Escalas: 100 um (a), 25 um (b), 200 um (c).

FIGURA 17- Posthodiplostomum nanum: (a) Cercaria emergida de Gundlachia ticaga
coletada no Parque Lagoa do Nado, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. (b) Detalhe
do corpo da cercéria. (c) Metacercaria recuperada na cavidade corporal de Poecilia
reticulata infetado experimentalmente. (d) Parasito adulto recuperado em camundongo

experimentalmente infectado. Escalas: 100 um (a), 50 um (b) ¢ 200 um (c, d)............ 86

FIGURA 18- Austrodiplostomum compactum (a) Cercéaria emergida de Biomphalaria
straminea naturalmente infectada coletada na Lagoa da Pampulha, Belo Horizonte,
Minas Gerais, Brasil. No canto superior direito encontra-se a larva em posicdo de

repouso). (b) Detalhe do corpo da cercaria. Escalas: 200um (@), 50 um (b). ............... 97

FIGURA 19- Arvore filogenética inferida por Inferéncia Bayesiana (IB) a partir de
sequéncias do gene 18S rRNA de amostras da familia Strigeidae obtidas no presente
estudo (em negrito) e sequéncias disponiveis no GenBank. O suporte dos nos é
fornecido pelos valores de bootstrap obtido por Maxima Verosimilhangca (MV) e
probabilidade posterior obtidos por IB (MV/IB). Valores <0,95 e <50 sdo representados

como -. Valores ndo obtidos por MV sao representados por *..........ccccccevveveiieieennns 106

FIGURA 20- Arvore filogenética inferida por Inferéncia Bayesiana (Bl) a partir de
sequéncias da regido transcrita espacadora interna (ITS) de amostras da familia
Strigeidae obtidas no presente estudo (em negrito) e sequéncias disponiveis no
GenBank. O suporte dos nds ¢ fornecido pelos valores de bootstrap obtido por Maxima
Verosimilhanga (MV) e probabilidade posterior obtidos por IB (MV/IB). Valores <50 e
<0,95 s&o representados como -. Valores ndo obtidos por MV sdo representados por *.

FIGURA 21- Arvore filogenética inferida por Inferéncia Bayesiana (IB) a partir de
sequéncias do citocromo c oxidase subunidade | (COIl) das amostras da
familiaStrigeidae obtidas no presente estudo (em negrito) e sequéncias disponiveis no
GenBank. O suporte dos nos é fornecido pelos valores de bootstrap obtido por Maxima
Verosimilhanga (MV) e probabilidade posterior obtidos por IB (MV/IB). Valores <50 e


file:///C:/Users/Usuário/Google%20Drive/Dissertação%20Danimar%20corrigida.docx%23_Toc508015090
file:///C:/Users/Usuário/Google%20Drive/Dissertação%20Danimar%20corrigida.docx%23_Toc508015090
file:///C:/Users/Usuário/Google%20Drive/Dissertação%20Danimar%20corrigida.docx%23_Toc508015091
file:///C:/Users/Usuário/Google%20Drive/Dissertação%20Danimar%20corrigida.docx%23_Toc508015091
file:///C:/Users/Usuário/Google%20Drive/Dissertação%20Danimar%20corrigida.docx%23_Toc508015091
file:///C:/Users/Usuário/Google%20Drive/Dissertação%20Danimar%20corrigida.docx%23_Toc508015091
file:///C:/Users/Usuário/Google%20Drive/Dissertação%20Danimar%20corrigida.docx%23_Toc508015091
file:///C:/Users/Usuário/Google%20Drive/Dissertação%20Danimar%20corrigida.docx%23_Toc508015092
file:///C:/Users/Usuário/Google%20Drive/Dissertação%20Danimar%20corrigida.docx%23_Toc508015092
file:///C:/Users/Usuário/Google%20Drive/Dissertação%20Danimar%20corrigida.docx%23_Toc508015092
file:///C:/Users/Usuário/Google%20Drive/Dissertação%20Danimar%20corrigida.docx%23_Toc508015092

<0,95 sdo representados como -. Valores ndo obtidos por MV s&o representados por *.
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1- INTRODUCAO

1.1- Biologia de trematddeos

Os parasitos desempenham funcbes-chave nos ecossistemas, regulando a
abundancia ou densidade de populagdes de hospedeiros, estabilizando as cadeias
alimentares e estruturando as comunidades de animais (POULIN & MORAND, 2004).
Entre os diversos grupos dos organismos que realizam o parasitismo, encontram-se 0s
helmintos, os quais tém sido utilizados como provas contemporaneas da biodiversidade,
podendo ser usados como bioindicadores, ja que sua presenca ou auséncia permite
inferir a riqueza de vertebrados e invertebrados em um determinado habitat
(GARDNER & CAMPBELL, 1992; PEREZ-PONCE DE LEON & GARCIA-PRIETO,
2001). Entretanto, a utilizacdo deste tipo de abordagem possui como pré-requisito o
conhecimento de aspectos basicos dos ciclos bioldgicos destes organismos, incluindo os
hospedeiros intermediarios (quando existentes) e a morfologia dos estagios larvais.
Estudos envolvendo a elucidacdo destes parametros podem resultar em novas
informacdes relacionadas a taxonomia, filogenia e patogenia destes parasitos, podendo
ter implicacdes relevantes para a medicina humana e veterinaria, bem como para a
conservacao da biodiversidade.

Os representantes da classe Trematoda pertencentes a subclasse Digena sao
platelmintos parasitos que apresentam ciclos de vida complexos, com a participagédo de
varios hospedeiros (Figura 1). As formas adultas parasitam quase que exclusivamente
vertebrados (hospedeiros definitivos), existindo obrigatoriamente a participacdo de no
minimo um hospedeiro intermediario, na maioria das vezes moluscos, nos quais ocorre
a fase de reproducdo assexuada que culmina na produgdo de formas larvais
denominadas cercarias. Um numero significativo de digeneos necessitam de segundos
hospedeiros intermediarios (outro molusco, larva de inseto, crustaceos, peixes ou outro
vertebrado), nos quais sdo formadas metacercarias que sdo transmitidas passivamente
aos hospedeiros definitivos através de uma relacdo trofica (DAWES, 1968;
OSTROWSKI DE NUNEZ, 1992; COMBES et al., 2002; PINTO & MELO, 2013a).

A taxonomia de trematddeos é baseada na morfologia dos adultos, de modo
que a identificacdo morfoldgica das formas larvais encontradas em moluscos é

extremamente dificil. Visando relacionar os diferentes estagios evolutivos das espécies
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de trematddeos, estudos experimentais envolvendo a elucidagdo do ciclo bioldgico
destes parasitos vém sendo realizados desde o final do século XIX, sendo cerca de 1350
ciclos bioldgicos elucidados até o momento (YAMAGUTI, 1975; CRIBB et al., 2003).
Além de esclarecer os ciclos de vida dos parasitos, estes estudos proporcionaram a
determinacdo de parametros bioldgicos basicos relacionados & interagdo parasito-
hospedeiro, tanto nos hospedeiros definitivos quanto nos intermediarios.

M\\m@ HOSPEDEIROS DEFINITIVOS

Miracidios

Sy, \ﬁﬁ")' Q
,:{ e
2‘;HOSPEDEIROS \

INTERMEDIARIOS

3 Esporocistos e/ou

(%} (@' Rédias

= - @
a HOSPEDEIROS
!) INTERMEDIARIOS

@@

Cercarias

FIGURA 1- Ciclo biol6gico geral de trematédeos (modificado de COMBES et al.,
2002).

No Brasil, mais de 700 espécies de trematodeos foram relatadas em hospedeiros
vertebrados, contudo, a maioria destes parasitos ainda permanece com ciclos biologicos
desconhecidos. Desde o encotro da cercaria de Schistosma mansoni Sambon, 1907 em
Biomphalaria glabrata (Say, 1818) por PIRAJA-DA-SILVA (1912), dezenas de
cercarias foram relatadas em moluscos no Brasil (PINTO & MELO, 2013a). Contudo,
estudos experimentais realizados a partir destas larvas ao longo de mais de um século de
investigacdes possibilitaram a identificacdo de cerca de 50 espécies destes parasitos
(PINTO & MELO, 2013b). Nos ultimos tempos, um esfor¢o visando ampliar o
conhecimento sobre os ciclos bioldgicos de trematddeos transmitidos por moluscos no

pais vem sendo realizado através de estudos envolvendo a realizagdo de infecgdes
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experimentais iniciadas a partir de cercarias emergidas de moluscos naturalmente
infectados (PINTO et al., 2010a, b, 2012; 2013c, 2015b, 2016), sendo novas interacdes
biologicas entre moluscos e trematddeos elucidadas. Apesar disso, novos estudos sao
necessarios visando ampliar o nimero de ciclos bioldgicos de trematodeos existentess

no Brasil.

1.2- Biologia molecular e estudos taxonémicos

A associacdo entre os diferentes estagios evolutivos de Trematoda pode ser
complicada, tendo em vista que existem diferentes espécies de peixes, anfibios e
invertebrados envolvidos nos ciclos bioldgicos e a ocorréncia interacBes especificas
com os diferentes hospedeiros definitivos. Estes fatores dificultam a obtencdo
experimental de parasitos adultos, impossibilitando a identificacdo, até o nivel de
espécie, dos estdgios larvais encontrados em hospedeiros intermediarios. Nesse
contexto, a utilizacdo de marcadores moleculares se apresenta como uma ferramenta
atil, uma vez que pode permitir a vinculacdo entre o0s estdgios larvais e 0s
adultos(JOUSSON et al., 1998; OVERSTREET et al., 2002; MOSZCZYNSKA et al.,
2009; JENSEN & BULLARD, 2010; CAFFARA et al., 2011; BLASCO-COSTA et al.,
2016).

De fato, desde o final do século XX houve um aumento no uso das ferramentas
moleculares em diferentes estudos envolvendo trematodeos, ndo apenas com abordagem
taxonémica, mas também na avaliacdo de aspectos ecoldgicos (AGUIRRE-MACEDO
et al., 2006). Tais estudos envolvem a realizacdo de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) direcionada para a amplificacdo e o posterior sequenciamento de diferentes
marcadores genéticos, seguida da comparacdo com sequéncias moleculares disponiveis
em bancos de dados (BRANT et al., 2006; LOCKE et al., 2011; FALTYNKOVA et al.,
2014; BLASCO-COSTA et al., 2016).

Entre os marcadores atualmente utilizados em estudos de taxonomia molecular
encontram-se regides de genes mitocondriais e ribossomais (LITTLEWOOQOD et al.,
2008; MOSZCZYNSKA et al., 2009; BLASCO-COSTA et al., 2016). A maioria dos
estudos envolvendo genes mitocondriais utiliza regides do gene COI, sendo a regido
mais utilizada um fragmento de 648 pb proposto para a identificacdo molecular de
animais através da iniciativa denominada “DNA barcoding” (HEBERT et al., 2003).

Este marcador possibilita a separagdo de espécies de trematddeos relacionadas,
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incluindo espécies cripticas (MOSZCZYNSKA et al., 2009). O uso destes marcadores
possui vérias vantagens em relacdo aos nucleares, principalmente devido a maior taxa
de mutacdo (BROWN et al., 1979), responsavel por uma maior variacdo genética
(AVISE et al., 1987).

Outro marcador molecular bastante utilizado é a regido espacadora transcrita
interna (ITS), que também permite distinguir espécies relacionadas filogeneticamente,
embora variacdo intraespecifica seja raramente encontrada. (NOLLAN & TKACH,
2005; MOSZCZYNSKA et al., 2009). Os dois espacadores transcritos internos, ITS1 e
ITS2, foram amplamente demonstrados como sendo efetivos, separadamente ou em
combinacdo, na investigacdo taxondmica de espécies de trematdédeos (BLASCO-
COSTA et al., 2016). Outro gene bastante utilizado é a subunidade pequena do rRNA
(SSU ou 18S), sendo uma regido de evolugdo mais lenta (BLASCO-COSTA et al.,
2016). A sua utilizacdo é recomendada para inferir relacdes filogenéticas entre familias
ou grupos de categorias taxondmicas superiores (HILLIS & DAVIS, 1986). Este gene é
também um marcador ribossomal bastante utilizado, servindo como um bom controle
interno e demonstra uma menor variacdo nas categorias taxonémicas inferiores, sendo
por isso extremamente Util para a identificacdo de possiveis familias, especialmente de
grupos poucos estudados (BRANT et al., 2006; MOSZCZYNSKA et al., 2009;
FIGUEIRA et al., 2014). Atualmente, tem sido recomendada a utilizacdo de associacao
entre marcadores, sendo preferencialmente, no minimo, um de origem mitocondrial e
outro de origem nuclear (BLASCO-COSTA et al., 2016).

Na America do Sul, apenas recentemente ferramentas moleculares comegaram
a ser utilizadas na identificacio de trematddeos, tanto de adultos (MAGALHAES et al.,
2004; JANNOTTI-PASSOS et al. 2006; MUNOZ et al., 2012; FIGUEIRA et al., 2014;
CREMONTE et al., 2015) quanto de estagios larvais encontradas em hospedeiros
intermediérios (IWAGAMI et al., 2003; MARTORELLI et al., 2012; DAVIES et al.,
2015; PINTO et al., 2014, 2015 a,b; 2016, 2017; ACOSTA et al., 2016; BORGES et
al., 2017).

1.2- Superfamilia Diplostomoidea

1.2.1- Aspectos taxondmicos

Entre os principais grupos de trematodeos encontram-se 0s membros da
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superfamilia Diplostomoidea Poirier, 1886, parasitos de mamiferos, aves e répteis. As
mais de 250 espécies destes parasitos estdo distribuidas atualmente em 6 familias:
Cyathocotylidae Muhling, 1898, Brauninidae Wolffugel, 1903, Bolbocephalodidae
Strand, 1935, Diplostomidae Poirier, 1886, Protodiplostomidae Dubois, 1936 e
Strigeidae Railliet, 1919 (NIEWIADOMSKA, 2002a; BLASCO-COSTA & LOCKE,
2017). Morfologicamente, este grupo diferencia-se de outros trematddeos por possuir
um orgéo tribocitico, estrutura semelhante a uma ventosa, localizado ventralmente na
linha mediana do corpo. Esta estrutura, que apresenta funcbes tanto adesiva quanto
digestiva, possui glandulas proteoliticas que estdo associadas a digestdo de células
epiteliais da mucosa intestinal do hospedeiro (DAWES, 1968; TIESZEN et al., 1974;
NIEWIADOMSKA, 2002a).

Na Ameérica Latina, uma diversidade de representantes de Diplostomoidea,
composta por 110 espécies pertencentes as familias Brauninidae (1 espécie),
Cyathocotylidae (3 espécies), Diplostomidae (51 espécies), Proterodiplostomidae (17
espécies), Strigeidae (38 espécies), foi descrita em diferentes espécies de aves,
mamiferos e répteis (compilado por FERNANDES & KOHN, 2014; FERNANDES et
al., 2015). Destas espécies, 72 ja foram relatadas em diferentes espécies de vertebrados
no Brasil (COHEN et al., 2016). Apesar desta diversidade, a maior parte dos ciclos

bioldgicos e moluscos transmissores destes parasitos permanecem ainda desconhecidos.

1.2.2- Biologia e formas larvais

O ciclo de vida dos representantes da superfamilia Diplostomoidea é muito
complexo, podendo envolver até 4 hospedeiros (Figura 2). Na maioria das espécies é
verificado o envolvimento de um gastrépode de &gua doce, no qual ocorre a fase de
reproducdo assexuada, e um segundo hospedeiro intermedidrio, que pode ser,
dependendo da espécie do parasito, um peixe, anfibio, molusco, anelideo ou
invertebrados de outros grupos (OSTROWSKI DE NUNEZ, 1992; CHAPPELL, 1995;
NIEWIADOMSKA, 2002a).

Os parasitos adultos pertencentes a esta superfamilia eliminam ovos imaturos
através das fezes 0s quais contaminam o0s ambientes aquaticos, onde ocorrerd a
formacdo e eclosdo de miracidios que nadam ativamente e penetram 0 molusco
hospedeiro intermediario (BOM-TORRIJOS et al., 2016). Em condic¢Oes experimentais,

0s ovos destes parasitos podem permanecer, no escuro e a 8° C, viaveis por 11 meses ou
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mais, sendo o desenvolvimento do miracidio verficado rapidamente apds incubacdo a
temperatura ambiente (BLASCO-COSTA & LOCKE, 2017). O miracidio possui como
caracteristica principal a presenca de ocelos pigmentados (HENDRICKSON, 1986) e
pode permanecer dentro do ovo por varios dias movimentando-se ativamente
(OSTROWSKI DE NUNEZ, 1973). A incubacdo obrigatoria dos ovos antes da
liberacdo do miracidio foi interpretada como uma adaptagdo a estabilidade bidtica de
habitats de &gua doce (GALAKTIONOV & DOBROVOLSKIJ, 2003), onde os

Diplostomoidea se tornaram diversos.
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trofica)

W" 0 ¥, ¥
| T
vietacercana . . dd ‘J ‘d o

FIGURA 2- Ciclos biolégicos de Diplostomoidea Poirier, 1886. a Representacdo do
ciclo de vida mais comum verificado nos membros desta superfamilia. b Variacdes nos
ciclos de vida de Diplostomoideaparasitos, quando adultos, de diferentes grupos de
vertebrados: aves (I-V), mamiferos (incluindo cetaceos, VI-IX) e répteis (incluindo
crocodilianos, serpentes e quelonios X-XIII). Dependendo do parasito, as cercarias
infectam peixes (X), anfibios (XI), anelideos (XII) ou moluscos (XIII) como segundo
hospedeiro intermediario, podendo haver a presenca de hospedeiro paraténico (V, IX).
(modificado de BLASCO-COSTA & LOCKE, 2017)

Quanto aos estdgios larvais encontrados nos moluscos, apos a infecgdo ativa
destes por miracidios, had a formacdo de esporocistos que produzem furcocercérias
pertencentes ao tipo estrigeocercaria. Estas sdo larvas longifurcadas com morfologia
variavel, dependendo da espécie. Caracteristicas como a disposi¢do das glandulas de
penetracdo, espinhos do tegumento, ndmero e distribuicdo de cerdas, formula do
sistema excretor (Figura 3), podem algumas vezes auxiliar na identificacdo das familias
e géneros (DAWES, 1968; DUBOIS, 1970a; NIEWIADOMSKA, 2002a).
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FIGURA 3- Representacdo esquematica geral de larvas da superfamilia
Diplostomoidea, evidenciando as principais estruturas morfolégicas (modificado de
OSTROWSKI DE NUNEZ, 1992).

No segundo hospedeiro intermediario sdo formadas metacercérias, que
dependendo da morfologia geral e estrutura da vesicula excretora, podem ser
denominadas de Diplostomulum Brandes, 1892, Tetracotyle De Fillipi, 1895, Neascus
Hughes, 1927, Prohemistomulum Ciurea, 1933 e Neodiplostomum Dubois, 1938
(NIEWIADOMSKA, 2002a) (Figura 4). A localizagdo destes diferentes morfotipos de
metacercarias nos 6rgaos dos hospedeiros intermediarios vai depender da espécie de
parasito. Por exemplo, espécies de Diplostomum Von Nordmann, 1832 sdo encontradas
geralmente em olhos, cérebro e corddo espinhal de peixes e anfibios (DAWES, 1968;
OVERSTREET & CURRAN, 2004).
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FIGURA 4- Tipos de metacercarias presentes em espécies pertencentes a superfamilia
Diplostomoidea. a-c Diplostomulum, d. Neascus, e. Prohemistomulum. f. Tetracotyle
(Modificado de NIEWANDOSKA, 2002a).

1.2.2-Importancia médica e veterinaria

O estudo dos representantes da superfamilia Diplostomoidea se justifica pela
importancia médica e veterindria dos mesmos. Do ponto de vista medico, casos
humanos da infeccdo por Alaria spp. foram relatados na Europa (FREEMAN et al.,
1976; FERNANDES et al., 1976; MOHL et al., 2009). Os hospedeiros definitivos
destes trematddeos geralmente sdo canideos e as formas infectantes (mesocercarias) sdo
relatadas em animais domésticos e silvestres, incluindo javalis (hospedeiro paraténico)
(PORTIER et al., 2011) e anfibios (hospedeiros intermediarios), espécies que podem ser
destinadas ao consumo humano. A patologia relatada nos casos de alariose incluem
danos aos oOrgdos abdominais, olhos, musculo somatico e tecido subcutaneo
(FREEMAN et al., 1976; MOHL et al., 2009). No Brasil, apesar de haver relatos de
Alaria sp., A. alata (Goeze, 1782), A. clathrata (Diesing, 1850) e A. pseudoclathrata
(Krause, 1914) em mamiferos silvestres [Cerdocyon thous (Linnaeus, 1766), Lycalopex
gymnocercus Fischer, 1814, Procyon cancrivorus (Cuvier, 1798) e Ptenoura
brasiliensis (Zimmermann, 1780] (compilado por FERNANDES et al., 2015;
GRESSLER et al., 2016) ndo existem ainda casos em humanos. Uma outra espécie do
grupo, Neodiplostomum seoulensis (Seo, Rim & Lee, 1964) (=Fibricola seoulensis) foi
relatada em humanos na Coreia, onde 0s casos estdo associados a ingestdo de cobras
infectadas (SEO et al., 1982; HONG et al., 1984; 1986).

Por outro lado, uma grande diversidade de representantes desta superfamilia
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possui peixes como hospedeiros intermediarios, nos quais podem causar doencas
resultantes da presenca de metacercérias. Entre estes, algumas espécies do género
Diplostomum podem ocasionar lesdes nos olhos como catarata, exoftalmia e em alguns
casos destruicdo do globo ocular e cegueira. Outra enfermidade muito frequente é a
doenca dos pontos pretos, que é geralmente causada por algumas espécies dos géneros
Hysteromorpha Lutz, 1931, Uvulifer Dubois, 1988 e Posthodiplostomum Dubois, 1936.
As alteracOes patoldgicas causadas nos peixes estdo relacionadas geralmente com danos
mecanicos, hemorragias e infeccbes secundarias, produzidas pelas metacercarias
encistadas no tecido, que além de causar danos ao peixe, fazem com que estes
apresentem um aspecto repugnante, fazendo que seja rejeitado pelos consumidores
(LANE & MORRIS, 2000).

1.2.4- Estudos bioldgicos com larvas de Diplostomoidea

Alguns trabalhos demonstraram a capacidade de alguns parasitos da
superfamilia Diplostomoidea de produzirem mudancas de comportamento nos
hospedeiros intermediarios, o que vem sendo discutido como uma estratégia de
manipulagdo parasitaria. ONDRACKOVA et al. (2006) realizaram experimentos de
infeccdo de peixes para analisar a relacdo entre a presenca de larvas de
Posthodiplostomum cuticola (Nordmann, 1832) e a taxa de predacdo destes vertebrados.
Os resultados obtidos demostraram que mudancas de comportamento sdo de fato
produzidas e que ndo sdo necessarias elevadas intensidades de infeccdo para que
acontecam. Este tipo de manipulacdo parasitaria foi também descrita em peixes
parasitados por metacercérias de Diplostomum spp. (SEPPALA et al., 2004; 2005;
2006; 2011; KARVONEN & SEPPALA, 2008), sendo discutido que a reducgdo da visdo
é¢ 0 mecanismo envolvido na maior suscetibilidade aos predadores. Similarmente,
CORREA et al. (2013) estudaram, no Brasil, 0 comportamento de Hoplias malabaricus
(Bloch, 1794) infectados por larvas de Austrodiplostomum sp., tendo sido verificado
que 0S peixes que apresentavam uma maior intensidade de infeccdo na cavidade
craniana tinham uma natacdo erratica, enquanto 0s espécimes que apresentavam baixa
intensidade de infec¢do, ndo demonstravam alteragcdes comportamentais.

Outro tipo de fendbmeno interessante descrito em representantes desta
superfamilia é a transmissao transmamaria. Em estudos realizados em primatas e gatos
infectados experimentalmente por Alaria marcianae (La Rue, 1917) foi confirmado a
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presenca de larvas (mesocercarias) do parasito nas glandulas mamarias das fémeas.
Além disso, a amamentacdo de filhotes resultou na transmisséo do parasito (SHOOP &
CORKUM, 1984; 1987; SHOOP et al.,1990). Segundo TAKEUCHI-STORM et al.
(2015) a presenca de larvas destes parasitos em carnivoros pode indicar potencial
zoonotico, especialmente na Asia, onde a ingesto de carne destes animais ¢é frequente.
Um outro fenbmeno interessante foi verificado em estudos que avaliaram a
coinfeccdo de B. glabrata por Cotylurus lutzi Basch, 1969 e S. mansoni, sendo
demonstrado que o desenvolvimento deste Gltimo parasito pode ser afetado pela
presenca de larvas de estrigeideos, o que foi discutido no passado como uma possivel
forma de controle biol6gico da esquistossomose (BASCH et al., 1969; BASCH, 1970).
Do ponto de vista epidemiologico, é importante mencionar que estrigeocercarias podem
ser confundidas com as cercarias de S. mansoni, podendo resultar em erros na

identificacdo de novas areas de transmisséo de esquistossomose.

1.2.5- Cercérias de Diplostomoidea na América Latina

Desde o inicio do século XX, larvas de trematddeos do tipo estrigeocercaria
foram descritas infectando moluscos na América Latina. Estudos experimentais
realizados a partir de larvas encontradas em moluscos coletados em alguns paises
(Argentina, Brasil, Guadalupe, México e Venezuela) possibilitaram a elucidagdo do
ciclo biolégico de 12 espécies pertencentes a 3 familias de Diplostomoidea (Tabela 1).
Além destas espécies, 31 larvas de Diplostomoidea encontradas em moluscos na
América Latina foram descritas como pertencentes ao género coletivo Cercaria Muller,
1774, 33 como Furcocercaria Lamark, 1815, ou identificadas em nivel de familia
(Tabela 2). Estas larvas foram relatadas em 31 diferentes espécies de moluscos,
principalmente na Venezuela, Argentina e Brasil.

No Brasil, Adolpho Lutz foi quem primeiro estudou larvas destes parasitos,
elucidando o ciclo biologico de algumas espécies (LUTZ, 1929; 1931; 1933).
Posteriormente, varios outros autores encontraram larvas de representantes destas
familias em moluscos no pais. Apesar destas interaces previamente elucidadas, a
maioria das larvas encontradas por diferentes autores ndo foram ainda associadas aos
respectivos adultos. E importante mencionar que a maior parte destes estudos prévios

foram realizados em moluscos vetores da esquistossomose.
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TABELA 1- Espécies de trematddeos da superfamilia Diplostomoidea com ciclos bioldgicos elucidados na América Latina.

Espécie Molusco Localidade Referéncia
Figura
N° 5
Cyathocotylidae
Mesostephanus odhneri (Travassos et al., 1924) Potamides sp. a Brasil Lutz, 1933; Dubois, 1970a
Diplostomidae
Austrodiplostomum compactum (Lutz, 1928) Biomphalaria straminea, B. b Brasil Pinto & Melo, 2013b
glabrata
Biomphalaria prona Venezuela  Ostrowski de Nufiez, 1982
Biomphalaria cf. havanensis México Violante-Gonzalez et al.,
2009
Austrodiplostomum mordax Szidat & Nani, 1951* Biomphalaria peregrina c Argentina  Ostrowski de Nufiez, 1977
Posthodiplostomum nanum Dubois, 1937 Uncancylus concentricus d Argentina  Ostrowski de Nuriez, 1973
Posthodiplostomum sp. Anisancylus obliquus Argentina  Rittosa et al., 2013
Strigeidae
Apharyngostrigea simplex (Johnston, 1904) Biomphalaria straminea f Argentina  Ostrowski de Nufiez, 1989
Apharyngostrigea sp. B. straminea e B. peregrina g Brasil Lutz, 1929
Apatemon graciliformis (Rudolphi, 1819) Biomphalaria glabrata * Guadalupe  Combes & Nassi, 1977
Australapatemon bdellocystis (Lutz, 1921) Biomphalaria straminea h Brasil Lutz, 1921;1933
Biomphalaria glabrata Argentina  Lutz, 1921; 1933
Australapatemon magnacetabulum Dubois, 1988 Biomphalaria tenagophila i Argentina  Davies & Ostrowski de
Nufiez, 2012
Cotylurus lutzi Basch, 1969 Biomphalaria glabrata J Brasil Basch, 1969
Strigea falconis Szidat, 1929 Drepanotrema anatinum * Brasil Lutz, 1929; Dubois, 1970a

*Figura ndo disponivel
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FIGURA 5- Espécies de trematddeos da superfamilia Diplostomoidea com ciclos de vida elucidados na América Latina. a. Mesostephanus
odhneri, b. Austrodiplostomum compactum, c. Austrodiplostomum mordax, d. Posthodiplostomum nanum, e. Posthodiplostomum sp., f.
Apharyngostrigea simplex, g. Apharyngostrigea sp. h. Australapatemon bdellocystis, i. Australapatemon magnacetabulum, j. Cotylurus lutzi.
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TABELA 2- Larvas de trematddeos da superfamilia Diplostomoidea encontradas em moluscos na América Latina, mas ainda ndo associadas aos

respectivos parasitos adultos.

Espécie Molusco Localidade Figura Referéncia
n° 6
Apatemon sp. Chilina donbeyana Argentina * Flores & Semenas, 2008
Furcocercaria sp. (cf. Apatemon Chilina sp. Argentina a Ostrowski de Nufiez & Quaggioto, 1995
(Australapatemon)
Furcocercéria sp. (cf. Tylodelphys) Chilina sp. Argentina b Ostrowski de Nufiez & Quaggioto, 1995
Furcocercaria sp. | Biomphalaria peregrina Argentina c Ostrowski de Nufiez, 1972
Biomphalaria straminea Argentina Ostrowski de Nufiez, 1990
Biomphalaria straminea Argentina Ostrowski de Nurfiez et al., 1990
Furcocercaria sp. 11 Uncancylus concentricus Argentina d Ostrowski de Nufiez, 1972
Furcocercaria sp. Il Drepanotrema kermatoides Argentina e Ostrowski de Nufiez, 1977
Biomphalaria occidentalis Argentina Ostrowski de Nufiez & Hamann, 1977
Biomphalaria occidentalis Argentina Ostrowski de Nuriez et al., 1991
Biomphalaria occidentalis Argentina Ostrowski de Nufiez et al., 1997
Biomphalaria tenagophila; Argentina Fernandez et al., 2016
Biomphalaria occidentalis
Furcocercaria sp. IV Gundlachia sp. Argentina f Ostrowski de Nufiez, 1977
Furcocercaria sp. V Biomphalaria peregrina Argentina g Ostrowski de Nufiez, 1977
Furcocercaria sp. VI Biomphalaria peregrina Argentina h Ostrowski de Nufiez, 1977
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TABELA 2- Continuagdo...

Furcocercaria sp. VII

Furcocercaria sp. VI (aff. Strigea sp.,
Parastrigea)
Furcocercaria sp. IX

Furcocercaria sp. X
Furcocercaria sp. X1l (aff. Strigea sp.)

Furcocercaria sp. X1V
Furcocercaria sp. XV
Furcocercaria sp. XVII
Furcocercaria sp. XIX
Furcocercaria sp. XX

Furcocercaria sp. XVII
Tylodelphys sp.
Apharyngostrigea sp.
Cercaria amplicoecata
Cercaria ancylina
Cercaria brevicorpus
Cercaria caratinguensis

Uncancylus concentricus
Biomphalaria orbignyi

Biomphalaria orbignyi
Biomphalaria peregrina
Biomphalaria orbignyi
Biomphalaria orbignyi
Biomphalaria tenagophila
Biomphalaria straminea
Biomphalaria straminea
Biomphalaria straminea
Biomphalaria straminea
Biomphalaria straminea

Biomphalaria straminea
Chilina donbeyana
Biomphalaria peregrina
Biomphalaria tenagophila
Ancylus sp.

Lymnaea peregrina
Biomphalaria glabrata
Biomphalaria straminea
Biomphalaria tenagophila
Biomphalaria spp.
Biomphalaria tenagophila
Drepanotrema cimex

Argentina
Argentina

Argentina
Argentina

Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina

Argentina
Argentina
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil

n

® ° o0 T O S 3

o * X O T

Ostrowski de Nufez, 1977
Ostrowski de Nufez et al., 1997

Ostrowski de Nuiez et al., 1997

Ostrowski de Nufez et al., 1997
Ostrowski de Nuiez et al., 1997

Fernandez et al., 2013
Fernandez et al., 2013
Fernandez et al., 2013
Fernandez & Hamann, 2017
Fernandez & Hamann, 2017

Fernandez et al., 2013
Flores & Sememnas, 2008
Dias et al., 2002

Ruiz, 1953

Lutz, 1933

Lutz, 1933

Ruiz, 1953

Milward de Andrade & Campos, 1969
Artigas et al., 1970
Souzaet al., 1981
Espindola et al., 1992
Espindola et al., 1992
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TABELA 2- Continuagdo...

Cercaria conchicola
Cercaria crassipira
Cercaria guaibensis 1
Cercaria guaibensis 5
Cercaria gyrinipeta
Cercaria mediohyalina
Cercaria molluscipeta
Cercaria phanerochorde
Cercaria piscipeta
Cercaria problematica
Cercaria spirochorde
Cercaria zygochorde
Diplostomidae

Biomphalaria straminea
Biomphalaria glabrata
Biomphalaria straminea
Biomphalaria tenagophila
Biomphalaria glabrata
Biomphalaria tenagophila
Biomphalaria sp.
Biomphalaria tenagophila
Biomphalaria tenagophila
Unionidae

Bivalvia

Biomphalaria tenagophila
Gundlachia concetrica
Drepanotrema anatinum
Ayalacostoma tuberculata
Biomphalaria sp.
Pomacea sp.
Biomphalaria tenagophila
Physa marmorata
Drepanotrema sp.
Ayalacostoma tuberculata
Biomphalaria peregrina

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil

¥ X — = T EQ =k D

*

3

Coletto et al., 1993
Souzaet al., 1998
Souza et al., 1998
Souzaet al., 1998a
Grault et al., 1998
Grault et al., 1998
Carvalho et al., 2001b
Moraes et al., 2009
Eduardo et al., 2012
Lutz, 1933

Lutz, 1933
Veitenheimer-Mendes, 1981
Veitenheimer-Mendes et al., 1995
Lutz, 1933

Lutz, 1933

Lutz, 1933

Lutz, 1933

Lutz, 1933

Lutz, 1933

Lutz, 1933

Lutz, 1933

Dias et al., 2002
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TABELA 2- Continuagdo...

Furcocercaria (Ocelada/longifurcada)

Furcocercaria (sem ocelos/longifurcada)
Furcocercaria 1

Strigeidae

Strigea-cercaria
Strigeidae/Diplostomidae 1
Strigeidae/Diplostomidae 2
Strigeidae/Diplostomidae 3
Apharyngostrigea sp.
Furcocercaria sp.
Tylodelphys sp.

Cercaria caribbea LVIII
Cercaria caribbea LI
Cercaria neotropicalis
Furcocercaria 1
Furcocercaria 2
Furcocercaria 3
Furcocercaria 4
Furcocercaria 5

Cercaria allotropicalis
Cercaria cornuaretis

Biomphalaria tenagophila

Biomphalaria tenagophila
Biomphalaria peregrina
Biomphalaria peregrina
G. radiata; B. occidentalis
Biomphalaria peregrina
Biomphalaria peregrina
Biomphalaria peregrina
Biomphalaria glabrata
Physella cubensis
Biomphalaria glabrata
Cerithium variabile
Cerithium literatum
Biomphalaria glabrata
Biomphalaria tenagophila
Biomphalaria tenagophila
Biomphalaria tenagophila
Biomphalaria tenagophila
Biomphalaria straminea

Biomphalaria glabrata
Marisa cornuarietis

Brasil

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Guadalupe
Guadalupe
Guadalupe
Jamaica
Porto Rico
Porto Rico
Uruguai
Uruguai
Uruguai
Uruguai
Uruguai

Venezuela
Venezuela
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T o

Machado et al., 1987

Machado et al., 1987
Veitenheimer-Mendes, 1982
Dias et al., 2002

Mattos et al., 2013

Dias et al., 2002

Dias et al., 2002

Dias et al., 2002

Nassi, 1987
Barragan-Saenz et al., 2009
Nassi, 1987

Cable, 1963

Cable, 1956

Faust & Hoffman, 1934
Martorelli et al., 2013
Martorelli et al., 2013
Martorelli et al., 2013
Martorelli et al., 2013
Martorelli et al., 2013

Nasir & Scorza, 1966
Nasir et al., 1969
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TABELA 2- Continuagdo...

Cercaria criollissima
Cercaria cumanacoensis
Cercaria ghaziaporzanae
Cercaria hinchicauda
Cercaria husicauda
Cercaria laeovissimus
Cercaria manzanarensis
Cercaria monagasica
Cercaria neoorientalis
Cercaria patoica

Cerithium literatum
Pomacea glauca
Gundlachia sp.
Biomphalaria kuhniana
Biomphalaria kuhniana
Pachychilus laevissimus
Lymnaea cubensis
Pomacea glauca
Pomacea glauca
Biomphalaria kuhniana

Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela

Q =~ ®© QO O

K e -

Nasir, 1983

Nasir, 1964b

Nasir, 1979

Nasir & Diaz, 1973
Nasir & Diaz, 1973
Nasir et al., 1966
Nasir, 1964

Nasir et al., 1969
Nasir & Guevara, 1968
Nasir & Diaz, 1973

* Figura ndo disponivel.

42



4 h ==
FIGURA 6- Cercarias de Diplostomoidea encontradas em moluscos na América Latina, mas ndo associadas aos respectivos adultos I. a.
Furcocercaria sp. (cf. Apatemon (Australapatemon), b. Furcocercaria sp. (cf. Tylodelphys), c. Furcocercaria sp. I, d. Furcocercaria sp. I, e.
Furcocercaria sp. I, f. Furcocercaria sp. 1V, g. Furcocercaria sp. V, h. Furcocercaria sp. VI, i. Furcocercaria sp. VII, j. Furcocercaria sp.
VIII, k. Furcocercaria sp. X, |. Furcocercaria sp. XIlI (aff. Strigea sp.), m. Furcocercaria sp. XIV, n. Furcocercaria sp. XV, 0. Furcocercaria

sp. XVII, p. Furcocercaria XI1X, q. Furcocercaria XX.
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FIGURA 7- Cercérias de Diplostomoidea encontradas em moluscos na América Latina mas ainda ndo associadas aos respectivos adultos Il. a.
Furcocercaria sp. XVII, b. Apharyngostrigea sp., c. Cercaria amplicoecata, d. Cercaria caratinguensis, e. Cercaria conchicola, f. Cercaria
crassipira, g. Cercaria guaibensis 1, h. Cercaria guaibensis 5, i. Cercaria gyrinipeta, j. Cercaria mediohyalina, k. Cercaria molluscipeta, I.
Cercaria piscipeta, m. Cercaria zygochorde, n. Diplostomidae, 0. Furcocercaria (Ocelada/longifurcada).
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FIGURA 8- Cercarias de Diplostomoidea encontradas em moluscos na América Latina, mas ainda ndo associadas aos respectivos adultos I1l. a.
Furcocercaria (sem ocelos/longifurcada), b. Furcocercaria 1, c. Strigeidae, d. Strigea-cercaria, e. Strigeidae/Diplostomidae 1, f.
Strigeidae/Diplostomidae 2, g. Strigeidae/Diplostomidae 3, h. Apharyngostrigea, i. Tylodelphys sp., j. Cercaria caribbea LVIII, k. Cercaria
caribbea LI, I. Cercaria neotropicalis, m. Furcocercaria 1, n. Furcocercaria 2, 0. Furcocercaria 3, p. Furcocercaria 4, gq. Furcocercaria 5.
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FIGURA 9- Cercérias de Diplostomoidea encontradas em moluscos na América Latina, mas ainda ndo associadas aos respectivos adultoslV. a.
Cercaria allotropicalis, b. Cercaria cornuaretis, c. Cercaria criollissima, d. Cercaria cumanacoensis, e. Cercaria ghaziaporzanae, f. Cercaria
hinchicauda, g. Cercaria husicauda, h. Cercaria laeovissimus, i. Cercaria manzanarensis, j. Cercaria monagasica, k. Cercaria neoorientalis,|.
Cercaria patoica.
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1.2.6- Estudos moleculares em espécies de Diplostomoidea

Em relacdo ao uso de ferramentas moleculares na avaliacdo de membros da
superfamilia Diplostomoidea, a maioria dos estudos existentes foram realizados com
espécies pertencentes as familias Diplostomidae e Strigeidae encontradas na Europa e
América do Norte (MOSZCZYNSKA et al., 2009; LOCKE et al., 2010, 2011, 2015;
PEREZ DEL OLMO et al., 2014; FALTYNKOVA et al., 2014; AKSENOVA et al.,
2016; GARCIA-VARELA et al., 2015; 2016; STONAYOV et al., 2017; BLASCO-
COSTA & LOCKE, 2017). Além disso, a caracterizacdo molecular de cercérias destes
parasitos encontradas em moluscos tem possibilitado a elucidacdo de novas interacfes
bioldgicas nestas areas (LOCKE et al., 2011; FALTYNKOVA et al., 2014; UHRIG et
al., 2015; ROSSEER et al., 2016; WONGSAWAD et al., 2016; AKSENOVA et al.,
2016).

Na América do Sul, apenas recentemente as primeiras sequéncias nucleotidicas
para 4 espécies de parasitos desta superfamilia foram obtidas (Tabela 3). Este nUmero
de sequéncias disponiveis para apenas dois marcadores (COI ou 28S) € irrisério diante
da diversidade do grupo relatada no continente. Além disso, amostras de cercérias
encontradas em moluscos ainda ndo foram consideradas. Nesse sentido, a escassez de
sequéncias depositadas nas bases de dados dificultam a utilizacdo da abordagem
molecular para a identificacdo de larvas de representantes da superfamilia

Diplostomoidea presentes em moluscos da regido neotropical.

TABELA 3- Sequéncias nucleotidicas obtidas a partir de amostras para espécies de
Diplostomoidea presentes na América do Sul. Abreviaturas: EE: estagio evolutivo, M:

metacercaria, A: adulto.

Espécie EE Hospedeiro Localidade col 28S Referéncia
Austrodiplostomum M Satanoperca Brasil KR271025 Locke et al., 2015
compactum pappaterra

M Satanoperca Peru KR271027

jurupari
M Cichlasoma sp. Venezuela Garcia-Varela et al.,
2015
Alaria sp. A Lycalopex Argentina  KF572949 Petrigh et al., 2013*
gymnocercus

Tylodelphys M Cnesterodon Argentina  KR271496 Locke et al., 2015
jenynsiae decemmaculatus
Braunina A Delphinus Argentina KM258670
cordiformis delphis

* dados ndo publicados.
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No Brasil, a Unica sequéncia molecular disponivel (para membros da familia
Diplostomidae) foi obtida para Austrodiplostomum compactum (Lutz, 1928) por
LOCKE et al. (2015). Nesse sentido, estudos integrando a taxonomia morfologica
classica com a caracterizacdo molecular podem permitir a elucidacdo de novas
interacOes bioldgicas entre moluscos e trematédeos no pais. Assim, aléem de permitir
avancos significativos para a taxonomia de helmintos no Brasil (e mesmo para a
Ameérica do Sul), a identificacdo dos hospedeiros intermediarios podem subsidiar

futuras estratégias de controle das espécies potencialmente envolvidas em danos a

piscicultura.
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2. JUSTIFICATIVA

Os parasitos da superfamilia Diplostomoidea representam um grupo de
importancia médico-veterinéria, apresentando ciclos de vida complexos, em sua maioria
totalmente desconhecidos. Apesar da diversidade de espécies destes trematddeos
relatados em vertebrados no Brasil, a maioria permanece com moluscos transmissores e
ciclos bioldgicos desconhecidos, aléem de serem escassas as sequéncias moleculares para
este grupo de parasitos no pais. Diante do potencial envolvimento destes helmintos em
prejuizos a piscicultura, sendo que a perdida produzida pela presenca dos mesmos em
peixes é de aproximadamente 0 15% da producao total, a elucidacdo de novas interacoes
bioldgicas entre moluscos e larvas de Diplostomoidea pode subsidiar futuras estratégias

de controle.
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3. OBJETIVOS

3.1- Objetivo geral

Realizar a identificacdo morfolégica e molecular de larvas de Diplostomoidea
(estrigeocercarias) transmitidas por moluscos dulciaquicolas em Belo Horizonte, Minas

Gerais, Brasil.

3.2- Objetivos especificos

a) Avaliar a infeccdo natural de moluscos dulciaquicolas por larvas de trematodeos
da superfamilia Diplostomoidea em colecfes aquéticas de Belo Horizonte.

b) Realizar o estudo morfologico das cercarias obtidas.

¢) Realizar estudos experimentais visando a obtencdo e identificacdo taxonémica
dos parasitos adultos.

d) Obter sequéncias nucleotidicas (COI, 18S e ITS) das amostras de larvas da
superfamilia Diplostomoidea encontradas em moluscos.

e) Realizar analises filogenética a partir das sequéncias obtidas e outras depositadas

no GenBank.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1- Amostras estudadas

As amostras avaliadas no presente estudo correspondem a larvas do tipo
estrigeocercaria emergidas de moluscos oriundos de trés colecdes aquaticas localizadas
em Belo Horizonte, Minas Gerais (Lagoa da Pampulha, Lagoa do Nado e Lagoa da
Cidade Administrativa) (Figura 10). Foram consideradas amostras previamente
coletadas e amostras obtidas a partir de estudos malacoldgicas realizados durante este

estudo.

4.1.1- Amostras previamente coletadas

Este material € composto por 7 amostras de cercarias pertencentes a 3 espécies
de Diplostomoidea, as quais foram obtidas durante estudos realizados por PINTO
(2013) na represa da Pampulha, Belo Horizonte, Minas Gerais. As espécies
identificadas previamente por abordagem morfologica destas amostras sdo apresentadas
na Tabela 4. Visando aumentar o nimero de sequéncias para comparacdo, amostras de
outros estagios de desenvolvimento de Diplostomoidea (metacercérias e adultos)

obtidos de diferentes hospedeiros e localidades também foram avaliadas (Tabela 4).
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FIGURA 10- Vista aérea dos locais de coleta de moluscos para a pesquisa de larvas de Diplostomoidea em Belo Horizonte, Minas Gerais.
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TABELA 4- Amostras de trematodeos pertencentes a superfamilia Diplostomoidea previamente coletadas e utilizadas para analises morfologica

e/ou molecular. Abreviaturas: EE= estagio evolutivo, EMol= Estudo molecular, EMo= estudo morfoldgico, C= cercaria, M= metacercéria, A=

adulto.

Nome EE EMol EMo Hospedeiros Localidades
Amostras de Belo Horizonte
Austrodiplostomum compactum C X X Biomphalaria straminea  Lagoa da Pampulha
Austrodiplostomum compactum C X X Biomphalaria straminea  Lagoa da Pampulha
Austrodiplostomum compactum C X X Biomphalaria straminea  Lagoa da Pampulha
Hysteromorpha triloba C X X Biomphalaria straminea  Lagoa da Pampulha
Apharyngostrigea sp. C X - Biomphalaria straminea  Lagoa da Pampulha
Hysteromorpha triloba C X X Biomphalaria straminea  Lagoa da Pampulha
Hysteromorpha triloba C X X Biomphalaria straminea  Lagoa da Pampulha
Apharyngostrigea sp. M X - Poecilia reticulata Lagoa da Pampulha
Apharyngostrigea sp. 1 M X - Poecilia reticulata Lagoa da Pampulha*
Apharyngostrigea sp. 2 M X - Poecilia reticulata Lagoa da Pampulha*
Austrodiplostomum compactum M X - Oreochromis nilocticus ~ Lagoa da Pampulha
Amostras de outras localidades
Strigeidae C X - Biomphalaria glabrata Rio de Janeiro
Strigeidae M X - Biomphalaria glabrata Rio de Janeiro
Hysteromorpha triloba M X X Squalius cephalus Italia
Hysteromorpha triloba A X X Phalacrocorax auritus Canada

*Amostras obtidas através de estudos experimentais
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4.1.2- Amostras obtidas através de novas coletas malacoldgicas

Novas amostragens de moluscos e avaliacdo da infec¢do por trematddeos foram
realizadas em trés colecbes aquaticas de Belo Horizonte: As coletas malacoldgicas
foram realizadas, entre agosto de 2016 e abril de 2017, no Parque Lagoa do Nado
(19°50°17,28°’S e 43°57°31,71’°0), na Lagoa da Pampulha (19°51°44,77’S e
43°58°29,35°0) e na Lagoa da Cidade Administrativa (19°47°06,20”°’S ¢
43°57°11,417°0).

4.1.2.1- Coleta de moluscos

Os caramujos foram coletados em pontos acessiveis com auxilio de uma rede de
nylon em forma em forma de D (puca), a qual foi passada pelas margens das lagoas,
percorrendo-se entre 10 a 20 metros. Em cada dia e local se realizou um esforco
amostral de cerca de 60 minutos. O material coletado foi transportado para o
laboratério, onde foi submetido ao processo de triagem. Os moluscos foram separados
da matéria organica, vegetacdo e de outros invertebrados coletados. Em seguida foram
lavados com agua corrente, avaliados quanto a infeccdo por larvas de trematodeos e em
seguida contatados e identificados segundo diferentes autores (PARAENSE, 1975;
SIMONE, 2006).

4.1.2.2- Avaliacdo da infeccdo por larvas de trematddeos

Os moluscos obtidos foram colocados individualmente em placas de poliestireno
para cultura de células de 24 pocos sendo em seguida adicionados 3 mL de &gua
desclorada. As placas contendo moluscos foram expostas a fotoestimulacdo artificial
com uma lampada de 60 W por 2 horas. Em seguida, realizou-se exame com o auxilio
de microscopio estereoscopico para avaliar a presenca de cercérias. As placas contendo
0s moluscos foram deixados overnight e um novo exame foi realizado na manha

seguinte.
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4.2- Estudos experimentais

As novas amostras de estrigeocercérias que foram obtidas durante as coletadas
malacologicas foram utilizadas em tentativas de infec¢bes experimentais visando a
obtencdo de outros estagios evolutivos (metacercérias e parasitos adultos). Os ensaios
experimentais envolvendo a infeccdo de hospedeiros vertebrados possui aprovacdo da
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas
Gerais (protocolo 20/2016).

4.2.1- Obtencao experimental de metacercarias

Cercérias do tipo estrigeocercaria emergidas de moluscos foram utilizadas para a
infecgdo de peixes ou moluscos criados em laboratorio. A escolha do hospedeiro foi
realizada de acordo como o possivel padrdo de ciclo bioldgico inferido a partir da
morfologia da larva. Para isso, foram utilizados grupos de 5-20 exemplares adultos de
Poecilia reticulata Peters, 1859 (Pisces: Poeciliidae) por serem o0s hospedeiros
utilizados por diferentes autores na literatura, criados e mantidos em laboratdrio, de
ambos os sexos, medindo de 2 a 4 cm de comprimento total. Realizou-se a infeccdo em
massa, que consistiu em deixar 0s peixes em contato com os moluscos infetados por 24
horas em um aquéario com 1 L de &gua isenta de cloro. Os peixes foram alimentados
diariamente. A eutanasia dos peixes foi feita 7-70 DAI (dependendo da espécie de
parasito).

Nos experimentos avaliando a participacdo de outra espécie de molusco como
hospedeiro intermediario, exemplares de B. glabrata, medindo de 5-7 cm, criados em
laboratério foram transferidos para placas de poliestireno contendo amostras das
estrigeocercarias em analise.

Visando avaliar o sucesso da infeccdo experimental, os peixes foram
eutanasiados por imersdo em solugdo de hidrocloreto de benzocaina (250 mg/L) e
necropsiados. Os oOrgdos da cavidade abdominal (estbmago, intestino e figado),
branquias e as aletas foram transferidos para laminas de vidro contendo solucdo
fisioldgica (NaCl 0,85%) e examinadas em microscopio estereoscopico para a pesquisa
das metacercarias. No caso dos moluscos, estes foram prensados entre ldminas de vidro

e examinados em estereomicroscopio.
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4.2.2- Infeccédo experimental de hospedeiros definitivos

Para as espécies em que foi possivel se obter metacercéarias experimentalmente,
realizou-se a infeccdo de exemplares de Gallus gallus domesticus Linnaeus, 1758
(Galliformes: Phasianidae) e Mus musculus Linnaeus, 1758 (Rodentia: Muridae). Para
isso, as metacercarias foram contadas (cerca de 30) e inoculadas por via oral em dois
exemplares de cada expécie. Visando aumentar a suscetibilidade aos parasitos, no caso
dos roedores, realizou-se a administracdo diaria de fosfato dissodico de dexametasona
(Decadron®, Ache, Brasil) por via subcutanea na dosagem de 25 mg/kg.

Os individuos infectados experimentalmente foram eutanasiados (apds 2-7 dias
de infeccdo) com uso de uma superdosagem de pentobarbital sodico (). A cavidade
abdominal foi exposta e as visceras foram removidas, sendo transferidas a uma placa de
Petri contendo solucdo fisioldgica (NaCl a 0,85%). Os intestinos foram abertos
longitudinalmente com auxilio de tesoura, dividido em trés partes (anterior, médio e
posterior), colocados em placas de Petri e o conteddo foi examinado em
estereomicroscopio para a pesquisa de parasitos.

4.3- Estudo morfoldgico dos estagios evolutivos

Amostras das cercarias obtidas foram inicialmente coletadas com uma
micropipeta, transferidas para laminas de vidro, coradas com corantes vitais (solucao
aquosa de vermelho neutro ou sulfato azul de Nilo 0,05%) e utilizadas para a confeccéo
de montagens ndo permanentes (a fresco), que foram examinadas em microscopio de
luz. Outra aliquota da solucéo contendo cercérias foi morta em agua a 70°C e fixada em
formalina 4%. Parte destas larvas foram coradas por carmim aceto-alimen, desidratadas
numa bateria de alcoois, clarificadas em creosoto de Faia e montadas em preparacdes
permanentes com balsamo de Canada. As metacercéarias e parasitos adultos recuperados
das infecgOes experimentais foram também mortos em agua quente (70°C), fixados em
formalina 4% e corados, da mesma maneira descrita para as cercarias. A analise
morfomeétrica dos estagios evolutivos foi realizada com auxilio de ocular micrometrada
em microscopio de luz. As mensuracOes das cercérias foram obtidas a partir de larvas
mortas pelo calor e fixadas em formol. As medidas das metacercarias e adultos foram
realizadas através da analise de especimes corados e montados. As medidas foram

tabuladas e analisadas em software Microsoft® Excel 2010. As fotografias foram
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obtidas com camara digital Leica ICC50 HD, aclopada ao microscépio Leica ICC50HD.
As medidas estdo apresentadas em micrometros.

A identificacdo dos parasitos obtidos, até a menor categoria taxondmica
possivel, foi realizada com o auxilio de chaves taxondmicas de GIBSON et al. (2002) e

descricdes de espécies e ciclos biologicos realizadas por diferentes autores.

4.4- Estudo molecular

4.4.1- Fixacéo das cercarias

As amostras de cercarias pertencentes as familias avaliadas no presente estudo,
tanto as previamente coletadas quanto as novas amostras obtidas, foram fixadas em

etanol 95% e armazenadas a -20°C até a realizacdo das analises moleculares.

4.4.2- Extracdo e quantificacdo de DNA

As cercarias previamente fixadas foram submetidas a extracdo de DNA através do
uso de kits comerciais. Para amostras com maior quantidade de espécimes (aliquota
com no minimo 50 cercérias) foi utilizado o kit Wizard® Genomic DNA Purification.
Para amostras com menor quantidade de larvas foi utilizado o kit QlAamp® DNA micro
kit, sendo utilizadas de 3 a 10 cercérias. As etapas envolvidas na extracdo foram
realizadas seguindo-se as instru¢des dos fabricantes. O DNA extraido foi dosado através
da avaliacdo da absorvancia em 260nm em espectrofotdmetro de microvolume
NanoDrop® ND-1000. Para determinacdo da pureza do DNA extraido, determinou-se a

relacdo da absorvancia obtidas nos comprimentos de onda 260nm e 280 nm.

4.4.3- Amplificacdo do DNA

Trés marcadores moleculares foram utilizados para o estudo das amostras
avaliadas: (1) regido parcial do gene 18S rRNA, (2) o gene da regido espacadora
transcrita interna (ITS), (3) porcdo parcial do gene mitocondrial citocromo ¢ oxidase
subunidade I (COI) (regido barcoding). Estes marcadores sao amplamente utilizados em
estudos de identificacdo molecular e filogenéticos de trematédeos (BLASCO-COSTA et
al., 2016). Um esquema geral representativo do fluxo de analise das amostras avaliadas
no presente estudo, incluindo a sele¢do de primers, enzimas, processo de purificagdo e

técnicas de analise (PCR direta ou clonagem) é apresentado na Figura 11.
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FIGURA 11- Esquema representativo do fluxo de analise molecular de amostras de Diplostomoidea avaliadas no presente estudo.
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Para a regido 18S foram utilizados os primers 18S9F e 18S300R segundo
MOSZCZYNSKA et al. (2009). Para a amplificacdo da regido completa de ITS foram
utilizados os primers D1 (F) e D2 (R) descritos por GALAZZO et al. (2002). Por fim,
para a amplificacdo de um fragmento do gene mitocondrial COI foram utilizados os
primers Dicel-F e Dicell- R descritos por VAN STEENKISTE et al. (2015) e os
especificos para a familia Diplostomidae, Plat-diploCOX1F e Plat-diploCOX1R,
desenhados por MOSZCZYNSKA et al. (2009).

O protocolo utilizado para a realizacdo do estudo molecular foi o descrito por
MOSZCZYNSKA et al. (2009) com pequenas modificagdes. As reacdes de PCR foram
realizadas em um volume final de 25pl, que inclui tampé&o (20 Mn Tris-HCL pH 8,4, 50
mM HCL), 2.5 mM MgCly, 1,25 pmol de cada iniciador, 50 uM de dNTP, 0,6 U da
enzima Platinum™ Taq DNA Polymerase e 5-50 ng do DNA molde. As condicdes de
PCR utilizadas para cada marcador molecular utilizado s&o apresentadas na Tabela 5.
Para a visualizacdo dos produtos da amplificacédo, foi realizada eletroforese em gel de
agarose 1% corado com GelRed® (Biotium, EUA). O tamanho dos fragmentos

amplificados foi estimado pela comparacdo com padrdo de pesos moleculares.

4.4.4- Purificacdo dos produtos de PCR

4.4.4.1- Purificagdo por PEG

Apds a visualizacdo de bandas Unicas no gel, realizou-se a purificacdo dos
produtos da PCR com polietileno glicol (PEG) (20% PEG 8.000 em solucdo de NaCl
2,5M) (Promega, EUA). Para garantir a recuperagdo de uma quantidade suficiente do
fragmento de DNA amplificado, realizou-se a PCR de cada amostra em duplicata, sendo
utilizados 5 pL do produto da reagdo para a purificacdo. O contetido restante (45ul) foi
transferido a um tubo de microcentrifuga de 0,5 mL, adicionando-se em seguida PEG na
mesma quantidade e posteriormente, homogeneizado em vortex 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. Posteriormente, 125 uL de
etanol 80% refrigerado foi adicionado, o tubo centrifugado por 5 min a 14.000 rpm e o
sobrenadante descartado. O passo mencionado anteriormente foi repetido uma vez mais.

Ao final deste processo, o tubo foi mantido a temperatura ambiente até a evaporacgéo de
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todo o etanol e o DNA foi ressuspenso em 20 pL de agua ultrapura e dosado em
NanoDrop® ND-1000.

4.4.4.2- Purificagdo por GFX

Quando da presenca de bandas inespecificas, a banda de interesse foi cortada do
gel e a purificagdo realizada através do kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification
(GE Healthcare, Inglaterra). Para garantir a recuperacdo de uma quantidade suficiente
do fragmento de DNA amplificado, realizou-se a PCR de cada amostra em duplicata,
sendo nestes casos utilizados 5 pL do produto da reagdo para a purificagdo. A banda
cortada do gel foi transferida para um microtubo de 2 mL, sendo pesada e em seguida
foram adicionados 10 pl de tampéo tipo 3 para cada 10 mg do gel. Realizou-se a mistura
por inversdo e incubacdo em banho seco por 15 minutos a 60°C. A solucdo obtida foi
transferida (até 600 ul da banda + o tampéo tipo 3) para uma coluna GFX MicroSpin
acoplada a em tubo coletor, que foi incubado a temperatura ambiente por 1 minuto e
centrifugado a 16 000 x g por 30 segundos. Apos este processo o tubo coletor foi
substituido e em seguida 500 ul de tampéo tipo 1 foi adicionado a coluna, e uma nova
centrifugacdoa 16 000 x g por 30 segundos realizada. Depois de se descartar o tubo
coletor, a coluna foi colocada em um tubo de 1,5 mL, sendo adicionados 20 ul de agua
ultrapura no centro da membrana da coluna, a qual foi incubada por 1 minuto a

temperatura ambiente e em seguida centrifugada a 16.000 x g por 1 minuto.

4.4.5- Clonagem

Para as amostras em que ndo foi possivel a obtencdo de resultados satisfatorios
através de sequenciamento direto de produtos de PCR, realizou-se a técnica de

clonagem descrita a seguir.

4.4.5.1- Ligacdo, transformacdo e PCR de colbnia

Os produtos de PCR das amostras de cercarias foram clonados com o kit
pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega, EUA) com modificagdes do protocolo do

fabricante. Para a termotransformagédo, um volume de 2pl do produto de ligacdo foi
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transformado em 30ul de células quimiocompetentes de E. coli da linhagem XL1-blue
(Phoneutria, Brasil). As celulas bacterianas potencialmente transformadas foram
incubadas por 1h a 37°C em 500ul de meio liquido Circlegrow® (MP Biomedicals,
EUA) pH 7, com posterior plagueamento das mesmas em meio sélido seletivo
Circlegrow® (MP Biomedicals, EUA), contendo ampicilina (100ug/ml). As placas
foram incubadas a 37°C por cerca de 16h.

A presenca dos insertos de interesse nos plasmideos recombinantes foi
confirmada por meio de uma reacdo de PCR de col6nia, com os primers: M13 foward e
reverso (Tabela 5). Os produtos da amplificacdo foram visualizados ap0s eletroforese de
gel de agarose 1,0% (m/v), com tampdo TAE 0,5x e corado com GelRed® (Biotium,
EUA). Apos a confirmacdo da presenca dos insertos recombinantes, foram inoculados
fragmentos das colénias em tubos de 15 mL (do tipo Falcon) contendo 3ml de meio de
cultura liquido Circlegrow® (MP Biomedicals) com 3ul de ampicilina (100ug/ml) e
incubados aproximadamente 22h, a 37°C, sob agitacdo constante (5.000xQ).

4.4.5.2- Recuperacgdo do DNA plasmidial

O DNA plasmidial foi recuperado através do kit Wizard® Plus Minipreps DNA
Purification System (Promega, EUA). O DNA plasmidial resultante foi eluido em 40ul
de &gua ultrapura. O tubo foi centrifugado a 14.000xg por 1min a temperatura ambiente

e estocado a -20°C.

4.4.6- Sequenciamento de DNA

Os amplicons obtidos foram sequenciados com 0s mesmos primers mencionados
para a amplificacdo, no caso dos amplicons obtidos com os primers Dice 1-F e Dice 11-
R, foram utilizados para o sequenciamento os primers T3(F) e T7(R) (Tabela 5), de
acordo com VAN STEENKISTE et al. (2015). Os produtos da PCR purificados foram
preparados para 0 sequenciamento segundo as recomendacdes da empresa Myleus

Biotechnology (Belo Horizonte, Brasil) (https://www.myleus.com/), sendo

sequenciadas por eletroforese capilar com o sequenciador automatico ABI3730,

utilizando-se polimero BigDye v3.1 e POP7.
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TABELA 5- Primers utilizados para a amplificacdo de fragmentos dos genes COI, 18S e a regido de ITS de amostras de Diplostomoidea
encontradas em moluscos dulceaquicolas em Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.

Primer Sequéncia 5°-3’ Tamanho Uso Gene Condigdes da Referéncia
do PCR
fragmento
(pb)
Dice 1-F ATTAACCCTCACTAAATTWCNTTRGATCATAAG 600 PCR COl 94°c por 2min; 3 ciclos Van Steenkiste et al.
de 94°C por 40s, 51°C 2015 '
por 40s, 72°C por 1min;
5 ciclos de touchdown:
de: 94°C por 40s,
Dice 11-R TAATACGACTCACTATAGCWGWACHAAATTTHCGATC 600 PCR Col 50 °C a 46°C por 40s
(com uma caida de 1°C
por ciclo), 72°C por
1min; 35 ciclos de 94°C
por 40s, 45°C por 40s,
72°C por 1min
T3 ATTACCCCTCACTAAA 600 Sequenciamento  COI Van Steenkiste et al.,
2015
T7 TAATACGACTCACTATA 600 Sequenciamento COl
Plat_ CGTTTRAATTATACGGATC 500 PCRlseq COl 94 °C por 2min; 35 Moszczynska et aly
DiploCOXlF ciclos: 94 °C por 30s, 2009
Plat- AGCATAGTAATMGCAGCAGC 500 PCR/seq COl 50 °C por 30s, 72 °C por
DiploCOX1R 00s
D1-E AGGAATTCCTGGTAAGTGCAAG 1100 PCRI/seq ITS 94 °C por 2min; 35 Galazzo et al., 2002
ciclos: 94 °C por 30s,
D2-R CGTTACTGAGGGAATCCTGG 1100 PCR/seq ITS 50 °C por 30s, 72 °C por
10 min
18S9-S GATCCTGCCAGTAGTCATATGCTTG 500 PCRlseq 18S 94 °C por 2min; 35 Moszczynska et al.
ciclos: 94 °C por 30s, 2009 '
18S637-R TACGCTWYTGGAGCTGGAGTTACCG 500 PCR/seq 18S 50 °C por 30s, 72 °C por
10 min
M13-F CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAC GAC 250 PCR/SGq PL 95°C por 5min, 30 ciclos Boutin-Ganache et al.
a 95°C por 1min, 52°C 2001 '
por
M13-R TCA CAC AGG AAACAGCTATGAC 250 PCR/seq 1min, 72°C por 1min e

72°C por 8min.
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4.4.7- Analises das sequéncias

As sequéncias obtidas para cada espécie foram montadas e editadas com
auxilio do programa ChromasPro versdo 2.0.1 (Technelysium Pty Ltd, Australia), para a
obtencdo de uma Unica sequéncia consenso. Para a pesquisa de similaridade, foram
utilizados os programas Basic Alignment Search Tools (BLAST) do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (National Library
of Medicine, EUA) e do Barcode of Life Data System (BOLDSYSTEMS) do Centre for

Biodiversity Genomics, Canada (http://www.boldsystems.org/). Em seguida, as

sequéncias obtidas foram alinhadas com sequéncias depositadas no GenBank, com
auxilio do programa MEGA 7.0 (KUMAR et al., 2016). Foram consideradas as
sequéncias cogenéricas e as pertencentes ao género mais proximo. Os modelos
evolutivos utilizados para a construcdo das arvores filogenéticas foram determinados
por Bayesian information criterion (BIC) no programa MEGA 7.0, sendo os resultados
obtidos apresentados na Tabela 6. As arvores filogenéticas foram criadas apartir do
algoritmo baseado no meétodo filogenético de Maxima Verossimilhanca (MV)
(FELSENSTEIN, 1981) e Analise Bayesiana (IB). A confiabilidade das analises para
Maxima Verossimilhanga foi medida pela utilizacdo do teste bootstrap com 1000
repeticGes para avaliar a robustez dos ramos das arvores geradas. As analises de 1B
foram realizadas com o programa Mr.Bayes v.3.2.6 usando Markov chain Monte Carlo
(MCMC) para 1.000.000 de geracdes e amostragem a cada 100 geracdes. O periodo de
"burnin” foi estabelecido para os primeiros 25% das arvores amostradas. O suporte dos
nés foi fornecido pela probabilidade posterior. Para a visualizacdo da arvore foi

utilizado o programa FigTree v.1.4.2

TABELA 6- Modelos de substituicdo de nucleotideos utilizados para a construcdo das

arvores filogeneticas.

Diplostomidae Strigeidae
18S Kimura 2-Parameter (K2+G+I) Kimura 2-Parameter (K2+G)
ITS Kimura 2-Parameter (K2+G) General Time Reversible (GTR+R)
COl Tamura Nei (TN93+G+lI) Tamura Nei (TN93+G)
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5. RESULTADOS

5.1- Coletas de moluscos e infeccao por larvas de trematodeos

Um total de 1.340 exemplares de moluscos pertencentes a 9 espécies, sendo, 35
(2,61%) encontrados infectados por larvas de trematodeos. Destes, 6 (0,45%) estavam
positivos para larvas do tipo estrigeocercaria e 29 (2,16%) para outros tipos cercarianos
(cercarias de Spirorchiidae e Echinostomatidae). Para o presente estudo foram
consideradas apenas as estrigeocercarias por ser o tipo cercariano produzido pelos
representantes da superfamilia Diplostomoidea. As informacdes relacionadas ao nimero
de moluscos coletados e infetados por larvas de trematédeos em cada uma das areas e
dias de coletas séo apresentadas na Tabela 7.

Das 9 espécies de moluscos coletados, duas foram encontradas infectadas por
estrigeocercarias: Biomphalaria straminea (Dunker, 1848) e Gundlachia ticaga
(Marcus & Marcus, 1962). A primeira espécie foi encontrada infectada na Lagoa da

Cidade Administrativa, enquanto a segunda espécie na Lagoa do Nado.
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TABELA 7- Exemplares de moluscos coletados e infectados por cercérias durante coletas malacoldgicas realizadas em trés colecfes aquaticas de

Belo Horizonte, MG, entre os meses de maio de 2016 e maio de 2017. Abreviaturas: EST: Estrigeocercaria; OC: Outras cercarias.

Coleta Data Localidade Espécie Coletados Infectados
EST % oC %
1 19/05/2016 Cidade Administrativa Biomphalaria straminea 21 3 14,29 6 28,57
2 08/09/2016 Lagoa da Pampulha  Biomphalaria straminea 108 7 6,48
3 25/10/2016 Lagoa da Pampulha  Biomphalaria straminea 24 1 4,17
Pseudosuccinea columella 2
4 22/11/2016 Lagoa do Nado Biomphalaria straminea 22
Physa marmorata 7
Drepanotrema sp. 2
5 14/03/2017 Lagoa do Nado Gundlachia ticaga 10
Biomphalaria straminea 8
Physa marmorata 14 1 7,14
Pseudosuccinea columella 5
Drepanotrema sp. 12
Potamolitus sp. 9
6 22/03/2017 Lagoa do Nado Gundlachia ticaga 46 1 2,17
Biomphalaria straminea 18 1 5,56
Physa marmorata 28
Potamolitus sp. 22
Melanoides tuberculata 9 1 11,11
Pseudosuccinea columella 2
7 05/04/2017 Lagoa da Pampulha  Biomphalaria straminea 61 6 9,84
Melanoides tuberculata 222
Physa acuta 5
Pomacea sp. 147
8 11/05/2017 Lagoa do Nado Biomphalaria straminea 9
Gundlachia ticaga 493 2 0,41 6 1,22
Physa marmorata 33
Pseudosuccinea columella 1
TOTAL 1.340 6 0,45 29 2,16
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5.2- Espécies de Diplostomoidea identificadas

Os estudos morfoldgicos, experimentais e/ou moleculares realizados a partir de
sete amostras de Diplostomoidea previamente obtidas em moluscos da Represa da
Pampulha e de outras 4 amostras encontradas durante as novas coletas malacologicas
realizadas na Lagoa do Nado e na Lagoa da Cidade Administrativa, revelaram a

presenca de 6 espécies pertencentes a 6 géneros e duas familias destes parasitos.

5.2.1- Familia Diplostomidae

5.2.1.1- Aspectos gerais

Trés espécies de representantes da familia Diplostomidae foram identificadas no
presente estudo. Das 7 amostras previamente coletadas na represa da Pampulha, 6
continham representantes de duas espécies desta familia. Além disso, 4 novas amostras,
incluindo trés espécies que ndo haviam sido previamente coletadas na Represa da
Pampulha, foram obtidas em G. ticaga (1 espécie) coletada na Lagoa do Nado e em B.
straminea (2 espécies) coletadas na Lagoa da Cidade Administrativa. As cercérias
obtidas durante as novas coletas malacoldgicas foram utilizadas para a realizacdo de
estudos experimentais que possibilitaram a obtencdo de estagios evolutivos os quais

auxiliaram na identificacdo de outras duas espécies destes parasitos.

5.2.1.2- Dados moleculares: resultados gerais

Sequéncias nucleotidicas para os trés marcadores (18S, ITS e COIl) avaliados no
presente estudo foram obtidas para todas as amostras de cercérias de Diplostomidae
avaliadas. Estas sequéncias foram comparadas com outras depositadas no GenBank. As
informagdes sobre o nimero de acesso, hospedeiros, estagios evolutivos e localidades
dos parasitos utilizados para a obtencdo destas outras sequéncias utilizadas para as
analises moleculares sdo apresentadas na Tabela 8.

A amplificacdo e sequenciamento da regido parcial do gene 18S possibilitou a
obtencdo de bandas de aproximadamente 600 pb. Sequéncias de boa qualidade foram
obtidas em ambas as dire¢Oes para todas as amostras avaliadas ja na primeira tentativa

de sequenciamento. Fragmentos de 579 pb foram obtidos apos edicdo das sequéncias
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obtidas. E importante salientar que algumas amostras de cercérias amplificadas com os
iniciadores direcionados para 18S, ndo amplificaram com o uso de outros iniciadores
utilizados em nosso estudo. As sequéncias obtidas foram alinhadas e comparadas entre
si e com outras 14 sequéncias depositadas no GenBank (Tabela 8). O alinhamento final
destas sequéncias, apos edicdo das extremidades, resultou na analise de fragmentos com
412 ph. As arvores filogenéticas obtidas (Figura 13) revelaram que as trés espécies de
Diplostomidae avaliadas agruparam-se com representantes dos géneros identificados
por abordagem morfologica e molecular. Destes, apenas uma especie (A. compactum)
apresentou sequéncias idénticas as depositadas no GenBank.

Em relacdo as analises utilizando sequéncias da regido ITS, foram obtidas
sequéncias de boa qualidade foram obtidas na primeira tentativa de sequenciamento
para 9 amostras (64%) das 14 avaliadas. Em outras 4 amostras, verificou-se a presenca
de bandas inespecificas no gel. Embora tentativas de isolamento e purificacdo das
bandas de interesse tenham sido realizadas, o baixo rendimento obtido impossibilitou a
realizacdo de sequenciamento. Para uma outra amostra, ndo foi verificada a
amplificacdo, como pode ser constatado pela auséncia de bandas apds eletroforese dos
produtos de PCR. As amplificacbes por PCR desta regido resultaram em bandas de
aproximadamente 1100 pb. As sequéncias obtidas, em ambas direcfes, para as nove
amostras com sequenciamento de qualidade, apresentaram, apds edicdo, fragmentos
entre 984 pb e 1273 pb. As nove sequéncias obtidas foram comparadas entre si e com
outras 21 sequéncias disponiveis no GenBank (Tabela 8). Apds edicdo das extremidades
das sequéncias alinhadas, foram considerados para as anélises fragmentos de 1057 pb. A
topologia das arvores obtidas por IB e ML (Figura 14) foram semelhantes, sendo
verificado que as trés espécies identificadas agruparam em trés diferentes clados (com
elevado suporte) juntamente com representantes dos mesmos géneros com sequéncias
disponiveis no GenBank. Das trés espécies encontradas, duas (A. compactum e
Hysteromorpha sp.) apresentaram 100% de identidade com amostras depositadas no
GenBank.

A relativa facilidade na obtencdo de sequéncias nucleotidicas de qualidade
adequada verificada com o uso de marcadores nucleares (18S e ITS) para a analise das
amostras avaliadas no presente estudo, ndo foi observada com a utilizagcdo do marcador
mitocondrial COIl. Embora a utilizacdo dos primers Dicel-F e Dice 1-1R tenha
resultado em bandas do tamanho esperado (600 pb) em todas as 14 amostras,

sequenciamentos com qualidade adequada foram obtidas em apenas seis amostras
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(43%). A analise dos eletroferograma da maioria destas amostras que ndo resultaram em
dados de qualidade revelou que o principal fator relacionado ao insucesso no
sequenciamento é a presenca de uma cadeia de 13 nucleotideos de timina denominada
(Poli-T) nas sequéncias no sentido “Forward” (proximo ao nucleotideo 155) e de
adenina (Poli-A) nas sequéncias no sentido “Reverse” (Figura 12). A presenca destas
cadeias resulta em um fendbmeno denominado polymerase slippage, ja relatado para
algumas amostras de Diplostomidae (MOSZCZYNSKA et al., 2009; VAN-
STEENKISTE et al.,, 2015). Em algumas amostras, sequéncias uni-direcionais de
excelente qualidade puderam ser obtidas a partir da anélise das sequéncias no sentido
“Reverse”. Neste caso, fragmentos de 421 pb localizados antes da cadeia poli-A foram
considerados.

Diante da impossibilidade de obtencdo de sequéncias de qualidade com os
primers Dicel-F e Dice 11R, avaliou-se outro par de primers (denominados Plat-Diplo)
para a mesma regido do gene COIl e especificos para a familia Diplostomidae
(MOSZCZYNSKA et al., 2009). De 14 amostras avaliadas com estes primers, foi
possivel obter sequéncias de qualidade para 6 amostras (43%). Ainda assim, ndo foi
possivel a obtencdo de sequéncias de boa qualidade para algumas amostras, sendo
verificado o mesmo problema relacionado a presenca de cadeias de polinucleotideos.
Entre as estratégias discutidas na literatura para solucionar este problema, encontra-se a
utilizacdo de enzimas de alta fidelidade. Assim, avaliamos a performance do
sequenciamento de produtos de PCR utilizando a enzima Phusion® High-Fidelity DNA
Polymerase, como recomendado por VANSTEENKISTE et al. (2015), sendo os
resultados obtidos também insatisfatorios. Por fim, foi realizada a técnica de clonagem,
com a qual se obteve sucesso nos resultados, mesmo com a presenca das cadeias
polinucleotidicas (Figura 12). Com o uso das diferentes abordagens especificadas
acima, foi possivel a obtencao de 7 sequéncias COIl para as 3 espécies de Diplostomidae
avaliadas. Apds edicdo, fragmentos entre 390 pb e 582 pb foram considerados nas
analises. As sequéncias das espécies cogenéricas e 0S géneros mais proximos
verificados para as espécies avaliadas no presente estudo sdo também apresentadas na
Tabela 8. A regido considerada para as analises apos alinhamento apresentou 384 pb. A
arvore filogenética (figura 15) obtida agrupou as espécies encontradas com outras
cogenéricas com um elevado suporte. Apenas uma espécie (A. compactum) apresentou
diferengas moleculares compativeis para uma identificacdo especifica em relagdo a

outras sequéncias depositadas no GenBank e BoldSystem (0-0,9%).

68



..............................................
CICCOOA0TTOTATAAATATATCATIACTAGTCATO0TITTAGCTIATOAFTITIITZIITITTITI|{AX00C000TATTTAAAGG000TTIO0AAAAAITITIZITGCCTITIATIATANL

FIGURA 12- Regides de eletroferogramas de amostras de Diplostomoidea apresentando
caudas poli-nucleotidicas a. Sequenciamento no sentido “Foward”, evidenciando efeito
da presenca de cauda poli-T. b. Sequenciamento no sentido “Reverse” com cauda Poli-
A. c. Sequenciamento no sentido ‘“Foward” por obtido por clonagem. d.
Sequenciamento no sentido “Reverse” obtido por clonagem.
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TABELA 8- Dados sobre as sequéncias parciais dos genes 18s, ITS e COI de trematddeos da familia Diplostomidae depositadas no GenBank,

utilizadas na construcdo das arvores filogenéticas. Informacgdes sobre as sequéncias utilizadas como outgroup (Clinostomum spp.) sdo também

apresentadas. Abreviaturas: C= cercaria, M= metacercéaria, A= adulto, NI= ndo informado.

Espécies Hospedeiros Estagio Localidade NuUmero de acesso no GenBank
evolutivo Col 18S ITS
Austrodiplostomum Dorosoma cepedianum M EUA KT728782
compactum
Biomphalaria obstructa C EUA KT728783 KT728777 KT728776
C EUA KT728771 KT728766
C EUA KT728788 KT728780
Phalacrocorax auritus A EUA KT728781
Thorichthys callolepis M México KM115964
Cichlasoma trimaculatum M México KM115934
Dorosoma cepedianum M EUA KT728799
Phalacrocorax auritus A EUA KR271028
Satanoperca pappaterra M Brasil KR271025
Satanoperca jurupari M Peru KR271027
Menidia beryllina M EUA KU707940
M EUA KU707945
Pomoxis nigromaculatus M EUA KR271029
Diplostomidae sp. Biomphalaria obstructa C EUA KT728774  KT728773
C EUA KT728779
Osmerus mordax M Canada KM538135
Diplostomum baeri Gobio gobio; Oncorhynchus mykiss M Alemanha JX986859 KU725975
Notemigonus crysoleucas; Catostomus M Canada KR271074 GQ292507
Diplostomum huronense comersoni
Diplostomum spathaceum  Gasterosteus aculeatus M Islandia KJ726436
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TABELA 8- Continuagdo

Diplostomum
pseudospathaceum
Diplostomum mergi
Diplostomum phroxini

Diplostomum sp. 2
Diplostomum sp.

Diplostomum sp. 4
Diplostomum sp. 10
Hysteromorpha triloba

Posthodiplostomum sp.

Posthodiplostomum sp. 1
Posthodiplostomum sp. 2
Posthodiplostomum sp. 3
Posthodiplostomum sp. 4
Posthodiplostomum sp. 5
Posthodiplostomum sp. 6

Lymnaea stagnalis; Larus ridibundus

Salmo trutta
Phoxinus phoxinus

Pimephales notatus
Chanodichthys dabryi
NI

Gasterosteus aculeatus
Pimephales promelas
Notropis hudsonius
Catostomus commersoni

Phalacrocorax auritus
Notropis hudsonius
Squalius cephalus
Phalacrocorax auritus
Channa argus
Channa punctatus
Ambloplites rupestres
Lepomis gibbosus

NI

Ardea herodias
Lepomis gibbosus
Larus delawarensis

C: A

>ZIP>ZIZIZIZIZIZIZTIZIP»PZIZIZIZIZIZLELEZIZ LKL

Republica
Tcheca
Alemanha
Reino Unido

Canada
Canada
Noruega
Canada
EUA
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada
Italia
México
Japao
india
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada

JX986907

JX986886

HMO064688
KR271128

KM212043

JF769467
HMO064712
JF769457

HMO064795
HMO064798
HMO064807
HMO064844
HMO064858
HMO064862

KR269766

AY222090

MF398356
AB693170
KF738455

FJ469590

KT186799
KT186788
JF769486

HM064925
HM064927

AB693170

HMO064955

HMO064958
HMO064960
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TABELA 8- Continuacdo

Posthodiplostomum sp. 7
Posthodiplostomum sp. 8
Posthodiplostomum
brevicaudatum

Posthodiplostomum
centrarchi

Posthodiplostomum cuticola

Posthodiplostomum
minimum
Ornithodiplostomum
scardinii
Ornithodiplostomum sp. 1

Ornithodiplostomum sp. 2
Ornithodiplostomum sp. 3
Ornithodiplostomum sp. 4
Ornithodiplostomum sp. 8

Tylodelphys clavata
Tylodelphys excavata

Perca flavescens
Micropterus salmoides
Gasterosteus acuelatus;

Perca fluviatilis
Lepomis gibbosus
Ardea cinerea
Lepomis gibbosus
Planorbis planorbis

Lepomis macrochirus

Scardinius erythrophtalmus

Cyprinidae sp.; Perca flavescens;

Percina caprodes

Physella gyrina; Pimephales notatus

Notemigonus crysoleucas

Pimephales notatus; Pimephales

promelas

Pimephales notatus
Pimephales promelas
Coregonus lavaretus
Planorbarius corneus

o
<

< £ Z0o>» £ < <Z£XLKL

0 ZIXZL

Canada
Canada
Bulgaria

Republica
Tcheca
Bulgaria

Espanha
Eslovaquia
Lituania
EUA

Republica
Tcheca
Canada

Canada
Canada
Canada

Canada
Canada
Alemanha
Republica
Tcheca

HMO064865
HMO064876
KX931420
KX931419
KX931421
KX931422

KX931423
KX931424

HMO064738
KT831368
HMO064754
HM064782

FJ477212

JX986909
KC685344

KY809062

FJ469585

HM064962
KX931440

KX931441

KX931443
HM064936
HM064939
HM064941

HMO064946
JQ665459
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TABELA 8- Continuagdo

Tylodelphys immer
Tylodelphys mashonensis
Tylodelphys scheuringi
Tylodelphys sp.
Tylodelphys sp. 1
Tylodelphys sp. 2
Clinostomum complanatum
Clinostomum marginatum

Salvelinus fontinalis

Clarias gariepinus

Perca flavescens; Ambloplites rupestres
Gobiomorphus cotidianus

Clarias gariepinus

Clarias gariepinus

Heteropneustes fossilis

Lepomis gibbosus; Ardea alba

LKL

=
>

Canada
Tanzania
Canada
Nova Zelandia
Tanzania
Tanzania
india
Canad;
México

KC685328
HMO064912
KU588149
KC685352
KC685358

JF718619

KT186804

FJ469596

KF811012
KJ477679
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— Austrodiplostomum compactum (cercaria) BR

— Austrodiplostomum compactum (KT728777) EUA
631099 4 ustrodiplostomum compactum (KT728781) EUA

67/0.96 | Austrodiplostomum compactum (KT728771) EUA

‘— Austrodiplostomum compactum (metacercaria) BR

o — Diplostomidae sp. (KT728774) EUA

— Posthodiplostomum minimum KY809062) EUA
L Posthodiplostomum sp. 3 (FJ469590) CA

—— Posthodiplostonium nanum BR

| Posthodiplostomium sp. (AB693170) JP

54/0,95

=5 Posthodiplostomum sp. (KF738455) IN

L— Omithodiplostomum sp. 1 (FJ469585) CA

711 Diplostomum pseudospathaceum (KR269766) RT

Hysteromorpha sp. BR
*/1 L__Hyvsteromorpha triloba (MF398356) MX

Diplostomum phoxini (AY222090) RU

90/1 [
e Diplostomum sp. (KM538135) CA

Clinostomum complanatum (KF811012) IN 0003

FIGURA 13- Arvore filogenética inferida por Inferéncia Bayesiana (IB) a partir de sequéncias parciais do gene nuclear 18S rRNA das amostras
da familia Diplostomidae obtidas no presente estudo (em negrito) e sequéncias disponiveis no GenBank. O suporte dos nos ¢ fornecido pelos
valores de bootstrap obtido por Maxima Verosimilhanca (MV) e probabilidade posterior obtidos por IB (MV/IB). Valores <50 e <0,95 séo
representados como -. Valores néo obtidos por MV sdo representados por *.
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Hysteromorpha sp. BR

Hysteromorpha sp. BR
Hysteromoipha sp. BR

991 | Hysteromorpha sp. BR

Hysteromorpha triloba (HM064926) CA
Hysteromorpha triloba (HM064923) CA
Hysteromorpha triloba (HM064927) CA
Hysteromorpha triloba (JF769486) CA

10011 Posthodiplostomum nanwm (M. Experimental) BR
Posthodiplostomum nanum (C.) BR
Posthodiplostomum nanum (M.) BR

Posthodiplostomion sp. 5 (HM064938 CA
r— Posthodiplostomion brevicaudariwon (KX931440) RT
Posthodiplostomwn centrarchi (KX931441) BU
Posthodiplostomwn sp.3 (HM064935) CA
Posthodiplostomum sp.6 (HM064960) CA
hodiplostomion sp.8 (HM064962) CA
nithodiplostomion scardinii (KX931443) RT
ynithodiplostomen sp.2 (HM064939) CA
Orwithodiplostomum sp.3 (HM064941) CA
Ornithodiplostomun: sp.8 (HM064946) CA
1§1/0,04 L Omithodiplostomion sp.1 (HM064936) CA
Posthodiplostomm sp. (AB693170) JA
Austrodiplostomum compactum (M) BR
Austrodiplostomum compactum (C) BR
621 dustrodiplostomum compaction (KT1728782) EUA
Austrodiplostomwn compaction (KT728776) EUA
99/1 || Austrodiplostomum compactin (KT1728766) EUA
Austrodiplostomum compactin (KT728780) EUA
Diplosromidae sp. (KT728773) EUA
Diplostomidae sp. (KT728779) ECA
Tvlodelphys schewingi (FJ469396) CA
Dlodelphys ivmer (KT186804) CA
T — Tvlodelphys clavata (JQ663439) AL
i 7 "‘ — Diplostomum baeri (KUT239735) AL

s (Laoil Diplostomun sp. 10 (KT186788) CA
) _,{LD:;z:?o.sronmm huwonense (GQ292507) CA
8771 L Dilostomum sp. 4 (KT186799) USA
- Clivostomuwmn margination (KI477679) MX
0.08

FIGURA 14- Arvore filogenética inferida por Inferéncia Bayesiana (IB) a partir de
sequéncias da regido transcrita espacadora interna (ITS) das amostras da familia
Diplostomidae obtidas no presente estudo (em negrito) e sequéncias disponiveis no
GenBank. O suporte dos nos é fornecido pelos valores de bootstrap obtido por Maxima
Verosimilhanga (MV) e probabilidade posterior obtidos por IB (MV/IB). Valores <50 e
<0,95 séo representados como -. Valores néo obtidos por MV sdo representados por *.
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54/ Austrodiplostomum compactum BR

Austrodipl compactum BR
Austrodipiostomion compactin(KM113964) MX
Austrodiplostonon compactum (KM113934) MX
Austrodiplostomiwn compaction (KR271025) BR
Austrodipiostomion compactwm (KR271023) EUA
b Austrodipiostomwm compaction (KR271027) PE
Ausvodiplostomum compactun (KR271028) EUA
Austrodiplostomum compactwn (KT728799) EUA
L duserodiplostomion compaction (KT728788) EUA
| 10071 Austrodiplostomum sp. KR271029 EUA

| -1 Austrodiplostomion sp. 2 (KUT07940) EUA
[.-iz::tmd:}.via:mmimz sp. 2 (KUT07943) EUA

f_-"fﬂzde[_z:k}s sp. (KU388149) NZ
Nlodelpiys schewringl (HVM064912) CA
100/1 [ Hysteromorpha triloba IT

Hysteromorpha triloba (222712) IT
Hysteromorpha triloba CA
Huysteromorpha triloba (JF769467) CA

wriloba (HM064712) CA

99/1

93/0,99

Hysteromorph

94/1 Hysteromorpha triloba (JE769437) CA
Hysteromorpha sp. NNG-BR
*1 Hysteromorpha sp. MIG-BR
Hysteromorpha sp. MG-BR
n Hysteromorpha sp. PA-BR
Diplostomum huronense (KR271074) CA
Diplostonnion spathacewn (KI726436) IS
Diplostomum pseudosparhacewm (JX986907) CZ
Diplostomin mergi (JN986886) AL
2 Dipiostoron sp. 15 (KR271128) CA
—,/,I_'i Diplostomum baeri (JX986839) AL
Dipiostomion sp. 2 (HM064688) CA
Diplostomwn sp. (KM212043) NO
-/- Posthodipl nanum BR
100/1~ Posthodiplostomion brevicaudatwn (KX931419) RT
Posthodiplostomum brevicaudation (KX931420) BG
Posthodiplostomon centrarchi (KX931421) BG
Posthodipiostomwn centrarchi (KX931422) ES
Posthodiplostonon centrarchi (KX931423) SL
Posth lostomum sp. 3 (HM064807) CA
Posthodiplostomum cuticola (KX931424) LT
N 99/1r= Posthodiplostomun sp.1 (HM064793) CA
- Posthodiplostonn sp. 2 (HM064798) CA
Posthodiplosromum sp. 4 (HM064844) CA
Posthodiplostormwn sp. 3 (HM064838) CA
Posthodiplostomum sp. 6 (HM064862) CA
Posthodiplostomun sp.7 (HM064863) CA
lostomunt sp. 8 (HM064876) CA
89/, ostomion sp. 2 (KT831368) CA
—~ Ornithodiplostomum sp. 2 (HM064734) CA
/0.96 Omiithodiplostomuwm sp. 4 (FI477212) CA
10.9124 iiplostonnieom sp. 3 (HM064782) CA
- Lodiplostomum sp. 1 (HM064738) CA
Rilodelphys mashonensis (KC683328) TZ
Rlodelplas sp. 2 (KC683338) TZ
Dvlodelphys excavara (KC683344) CZ
Rlodelphys clavara (TX986909) AL
Tvlodelphys sp. 1 IKC683352) TZ
YV~ Clinosromiwn marginatwn (JE718619) CA
0.2

FIGURA 15- Arvore filogenética inferida por Inferéncia Bayesiana (IB) a partir de
sequéncias do gene citocromo ¢ oxidase subunidade | (COIl) das amostras da familia
Diplostomidae obtidas no presente estudo (em negrito) e sequéncias disponiveis no
GenBank. O suporte dos nos é fornecido pelos valores de bootstrap obtido por Maxima
Verosimilhanga (MV) e probabilidade posterior obtidos por IB (MV/IB). Valores <0,95

e <50 séo representados como -. Valores ndo obtidos por MV séo representados por *.
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5.2.1.3- Caracterizacdo das espécies encontradas

5.2.1.3.1- Hysteromorpha sp.

5.2.1.3.1.1- Posi¢do taxonémica

Filo: Platyhelminthes
Subfilo: Neodermata
Classe: Trematoda
Subclasse: Digenea
Ordem: Strigeidida
Subordem: Strigeata
Superfamilia: Diplostomoidea Poirier, 1886
Familia: Diplostomidae Poirier, 1886
Subfamilia: Diplostominae Poirier, 1886
Género: Hysteromorpha Lutz, 1931

Espécie: Hysteromorpha sp.

Primeiro hospedeiro intermediério: Biomphalaria straminea.
Localidades: Lagoa da Pampulha (amostras previamente coletadas) e Lagoa da Cidade

Administrativa, Belo Horizonte, MG.

5.2.1.3.1.2- Caracterizacdo morfoldgica e morfométrica

Cercaria: larva do tipo distoma, longifurcada, faringeada (Figura 16a, 16b).
Corpo alongado, com dois pares de glandulas de penetracdo, sendo um par localizado na
regido pré-acetabular e outro par com disposicdo para-acetabular. Orgdo anterior
ovalado, seguido de uma faringe muscular. Esdfago presente, cecos intestinais que se
bifurcam na regido anterior a ventosa ventral e ndo se estendem até a parte posterior do
corpo. Ventosa ventral localizada na segunda metade do corpo. Tronco caudal sem
corpos caudais. Quando em posi¢ao de repouso 0 COrpo cercariano apresenta-se curvado
ventralmente. As medidas das cercarias de Hysteromorpha sp. do presente estudo séo
apresentadas na Tabela 9.
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FIGURA 16- Hsyteromorpha sp. (a) Cercaria emergida de Biomphalaria straminea
naturalmente infectada coletada na Lagoa da Pampulha, Belo Horizonte, Minas Gerais,
Brasil. (b) Detalhe do corpo cercariano. (c) Metacercéria obtida experimentalmente em
Poecilia reticulata aos 70 dias de infeccdo. Escalas: 100 um (a), 25 um (b), 200 pum (c).
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5.2.1.3.1.3- Estudos experimentais

Cinco exemplares de P. reticulata foram expostos a cercarias de Hysteromorpha
sp. Apos uma semana de infeccdo, 2 exemplares foram examinados, contudo,
apresentavam-se negativos. Outros 3 exemplares foram examinados ap6s 70 dias de
infeccdo, tendo sido verificada a presenca de 8 metacercarias livres na musculatura de
um dos peixes experimentalmente infectados.

Estas metacercéarias (Figura 16c) apresentam corpo piriforme, dividido em duas
partes, sendo a regido anterior do corpo ovalada e a posterior conica. Na regido anterior
pode-se evidenciar um par de pseudoventosas, localizadas uma em cada lado da ventosa
oral. Faringe pequena, ventosa ventral bem desenvolvida, proxima a bifurcacdo dos
cecos intestinais. Orgdo tribocitico bem desenvolvido, longitudinalmente alongado,
localizado na metade do corpo. Os cecos intestinais sdo bastantes evidentes, se iniciando
na regido anterior a ventosa ventral e se estendendo até a parte posterior do corpo. Os
0rgdos genitais ainda ndo se encontravam bem diferenciados na maioria dos exemplares

avaliados. As medidas das metacercarias obtidas sdo apresentadas na Tabela 10.

TABELA 9- Medidas (em pm) das cercérias de Hysteromorpha sp. encontradas em
Biomphalaria straminea em Belo Horizonte, e dados relatados para larvas de

Hysteromorpha triloba por outros autores. Abreviaturas: Co= comprimento, L= largura.

Espécies Hysteromorpha sp. Hysteromorpha triloba H. triloba
Localidade Brasil EUA Brasil
Referéncia Presente estudo Hugghins, 1954 Pinto, 2013
Hospedeiro Biomphalaria straminea Gyraulus hirsutus B. straminea

Corpo Co 187 + 18 (137-206) 196 (168-221) 175 + 15 (143-205)
L 51 + 11 (34-69) 45 (41-50) 44 + 4 (37-53)
Cauda Co 231 + 26 (192-274) 237 (226-260) 236 + 16 (205-266)
L 37 + 6 (27-48) 36 (28-42) 38 £ 3 (33-47)
Orgdo anterior  Co 32 £7 (14-41) 50 (42-53) 46 £ 5 (33-58)
L 27+ 5 (21-34) 24 (20-28) 26 +1 (23- 28)
Ventosa ventral Co 30£5(27-41) 18 (17-20) 18 +1 (17-20)

L 28 + 8 (21-41) — 18 + 2 (15-23)
Furcas Co 221 + 15 (205-267) 216 (196-227) 213 + 15 (184-239)
L 16 + 4 (14-27) — 22 + 3 (17-27)
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TABELA 10- Dados morfométricos de metacercarias de Hysteromorpha sp. obtidas
experimentalmente de Poecilia reticulata, e medidas relatadas para Hysteromorpha

triloba por outros autores. Abreviaturas: Co= comprimento, L= largura.

Espécie Hysteromorpha sp. H. triloba H. triloba
Referéncia Presente estudo Hughes, 1929 Huggins, 1954
Localidade Brasil EUA EUA
Hospedeiros Poecilia reticulata Ameirus melas  Poecilia reticulata
Corpo Co 822+ 157 (617-1097) 810 1,52
L 551 + 62 (494-686) 475 45
Ventosa oral Co 57 + 12 (48-82) 25 —
L 54 + 13 (41-69) 67 —
Ventosa ventral  Co 37 £ 9 (27-55) 76 —
L 36 + 11 (21-55) — —
Faringe Co 37 + 7 (34-48) 45 —
L 31 + 4 (27-34) 33 —

Orgdo tribocitico Co 273 + 38 (206-315) — —
L 1334 (130-137) — —
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5.2.1.3.1.4- Estudos moleculares

A andlise molecular realizada a partir de sequéncias parciais do gene 18S
revelou proximidade entre a amostra brasileira de Hysteromorpha sp. com um isolado
de H. triloba obtido no México, sendo verificada diferenca molecular de 0,3% (Tabela
11). Além disso, as sequéncias de Hysteromorpha spp. diferem significativamente de
Posthodiplostomum spp. (1,2-1,5%), Austrodiplostomum spp. (2,1%), Diplostomum spp.
(1,8-2,4%) e Ornithodiplostomum (1,2%). A arvore filogenética obtida através da
analise de sequéncias 18S é apresentada na Figura 13 e revela o agrupamento, com um
significativo suporte, entre nossa amostra de Hysteromorpha sp. e H. triloba. Estes
isolados se encontram em um clado distinto em relacdo as espécies dos géneros listados
acima. As sequéncias obtidas para o marcador ITS também corroboraram a
identificacdo de Hysteromorpha sp., que se agrupou em um mesmo clado com isolados
de H. triloba do Canadéa (Figura 14). Nao foram verificadas diferencas moleculares para
este marcador entre Hysteromorpha sp. e H. triloba, sugerindo coespecificidade. A
comparagdo com outros géneros considerados nas analises revelou que Hysteromorpha
spp. apresentam-se em um clado distinto com significativas diferencas em relacdo a
espécies do género Diplostomum (13,1 -15,5%) (Tabela 12).

Os resultados obtidos com a analise das sequéncias COIl ndo suportaram a
coespecificidade entre Hysteromorpha sp. e H. triloba sugerida pelo uso de marcadores
nucleares. As amostras de Hysteromorpha spp. agruparam-se em um clado distinto em
relacdo a outros diplostomideos considerados nas analises (Figura 15). Contudo, as
amostras de Hysteromorpha se separaram em 3 subclados (com significativo suporte) de
acordo com a area geografica dos parasitos. Os dados de comparacdo pareada entre as
sequéncias de Hysteromorpha spp. e Diplostomum spp. sdo apresentados na Tabela 13.
As diferencas verificadas entre os isolados brasileiros aqui identificados como
Hysteromorpha sp. foram de 0,0-0,9%. Valores semelhantes foram verificados entre
isolados de H. triloba da América do Norte (0,9-1,7%) e da Europa (0,3%). Os
resultados sugerem que Hysteromorpha sp. do Brasil é uma espécie criptica, tendo em
vista as diferencas moleculares em relagdo aos isolados de H. triloba do Canada (6,0-
6,3%) e Italia (8,3-8,6%). Entre estes isolados identificados como H. triloba, foram
verificadas diferencas de 6,9-8,3%, sugerindo que também sdo espécies diferentes. A
diferenga entre as especies do género Diplostomum e Hysteromorpha foi de 11,7-
18,3%.
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TABELA 11- Estimativas de divergéncia evolutiva (distancia p ndo-corrigida, expressa em porcentagem) entre sequéncias parciais do gene 18S

rRNA obtidas para trés espécies de trematddeos da familia Diplostomidae obtidas no presente trabalho (em negrito) e sequéncias disponiveis no

GenBank para espécies relacionadas.

00N O, WN PR

ol el )
~No UM WNREO

Austrodiplostomum compactum (Cercaria) BR

1

Austrodiplostomum compactum (Metacercaria) BR 0,0

Austrodiplostomum compactum (KT728777) EUA
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TABELA 12- Estimativas de divergéncia evolutiva (distancia p ndo-corrigida, expressa em porcentagem) entre sequéncias da regido espacadora

transcrita interna (ITS) de Hysteromorpha sp. obtidas no presente estudo (em negrito) e sequéncias disponiveis no GenBank para Hysteromorpha

triloba, Diplostomum spp. e Diplostomidae sp.
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TABELA 13- Estimativas de divergéncia evolutiva (distancia p ndo-corrigida, expressa em porcentagem) entre sequéncias parciais do gene
mitocondrial citocromo ¢ oxidase subunidade I (COIl) de Hysteromorpha spp. obtidas no presente estudo (em negrito) e sequéncias de

Diplostomum spp. disponiveis no GenBank.

Hysteromorpha sp. MG-BR
Hysteromorpha sp. MG-BR
Hysteromorpha sp. MG-BR
Hysteromorpha sp. PA-BR
Hysteromorpha triloba (JF769467) CA
Hysteromorpha triloba (HM064712) CA
Hysteromorpha triloba CA
Hysteromorpha triloba (JF769457) CA

9 Hysteromorpha triloba IT

10 Hysteromorpha triloba (222712) IT

11 Diplostomum baeri (JX986859) AL

12 Diplostomum huronense (KR271074) CA
13 Diplostomum mergi (JX986886) AL

14 Diplostomum pseudospathaceum (JX986907) RT
15 Diplostomum spathaceum (KJ726436) IS
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17 Diplostomum sp. 2 (HM064688) CA

18 Diplostomum sp. 15 (KR271128) CA
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5.2.1.3.2- Posthodiplostomum nanum Dubois, 1937

5.2.1.3.2.1- Posi¢do taxonémica

Filo: Platyhelminthes
Subfilo: Neodermata
Classe: Trematoda
Subclasse: Digenea
Ordem: Strigeidida
Subordem: Strigeata
Superfamilia: Diplostomoidea Poirier, 1886
Familia: Diplostomidae Poirier, 1886
Subfamilia: Crassiphialinae Sudarikov, 1960
Género: Posthodiplostomum Dubois, 1936

Espécie: Posthodiplostomum nanum Dubois, 1937

Hospedeiro intermediario: Gudlachia ticaga.
Localidade: Lagoa do Nado, Belo Horizonte, MG.

5.2.1.3.2.2- Caracterizacdo morfoldgica e morfométrica

Cercéria: Larva do tipo monostoma, longifurcada, faringeada, com ocelos
pigmentados (Figura 17a e 17b). Corpo alongado com ocelos na regido mediana, trés
pares de glandulas de penetracdo localizadas na metade posterior do corpo. Orgéo
anterior ovalado. Na posi¢do de repouso a cercaria mantém o corpo curvado e as furcas
ficam dispostas em um angulo de 90° em relacdo ao tronco caudal. As medidas das
cercarias sdo apresentadas na Tabela 14 juntamente com medidas de larvas semelhantes

descritas por diferentes autores.
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FIGURA 17- Posthodiplostomum nanum: (a) Cercaria emergida de Gundlachia ticaga
coletada no Parque Lagoa do Nado, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. (b) Detalhe
do corpo da cercéria. (c) Metacercaria recuperada na cavidade corporal de Poecilia
reticulata infetado experimentalmente. (d) Parasito adulto recuperado em camundongo

experimentalmente infectado. Escalas: 100 pm (@), 50 pm (b) e 200 um (c, d).
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5.2.1.3.2.3- Estudos experimentais

Metacercarias (Figura 17c) foram obtidas com sucesso em P. reticulata
experimentalmente infectados. Cistos foram encontrados na cavidade corporal dos
peixes, sendo verificada uma intensidade média de infeccdo de 10,4 (5-17)
metacercéarias. As metacercérias obtidas apresentam corpo dividido em duas partes, com
a regifo anterior ovalada e a posterior claviforme. Orgéo tribocitico ovalado, com uma
fenda mediana. Ventosa oral subterminal. Faringe pequena. Ventosa ventral pequena,
localizada anteriormente ao 6rgdo tribocitico. Os primoérdios dos érgdos genitais ainda
ndo estdo completamente diferenciados em todas as metacercarias. As medidas das
metacercarias obtidas experimentalmente no presente estudo sdo comparadas com as
relatadas para Posthodiplostomum spp. por diferentes autores (Tabela 15).

Em relacdo as tentativas de infeccdo experimental de hospedeiros definitivos,
um parasito adulto (Figura 17d) foi recuperado no terco posterior do intestino delgado
de um dos camundongos infectados. A infec¢do de G. g. domesticus ndo resultou em
sucesso. O adulto apresenta o corpo dividido em duas regides. Ventosa oral subterminal,
muscular. Faringe muscular, menor que a ventosa oral. Es6fago ausente. Cecos
intestinais estendendo-se até a regido posterior do corpo. Ventosa ventral presente,
maior que a ventosa oral. Orgdo tribocitico pos-acetabular e pré-testicular. Dois
testiculos, o anterior ovalado e o posterior reniforme, ocupando quase toda a largura do
corpo. Ovario pequeno, poés-acetabular, ao lado do testiculo anterior. Vitelaria
localizada na regido anterior do corpo ao redor da ventosa ventral e do érgdo tribocitico.
Bolsa copuladora e poro genital presentes, localizados na regido posterior do corpo. O
exemplar recuperado ainda ndo apresentava ovos. As medidas do adulto obtido em

camundongo sdo apresentadas na Tabela 16.
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TABELA 14- Dados morfométricos das cercarias de Posthodiplostomum nanum
encontradas em Gundlachia ticaga em Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, e dados
relatados por outros autores para Posthodiplostomum spp. na América do Sul.

Abreviaturas: Co= comprimento, L= largura.

Espécies Posthodiplostomum nanum  P.nanum  Posthodiplostomum sp.
Referéncia Presente estudo Ostrowski de Rittosa et al., 2013
Nufez, 1973
Localidade Brasil Argentina Argentina
Hospedeiro Gundlachia Uncancylus Anysancylus
ticaga concentricus obliquus
Corpo Co 155 £ 6 (144-164) 148-190 219,8 (192-240)
L 22 +£2(14-21) 32 44,6 (38-58)
Orgéo anterior Co 14 + 2 (14-21) — —
L 14+ 2 (14-21) — —
Tronco caudal Co 180 + 29 (137-213) 190-243 307,7 (221-365)
L 20 £ 8 (7-34) 21 35,5 (19-48)
Furcas Co 184 + 13 (144-206) 190-212 244,8 (182-317)
L 9+5 (7-27) 10 21,6 (10-29)
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TABELA 15- Dados morfométricos de metacercarias de Posthodiplostomum nanum

obtidas experimentalmente de Poecilia reticulata e medidas de Posthodiplostomum spp.

relatadas em peixes na América do Sul por diferentes autores. Abreviaturas: Co=

comprimento, L= largura.

Espécies P. nanum P. nanum Posthodiplostomum sp.
Reférencia Presente estudo Pinto & Melo, 2012 Rittosa et al., 2013
Localidade Brasil Brasil Argentina
Hospedeiro Poecilia reticulata Poecilia reticulata Galaxias maculatus
Corpo Co 820+ 78(686-932) 1.049 +83(911-1.117) 672 (566-777)
L 282+43(206-391) 478 £ 28 (447-516) 194,8 (134-278)
Regido anterior Co 541+63(439-617) — 291,8 (240-346)
L 281+ 44 (206-391) — —
Regido posterior  Co 279 £ 39 (199-357) — —
L 174+ 37 (117-247) — —
Ventosa oral Co 3214 (27-41) 43 +£5 (38-51) 37,3 (29-43)
L 31 +6(21-41) 39 + 4 (34-43) 26,0 (19-34)
Ventosa ventral Co 37 £ 5 (27-48) 60 + 15 (43-77) 40,4 (34-48)
L 37 +5(27-48) 63 + 13 (48-77) 30,8 (22-41)
Faringe Co 26+5(21-34) — 25,4 (14-31)
L 25 +5(21-34) — 20,2 (10-29)
Orgdo tribocitico Co 78 + 11 (62-103) 176 £ 20 (150-205) 77,8 (62-96)
L 90+13(69-117) 184 + 20 (157-205) 87,5 (60-125)
Testiculo anterior Co 46 + 15 (27-82) — 53,3 (38-74)
L 41+10(27-62) — 58,6 (38-79)
Testiculo posterior Co 60 + 14 (34-75) — 62,4 (43-74)
L  47+15(27-69) — 73,7 (48-113)
Oviério Co 21+4(14-28) — 24,9 (19-34)
L 25+ 8 (21-41) — 29,4 (19-53)
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TABELA 16- Dados morfométricos de Posthodiplostomum nanum obtido experimentalmente em camundongos e medidas de

Posthodiplostomum spp. relatados por diferentes autores na América do Sul. Abreviaturas: Co= comprimento, L= largura.

Espécie P.nanum P.nanum  P.nanum P. nanum P. nanum Posthodiplostomum sp. P.grande P. macrocotyle P. microsicya
Referéncia Presente Dubois Ostrowski  Digiani (2000) Pinto et al. Ritossa et al. (2013)  Dubois, Brandéo et al. Dubois
estudo (1970) de Nufiez (2013d) (1938) (2013) (1938)
(1973)
Localidade Brasil Brasil Argentina Argentina Brasil Argentina Brasil Brasil Brasil
Hospedeiro Mus Butoride Patos Plegadis chihi ~ Butorides striata Gallus gallus Butorides Spheniscus Botaurus
musculus s striata domesticus striata magellanicus pinnatus
Corpo Co 816 “Até 551-636 436 (396-483) 1.021 (751-1256) 1.022(852-1193) 1.620-2.250 1.192-1.529 1.630-1.950
950~
L 336 — — — 499 (280-669) 475,7 (398-540) — — —
Regido Co 343 250-540 391-477 279 (237-333) — 590,3 (499-624) 960-1.560 745-894 1.100-1.400
anterior
L 274 140-160 233-254 189 (159-222) — — — 317-425 350-380
Regido Co 473 160-410 190-243 157 (116-193) — 466,8 (384-595) 720-930 447-635 530-570
osterior
P L 336 90-380 148-159 142 (97-179) — — — 259-386 220-240
Ventosa Co 34 26-60 37-40 27 (24-39) 54 (45-62) 56,4 (48-67) 55-75 57-72 18
oral L 34 24-47 32-27 25 (19-34) 50 (42-53) 48 55-83 59-75 18
Ventosa Co 48 24-46 40-43 32 (29-36) 52 (42-62) 57 (41-67) 82-100 84-102 40
ventral L 48 30-60 45-54 54 (42-67) 70,8 (53-96) 95-105 69-98 53-54
Faringe Co 27 24-54 27-29 27 (26-31) 52 (42-58) 40,8 (29-48) 65-75 54-65 23-29
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TABELA 16- Continuagao...

Espécie P.nanum P.nanum  P.nanum P. nanum P. nanum Posthodiplostomum sp. P.grande P. macrocotyle P. microsicya
L 21 18-46 21-27 18 (14-31) 32 (25-40) 37,2 (29-38) 55-83 33-47 15-18
Orgao. Co 137 43-76 72-116 60 (55-70) 128 (96-171) 110 (77-154) 290-400 215-224 200-230
Tribocitico
L 103 60-96 62-64 146 (82-197) 164,4 (134-221) 200-405 174-226 200-230
Testl’c_ulo Co 41 45-145 78-91 40 (31-53) 182 (116-266) 1495 (77-211) 160-230 108-163 145-160
superior
L 69 55-165 43-54 99 (53-133) 246 (130-341) 171,1 (67-221) 170-275 102-173 180
Testiculo Co 171 55-175 43-54 34 (27-43) 64 (48-102) 146,7 (86-202) — 135-286 215-220
inferior
L 103 82-186 116-148 89 (51-120) 103 (68-130) 353,8 (307-403) — 207-334 210
Ovario Co 41 24-73 27-48 36 (24-48) 143 (48-205) 82,1 (67-96) 170 52-76 72
L 48 29-120 40-54 54 (48-67) 166 (82-239) 110,9 (96-125) 100 43-72 90
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5.2.1.3.2.4- Estudos moleculares

Os resultados obtidos pela andlise do fragmento do gene 18S utilizado no
presente estudo ndo possibilitou uma separacdo evidente entre P. nanum e outras
especies dos géneros Posthodiplostomum e Ornithodiplostomum. A arvore filogenética
obtida com este marcador é apresentada na Figura 13 e a comparacao pareada entre as
sequéncias obtidas no presente estudo e outras disponiveis no GenBank se encontra na
Tabela 11. Foi verificado que a diferenga entre P. nanum e Posthodiplostomum spp.
variou entre 0,0-1,2%, sendo as sequéncias aqui obtidas idénticas a um isolado de
Posthodiplostomum sp. do Japédo, e diferindo em apenas 1 nucleotideo de isolados do
Canadd, Inglaterra e EUA. Além disso, ndo foram verificadas diferencas em relacdo a
Ornithodiplostomum sp. 1. Considerando-se outros géneros, diferenca significativas
foram encontradas entre P. nanum e Austrodiplostomum spp. (1,2%), Diplostomum spp.
(2,1-2,7%) e Hysteromorpha spp. (1,5%). Nenhuma das amostras deste grupo se
agruparam nos clados correspondentes aos outros géneros avaliados.

Os dados moleculares obtidos com o uso de sequéncias ITS permitiram uma
melhor resolucdo em relacdo as espécies do género Posthodiplostomum. A arvore
filogenética obtida (Figura 14) demonstra que as duas sequéncias de P. nanum do Brasil
sdo idénticas, ndo existindo sequéncias semelhantes depositadas no GenBank. Esta
amostra agrupou-se em um mesmo clado com Posthodiplostomum sp. 5 do Canada,
contudo, a diferenca entre estes isolados é de 6,0%, sugerindo que Sdo espécies
distintas. As sequéncias obtidas para P. nanum diferem significativamente das outras
espécies de Posthodiplostomum (6,0-9,3%), Ornithodiplostomum spp. (7,7-8,3%) e de
M. pricei (6,7%) (Tabela 17). Os resultados das andlises filogenéticas utilizando-se a
regido ITS sugere fortemente a parafilia do género Posthodiplostomum. A diferenca
entre P. nanum e as diferentes espécies de Posthodiplostomum consideradas em nossa
analise foi de 6,0-9.3%. Curiosamente, a diferenca interespecifica conhecida para
especies de Ornithodiplostomum, género relacionado e monofilético de acordo com as
nossas analises, é significativamente inferior (0,0-2,1%). Foi verificado agrupamento de
M. pricei, anteriormente identificado com Posthodiplostomum sp. 6, em um clado, com
significativo suporte, juntamente como Posthodiplostomum sp. 8 e P. centrarchi. A
diferenca verificada para a regido ITS entre as espécies presente neste clado (0,9-1,7%)

sugere fortemente que se trata de espécies cogenéricas. Uma outra espécie, P.
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brevicaudatum difere 3.2% de M. pricei e 3.6% de P. centrarchi, sendo possivel que
pertencam a um mesmo género.

Os resultados obtidos com a andlise de sequéncias COI revelaram que nossa
amostra de P. nanum agrupou-se em um clado contendo varias amostras de
Posthodiplostomum spp., além de M. pricei e Ornithodiplostomum spp. (Figura 15).
Contudo, as relagBes entre as espécies dentro deste clado ndo foram bem resolvidas,
exceto para Ornitodiplostomum spp., e Posthodiplostomum sp. 1 e Posthodiplostomum
sp. 2 que se agruparam com um significativo suporte. Uma outra consideracdo
importante é que a espécie tipo do género, P. cuticola, ndo se agrupou neste clado,
corroborando os resultados obtidos pela anélise de sequéncias ITS no que diz respeito a
parafilia do género. O isolado de P. nanum do presente estudo apresentou diferencas de
13,1-20,1% em relacdo aos outros isolados de Posthodiplostomum. Além disso, esta
espécie difere de Ornithodiplostomum spp. (13,1-15,3%) e de M. pricei (14,3%).

Em relacdo aos outros tdxons utilizados nas analises moleculares, verificou-se
que os isolados de P. brevicaudatum da Bulgaria e da Republica Tcheca se agruparam
em um mesmo clado e a diferenca intraespecifica foi de 1,9%. Do mesmo modo, P.
centrarchi da Bulgéaria, Espanha, Eslovaquia e Canada agruparam-se no mesmo clado
sem diferencas intraespecificas. Posthodiplostomum sp. 1 e Posthodiplostomum sp. 2,
ambos do Canada apresentaram diferencas de 3,2%. As outras sequéncias usadas na
construcdo da arvore (Posthodiplostomum cuticula, Posthodiplostomum sp. 4,
Posthodiplostomum sp. 5, M. pricei, Posthodiplostomum sp. 7 e Posthodiplostomum sp.
8) ndo se agruparam com nenhum dos isolados avaliados, sendo diferengas de 14,3-
20,1% verificadas entre estas espécies. Em relacdo a Ornithodiplostomum spp.,
verificou-se a formacdo de 3 clados, um, formado pelos dois isolados de
Ornithodiplostomum sp. 2 do Canada, com uma diferenca intraespecifica do 3,5%, outro
formado por Ornithodiplostomum sp. 3 e Ornithodiplostomum sp. 4, também do
Canada, com 10,2% de diferenca intraespecifica. Ornithodiplostomum sp. 1 ndo se

agrupou com nenhum outro isolado.
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TABELA 17- Estimativas de divergéncia evolutiva (distancia p ndo-corrigida, expressa em porcentagem) entre sequéncias da regido espacadora

transcrita interna (ITS) de Posthodiplostomum nanum obtidas no presente estudo (em negrito) e dados disponiveis no GenBank para

Posthodiplostomum spp., Ornithodiplostomum spp. e Mesoophorodiplostomum pricei.

Posthodiplostomum nanum (Experimental) BR
Posthodiplostomum nanum (Cercéria) BR
Posthodiplostomum nanum (Metacercaria) BR
Posthodiplostomum brevicaudatum (KX931440) BG
Posthodiplostomum centrarchi (KX931441) BG
Posthodiplostomum sp. (AB693170) JP
Posthodiplostomum sp. 3 (HM064955) CA
Posthodiplostomum sp. 5 (HM064958) CA

9 Mesoophorodiplostomum pricei (HM064960) CA
10 Posthodiplostomum sp. 8 (HM064962) CA

11 Ornithodiplostomum scardinii (KX931443) RT
12 Ornithodiplostomum sp. 1 (HM064936) CA

13 Ornithodiplostomum sp. 2 (HM064939) CA

14 Ornithodiplostomum sp. 3 (HM064941) CA

15 Ornithodiplostomum sp. 8 (HM064946) CA

O NO Ol WDN PP

1

0,0
0,0
7,1
7,1
9,3
7,0
6,0
6,7
6,9
7,9
7,8
7,7
7,7
8,3

2

0,0
7,1
7,1
9,3
7,0
6,0
6,7
6,9
79
7,8
7,7
7,7
8,3

3 4

7,1

7,136
9,36,1
7,0 35
6,0 5,6
6,7 3,2
6,9 3,1
79 4,1
7,8 4,2
7,744
7,744
8,349

5

7,3
0,1
5,7
1,7
1,6
4,6
4,2
4,6
4,6
51

6 7

7,1

8,3 5,6
7,316
6,9 15
7,0 4,5
6,9 4,1
7545
7,545
7,9 5,0

8 9 10 11 12 13 14

5,4

5709

7,4 4,038

7,03,535/1,0
71403809 1,7
714038091700
7846441132113 13
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TABELA 18- Estimativas de divergéncia evolutiva (distancia p ndo-corrigida, expressa em porcentagem) entre sequéncias parciais do gene

citocromo c¢ oxidase (COIl) de Posthodiplostomum nanum obtidas no presente estudo (em negrito) e dados disponiveis no GenBank para

Posthodiplostomum spp., Ornithodiplostomum spp. e Mesoophorodiplostomum pricei.

O ~NO O WN P

Posthodiplostomum nanum BR

. brevicaudatum (KX931419) RT

. brevicaudatum (KX931420) BG

. centrarchi (KX931421) BG

. centrarchi (KX931422) SP

. centrarchi (KX931423) SL

P. cuticola (KX931424) LT
Posthodiplostomum sp. 1 (HM064795) CA
Posthodiplostomum sp. 2 (HM064798) CA
Posthodiplostomum sp. 3 (HM064807) CA
Posthodiplostomum sp. 4 (HM064844) CA
Posthodiplostomum sp. 5 (HM064858) CA
M. pricei (HM064862) CA
Posthodiplostomum sp. 7 (HM064865) CA
Posthodiplostomum sp. 8 (HM064876) CA
Ornithodiplostomum sp. 1 (HM064738) CA
Ornithodiplostomum sp. 2 (KT831368) CA
Ornithodiplostomum sp. 2 (HM064754) CA
Ornithodiplostomum sp. 3 (HM064782) CA
Ornithodiplostomum sp. 4 (FJ477212) CA

U U U U

16,2
15,6
16,2
16,2
16,2
17,5
14,3
13,1
15,9
15,0
19,1
14,3
15,9
20,1
15,3
11,8
13,1
14,3
13,7

1,9
16,2
16,2
16,2
22,9
19,7
18,5
15,9
18,2
19,1
15,6
18,5
19,4
16,2
14,6
13,7
15,0
15,0

16,2
16,2
16,2
22,9
18,5
17,8
15,9
18,2
17,8
15,0
17,8
18,5
16,2
13,7
12,7
14,0
14,3

0,0

0,0
18,8
16,2
15,6

1,0
15,0
16,2
17,5
18,5
16,9
15,0
16,6
15,0
16,2
17,2

0,0
18,8
16,2
15,6

1,0
15,0
16,2
17,5
18,5
16,9
15,0
16,6
15,0
16,2
17,2

18,8
16,2
15,6

1,0
15,0
16,2
17,5
18,5
16,9
15,0
16,6
15,0
16,2
17,2

17,8
15,6
18,5
14,3
22,3
21,7
19,7
19,4
19,7
18,2
17,8
18,8
18,8

3,2
15,6
16,9
17,2
16,6
17,8
16,2
18,5
17,2
16,6
17,8
18,2

9

15,0
16,6
18,5
16,6
18,8
16,6
17,8
16,2
15,6
16,9
16,9

10

14,6
16,2
17,8
18,5
16,2
15,0
16,6
14,3
15,6
17,2

11

15,9
18,2
18,2
17,2
15,3
14,3
13,1
15,9
15,3

12 13 14

19,4

18,8 15,9
19,4 17,8 17,8
13,4 17,2 19,1
18,2 14,3 15,6
15,9 14,0 16,9
17,5 13,7 16,6
19,7 16,2 15,0

15 16 17 18 19

19,4

18,5134

17,8134 3,5
17,2134 7,0 6,7
17,8 15,9 11,8 12,1 10,2
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5.2.1.3.3- Austrodiplostomum compactum (Lutz, 1928)

5.2.1.3.3.1- Posic¢do taxonémica

Filo: Platyhelminthes
Subfilo: Neodermata
Classe: Trematoda
Subclasse: Digenea
Ordem: Strigeidida
Subordem: Strigeata
Superfamilia: Diplostomoidea Poirier, 1886
Familia: Diplostomidae Poirier, 1886
Subfamilia: Diplostominae Poirier, 1886
Género: Austrodiplostomum Szidat & Nani, 1951

Espécie: Austrodiplostomum compactum (Lutz, 1928)

Primeiro hospedeiro intermediario: Biomphalaria straminea.

Localidade: Lagoa da Pampulha, Belo Horizonte, MG (amostra previamente coletada).

5.2.1.3.3.2- Caracterizacdo morfoldgica e morfométrica

Cercaria: Larva do tipo distoma, longifurcada, faringeada (Figura 18). Corpo
com dois pares de glandulas de penetracdo pré-acetabulares. Orgdo anterior ovalado,
apresentando pequenos espinhos. Ventosa ventral esférica, localizada na regido média
do corpo, apresentado coroa de pequenos espinhos em seu interior. Faringe muscular,
esofago longo que se bifurca acima das glandulas de penetracdo. Cecos intestinais
sinuosos, passando de cada lado da ventosa ventral e terminando um pouco depois
desta, antes da vesicula excretora. Tronco caudal apresentando, na sua por¢do proximal,
5 pares de corpos caudais. Quando em posicdo de repouso esta cercéria permanece
como corpo e cauda distendidos, estando as furcas abertas em um angulo de
aproximadamente 30° (OSTROWSKI DE NUNEZ, 1973; PINTO et al., 2013b). As

medidas das cercarias obtidas sdo apresentadas na Tabela 19.
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FIGURA 18- Austrodiplostomum compactum (a) Cercéria emergida de Biomphalaria
straminea naturalmente infectada coletada na Lagoa da Pampulha, Belo Horizonte,
Minas Gerais, Brasil. No canto superior direito encontra-se a larva em posicdo de

repouso). (b) Detalhe do corpo da cercéria. Escalas: 200um (a), 50 um (b).
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TABELA 19- Dados morfomeétricos de cercérias de Austrodiplostomum compactum encontradas em Biomphalaria straminea em Belo Horizonte,

Minas Gerais, Brasil, e dados descritos para Austrodiplostomum spp. por outros autores. Abreviaturas: Co= comprimento, L= largura.

Espécies

Localidade
Referéncia

Hospedeiro

Austrodiplostomum
compactum
Brasil
Presente estudo

Biomphalaria
straminea

Austrodiplostomum
compactum
EUA
Rosser et al., 2016

Biomphalaria
havanensis

Austrodiplostomum
compactum
Brasil
Pinto & Melo, 2013b

Biomphalaria
straminea

Austrodiplostomum
compactum
Argentina
Ostrowski de
Nufiez,1982
Biomphalaria
prona

Austrodiplostomum
mordax
Argentina
Ostrowski de
Nufiez,1977
Biomphalaria
peregrina

Corpo

Tronco
caudal

Orgéo
anterior

Ventosa
ventral

Furcas

Co

Co

Co

Co

Co
L

165 + 13 (137-206)
33 + 3 (27-34)
191 + 14 (171-206)
31+ 4 (27-41)
23 +5 (14-34)
18+ 4 (14-27)
21+5 (14-27)
21 + 6 (14-27)
197 + 9 (178-213)
15 + 3 (14-21)

187 + 9 (169-201)
40 + 2 (34-43)
179 + 5 (171-187)
29 + 1 (25-30)

21+ 1 (19-24)
21 + 2 (19-24)
198 + 5 (187-206)
15 +1 (13-24)

169 +11 (150-191)
34 + 1 (32-37)
188 + 10 (171-205)
29 + 2 (25-32)

21+ 1 (19-22)
22 + 2 (19-26)
191 + 9 (170-205)
14 + 2 (10-18)

171 + 10 (149-190)
35 + 4 (33-41)
188 + 6 (174-199)
33

24 + 3 (21-31)
25 + 4 (21-31)
187 + 12 (166-207)

205 + 9 (169-234)
52 + 2 (46-58)
246 + 15 (203-299)
35 + 2 (29-39)

27 + 2 (23-30)
29 + 2 (23-34)
246 + 11 (203-273)
24 + 3 (17-26)
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5.2.1.3.3.3- Estudos moleculares

As sequéncias parciais do gene 18S obtidas para A. compactum no presente
estudo foram idénticas as sequéncias de isolados desta espécie obtidos nos EUA (Tabela
11). As analises filogenéticas demonstraram o agrupamento de Austrodiplostomum spp.
num clado distinto dos outros géneros considerados. Além disso, uma sequéncia
identificada como Diplostomidae sp. nos EUA agrupou em clado préximo ao de A.
compactum, diferindo em apenas 0,3%, sendo possivel que sejam parasitos do mesmo
género. As diferencas moleculares verificadas entre os outros géneros considerados nas
analises foram de 2,1% para Hysteromorpha, 0,9-1,5% para Posthodiplostomum spp.,
2,4-2,7% para Diplostomum e 1,2% em relacdo a Ornithodiplostomum spp.

As sequéncias ITS obtidas também apresentaram 100% de similaridade em
relacdo aos isolados de A. compactum dos EUA (Tabela 20). As analises filogenéticas
(figura 14) também demonstraram a presenca de um clado distinto em relacdo aos
outros géneros considerados nas analises. Tylodelphys é o género com maior
proximidade filogenética, apresentando 4,9 a 7,0% de diferenca molecular em relacéo a
A. compactum. A diferenca ente as trés espécies Tylodelphys consideradas nas anélises
foi entre 0,3 e 5,5%. Além disso, as espécies deste Ultimo género estdo presentes em
dois clados distintos.

As sequéncias COI obtidas para A. compactum no presente estudo diferiram
entre 0,3% e 1,1% em relacdo a isolados desta espécie obtidos nos EUA, México, Brasil
e Peru (Tabela 21). Todos estes isolados agruparam-se em um mesmo clado com
significativo suporte (Figura 15). Outros dois isolados identificados como
Austrodiplostomum sp. 2 nos EUA agruparam em um subclado distinto, sendo
diferencas de 9,7-10% verificadas em relacdo a A. compactum. Um outro isolado
identificado como Austrodiplostomum sp. nos EUA agrupou separadamente dos outros
dois subclados, diferindo entre 85 e 10,0% em relacdo a A. compactum e
Austrodiplostomum sp. 2. As diferencas moleculares obtidas e a topologia da arvore
filogenética obtida sugerem a presenca de trés especies de Austrodiplostomum no
continente americano. Em relacdo ao género Tylodelphys, duas das espécies
(Tylodelphys sp. da Nova Zelandia e Tylodelphys sheuringi do Canada) agruparam-se
em um clado préoximo ao de Austrodiplostomum spp., as outras sequéncias de
Tylodelphys spp. apresentaram-se como politomias na base da arvore. A diferenca

molecular entre Austrodiplostomum spp. e Tylodelphys spp. foi de 11,1% e 16,2%.
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TABELA 20- Estimativas de divergéncia evolutiva (distancia p ndo-corrigida, expressa em porcentagem) entre sequéncias da regido espacadora

transcrita interna (ITS) de Austrodiplostomum compactum obtidas no presente estudo (em negrito) e dados disponiveis no GenBank para outros

isolados de A. compactum e para Tylodelphys spp.

OO ~NO O WN PR

Austrodiplostomum compactum (Cercaria) BR

1

Austrodiplostomum compactum (Metacercéria) BR 0,0

Austrodiplostomum compactum (KT728782) EUA
Austrodiplostomum compactum (KT728776) EUA
Austrodiplostomum compactum (KT728780) EUA
Austrodiplostomum compactum (KT728766) EUA
Tylodelphys clavata (JQ665459) AL

Tylodelphys scheuringi (FJ469596) CA
Tylodelphys immer (KT186804) CA

0,0
0,0
0,0
0,0
7,0
53
4,9

2

0,0
0,0
0,0
0,0
7,0
53
4,9

3 4 5 6 7 8

0,0

0,0 0,0

0,0 0,0 0,0

7070 7070

5,3 53 53 53 54
49 49 49 49 55 0,3
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TABELA 21- Estimativas de divergéncia evolutiva (distancia p ndo-corrigida, expressa em porcentagem) entre sequéncias parciais do gene

citocromo ¢ oxidase subunidade | (COI) de Austrodiplostomum compactum obtidas no presente estudo (em negrito) e e dados disponiveis no

GenBank para Austrodiplostomum spp. e para Tylodelphys spp.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
1 Austrodiplostomum compactum (Cerc.) BR
2 Austrodiplostomum compactum (Met.) BR 0,3
3 A. compactum (KR271025) EUA 06 0,9
4 A. compactum (KM115934) MX 09 11 0,3
5 A. compactum (KM115964) MX 03 06 03 0,6
6 A.compactum (KR271027) PE 09 11 03 06 0,6
7 A. compactum (KR271025) BR 06 09 00 03 03 03
8 A. compactum (KR271028) EUA 09 11 03 06 06 06 03
9 A. compactum (KT728788) EUA 06 09 06 09 03 09 06 03
10 A. compactum (KT728799) EUA 06 09 00 03 03 03 00 03 06
11 Austrodiplostomum sp. (KR271029) EUA 85 88 91 94 88 88 91 94 91 91
12 Austrodiplostomum sp. 2 (KU707940) EUA 10,0 10,3 10,0 10,3 9,7 9,7 10,0 10,3 10,0 10,0 10,0
13 Austrodiplostomum sp. 2 (KU707945) EUA 10,0 10,3 10,0 10,3 9,7 9,7 10,0 10,3 10,0 10,0 10,0 0,0
14 Tylodelphys clavata (JX986909) AL 15,1 154 154 15,7 154 151 154 151 151 154 145 16,2 16,2
15 Tylodelphys excavata (KC685344) RT 11,4 11,7 11,7 12,0 11,7 12,0 11,7 12,0 12,0 11,7 13,4 14,2 142 10,5
16 Tylodelphys mashonensis (KC685328) TZ 14,0 14,2 142 145 142 14,0 142 140 140 14,2 140 145 145 125 11,7
17 Tylodelphys scheuringi (HM064912) CA 12,8 13,1 13,1 13,4 13,1 134 13,1 12,8 12,8 13,1 134 145 145 13,7 123 12,0
18 Tylodelphys sp. (KU588149) NZ 11,1 11,4 11,4 117 114 111 114 111 111 114 123 12,8 12,8 12,0 9,7 111 83
19 Tylodelphys sp. 1 (KC685352) TZ 142 145 142 145 145 145 142 140 142 14,2 13,1 154 154 10,5 10,3 13,1 14,0 13,7
20 Tylodelphys sp. 2 (KC685358) TZ 12,8 13,1 13,1 134 13,1 12,8 13,1 134 134 13,1 13,7 154 154 134 11,1 12,0 128 125 12,0
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5.2.2- Familia Strigeidae

5.2.2.1-Aspectos gerais

Trés espécies de representantes da familia Strigeidae foram identificadas entre as
amostras de cercarias obtidas em moluscos de Belo Horizonte no presente estudo. Entre
as 7 amostras previamente coletadas na represa da Pampulha, uma continha uma espécie
pertencente a esta famila. Além disso, 2 novas amostras pertencentes a duas espécies
que ndo haviam sido previamente coletadas, foram obtidas em Biomphalaria straminea
da Lagoa da Cidade Administrativa. Estas cercéarias obtidas durante as novas
amostragens realizadas foram utilizadas em estudos experimentais, contudo ndo houve

sucesso na obtencdo de outros estagios evolutivos.

5.2.2.2- Dados moleculares gerais

Sequéncias nucleotidicas das regifes 18S, ITS e COI avaliadas no presente estudo
foram obtidas para todas as espécies de cercérias de Strigeidae avaliadas. Estas
sequéncias foram comparadas com outras depositadas no GenBank, sendo o nimero de
acesso, hospedeiro, estagio evolutivo e localidade de origem destes isolados
considerados para comparacdo, apresentados na Tabela 22.

Bandas com aproximadamente 600 pb foram obtidas através da amplificacdo e
sequenciamento da regido parcial do gene 18S. Sequéncias de boa qualidade foram
obtidas em ambas as direcBes para todas as amostras ja na primeira analise. Apos edicdo
destas sequéncias, fragmentos entre 562-579 pb foram considerados para as analises.
Duas amostras de metacercarias previamente coletadas ndo amplificaram essa regido
(possivelmente devido a degradacdo de DNA), enquanto em uma outra, verificou-se a
amplificagdo de DNA do hospedeiro (Poecilia reticulata). As sequéncias obtidas foram
alinhadas e comparadas entre si e com outras 13 sequéncias depositadas no GenBank
(Tabela 22). O alinhamento final, apos edigdo das extremidades, resultou na analise de
500 pb. A arvore filogenética obtida (Figura 19) revelou que duas das trés espécies de
Strigeidae avaliadas agruparam-se com representantes de géneros com sequéncias
disponiveis no GenBank.

Para a regido ITS, das 8 amostras avaliadas, sequéncias de boa qualidade foram
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obtidas j& na primeira analise para 6 amostras. Para as duas outras amostras nao foram
verificadas a presenca de bandas no gel de agarose apos eletroforese dos produtos de
PCR. Bandas de aproximadamente 1100 pb foram obtidas apds PCR direcionada para
esta regido. As sequéncias obtidas em ambas as direcbes para estas amostras
apresentaram, apés edigdo, fragmentos entre 1013 pb e 1278 pb. As 6 sequéncias
obtidas com sucesso foram comparadas entre si e com outras 13 sequéncias disponiveis
no GenBank (Tabela 22). Apos edicdo das extremidades dos alinhamentos de 1057 pb
foram considerados para a analise. A topologia das arvores obtidas por IB e MV (Figura
20) apresentaram topologia semelhante, sendo verificado que duas das espécies
identificadas agruparam em dois clados diferentes (com elevado suporte) juntamente
com representantes dos mesmos géneros com sequéncias disponiveis no GenBank. A
terceira espécie agrupou-se em um clado distinto das outras espécies de Strigeidae com
sequéncias disponiveis na base de dados.

Como verificado com os Diplostomidae, o uso dos primers Dicel-F e Dice 11R
nas amostras de Strigeidae revelou os mesmos problemas relacionados a presenca das
caudas Poli-T e Poli-A. Contudo, nestas amostras foi possivel a geracdo de contigs ou a
edicdo de fragmentos com tamanho significativo e boa qualidade, especialmente
considerando-se as sequéncias no obtidas no sentido “Reverse”. Apos edicdo, foram
obtidos fragmentos entre 463 pb e 662 pb. Foram obtidas as sequéncias das espécies
cogenéricas e 0s géneros mais proximos verificados para as espécies avaliadas no
presente estudo sdo também apresentadas na Tabela 22. A regido considerada para as
analises apds alinhamento apresentou 386 pb. Nao foi verificada similaridade
significativa entre as sequéncias do presente estudos e dados disponiveis no GenBank e

Boldsustem para representantes desta familia.
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TABELA 22- Dados das sequéncias dos genes 18S, ITS e COI de trematdédeos da familia Strigeidae disponiveis no GenBank utilizadas na

construcdo das arvores filogenéticas. InformacGes sobre as sequéncias de espécies de Diplostomidae utilizadas como outgroup nas analises

filogenéticas sdo também apresentadas. Abreviaturas: C= cercaria, M= metacercaria, A= adulto.

Espécies Hospedeiros Estagio Localidade Numero de acesso no GenBank
evolutivo Col 18S ITS

Apharyngostrigea cornu Ardea herodias; Nyctanassa A Canada; EUA JF769450 AY245756 JX977840
violacea

Apharyngostrigea pipientis  Lithobates pipiens M Canada; México HMO064886  AY?245757 HMO064966

Apatemon sp. Stagnicola elodes C Canada KT831359

Australapatemon burti Oxyura jamaicensis; Anas diazi A México MF398360 JX977788

Australapatemon Oxyura jamaicensis A Nova Zelandia KT334175

niewiadomski

Australapatemon Physella gyrina C Canada KY207628

mclaughlini

Australapatemon sp. Oxyura jamaicensis A Canada MF124267 KY570946

Bolbophorus levantinus Nycticorax nycticorax A EUA AF490576

Cotylurus aff. gallinulae Stagnicola elodes C Canada KT831347

Cotylurus cornutus Gyraulus acronicus M Noruega KY513236

Cotylurus gallinulae Aythya affinis A México JX977781 JX977841

Diplostomoidea sp. Leptoxis carinata C EUA JX467577

Ichthyocotylurus erraticus Coregonus autumnalis M Reino Unido AJ287526

Ichthyocotylurus pileatus Perca flavescens M Canada HMO064724

Ichthyocotylurus sp.3 Notropis hudsonius M Canada HMO064730

Parastrigea diovadena Eudocimus albus A México MF398365 JX977808

Parastrigea platelae Platalea ajaja A México MF398364

Strigeidae sp. Turdus naumanni A Japéo LC011454
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TABELA 22-Continuacéo...

Strigeidae sp.

Strigeidae sp. 9
Strigeidae sp. 10
Strigeidae sp.8

Uvulifer sp.

Tylodelphys aztecae
Tylodelphys mashonensis

Egretta garzetta
Lepomis gibbosus
Etheostoma nigrum
Etheostoma nigrum
Megaceryle alcyon
Podilymbus podiceps
Bulinus sp.

oO>»>»ZIZIZI>

Israel

Canada

Canada

Canada

México

México

Tanzania KR863376

AY245711

MF398355
MF398358

AY245711
HM064972
HMO064965
HMO064970

KT175388
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Conylurus sp. BR
-10,93

Strigeidae gen. sp. BR

=it L— Chulifer sp. (MF398355) MX

—— Ichtlnocotvlurus erraticns (AJ287526) UK

Anstralapatemom sp. BR

Australaparemeon burti (MF398360) MX

\— Australapatemon sp. (MF124267) CA
. [Aphanwgosm'gm sp. BR
57 Strigeidae sp. (AY245711) IS
780,9 57 —— Strigeidae sp. (LCO11454) JA
I:Aphmj.'ngo.mfgea cornu (AY245756) EUA
Aphanmngostrigea pipientis (AY245757) EUA

1 — Diplostomoidea sp. (JX467577) EUA

—— Parastrigea diovadena (MF398365) MX

Parastrigea plataleae (MF398364) MX

—— Bolbophorus levantinus (AF490576) EUA
Lilodelpins aztecae (MF398358) MX

0002

FIGURA 19- Arvore filogenética inferida por Inferéncia Bayesiana (IB) a partir de sequéncias do gene 18S rRNA de amostras da familia
Strigeidae obtidas no presente estudo (em negrito) e sequéncias disponiveis no GenBank. O suporte dos nds é fornecido pelos valores de
bootstrap obtido por Maxima Verosimilhanca (MV) e probabilidade posterior obtidos por IB (MV/IB). Valores <0,95 e <50 séo representados

como -. Valores ndo obtidos por MV séo representados por *
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Strigeidae gen. sp. BR

Looy | Cotvlurus sp. (cercaria) BR
1001

Cotylurus sp. (metacercaria) BR

*/1 —————Conduwrus gallinidae (JX977841) MX

9911 [Apham'ngasrrtgea sp. BR

o1l Strigeidae sp. (AY245711) IS

o4/1 Apharnyngostrigea pipientis (HVM064966) CA
- 99/1

Aphanyngostrigea cornu (JX977840) MX

81/0,94
Parastrigea diovadena (JX977808) MX

94/1[ Australapatemom sp. (cercaria) BR

7301 Australapatemom sp. (metacercaria) BR
4 99/1 !

Australaparemon burei (JX977788) MX
99/1 Australapatemon sp. (KY370946) CA

Australapatemon mclaughiini (KY207628) CA

Australapatemon niewiadomski (KT334175) NZ
85/0.98 | /- [~ Strigeidae sp. 9 (HM064972) CA
Strigeidae sp. 10 (HM064963) CA
Strigeidae sp. 8 (HM064970) CA

Dlodelphys aztecae (KT175388) MX
003

FIGURA 20- Arvore filogenética inferida por Inferéncia Bayesiana (BI) a partir de sequéncias da regifo transcrita espacadora interna (ITS) de
amostras da familia Strigeidae obtidas no presente estudo (em negrito) e sequéncias disponiveis no GenBank. O suporte dos nos é fornecido

pelos valores de bootstrap obtido por Maxima Verosimilhanga (MV) e probabilidade posterior obtidos por IB (MV/IB). Valores <50 e <0,95 séo
representados como -. Valores ndo obtidos por MV séo representados por *.
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Strigeidae gen. sp. BR

Cotylurus sp. BR

Convluwrus aff. gallinulae (KT831347) CA
96/1

1 / L Cotviwrus cornutus KY313236) NO
: 97/0,9661

Conluwrus gailintdae JX977781) MX
56/1

Ichthvocorviurus pilearus (HM064724) CA

Ichthvoconilwrus sp. 3 (HMO064730) CA

Apharyngostrigea sp. BR
81/-

— Apharyngostrigea pipientis (HM064886) CA

66/-

57/0,91

Apharyngostrigea comin (JE769430) CA

Aparemon sp. (KT831339) CA

Nvlodelphyvs mashonensis (KRS863376) TZ

03

FIGURA 21- Arvore filogenética inferida por Inferéncia Bayesiana (IB) a partir de sequéncias do citocromo ¢ oxidase subunidade | (COI) das
amostras da familiaStrigeidae obtidas no presente estudo (em negrito) e sequéncias disponiveis no GenBank. O suporte dos nds é fornecido pelos
valores de bootstrap obtido por Maxima Verosimilhanca (MV) e probabilidade posterior obtidos por IB (MV/IB). Valores <50 e <0,95 séo

representados como -. Valores ndo obtidos por MV sdo representados por *.
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5.2.2.3- Caracterizagdo das espécies encontradas

5.2.2.3.1- Cotylurus sp.

5.2.2.3.1.1- Posi¢do taxonémica

Filo: Platyhelminthes
Subfilo: Neodermata
Classe: Trematoda
Subclasse: Digenea
Ordem: Strigeidida
Subordem: Strigeata
Superfamilia: Diplostomoidea Poirier, 1886
Familia: Strigeidae Railliet, 1919
Subfamilia: Strigeinae Railliet, 1919
Género: Cotylurus Szidat, 1928
Espécie: Cotylurus sp.

Primeiro hospedeiro intermediario: Biomphalaria straminea

Localidade: Lagoa da Cidade Administrativa

5.2.2.3.1.2- Caracterizacdo morfoldgica e morfométrica

Cercaria: Larva do tipo distoma, longifurcada, faringeada (Figura 22a e 22b).
Corpo alongado, extremidade anterior arredondada com espinhos e a posterior
levemente truncada. Orgdo anterior subterminal, mais longo que largo. Faringe
muscular, ligeiramente alongada. Esdfago presente. Cecos intestinais longos, passando
ao lado da ventosa ventral e se estendendo até aproximadamente o final desta. Acima da
ventosa ventral se encontra um par de ocelos ndo pigmentados. As glandulas de
penetracdo estdo localizadas na metade posterior do corpo. Tronco caudal curto. Furcas
longas, maiores que o tronco caudal. As medidas das cercarias de Cotylurus sp.

avaliadas no presente estudo séo apresentadas na Tabela 23.
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Metacercarias do tipo Tetracotyle (Figura 22c), semelhantes as descritas para
espécies do género Cotylurus, foram encontradas em exemplares de B. straminea
coletados na mesma colecdo aquatica onde foram encontrados moluscos albergando

cercarias.

5.2.2.3.1.3- Estudos experimentais

Exemplares de Biomphalaria glabrata criados em laboratorio foram expostos a
infeccdo por cercarias de Cotylurus sp., entretanto, ndo foi verificada a formacdo de

metacercarias nestes hospedeiros.
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FIGURA 22- Cotylurus sp. (a) Cercéria emergida de Biomphalaria straminea coletada
na Lagoa da Cidade Administrativa, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. (b) Detalhe

do corpo da cercéria. (c) Metacercaria encontrada em Biomphalaria straminea

naturalmente infectada. Escalas: 50 pm.
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TABELA 23- Dados morfométricos de cercérias de Cotylurus sp. encontradas em Biomphalaria straminea em Belo Horizonte, Minas Gerais,

Brasil, e dados relatados para larvas semelhantes por outros autores na América do Sul. Abreviaturas: Co= comprimento, L= largura.

Espécies Cotylurus sp. Cotylurus lutzi Cercaria Cercaria Furcocercaria Cercaria Furcocercaria N°3
caratinguensis  caratinguensis sp. Il ghaziaporzanae Uruguai
Localidade Brasil Brasil Brasil Brasil Argentina Venezuela Martonelli et al.,
Referéncia Presente estudo Basch, 1969 Ruiz, 1953 Moraes et al, Ostrowski de Nasir, 1979 2013
2009 Nufez, 1972 B. tenagophila

Hospedeiro B. straminea B. glabrata B. glabrata B. tenagophila  A. concentricus ~ Gundlachia sp.
Corpo Co 172+7(158-185) 151 (130-174) 129-172 120-130 143-156 187-242 193 + 37 (150-240)

L 48 + 7 (34-62) 34 (31-49) 61-70 45-55 39 88-132 80 £ 10 (70-90)
Tronco Co 193+ 16 (165-247) 156 (115-166) 148-172 140-145 234-260 220-308 158 + 8 (150-170)
caudal L 41 + 4 (34-48) 32 (29-39) 37-43 — 26 55-66 210 + 22 (190-240)
Orgéo Co 3216 (21-41) 31 (26-34) 25-40 25-35 — 48-68 50 + 8 (40-59)
anterior L 24+ 5 (14-34) 23 (21-26) 25-38 — — 40-50 32 + 2 (30-35)
Ventosa Co 32 +7(21-43) 30 (22-31) 25-31 29-30 25-28 — 37 + 2 (35-40)
ventral L 30 £ 6 (21-43) — — — — — 37+2 (35-40)
Furcas Co 213+8(185-226) 160 (143-174) 166-191 150-195 195-247 — —

L 15 + 3 (14-21) 15 (13-15.6) 12 — 13 — —
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5.2.2.3.1.4- Estudos moleculares

As sequéncias obtidas para o gene 18S revelaram a proximidade de Cotylurus
sp. com Strigeidae gen. sp. (item 5.2.2.3.2) do presente estudo e Uvulifer sp. do México
(Figura 19), sendo a diferenca molecular entre eles de 1,8% e 1,3% respectivamente.
Agrupado em um subclado encontra-se Ichthyocotylurus erraticus do Reino Unido,
sendo verificada uma diferenca de 1,8% em relacdo a Cotylurus sp. Alem disso, as
sequéncias de Cotylurus sp. diferem significativamente de Apharyngostrigea spp. (1,8-
2,4%), Australapatemon spp. (2,2%), Parastrigea spp. (2,0-2,2%), Bolbophorus
levantinus (2,2%) e Diplostomoidea sp. (2,0%). Uma larva semelhante a Cotylurus sp.
previamente nomeada como Strigeidae, foram identificadas como pertencentes ao
género Australapatemon sp. As sequéncias obtidas com o marcador 18S agruparam esta
espécie com os isolados de Australapatemon burti do México e Australapatemon sp. do
Canada, com 0,2% de diferenca. Bolbophorus levantinus dos Estados Unidos
demonstrou uma diferenca (em relacdo a Australapatemom) de 0,7%. Além disso, as
sequéncias de Diplostomoidea sp. dos Estados Unidos, Parastrigea diovadena e
Parastrigea platelae do México, que apesentaram uma alta similaridade em relacéo as
sequéncias do presente estudo quando foram comparadas no BLAST, ndo agruparam
com nenhum dos nossos isolados apesar de apresentar diferencas entre 0,4 e 0,7%
respectivamente.

Os resultados obtidos através da analise de sequéncias ITS possibilitaram a
identificacdo de Cotylurus sp. Esta amostra agrupou-se em mesmo clado com Cotylurus
gallinulae do México (Figura 20), sendo verificada entre estas amostras uma diferenca
interespecifica de 5,1% (Tabela 25). Diferencas significativas entre Cotylurus sp. e 0s
outros géneros considerados nas analises foram também encontradas (3,3-3,1% em
relacdo a Apharyngostrigea spp., 15,4-16,1% de Australapatemom spp. e 12,2% de
Parastrigea diovadena). Os isolados de Australapatemon sp. (cercaria e metacercaria)
obtidos com o marcador ITS, agruparam no mesmo clado, sem apresentar diferencgas
entre elas. Australapatemom burti do México e Australapatemon sp. do Canada
formaram juntos um clado, inexistendo diferenca entre as sequéncias. As outras duas
sequéncias do género Australapatemom disponiveis no GenBank, foram A. mclaughlini
e A. niewiandoski, cada uma delas com uma diferenca de 1,8% e 1,9% em relagéo

Australapatemom sp. obtidos neste trabalho, respectivamente. As sequéncias das trés
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espécies indeterminadas (Strigeidae sp. 8, Strigeidae sp. 9 e Strigeidae sp. 10) oriundas
do Canada ndo agruparam com nenhum dos isolados deste estudo. Contudo Strigeidae
sp. 9 e Strigeidae sp. 10 se agruparam com uma diferenca do 0,5%.

As andlises realizadas com as sequéncias COI demonstraram o0 agrupamento de
Cotylurus sp. em um mesmo clado contendo 2 espécies do género com sequéncias
disponiveis (Figura 21). A diferenca molecular entre Cotylurus sp. e as espécies
cogenéricas foi de 11,0-12,5%. Uma espécie identificada como Cotylurus aff. gallinulae
no Canada agrupou com C. cornutus da Noruega, com uma diferenca de 1,9%,
sugerindo que sao isolados coespecificos. Considerando-se 0s outros géneros da familia
Strigeidae avaliados, foram observadas diferenca significativas em relacdo a Apatemon
sp. (21,0%), a Apharyngostrigea spp. (16,6-19,7%) e Ichthyocotylurus spp. (15,0-
16,0%) (Tabela 26).
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TABELA 24- Estimativas de divergéncia evolutiva (distancia p ndo-corrigida, expressa em porcentagem) entre sequéncias parciais do gene 18S

rRNA obtidas para trés espécies de trematddeos da familia Strigeidae obtidas no presente trabalho (em negrito) e sequéncias disponiveis no

GenBank para espécies relacionadas.

Apharyngostrigea (Cercéaria) BR
Apharyngostrigea cornu (AY?245756) EUA
Apharyngostrigea pipientis (AY245757) EUA
Australapatemom (Cercéaria) BR
Australapatemon burti (MF398360) MX
Australapatemon sp. (MF124267) CA
Bolbophorus levantinus (AF490576) EUA
Cotylurus (Cercaria) BR

9 Strigeidae gen. sp. (Cercaria) BR

10 Diplostomoidea sp. (JX467577) EUA

11 Ichthyocotylurus erraticus (AJ287526) RU
12 Parastrigea diovadena (MF398365) MX
13 Parastrigea plataleae (MF398364) MX

14 Strigeidae sp. (AY245711) IS

15 Strigeidae sp. (LC011454) JA

16 Uwulifer sp. (MF398355) MX

OO O A WN B

0,7
0,7
1,1
0,9
0,9
0,7
1,8
1,5
0,7
1,3
0,7
0,9
0,0
0,7
1,3

0,0
0,9
0,7
0,7
0,9
2,4
1,3
0,4
0,7
0,4
0,7
0,7
0,9
1,1

0,9
0,7
0,7
0,9
2,4
1,3
0,4
0,7
0,4
0,7
0,7
0,9
1,1

0,2
0,2
0,9
2,0
1,5
0,4
0,7
0,4
0,7
1,1
1,3
1,1

0,0
0,7
2,2
1,5
0,2
0,9
0,2
0,4
0,9
1,1
1,3

6

0,7
2,2
1,5
0,2
0,9
0,2
0,4
0,9
1,1
1,3

7

2,0
1,8
0,4
1,1
0,4
0,7
0,7
0,9
1,5

8

1,8
2,0
1,8
2,0
2,2
1,8
2,0
1,3

9

1,3
0,9
1,3
1,5
15
1,8
0,4

10

0,7
0,0
0,2
0,7
0,9
1,1

11

0,7
0,9
1,3
1,1
0,4

12 13 14 15

0,2

0,7 09

09 11 07

11 13 13 15
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TABELA 25- Estimativas de divergéncia evolutiva (distancia p ndo-corrigida, expressa em porcentagem) entre sequéncias da regido espacadora
transcrita interna (ITS) de espécies de Strigeidae obtidas no presente estudo (em negrito) e dados disponiveis no GenBank para espécies
relacionadas.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

1  Apharyngostrigea sp. (Cercaria) BR

2 Apharyngostrigea cornu (JX977840) MX 3,3

3 Apharyngostrigea pipientis (HM064966) CA 31 01

4  Australapatemom sp. (Cercaria) BR 87 68 7,0

5 Australapatemom sp. (Metacercéaria) BR 87 68 7,0 00

6  Australapatemom burti (JX977788) MX 90 71 72 14 14

7 Australapatemom mclaughlini (KY207628) CA 86 70 71 18 18 20

8 Australapatemom niewiadomski (KT334175)NZ 85 70 71 19 19 19 16

9  Australapatemon sp. (KY570946) CA 90 71 72 14 14 00 20 19

10 Cotylurus sp. (Cercéaria) BR 17,6 156 156 154 154 16,1 16,0 153 16,1

11 Cotylurus sp. (Metacercéaria) BR 17,6 156 156 154 154 16,1 16,0 153 16,1 0,0

12 Cotylurus gallinulae (JX977841) MX 193 178 178 17,1 17,1 179 178 17,1 179 51 51

13 Strigeidae gen. sp. (Cercéria) BR 16,3 146 14,6 13,1 13,1 13,7 12,8 13,4 13,7 178 17,8 199

14 Strigeidae sp. (AY245711) IS 03 33 31 87 87 90 86 85 90 176 176 193 16,3

15 Strigeidae sp. 8 (HM064970) CA 81 61 63 45 45 46 37 41 46 142 142 165 12,7 81

16 Strigeidae sp. 9 (HM064972) CA 7,7 57 59 42 42 44 37 38 44 143 143 16,7 133 7,7 10

17 Strigeidae sp. 10 (HM064965) CA 74 55 56 44 44 45 36 40 45 141 141 164 12,7 74 0,7 05
18 Parastrigea diovadena (JX977808) MX 74 67 66 89 89 93 90 90 93 172 172 189 163 71 79 78 75
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TABELA 26- Estimativas de divergéncia evolutiva (distancia p ndo-corrigida, expressa em porcentagem) entre sequéncias parciais do gene

citocromo c oxidase subunidade | (COI) de espécies de Strigeidae obtidas no presente estudo (em negrito) e dados disponiveis no GenBank para

espécies relacionadas.

Apatemon sp. (KT831359) CA
Apharyngostrigea sp. BR
Apharyngostrigea cornu (JF769450) CA
Apharyngostrigea pipientis (HM064886) CA
Cotylurus sp. BR

Cotylurus aff. gallinulae (KT831347) CA
Cotylurus gallinulae (JX977781) MX
Cotylurus cornutus (KY513236) NO
Strigeidae gen. sp. (Cercaria) BR

10 Ichthyocotylurus pileatus (KR863376) CA
11 Ichthyocotylurus sp.3 (HM064730) CA

O oo ~NOoO O WN -

15,0
16,9
16,3
21,0
18,2
17,9
18,2
19,4
17,2
16,9

11,3
12,2
19,7
21,6
18,8
21,3
19,1
17,6
16,0

6,9
16,6
19,1
16,0
18,2
16,9
17,6
15,7

16,9
18,2
17,2
17,6
17,2
16,3
14,7

12,5
11,0
12,2
16,3
16,0
15,0

9,4
19 88
19,1 17,6 18,8

16,0 144 16,3 15,0
144 141 150 16,0 10,3
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5.2.2.3.2- Strigeidae gen. sp.

5.2.2.3.2.1- Posi¢do taxonémica

Filo: Platyhelminthes

Subfilo: Neodermata

Classe: Trematoda
Subclasse: Digenea
Ordem: Strigeidida

Subordem: Strigeata
Superfamilia: Diplostomoidea Poirier, 1886
Familia: Strigeidae Railliet, 1919

Espécie: Strigeidae gen. sp.

Primeiro hospedeiro intermediario: Biomphalaria straminea

Localidade: Lagoa da Cidade Administrativa

5.2.2.3.2.2- Caracterizagdo morfologica e morfométrica

Cercaria: Larva do tipo monostoma, faringeada, longifurcada (Figura 23). Corpo
alongado, quase da mesma largura que o tronco caudal. Furcas longas, maior ou igual
ao comprimento do tronco caudal. Orgdo anterior subterminal. Faringe muscular,
esdfago ligeiramente longo. Cecos intestinais até quase a regido posterior do corpo.
Ventosa ventral ausente. Tronco caudal sem corpos caudais. Quando em posicdo de
repouso, a larva permanece com o corpo curvado ventralmente. As medidas das
cercarias de Strigeidae gen. sp. obtidas no presente estudo sdo apresentadas na Tabela

27 e comparadas com larvas semelhantes descritas no Uruguai.
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5.2.2.3.2.3- Estudos experimentais

Tentativas de infeccdo experimental de P. reticulata e B. glabrata por cercérias
de Strigeidae gen. sp. foram realizadas visando a obtencdo de metacercarias, entretanto

ndo se verificou o encistamento desta cercaria em nenhum destes hospedeiros.

5.2.2.3.2.4- Estudos moleculares

As sequéncias 18S obtidas para Strigeidae gen. sp. no presente estudo diferem
das espécies consideradas nas analises moleculares, incluindo Cotylurus sp. (1,8%),
Apharyngostrigea spp. (1,3-1,5%), Australapatemon spp. (1,5%), Parastrigea spp. (2,0-
2,8%), Diplostomidae spp. (2,0%), Uvulifer sp. (1,3%) e Bolbophorus levantinus
(1,8%). Em relacdo as analises filogenéticas, Strigeidae gen. sp., agrupou-se com
Cotylurus sp. do Brasil, Uvulifer sp. do México e com um isolado de Ichthyocotylurus
erraticus do Reino Unido, sendo as diferengas entre estes isolados de 1,8%, 0,4%, e
0,9%, respectivamente (Tabela 24). Considerando-se sequéncias da regido ITS,
Strigeidae gen. sp. ndo se agrupou com as espécies consideradas nas analises (Figura
20). A comparagdo pareada entre estas sequéncias revelaram diferengas entre 12,7 e
16,3% (Tabela 25).

As andlises de sequéncias COIl também ndo demonstraram agrupamento entre
Strigeidae gen. sp. e outras espécies com sequéncias disponiveis no GenBank, sendo
verificadas diferencas entre 16,3 -19,4% em relacdo as outras sequéncias utilizadas para
as andlises (Figura 21). O género que apresentou maior similaridade foi
Ichthyocotylurus, contudo diferencas de 15% e 16% foram verificadas entre Strigeidae

gen. sp. respectivamente com Ichthyocotylurus sp. 3 e 1. pileatus (Tabela 26).
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FIGURA 23- Strigeidae gen. sp. (a) Cercéria emergida de Biomphalaria straminea

coletada na Cidade Administrativa, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. No canto
superior direito encontra-se a larva em posicdo de repouso. (b) Detalhe do corpo da

cercaria. Escalas: 100 pm (a), 50 um (b).
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TABELA 27- Dados morfométricos de cercarias de Strigeidae gen. sp. encontradas em

Biomphalaria straminea em Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, e dados relatados

para larvas semelhantes por outros autores. Abreviaturas: Co= comprimento, L=

largura.

Espécies Strigeidae gen. sp. Furcocercaria N°1

Localidade Brasil Uruguai

Referéncia Presente estudo Martonelli et al., 2013

Corpo Co 172 +4(165-178) 163 = 3 (160-165)
L 31 + 4 (27-34) 40

Tronco caudal Co 231 +18(165-240) 240 £ 10 (230-250)
L 33+ 4 (27-41) —

Orgéo anterior  Co 35 + 3 (33-38) 35 + 5 (30-40)
L 20 + 1 (19-21) 20

Furcas Co 203%8(178-219) 200 £ 10 (190-210)
L 15 + 4 (7-27) —
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5.2.2.3.3- Apharyngostrigea sp.

5.2.2.3.3.1- Posi¢do taxonémica

Filo: Platyhelminthes
Subfilo: Neodermata
Classe: Trematoda
Subclasse: Digenea
Ordem: Strigeidida
Subordem: Strigeata
Superfamilia: Diplostomoidea Poirier, 1886
Familia: Strigeidae Railliet, 1919
Subfamilia: Strigeinae Railliet, 1919
Género: Apharyngostrigea Ciurea, 1927
Espécie: Apharyngostrigea sp.

Primeiro hospedeiro intermediario: Biomphalaria straminea.

Localidade: Lagoa da Pampulha (amostra previamente coletada)

5.2.2.3.3.2- Caracterizacdo morfoldgica e morfométrica

A amostra contendo esta espécie corresponde a larvas fixadas apenas para a
analise molecular. O estudo morfolégico desta larva (e de metacercérias obtidas
experimentalmente )foi previamente realizado por Pinto (2013), sendo a espécie

identificada como Apharyngostrigea sp. 1.

5.2.2.3.3.3- Estudos moleculares

As sequéncias parciais do gene 18S agruparam em um mesmo clado
Apharyngostrigea spp. e Strigeidae spp. (Figura 19). O isolado avaliado no presente
trabalho agrupou com Strigeidae sp. da Islandia, ndo sendo verificadas diferencas
moleculares (Tabela 24). Estas duas espécies, juntamente com Strigeidae sp. do Japéo,
A. cornu e A. pipientis do Canada agruparam-se em um mesmo clado, mas com baixo
suporte. O isolado de Apharyngostrigea sp. do presente estudo difere em 0,7% das
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espécies cogenéricas. Além disso, diferencia-se também de Cotylurus spp. (1,8%), I.
erraticus (1,3%), Uvulifer sp. (1,3%), Australapatemon spp. (0,9%), Strigeidae gen. sp.
(1,5%), Bolbophorus levantinus (0,7%) e Strigeidae spp. (0,0-0,7%).

A analise das sequéncias ITS revelou a proximidade entre Apharyngostrigea sp.
do presente estudo e Strigeidae sp. da Islandia (Figura 20), corroborando os resultados
obtidos por 18S. A diferenca molecular entre estes isolados foi de 0,3%, o que sugere
fortemente que sdo espécies cogenéricas. Estas amostras agruparam-se também com A.
pipientis do Canada e A. cornu do Mexico, com diferencas moleculares entre 3,1% e
3,3%. A diferenca verificada entre estas duas espécies da America do Norte foi de
apenas 0,1%. As andlises filogenéticas demonstraram que o género Parastrigea,
representado por P. diovadena do México, é um grupo-irmdo de Apharyngostrigea,
diferindo das espécies consideradas nas analises em 6,7-7,4% (Tabela 25).

Finalmente a analise das sequéncias COl demonstraram o agrupamento das trés
espécies de Apharyngostrigea consideradas nas andlises (Figura 21). Apharyngostrigea
sp. do presente estudo difere 11,3% e 12,2% respectivamente de A. cornu e A. pipientis
do Canada. Os isolados destas duas espécies, que como na analise por ITS agrupara-se
em um mesmo clado, diferem entre si em 6.9% (Tabela 26). Além disso, a topologia das
arvores filogenéticas demonstraram que Apatemon sp. também do Canadéa apresentou-se
como grupo irmdo de Apharyngostrigea, sendo diferencas moleculares entre 15,0% e

16,9% verificadas entre estes taxons.
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5. DISCUSSAO

Apesar da ampla distribuicdo mundial e da importancia médico-veterinaria de
varias espécies de trematddeos pertencentes a superfamilia Diplostomoidea, aspectos
basicos da biologia sdo totalmente desconhecidos para a maioria das especies. No
Brasil, embora cerca de 110 espécies pertencentes a esta superfamilia terem sido
relatadas em hospedeiros vertebrados, apenas seis espécies possuem moluscos
transmissores e ciclos biologicos conhecidos até o momento. Considerando-se 0s
estudos realizados na América Latina, o numero de ciclos biolégicos conhecidos
permanece pequeno (12 espécies). Além disso, varios estudos realizados no Brasil
relataram o encontro de cercarias do tipo estrigeocercaria ainda ndo associadas aos
respectivos adultos, sendo nestes casos as larvas identificadas como pertencentes aos
géneros de grupo coletivo Cercaria (16 espécies) e Furcocercaria (3 espécies), ou a
determinada familia ou género (7 larvas). Nesse sentido, novos estudos visando a
identificacdo especifica destas larvas sdo necessarios. Embora a escassez de estudos
contribua significativamente para a lacuna no conhecimento (sobre os ciclos bioldgicos)
destes parasitos, € importante salientar que a complexidade e dificuldades relacionadas a
estudos envolvendo infeccBes experimentais também dificultam o avango nesta area de
estudo. Nesse sentido, estudos empregando ferramentas moleculares, por possibilitar o
link entre estagios larvais e adultos, podem acelerar a descoberta de novas interacfes
biolégicas, como verificado nos ultimos tempos para algumas espécies de
Diplostomoidea principalmente da América do Norte e Europa (MOSZCZYNSKA et
al.,, 2009; LOCKE et al.,, 2010, 2011, 2015; PEREZ-DEL OLMO et al., 2014,
FALTYNKOVA et al., 2014; AKSENOVA et al., 2016; GARCIA-VARELA et al.,
2015; 2016; STONAYOV et al.,, 2017). Apesar disso, o Unico estudo molecular
envolvendo representantes da superfamilia Diplostomoidea no Brasil eram até o
momento baseado apenas na obtenc¢do de sequéncias de metacercarias de A. compactum
(LOCKE et al., 2010). Assim, o presente estudo representa a primeira iniciativa de
caracterizagdo molecular de larvas de Diplostomoidea obtidas em moluscos na Ameérica
do Sul.

Um total de 11 amostras de estrigeocercarias obtidas de moluscos oriundos de
trés colecdes aquaticas (Lagoa do Nado, Lagoa da Cidade Administrativa e Lagoa da
Pampulha) de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, foram avaliadas, incluindo tanto

amostras previamente coletadas quanto obtidas durante novas coletas malacoldgicas
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realizadas para o presente estudo. Um total de 6 diferentes tipos de estrigeocercarias
encontradas em B. straminea e G. ticaga foram avaliadas do ponto de vista morfoldgico
e molecular. Considerando-se outros estudos realizados na area, SOUZA et al. (1998)
relataram a presenca de estrigeocercarias em B. straminea, B. tenagophila e B. glabrata
de algumas colec¢Ges aquéticas da regido metropolitana de Belo Horizonte, sendo as
larvas identificadas como pertencentes a familia Strigeidae. Mais recentemente, PINTO
& MELO (2013b) identificaram através de infeccbes experimentais larvas de A.
compactum encontradas em B. glabrata e B. straminea coletadas na Lagoa da
Pampulha. Além destas, cercarias identificadas como H triloba, Apharyngostrigea sp. 1
e Apharyngostrigea sp. 2 foram relatadas em B. straminea durante estudos
malacologicos realizadas nesta mesma colecdo aquatica (PINTO, 2013), sendo algumas
destas amostras avaliadas no presente estudo.

Entre as estrigeocercérias encontradas em B. straminea durante as coletas
malacoldgicas realizadas na Lagoa da Pampulha e na Lagoa da Cidade Administrativa,
encontra-se a larva identificada como Hysteromorpha sp. (Diplostomidae). As larvas
obtidas foram utilizadas para a realizacdo de estudos experimentais que possibilitaram a
obtencdo de metacercérias em P. reticulata. Embora a morfologia das cercérias e das
metacercérias sejam idénticas as descritas para H. triloba, os dados moleculares ndo
suportaram a identificacdo desta espécie, como discutido a seguir.

O género Hysteromorpha Lutz, 1931 possui apenas duas espécies conhecidas,
sendo ambas relatadas em diferentes espécies de aves piscivoras na América do Sul.
Hysteromorpha triloba (Rud. 1819) é a espécie tipo do género, descrita na Europa e
considerada de distribuicdo cosmopolita. A outra espécie, Hysteromorpha compacta
(Lutz, 1928) foi descrita na Venezuela e desde entdo ndo foi relatada em outra
localidade ou hospedeiro (DUBOIS, 1938; 1953; 1970; CABALLERO & DIAZ-
UNGRIA, 1958; DRAGO et al., 2011). No que se refere aos estagios larvais, uma larva
descrita como Diplostomulum corti Hughes, 1929 foi associada a H. triloba na América
do Norte. Esta identificacdo foi baseada em exemplares fixados e desenhos de um
parasito que ndo foram considerados para publicagdo, mas, revelaram que as
metacercarias foram encontradas encistadas na musculatura e base das nadadeiras de
Ameiurus mela Rafinisque, 1820 e Ameiurus nebulosus Lesueur, 1819 (HUGGHINS,
1954b). Mais recentemente, a presenca de metacercérias deste parasito encistadas na
pele de peixes foi associada a ocorréncia da doenca dos pontos pretos na Europa
(ILLAN et al., 2013).
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Em relagcdo a estudos experimentais envolvendo este grupo de parasitos, a
primeira iniciativa foi realizada por LUTZ (1931). Este autor utilizou cercérias
encontradas em Biomphalaria straminea (= Planorbis immunis) e as usou para infectar
experimentalmente peixes e girinos. As metacercarias obtidas da cavidade abdominal
destes hospedeiros foram utilizadas para a infeccdo de diferentes hospedeiros
vertebrados (camundongos, ratos, filhotes de gambas, pombos e patos e aves aquéticas
criadas em laboratdrio), sendo poucos adultos com ovos encontrados apenas em
Nyctanassa violacea. Contudo a morfologia da cercaria e das metacercarias
identificadas como H. triloba por LUTZ (1931) corresponde a descrita para as espécies
de Apharyngostrigea. Décadas depois, HUGGINS (1954a,b), através de estudos
experimentais elucidou o ciclo bioldgico de uma espécie identificada como H. triloba
nos EUA, sendo a morfologia dos diferentes estagios larvais descrita. Este autor
verificou a presenca das metacercarias a partir de 10 dias ap6s a infeccdo de peixes,
sendo a permanéncia verificada por até 12 semanas. As metacercarias foram
encontradas encistadas na base das nadadeiras caudais e na musculatura dos peixes. Um
fato interessante de se mencionar é que segundo o autor, 0s peixes expostos a infeccéo
estiveram quase congelados devido a época de inverno, mas ainda assim as
metacercarias encontradas tinham muita atividade (HUGGINS, 1954b). Além disso,
Poecilia sp. ndo se demonstrou suscetivel a infecgéo.

As cercarias obtidas experimentalmente no presente estudo apresentam
similaridade quanto a morfologia e morfometria com as larvas descritas por HUGGINS
(1954b) obtidas a partir de infeccGes experimentais de moluscos. Além disso, as larvas
aqui caracterizadas sao semelhantes as obtidas em B. straminea encontradas infectadas
naturalmente por PINTO (2013) na represa da Pampulha. Em relacdo a infeccao
experimental de peixes, as metacercarias obtidas sdo semelhante as obtidas por
HUGHES (1929) e HUGGINS (1954a). Novos estudos visando o melhor entendimento
da interagé@o entre peixes e espécies do género Hysteromorpha s&o necessarios. Embora
0 numero de exemplares infectados impossibilite a realizagdo de inferéncias
conclusivas, a auséncia de metacercarias durante a analise de parte dos peixes avaliados
aos 7 DAI, mas o encontro de animais infectados aos 70 DAI, € algo curioso. De fato,
PINTO (2013) também relata a auséncia de parasitos durante a avaliacdo de exemplares
de P. reticulata expostos a larvas do parasito. No presente estudo, ndo foram verificadas
a formagdo de pontos pretos ao redor dos parasitos, como descrito para H. triloba na

Espanha (ILLAN et al., 2013). Por outro lado, a localizagdo das metacercarias de
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Hysteromorpha sp. verificada neste estudo (musculatura) difere da descrita para
isolados norte-americanos identificados como H. triloba (LOCKE et al., 2011).

Os resultados das andlises moleculares baseadas em sequéncias dos genes
nucleares 18S e ITS revelaram respectivamente 99,7-100% e 100% de similaridade com
isolados norte-americanos (México e Canada) identificados como H. triloba. Uma baixa
variabilidade intraespecifica (99,9% de similaridade) foi verificada entre sequéncias ITS
obtidas a partir de metacercarias de H. triloba encontradas em peixes no Canada
(LOCKE et al., 2011). Considerando-se a regidao 18S, HERNANDEZ-MENA et al.
(2017) n&o verificaram diferencas entre isolados mexicanos de H. triloba recuperados
de aves (Nannopterum brasilianus) no México. As baixas diferengas moleculares e a
topologia da arvore filogenética obtidas com o uso da regido ITS, sugeriram em uma
analise preliminar, que as amostras de cercarias obtidas em B. straminea eram
coespecificas com os isolados norte americanos identificados como H. triloba, o que
ndo foi corroborado por sequéncias nucleotidicas obtidas para o gene mitocondrial COI.
De fato, a analise destas sequéncias revelou uma diferenca molecular de 6-6,3% entre as
amostras do Brasil e do Canada, além de se agruparem em clados distintos na analise
filogenética, sugerindo que sdo espécies distintas.

Diante da provavel existéncia de espécies cripticas no género Hysteromorpha
sugerida por estes resultados, a obtencdo de sequéncias de H. triloba oriundos da
mesma area geografica da localidade tipo (Europa) durante o presente estudo se
demonstrou esclarecedora. A analise de sequéncias COIl obtidas de metacercéarias
recuperadas de peixes na Italia revelou diferencas de 8,3-8,6% e de 6,3-6,6% em relagdo
as amostras do Brasil e do Canada, apesar de serem idénticas ao se considerar a regido
ITS. As diferencas moleculares verificadas sdo superiores as diferencas intraespecificas
relatadas para outros géneros da familia Diplostomidae, como por exemplo,
Posthodiplostomum (0-1,7%), Diplostomum (0-1,5%) e Austrodiplostomum (0,9%)
(GEORGIEVA et al., 2013; PEREZ- DEL OLMO et al., 2014; ROSSER et al., 2016;
STONAYOV et al., 2017). Além disso, a avaliacdo de sequéncias COI de 23 espécimes
de Hysteromorpha obtidos de diferentes localidades do Canadd por LOCKE et al.
(2011), revelaram diferengca média de 1.5% (0-4.6%), inferiores a verificada na
comparacéo entre os trés isolados oriundos de area geografica distintas (Brasil, Canada
e Italia). Nesse sentido, os resultados obtidos, em especial a topologia da arvore
filogenética obtida por COI, sugerem a existéncia de no minimo trés espécies de

Hysteromorpha entre as sequéncias avaliadas, uma em cada area geografica (Europa,
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América do Norte e América do Sul). Um fato que corrobora esta hipotese € que
sequéncias de Hysteromorpha sp. obtidas de biguds (N. brasilianus) do estado do
Parana foram 100% idénticas as verificadas nos moluscos de Belo Horizonte.

Os resultados aqui apresentados sugerem pela primeira vez que H. triloba pode
ndo ser uma espécie de distribuicdo cosmopolita como previamente considerado a partir
de dados morfoldgicos. Novos estudos sdo necessarios para se avaliar aspectos
taxonémicos relacionados a este género, incluindo obtencdo de novas amostras e a
realizacdo de um estudo morfoldgico detalhado dos estagios adultos obtidos de cada
uma das trés grandes areas geograficas. Além disso, a avaliacdo de outras regides
moleculares hipervariaveis, como o gene nicotinamida adenina dinucledtideo (ND1),
pode permitir uma melhor resolucao e diferenciacao entre estas trés provaveis espécies.
Além disso, considerando-se 0s relatos prévios destes parasitos em seus hospedeiros
definitivos, € interessante mencionar uma possivel especificidade parasitaria. De fato,
parasitos adultos identificados como Hysteromorpha triloba foram relatados em
Nannopterum auritus (na América do Norte) (FLOWERS et al., 2004; O’HEAR et al.,
2012), em Nannopterum brasilianus (na América do Sul) (LUTZ, 1928; DUBOIS,
1938; 1953; 1970; CABALLERO & DIAZ-UNGRIA, 1958; OSTROWSKI DE
NUNEZ, 1970; DRAGO et al., 2011; NORONHA et al., 2009; MONTEIRO et al.,
2011; HERNANDEZ-MENA et al. 2017) e em Phalacrocorax carbo (na Europa, Asia
e Australia) (LUHE, 1909; CIUREA, 1930; YAMAGUTI, 1939; JOHNSTON, 1942).
Nesse sentido, é possivel que tenha ocorrido a coevolucdo entre estes parasitos e seus
hospedeiros.

Cercérias de P. nanum, aqui relatadas pela primeira vez no Brasil, foram
encontradas em G. ticaga e identificadas através do estudo morfologico de
metacercarias e adulto obtidos experimentalmente. As cercérias pertencem ao tipo
monostoma faringeada longifurcada, apresentando caracteristicas morfoldgicas gerais
(presenca de ocelos pigmentados e glandulas de penetracdo na porcdo posterior do
corpo) similares as descritas para larvas de Posthodiplostomum spp. por outros autores
(YAMAGUTI, 1975). As medidas das cercarias aqui caracterizadas sdo semelhantes as
descritas para P. nanum por OSTROSWKI DE NUNEZ (1973), que obteve cercérias
em Uncancylus concentricus (d'Orbigny, 1835) experimentalmente infectado na
Argentina. Do ponto de vista morfoldgico, a Unica diferenca verificada foi a presenca de
3 (ao invés de 4) pélos sensoriais na porcao proximal do tronco caudal nas larvas

reportadas na Argentina, diferenca que consideramos como variagdo intraespecifica.
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Duas outras larvas, encontradas em U. concentricus (Furcocercaria VII) e em
Anisancylus obliquus (Broderip & Sowerby, 1832) (Posthodiplostomum sp.), também
na Argentina (OSTROWSKI DE NUNEZ, 1977; RITOSSA et al., 2013), sdo maiores
do que as larvas de P. nanum. No Brasil, uma cercéria longifurcada com ocelos foi
encontrada em U. concentricus e descritas como Cercaria guaibensis 5
(VEITENHEIMER-MENDES, 1995). Embora algumas medidas desta cercaria sejam
semelhantes as encontradas para P. nanum no presente estudo, evidéncias experimentais
ou moleculares sdo necessarias para a associacao de C. guaibensis 5 com P. nanum.

No presente estudo, metacercérias do tipo Neascus obtidas com sucesso em P.
reticulata experimentalmente infectados foram identificadas como P. nanum diante da
similaridade com formas larvais obtidas por OSTROWSKI DE NUNEZ (1973) e
PINTO & MELO (2012). As metacercarias caracterizadas por PINTO & MELO (2012)
foram encontradas em P. reticulata naturalmente infectadas coletadas na represa da
Pampulha, local localizado a cerca de 5 km da Lagoa do Nado. Algumas medidas
relatadas por estes autores, como o tamanho total do corpo e érgdo tribocitico sdo
maiores do que as aqui obtidas, o que consideramos provavelmente resultado da
variacdo na idade dos parasitos ou de diferencas no processo de fixacdo. De fato, 0s
dados obtidos por PINTO & MELO (2012) foram baseados em espécimes
comprimidos, diferente do presente estudo (fixacdo a quente sem compressdo). Em
contraste, metacercéarias identificadas como Posthodiplostomum sp. encontradas em
Galaxias maculatus Jenyns, 1842 por RITOSSA et al. (2013) apresentam medidas
menores do que as obtidas para P. nanum no presente estudo, indicando tratar-se de
espécies distintas, especialmente considerando que ambos os estudos utilizaram
processos de fixacdo similares.

O Unico parasito adulto obtido foi comparado com os dados relatados para P.
nanum por diferentes autores (DUBOIS, 1970a; OSTROWSKI DE NUNEZ; 1973;
DIGIANI, 2000; PINTO et al., 2013d). A descricdo de P. nanum foi baseada em
exemplares imaturos obtidos de Butorides striata (Linnaeus, 1758) no Brasil. Uma outra
espécie descrita como Posthodiplostomum antillanum em Cuba por PEREZ-
VIGUERAS (1944), a qual foi pouco tempo depois sinonimizada com P. nanum por.
DUBOIS & PEREZ-VIGUERAS, 1949. Uma metacercaria do tipo Neascus foi
encontrada na musculatura e figado de peixes Cypriniformes em Serra Leoa, Africa por
WILLIANS (1967), que através de infecOes experimentais de aves obteve adultos

identificados como P. nanum. Contudo, DUBOIS (1970) considera que o material
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obtido por WILLIANS (1967) é idéntico a P. biellipticum Dubois, 1958, Unico
representante do género na Africa. Estas espécies sdo bastante similares, tendo como
diferencas o tamanho do corpo, dos 6rgaos sexuais e a relacdo entre os segmentos. Dada
a ampla variabilidade morfologica entre as espécies de Posthodiplostomum, estudos
moleculares futuros sdo importantes para se confirmar que P. biellipticum e P. nanum
sdo de fato espécies distintas.

Na Ameérica do Sul, outras seis espécies de Posthodiplostomum foram relatadas
em diferentes espécies de aves: Posthodiplostomum grande (Diesing, 1850),
Posthodiplostomum macrocotyle Dubois, 1937, Posthodiplostomum microsicya Dubois,
1936, Posthodiplostomum obesum (Lutz, 1928), Posthodiplostomum giganteum Dubois,
1988 e Posthodiplostomum mignum Boero, Led & Brandetti, 1972 (revisado por
FERNANDES et al., 2015). As analises de dados morfométricos relatados para estas
espécies revelam uma ampla variabilidade morfolégica, que pode ser resultado de
fatores relacionados a idade dos parasitos, tipo de hospedeiro ou diferentes técnicas de
fixacdo utilizadas, uma questdo ja discutida para Posthodiplostomum (PALMIERI,
1977; PEREZ-PONCE DE LEON, 1995). Contudo, P. nanum relatado por diferentes
autores apresenta tamanho total e estruturas significativamente menores do que o
descrito para P. microsicya, P. grande, P. giganteum e P. macrocotyle (revisado por
FERNANDES et al., 2015). Além disso, P. mignum e P. obesum apresentam medidas
semelhantes as descritas para P. nanum, mas a distribuicdo da vitelaria nessas duas
espécies difere da encontrada em P. nanum. No entanto, tendo em vista que a maioria
dessas diferencas sé@o sutis e sujeitas a variagdes, como discutido acima, a possibilidade
de P. obesum, P. nanum e P. mignum serem a mesma espécie ndo pode ser descartada.

O estudo molecular realizado a partir dos estagios larvais de P. nanum resultou
na obtencdo das primeiras sequéncias nucleotidicas de um isolado de
Posthodiplostomum da América do Sul. Nos ultimos anos, os estudos moleculares
envolvendo este género resultaram na obtencdo de sequéncias nucleotidicas de 11
espécies (algumas ndo nomeadas) na Europa, América do Norte e Asia (LOCKE et al.,
2010; MOSZCZYNSKA et al., 2009; NGUYEN et al., 2010; STONAYOV et al.,
2017). Os resultados aqui obtidos para P. nanum n&o correspondem a nenhuma destas
espécies.

Embora a maior parte das sequéncias disponiveis para Posthodiplostomum spp.
correspondam aos genes ITS e COI, a utilizagdo de um fragmento do gene 18S se

demonstrou adequada para uma triagem inicial e para a determinacdo do possivel
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género. A comparagéo das sequéncias 18S obtidas para P. nanum com outras sequéncias
existentes para isolados cogenéricos da India, EUA, Canada e Japdo, revelaram
diferencas consideravelmente pequenas (0-0,3%), 0 que esta relacionado ao fato deste
gene ser altamente conservado (MOSZCZYNSKA et al., 2009). Interessantemente, um
isolado de Ornithodiplostomum considerado para a construcdo da arvore filogenética
agrupou com as sequéncias de Posthodiplostomum (100% de similaridade), sinalizando
a proximidade filogenética entre estes géneros (STONAYQV et al., 2017).

Uma comparacdo das sequéncias ITS obtidas para P. hanum neste estudo com
dados publicados para outras espécies de Posthodiplostomum, e para
Ornithodiplostomum spp. e Mesoophorodiplostomum pricei sugere uma situagédo
taxonémica complexa. As analises filogenéticas realizadas a partir de sequéncias ITS
sugerem fortemente a parafilia do género Posthodiplostomum. Neste sentido, as
sequéncias da espécie tipo do género, P. cuticola, tornam-se extremamente importantes
para 0 avango da taxonomia desse grupo de trematodeos. Uma andlise recente de
sequéncias concatenadas das regides ITS1, ITS2 e 28S demonstrou que P. cuticola
forma um clado a parte de outras quatro espécies cogenéricas, incluindo duas espécies
identificadas (P. centrarchi, P. brevicaudatum) (KVACH et al., 2017). Considerando-se
a regido ITS completa (ndo disponivel para P. cuticola), as diferencas entre P. nanum e
Posthodiplostomum spp. foram 6,0-9,3%. Em comparacéo, a diferenca interespecifica
entre espécies de Ornithodiplostomum, um género monofilético de acordo com nossas
analises, foi substancialmente menor (0,0-1,3%). Em outros géneros da superfamilia
Diplostomoidea, diferengas interespecificas menores ou semelhantes as encontradas
para Posthodiplostomum spp. foram relatados entre espécies de Diplostomum (1,8-
4,6%, GALAZZO et al., 2002), Uvulifer (2-7,8%, LOPEZ-JIMENEZ et al., 2017);
Tylodelphys (0,7-8,3%, BLASCO-COSTA et al.,, 2017) e Apatemon (0,9-2,1%,
BLASCO-COSTA et al., 2016). Por outro lado, diferencas relativamente pequenas
foram relatadas entre diferentes géneros, por exemplo, entre Tylodelphys spp. e
Diplostomum spp. (5,3-5,9%, BLASCO-COSTA et al., 2017) e entre Apatemon e
Australapatemon (4,4%, BLASCO-COSTA et al., 2016). O agrupamento de ITS de M.
pricei em um clado bem suportado juntamente com Posthodiplostomum sp. 8 e
especialmente P. centrarchi, foi um achado intrigante observado nas analises
filogenéticas. As distancias intra e intergenéricas para a regido ITS entre espécies
consideradas acima, juntamente com a topologia da arvore filogenética obtida e

distancias moleculares entre os taxons incluidos neste clado (0,9-1,7%), sugerem que
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essas espécies sdo cogenéricas. Curiosamente, a caracteristica principal que distingue
Mesoophorodiplostomum de Posthodiplostomum é a disposi¢éo intertesticular do ovério
no primeiro (DUBOIS, 1936; NIEWIADOMSKA, 2002a). Em relatos anteriores de P.
cuticola e P. nanum, o ovario é pré-testicular, mas sua posi¢do pode variar nos adultos
de P. centrarchi (PALMIERI, 1977). Por outro lado, o ovario nas metacercarias de P.
centrarchi e P. brevicaudatum é intertesticular (STOYANOV et al., 2017), como
verificado em Mesoophorodiplostomum. Os resultados obtidos por ITS sugerem que
algumas sequéncias atualmente identificadas como Posthodiplostomum podem
pertencer ao género Mesoophorodiplostomum, ou caso contrario, podem indicar a
sinonimia de Mesoophorodiplostomum e Posthodiplostomum.

As sequéncias COIl obtidas para P. nanum revelaram diferencas interespecificas
significativas em relacdo as espécies cogenéricas (14,3-20,1%), A andlise filogenética
considerando-se este marcador molecular revelou que P. nanum pertence a um clado
contendo varios isolados de Posthodiplostomum spp., alem de M. pricei e
Ornithodiplostomum spp. No entanto, as relacGes dentro deste clado ndo estdo bem
resolvidas, exceto para Ornithodiplostomum spp., e um clado composto por
Posthodiplostomum sp. 1 e Posthodiplostomum sp. 2. Curiosamente, novamente a
espécie tipo do género, P. cuticola, é distante e basal em relagdo as outras espécies de
Posthodiplostomum, suportando a parafilia deste género verificada pela analise de
sequéncias ITS.

A terceira espécie de Diplostomidae encontrada em moluscos de Belo Horizonte
foi A. compactum, espécie previamente identificada neste local atraves de estudos
envolvendo infecgbes experimentais (PINTO & MELO, 2013b). As larvas reavaliadas
no presente estudo foram previamente obtidas em B. straminea. Austrodiplostomum
compactum foi descrito pela primeira vez por LUTZ (1928) como Diplostomum
(Austrodiplostomum) compactum, a partir de exemplares encontrados em N. brasilianus
na Venezuela. Desde entdo foi relatado no cormordo neotropico Nannopterum
brasilianus na América do Sul (OSTROWSKI DE NUNEZ, 1968, 1982, DRAGO et al.,
2011; MONTEIRO et al., 2016) e no cormorao-de-duas pontas Nannopterum auritus na
América do Norte (FLOWERS et al., 2004). Nos ultimos anos, a taxonomia das
especies de Austrodiplostomum tornou-se confusa, apesar da existéncia de apenas trés
espécies nominais descritas. Além de A. compactum, uma outra espécie,
Austrodiplostomum mordax Szidat & Nani, 1951, foi descrita na Argentina
(OSTROWSKI DE NUNEZ, 1968). Além disso, DRONEN (2009) descreveu uma nova
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espécie, Austrodiplostomum ostrowskiae, de N. auritus, no Texas, EUA, considerando
A. mordax e A. compactum sindnimos, sendo A. mordax o nome valido. Recentemente,
OSTROWSKI DE NUNEZ (2017), durante a redescricio de A. compactum, demonstrou
que A. compactum e A. mordax possuem importantes diferencas morfologicas e
morfométricas, além de diferencgas bioldgicas como a localizagcdo das metacercérias no
peixe hospedeiro intermediario e distribuicdo geogréfica. Além disso, A ostrowskiae foi
considerado um sinénimo janior de A. compactum (OSTROWSKI DE NUNEZ, 2017).
De fato, estudos recentes revelaram que aspectos da morfologia e biologia dos estagios
larvais destes parasitos identificados como A. ostrowskiae na América do Norte
(ROSSER et al., 2016; GARCIA-VARELA et al., 2016) sio semelhantes aos
observados na América do Sul (OSTROWSKI DE NUNEZ, 1982; PINTO & MELO,
2013b).

Os primeiros hospedeiros intermediarios de A. compactum sdo moluscos
planorbideos do género Biomphalaria, sendo B. prona, B. straminea e B. glabrata
descritos como hospedeiros intermediarios naturais da espécie na Argentina, Brasil e
Venezuela (OSTROWSKI DE NUNEZ, 1982; PINTO & MELO, 2013). As cercérias
avaliadas no presente estudo sdo similares as relatadas em B. straminea na Argentina e
no Brasil (OSTROWSKI DE NUNEZ, 1982, PINTO & MELO, 2013) em
Biomphalaria havanensis (Pfeiffer, 1839) e nos EUA (ROSSER et al., 2016). Em
relacdo aos segundos hospedeiros intermediarios, desde meados da década de 1990, um
namero crescente de registros deste parasito em peixes vem sendo realizado no Brasil e
em varios outros paises do continente americano (KOHN et al., 1995; OVERSTREET
& CURRAN, 2004; GALAVIZ-SILVA et al., 2013; RAMOS et al., 2013). Na maioria
destes relatos, as metacercarias foram registradas parasitando o globo ocular, humor
aquoso e cérebro sendo discutido a provavel relagdo com a ocorréncia de catarata, atraso
no desenvolvimento e cegueira, tornando o peixe suscetivel a predacdo, o que facilita a
sua transmisséo para o hospedeiro definitivo (EIRAS, 1994).

As analises moleculares realizadas a partir dos marcadores nucleares 18S e ITS
demonstraram 100% de similaridade entre as amostra de A. compactum em B.
straminea de Belo Horizonte e isolados desta espécie (alguns identificados como A.
ostrowskiae) estudados nos EUA. Em relacdo ao marcador 18S, O’HEAR et al. (2014)
compararam sequéncias de A. compactum com Diplostomum spathaceum e observaram
que as sequéncias eram 100% idénticas, o que pode ser resultado da avaliagdo de uma

regido extremamente conservada ou erro na identificacdo do parasito. Uma espécie
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identificada como Diplostomidae sp. (KT728774) encontrada nos EUA difere em
apenas um nucleotideo (0,3%) com o marcador 18S, em relacdo as sequéncias de A.
compactum, sendo possivel que se trate de uma espécie do mesmo género.

A maioria dos estudos moleculares envolvendo espécies do género
Austrodiplostomum utilizaram sequéncias COI, resultando na elucidacdo de novas
interacbes entre estes parasitos e seus hospedeiros intermediérios e definitivos,
principalmente na América do Norte (O’HEAR et al., 2014; GARCIA-VARELA et al.,
2015; LOCKE et al., 2015; ROSSER et al., 2016). No presente estudo a anélise
filogenética realizada a partir de sequéncias COI agrupou as cercarias de A. compactum
com os isolados desta espécie dos EUA, Canada, México e Peru. A diferenca molecular
verificada entre estes isolados (0,3-1,1%) revelam que sdo isolados coespecificos com
baixa variabilidade intraespecifica. Os resultados moleculares obtidos confirmam a
identificacdo de A. compactum realizada a partir da abordagem experimental realizada
previamente por PINTO & MELO (2013b) na mesma &rea de estudo. As sequéncias de
outros isolados de Austrodiplostomum, identificados como Austrodiplostomum sp. e
Austrodiplostomum sp. 2, apresentaram diferencas de 8,5% e 10%, respectivamente, em
relacdo as sequéncias obtidas no presente estudo. Uma diferenca similar (10%) é
verificada entre estes dois isolados norte-americanos, 0 que sugere a existéncia de no
minimo trés espécies deste género nas Ameéricas. Diante das diferencas bioldgicas e
distribuicdo geogréafica, estudos moleculares futuros envolvendo A. mordax
provavelmente revelardo que esta espécie ndo corresponde a nenhum destes isolados
norte-americanos ainda ndo nomeados.

Trés espécies de trematddeos pertencentes a familia Strigeidae foram
encontradas em B. straminea no presente estudo: Cotylurus sp., Strigeidae n. sp. e
Apharyngostrigea sp. As estrigeocercarias aqui identificadas como Cotylurus sp. sdo
semelhantes as larvas previamente descritas como Cercaria caratinguensis por RUIZ
(1953), as quais foram encontradas em B. glabrata do estado de Minas Gerais. Desde
entdo, varios autores registraram larvas semelhantes em diferentes espécies de moluscos
no Brasil (MILWARD DE ANDRADE & CAMPOS, 1969; ESPINDOLA et al., 1992,
SOUZA et al. 1981, 1998, CARVALHO et al. 2001; MORAES et al., 2009;
EDUARDO et al. 2012; OHLWEILER et al., 2013). Larvas semelhantes foram
encontradas na Argentina (OSTROWSKI DE NUNEZ, 1972; MARTORELLI et al.,
2013; FERNANDEZ & HAMANN, 2017) e Venezuela (NASIR et al., 1979). Estudos

experimentais realizados a partir de larvas semelhantes a C. caratinguensis encontradas
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em B. straminea de Minas Gerais foram realizados por BASCH (1969) e revelaram a
presenca de uma nova espécie descrita como Cotylurus lutzi. Embora as cercérias e
metacercarias de Cotylurus sp. avaliadas no presente estudo sejam semelhantes e da
mesma area geografica, a obtencéo e estudo morfoldgico dos parasitos adultos é ainda
necessaria para a identificacdo definitiva da nossa espécie como C. lutzi.

Os trematddeos pertencentes ao género Cotylurus parasitam, na fase adulta,
aves, sendo moluscos aquaticos tanto os primeiros quanto os segundos hospedeiros
intermediarios (YAMAGUTI, 1975; NIEWIADOMSKA, 2002b). Apo6s a emergéncia
das cercérias, estas penetram nos moluscos para a formacdo de metacercarias do tipo
Tetracotyle, as quais possuem formato piriforme caracteristico. No Brasil, trés espécies
do género foram relatadas até o momento: Cotylurus cornutus (Rudolphi, 1808)
encontrada em Anas platyrhynchos Linnaeus, 1758 (=Anas boschas domestica) e
Columba livia Gmelin, 1789 (DUBOIS 1938; 1953), Cotylurus gallinulae gallinulae
(Lutz, 1928) em Gallinula galeata galeata (Lichtenstein, 1818) (LUTZ, 1928)
(=Gallinula chloropus galeata) e C. lutzi, espécie cujo hospedeiro definitivo natural
permanece desconhecido (BASCH, 1969). A morfologia geral das cercérias avaliadas,
incluindo a disposicdo das glandulas de penetracdo e presenca de ocelos nao
pigmentados, e das metacercarias encontradas em moluscos naturalmente infectados, é
compativel com a descrita para estes estagios larvais de diferentes espécies de Cotylurus
( BASCH, 1969; YAMAGUTI, 1975; FALTYNKOVA et al., 2007).

No presente estudo a infeccdo experimental de B. glabrata criadas em
laboratério por cercarias de Cotylurus sp. ndo resultou em sucesso. Tendo em vista
relatos prévios da infeccdo destes planorbideos por metacercarias do tipo Tetracotyle,
tanto naturalmente (RUIZ, 1953) quanto experimentalmente (BASCH, 1969), novos
estudos sdo necessarios para a avaliacdo de aspectos relacionados a suscetibilidade de
Biomphalaria spp. a larvas de Cotylurus. Fatores como a idade dos moluscos, tempo de
infectividade das cercarias ap0s emergéncia e 0 numero de cercarias a serem utilizadas
podem influenciar o ndo sucesso das infec¢Ges experimentais.

Estudos moleculares envolvendo espécies do género Cotylurus sdo escassos. De
fato, sequéncias 18S eram até entdo inexistentes, a0 passo que apenas uma sequéncia de
ITS e trés de COI estdo disponiveis no GenBank para apenas espécies do género, C.
cornutus e C. gallinulae (HERNANDEZ-MENA et al., 2017; SOLDANOVA et al.,
2017), ambas ja relatadas em aves no Brasil (FERNANDES et al., 2015). Apesar das

poucas informagdes moleculares existentes, as sequéncias disponiveis possibilitaram a
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identificacdo do género das cercarias e metacercarias obtidas no presente estudo. As
sequéncias ITS, além de revelarem que as cercarias e metacercérias encontradas em B.
straminea sdo idénticas, demonstraram que sdo cogenéricas com o isolado de C.
gallinulae do México (HERNANDEZ-MENA et al., 2017), sendo verificada uma
divergéncia molecular de 5,1%. Considerando-se outros géneros pertencentes a familia
Strigeidae, esta diferenca interespecifica € maior que a verificada para Apatemon (0,9-
2,1%), Parastrigea (0,5-1,7%), Australapatemon (0,6-1,9%) e Apharyngostrigea (1,7%)
(LOCKE et al., 2010; HERNANDEZ-MENA et al., 2014; BLASCO-COSTA et al.,
2016; GORDY et al., 2017). A diferenca entre sequéncias ITS de diferentes géneros de
Strigeidae variou entre 4,4 e 18,4%, sendo o valor mais baixo verificado entre os
géneros Apatemon e Australapatemon (BLASCO-COSTA et al., 2016).

Com o marcador COl, as diferencas moleculares entre Cotylurus sp. do presente
estudo e C. gallinulae do México e Canad, e C. cornutus da Noruega variaram entre
11% e 12,5%. Diferencas interespecificas dentro dos diferentes géneros de Strigeidae
variaram entre 7,5% e 15,6% (BLASCO-COSTA et al.,, 2016). As diferencas
encontradas entre Cotylurus spp. no presente estudo sdo semelhantes a verificada para
as espécies de Parastrigea (9,31-11,4%), Ichthyocotylurus (10%), e Australapatemon
(12,6-14,1%) (HERNANDEZ-MENA et al., 2014; BLASCO-COSTA et al., 2016;
GORDY et al., 2017). Uma excecdo € verificada entre duas espécies indeterminadas do
género Apatemon (Apatemon sp. 1 e Apatemon sp. 1x), em que as diferencas verificadas
foram menores (3,4-4,6%) (BLASCO-COSTA et al., 2016). Considerando as outras
espécies de Apatemon, as diferencas sao maiores entre as outras espécies do género
(8,5-15%) (BLASCO-COSTA et al., 2016; GORDY et al., 2017).

E importante mencionar que a larva de Cotylurus sp. assemelha-se
morfologicamente as cercarias das espécies do género Australapatemon, especialmente
pelo tamanho e presenca de ocelos ndo pigmentados. No presente estudo, foram obtidas
para efeitos comparativos sequéncias de uma cercaria molecularmente identificada
como Australapatemon sp., a qual havia sido previamente encontrada em B. glabrata e
identificada por critérios morfolégicos como C. caratinguensis (dados ndo publicados).
Sequéncias do gene 18S revelaram que esta cercaria difere em 2,0% de Cotylurus sp.,
sugerindo que sdo espécies de géneros distintos. Além disso, as sequéncias de
Australapatemon sp. do Brasil e Australapatemon burti do México e Australapatemon
sp. do Canadéa diferem em apenas um nucleotideo (0,2%). Os resultados obtidos através

da analise de sequéncias ITS também confirmaram a identificagcdo de Australapatemon
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sp. A diferenca interespecifica entre sequéncias das larvas avaliadas no presente estudo
e A. burti do México, A. mclaughlini do Canada, A. niewiadomski da Nova Zelandia e
Australapatemon sp. do Canada variou entre 1,4-1,9%, confirmando que sdo espécies
cogenéricas. Alem disso, as analises filogenéticas demonstraram que estas diferentes
espécies de Australapatemon formam um clado com significativo suporte.
Australapatemon sp. é uma espécie que ainda ndo apresenta sequéncias disponiveis no
GenBank. No Brasil, apenas uma espécie deste género, Australapatemon bdellocystis
(Lutz, 1921) foi registrada até agora (FERNANDES et al., 2015), sendo a participacao
de B. straminea como hospedeiro intermediério relatada (LUTZ, 1921; DUBOIS,
1970). Considerando-se outros paises da América do Sul, Australapatemon
magnacetabulum Dubois, 1988 foi relato em aves no Paraguai, sendo a infeccdo de B.
tenagophila por esta espécie verificada na Argentina (DUBOIS, 1988; DAVIES &
OSTROWSKI DE NUNEZ, 2012). Além disso, duas outras espécies, A. burti e
Australapatemon canadensis Dubois & Rausch, 1950 foram relatadas no Chile e
Argentina, respectivamente. Nesse sentido, € possivel que Australapatemon sp. seja
uma destas espécies ainda nao relatadas no Brasil. Estudos futuros visando a
caracterizacdo morfoldgica destas cercérias, a obtencdo de adultos por infeccdes
experimentais, bem como a aquisi¢do de sequéncias COIl, poderdo contribuir para se
avancar na identificacdo especifica desta espécie.

A larva aqui identificada preliminarmente como Strigeidae gen. sp. ndo possui
similaridade com nenhuma das cercérias de Diplostomoidea cujo ciclo bioldgico ja foi
elucidado em diferentes partes do mundo. Uma larva com morfologia e medidas
semelhantes foi encontrada em B. tenagophila e descrita como Furcocercaria N°1 no
Uruguai (MARTONELLLI et al., 2013) . Os estudos experimentais realizados com estas
larvas ndo resultaram na obtencao de outros estagios evolutivos, o que impossibilitou a
identificagdo do género deste parasito. Embora os estudos moleculares tenham resultado
na obtencdo de sequéncias de todos os marcadores avaliados, a andlise destas
sequéncias também ndo resultou na identificacdo deste parasito.

De fato, com nenhum dos trés marcadores moleculares utilizados foi verificado
um percentual de similaridade superior a 90% entre Strigeidae gen. sp. e outros
Diplostomoidea com sequéncias disponiveis no GenBank. As analises realizadas com
sequéncias do gene 18S revelaram 80-89% de similaridade com sequéncias de
diferentes espécies de Strigeidae, incluindo, Ichthyocotylurus erraticus (Rudolphi,

1809) do Reino Unido, Parastrigea diovadena Dubois & Macko, 1972, Parastrigea
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plataleae Hernandez-Mena et al., 2014 do México, Strigeidae sp. de Israel e Strigeidae
sp. do Japdo. Na arvore filogenética, Strigeidae gen. sp. do Brasil agrupou-se com as
sequéncias Uvulifer sp. do México e I. erraticus do Reino Unido e com Cotylurus sp.
obtido no presente estudo. O agrupamento de Uvulifer sp. (Diplostomidae) com
algumas espécies de Strigeidae revela a proximidade entre alguns membros destas
familias. De fato, estudos filogenéticos robustos e recentes revelaram a parafilia de
Diplostomidae, contudo, um rearranjo entre 0s géneros atualmente incluidos nesta
familia ainda ndo foi realizado (BLASCO-COSTA & LOCKE, 2017; HERNANDEZ-
MENA et al., 2017).

Considerando-se as sequéncias da regido ITS, as analises moleculares revelaram
12,7-16,3% de diferenca entre Strigeidae gen. sp. e as outras espécies de Strigeidae
consideradas para comparacdo. A diferenca para esta regido entre os diferentes
representantes pode chegar a 18,4 % (BLASCO-COSTA et al., 2017). Em relacdo as
andlises filogenéticas, os resultados revelaram a disposi¢cdo desta espécie em um clado
distinto e basal em relacédo as outras espécies de Strigeidae avaliadas.

Resultado semelhante foi obtido com as sequéncias COIl. As espécies com maior
proximidade em relacdo a Strigeidae gen. sp. foram Ichthyocotylurus spp. (15-16%) e
Cotylurus sp. (16,3%) do Brasil. Contudo, as cercarias destes dois géneros diferem
significativamente das larvas de Strigeidae gen. sp., especialmente pela presenca de
ventosa ventral e ocelos ndo pigmentados (YAMAGUTI, 1975; FALTYNKOVA et al.,
2007). Novos estudos sdo necessarios para se avancar na identificacdo taxonémica de
Strigeidae gen. sp. bem como para a elucidacdo de seu ciclo biolégico. A futura
disponibilidade de sequéncias nucleotidicas obtidas dos respectivos adultos, ou de
espécies cogenéricas, serd uma importante contribuicdo. Tendo em vista a maior
disponibilidade de sequéncias nucleotidicas para uma diversidade de géneros de
Diplostomoidea existentes na América do Norte e Europa, é possivel que Strigeidae
gen. sp. pertenca a um género Neotropical. Considerando-se 0s 8 géneros destes
parasitos relatados em vertebrados no Brasil, apenas dois, Ophiosoma Szidat, 1928 e
Duboisiella Baer, 1938, parasitos respectivamente de aves aquaticas e marsupiais, nao
possuem ainda nenhuma sequéncia molecular disponivel para comparagdo. Por outro
lado, é possivel que as larvas encontradas em B. straminea correspondam a um género
ainda ndo assinalado no Brasil.

Finalmente, o estudo molecular confirmou a identificagdo morfolégica das

cercarias de Apharyngostrigea sp., as quais foram previamente obtidas de B. straminea
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coletadas na represa da Pampulha durante os estudos realizados por PINTO (2013). Esta
cercéria, denominada por este autor como Apharyngostrigea sp. 1, apresenta morfologia
e medidas compativeis com as larvas de Apharyngostrigea simplex (Johnston, 1904)
descrita de B. straminea da Argentina (OSTROWSKI DE NUNEZ, 1989).

As espécies do género Apharyngostrigea Ciurea, 1924 sdo trematddeos
conhecidos por parasitar principalmente aves da familia Ardeidae. Existem mais de 20
espécies nominais descritas, mas apenas oito delas sdo consideradas atualmente validas
(DUBOIS, 1968; OSTROWSKI DE NUNEZ, 1989; NIEWIADOMSKA, 2002a). Trés
espécies foram relatadas no Brasil: Apharyngostrigea brasiliana (Szidat, 1928),
encontrada em Butorides striata e Nyctanassa violacea (Linnaeus, 1758) (ARRUDA et
al., 2001), Apharyngostrigea cornu (Zeder, 1800) relatada em Trigrisoma lineatum
mamoratum (Vieillot, 1817) e em A. alba (TRAVASSOS et al. 1969; DUBOIS, 1970a,
b), e Apharyngostrigea multiovata (PEREZ-VIGUERAS, 1944) também encontrada em
A. alba (DUBOIS,1968, 1970a; NORONHA et al., 2009). As outras trés espécies
existentes do género relatadas na América do Sul sdo Apharyngostrigea simplex
(Johnston, 1904), Apharyngostrigea ardearum (Lutz, 1928) e Apharyngostrigea
squamatoconus Rietschel & Werding, 1978, encontradas em diferentes espécies de aves
na Argentina, Venezuela e Colémbia, respectivamente (FERNANDES et al., 2015).
Além disso, larvas deste tipo, identificadas como Apharyngostrigea sp., foram relatadas
em Guadalupe e no Brasil (NASSI, 1987; DIAS et al., 2002).

O estudo molecular realizado a partir das cercérias de Apharyngostrigea sp.
revelou que ndo existem (depositadas no GenBank) sequéncias compativeis para
identificacdo especifica. Considerando-se os marcadores nucleares avaliados, verificou-
se 0 agrupamento de Apharyngostrigea sp. com isolados norte-americanos de A. cornu e
Apharyngostrigea pipientis (Faust, 1918), Unicas espécies do género com sequéncias
disponiveis. Diferencas de 0,7% e 3,2-3,3%, encontradas na avaliagdo de sequéncias
18S e ITS, respectivamente, revelaram que Apharyngostrigea sp. € uma espécie distinta
em relacdo aos isolados cogenéricos dos EUA, o que foi confirmado também pelas
sequéncias COI (diferenca molecular de 11,3-12,2%). As analises filogenéticas
realizadas a partir das sequéncias 18S e ITS aqui obtidas agruparam com um bom
suporte Apharyngostrigea sp. do Brasil com uma sequéncia identificada como
Strigeidae sp. de Israel. Uma diferenca de 0,3% foi verificada entre estes isolados com
ambos os marcadores nucleares utilizados, sendo possivel que sejam coespecificos. A

confirmacéo desta hipotese € impossibilitado pela auséncia de sequéncias COI para o
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isolado da Islandia identificado como Strigeidae sp. Os dados filogenéticos obtidos
sugerem que um isolado também identificado como Strigeidae sp. no Japdo é
provavelmente uma espécie de Apharyngostrigea.

Das 6 espécies de Diplostomoidea encontradas em moluscos aquaticos de Belo
Horizonte no presente estudo, apenas uma espécie apresentou sequéncias nucleotidicas
disponiveis no GenBank que possibilitaram a identificacdo taxondmica em nivel
especifico. Este resultado reflete a principal dificuldade inerente ao estudo molecular de
trematodeos na regido neotropical: a auséncia de sequéncias referéncias para a maioria
quase que absoluta das espécies existentes nesta regido. De fato, considerando-se 0s
representantes da superfamilia Diplostomoidea apenas 4 espécies possuiam alguma
sequéncia disponivel registradas para a América do Sul.

Tendo em vista que o estudo taxonémico de trematddeos é baseado quase que
exclusivamente na morfologia dos estagios adultos, as dificuldades encontradas sdo
ainda mais significativas em estudos envolvendo larvas de trematddeos encontradas em
moluscos, para as quais o estudo morfolégico na maioria das vezes ndo resulta na
determinacéo das categorias taxondmicas inferiores (género e espécie). De fato, estudos
recentes realizados no Brasil utilizando abordagem molecular na identificagdo de larvas
de outros grupos de trematddeos que ndo sdo Diplostomoidea, revelaram também a
dificuldade para a identificacdo especifica, sendo na maioria das vezes possivel a
identificacdo por abordagem filogenética apenas do género ou familia (PINTO et al.,
2014, 2015b, 2016, 2017). Nesse sentido, estudos envolvendo a abordagem taxondmica
integrativa sdo importantes para 0 avanco nesta area. Neste tipo de abordagem os
estudos morfologicos, moleculares e experimentais utilizados em conjunto, fornecem
informacdes robustas sobre diferentes aspectos da biologia e taxonomia das espécies
avaliadas (BLASCO-COSTA & POULIN, 2017). No presente estudo, esta abordagem
foi aqui realizada com sucesso e permitiu a identificacdo das larvas de P. nanum.

Por outro lado, sdo muitas as dificuldades inerentes a elucidacdo de ciclos
biologicos, especialmente de Diplostomoidea dada a complexidade das relacGes
bioldgicas algumas altamente especificas entre os diferentes hospedeiros. Nesse sentido,
a conexdo entre as cercarias encontradas em moluscos com parasitos adultos
recuperados de hospedeiros definitivos naturalmente infectados pode ser uma
abordagem que acelere a identificacdo de novas interacGes bioldgicas envolvendo estes
parasitos. Ao certo, tais estudos poderdo resultar na futura identificagdo especifica de

algumas das larvas de Diplostomoidea aqui avaliadas.
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Embora a identificacdo especifica ndo seja possivel em muitos casos, como
discutido acima, é importante ressaltar que a determinacdo por abordagem molecular
dos géneros ou familias por comparacdo com dados existente para a fauna
principalmente da Europa e América do Norte, pode ser considerado um avanco
importante no estudo de larvas de trematédeos no Brasil. Este nivel de identificagdo
permite inferir importantes informagdes como provaveis hospedeiros e padréo de ciclo
bioldgico. Tais informagfes podem ser Uteis em abordagens relacionadas ao manejo e
conservacao da vida silvestre bem como para a identificacdo e vigilancia das espécies

com potencial importancia na aquicultura.
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6. CONCLUSOES

Seis espécies de trematdédeos da superfamilia Diplostomoidea foram
identificadas em moluscos de colecdes aquaticas de Belo Horizonte a partir de estudos

morfologicos, experimentais e moleculares.
Biomphalaria straminea participa como primeiro hospedeiro intermediario no
ciclo bioldgico de Hysteromorpha sp., Austrodiplostomum compactum, Cotylurus sp.,

Strigeidae n. sp. e Apharyngostrigea sp.

Gundlachia ticaga é o primeiro hospedeiro intermediario de Posthodiplostomum

nanum.

A ocorréncia de espécie cripticas no género Hysteromorpha é relatada pela

primeira vez.

Estudos filogenéticos revelaram que o género Posthodiplostomum € parafilético.

A auséncia de sequéncias referéncias dificulta a identificagdo especifica, por

abordagem molecular, de larvas de Diplostomoidea encontradas em moluscos no Brasil.
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ANEXO
Artigo aceito para publicacao:
Lopez-Herndndez D, Locke SA, Melo AL, Rabelo EML, Pinto HA 2018. Molecular and
experimental assessment of the life cycle of Posthodiplostomum nanum Dubois 1937

(Trematoda: Diplostomidae) from Brazil, with comments on the paraphyly of the genus

Posthodiplostomum Dubois, 1936”. Infect Genet Evol (In press).
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