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RESUMO

Os trematodeos pertencentes as superfamilias Echinostomatoidea, Plagiorchioidea
e Diplostomoidea, sdo, quando adultos, parasitos de tetrdpodes. Estes helmintos possuem
ciclos biologicos complexos, envolvendo moluscos gastropodes como primeiros
hospedeiros intermedidrios e diferentes espécies de invertebrados e vertebrados como
segundos hospedeiros. Mais de 250 espécies de trematddeos destes trés grandes grupos
ja foram registradas no Brasil infectando vertebrados, varios deles com importancia
médico-veterinaria. Contudo, a maior parte dessas espécies nao possui ciclo biologico e
moluscos transmissores conhecidos. No presente estudo, larvas dos tipos, equindstoma,
xifidiocercéaria e estrigeocercaria obtidas de moluscos coletados em cole¢des aquaticas do
Brasil, foram submetidas a estudo morfoldgico e molecular. As amostras correspondem,
em parte, a larvas previamente coletadas de localidades dos estados de Minas Gerais,
Maranhao e Rio de Janeiro entre 2013 ¢ 2019 (35 amostras). Além disso, foram também
avaliadas larvas obtidas durante coletas malacoldgicas realizadas em localidades de
Minas Gerais, entre 2018 ¢ 2019. Neste caso, 1706 exemplares de moluscos gastropodes
de 11 espécies foram examinados e 95 apresentavam-se infectados por larvas das
superfamilias de interesse (11 amostras). As larvas obtidas foram submetidas a estudo
morfologico e morfométrico em microscopio Optico e comparadas com larvas
semelhantes reportadas no Brasil e em outras localidades do mundo. O estudo molecular
resultou em 67 sequéncias nucleotidicas de genes nucleares (28S e ITS1-5.8S-1TS2) e
mitocondriais (Cox-1 e Nad-1). Estas foram comparadas com sequéncias disponiveis no
GenBank e utilizadas em andlises filogenéticas (Méaxima Verossimilhanca e Inferéncia
Bayesiana). A maior parte das amostras avaliadas correspondem a larvas da superfamilia
Echinostomatoidea, sendo 12 espécies de 2 familias identificadas. A familia
Echinostomatidae, foi representada por 11 espécies incluindo Drepanocephalus
spathans, Neopetasiger sp., Echinostomatidae sp. 1, Echinostomatidae sp. 3,
Echinostomatidae sp. 4, Echinostomatidae sp. 5, Rhopalias sp. 1, Rhopalias sp. 2,
Rhopalias sp. 3 e Ribeiroia sp. encontradas em moluscos planorbideos (Biomphalaria
spp., Drepanotrema lucidum e Gundlachia ticaga), além de Echinostomatidae sp. 2
encontrada em Pomacea sp. Uma espécie identificada em nivel de familia,
Echinochasmidae gen. sp., foi verificada em Pomacea spp. Entre os principais achados
destaca-se a demonstragao de que Echinostomatidae sp. 1, larva comum em Biomphalaria

spp. € previamente associada a Paryphostomum segregatum, parasito de aves nao se



agrupou com nenhum dos géneros da superfamilia com dados disponiveis, nem tao pouco
com P. radiatum, espécie-tipo do género. Adicionalmente, larvas do tipo magnacauda
com colar cefalico com 19 espinhos foram associadas ao género Neopetasiger, que inclui
espécies encontradas em aves. Além disso o ciclo bioldgico de espécies do género
Rhopalias, parasitos de marsupiais, foi demonstrado pela primeira vez a partir do estudo
de Cercaria macrogranulosa. Na superfamilia Plagiorchioidea, 5 amostras de
xifidiocercarias foram estudadas, incluindo larvas amplamente reportadas em
Biomphalaria spp. no Brasil, Cercaria minense, Cercaria lutzi, e Cercaria santense, as
quais foram identificadas como Magnivitellinum sp. (parasito de peixes),
Haematoloechidae gen. sp. (parasito de anfibios), Plagiorchioidea gen. sp.,
respectivamente. Além dessas, registra-se pela primeira vez a ocorréncia de cercarias do
parasito de serpentes Renifer sp. em Stenophysa marmorata na América do Sul. Larvas
de um provavel parasito pulmonar de anfibios, Haematoloechus sp. foram encontradas
em Pseudosuccinea columella. Na superfamilia Diplostomoidea, adicionou-se
informacgdes inéditas para 3 espécies encontradas no pais. Uma destas, emergida de
Biomphalaria straminea, foi identificada como Apharyngostrigea pipientis. Esta ¢ uma
espécie que parasita ardeideos e os resultados obtidos contribuiram para caracterizar a sua
distribuicdo inter-continental. Finalmente, duas espécies da familia Diplostomidae, sdo
também relatadas. Uma delas, associada a “doenca dos pontos pretos” em peixes, foi
identificada como Crassiphiala sp. que utiliza B. straminea € peixes ornamentais,
Etroplus maculatus, como hospedeiros intermedidrios. Uma outra larva, foi identificada
como Diplostomidae gen. sp., ndo apresentando similaridade morfologica nem molecular
com nenhuma das larvas e sequéncias disponiveis para comparagao. Os resultados aqui
apresentados revelaram uma variedade de novas interagdes biologicas entre moluscos e
larvas de trematddeos no Brasil. Por outro lado, a geracdo de sequéncias referéncias
(baseadas em adultos) para a fauna de trematddeos neotropicais se demonstra como

primordial para o avango na identificagdo de cercérias encontradas em moluscos.

Palavras-chave: cercarias, Diplostomoidea, Echinostomatoidea, Plagiorchioidea,

moluscos, sequéncias, taxonomia integrativa, marcadores moleculares.



ABSTRACT

Trematodes belonging to the superfamilies Echinostomatoidea, Plagiorchioidea and
Diplostomoidea are, as adults, parasites of tetrapods. These helminths have complex
biological cycles, involving gastropod mollusks and different invertebrates as first
intermediate hosts and vertebrate species as secondary hosts. More than 250 trematodes
species of these three large groups have been recorded infecting brazilian vertebrates,
several of them with medical-veterinarian importance. However, in most of these species,
the biological cycle and the mollusk transmitters are unknown. In the present study, larvae
of echinocercariae, xyphidiocercariae and strigeocercariae types, obtained from mollusks
collected in water bodies in Brazil, were subjected to morphological and molecular
studies. The samples correspond, in part, to previously collected larvae in localities from
the states of Minas Gerais, Maranhdo and Rio de Janeiro between 2013 and 2019 (35
samples). In addition, obtained larvae during malacological collections carried out in
localities of Minas Gerais between 2018 and 2019 were also evaluated. In this case, 1706
gastropod mollusk specimens of 11 species were examined and 95 were infected by larvae
of the superfamilies of interest (11 samples). The obtained larvae were subjected to
morphological and morphometric studies under optic microscope and compared with
similar larvae reported in Brazil and other parts of the world. Molecular study resulted
in 67 nucleotide sequences of nuclear (28S and ITS1-5.8S-1TS2) and mitochondrial (Cox-
I and Nad-1) genes. These were compared with sequences available in GenBank and used
in phylogenetic analyses (Maximum Likelihood and Bayesian Inference). Most of
evaluated samples correspond to larvae of the superfamily Echinostomatoidea,
identifying 12 species from 2 families. The Echinostomatidae family was represented by
11 species including Drepanocephalus spathans, Neopetasiger sp., Echinostomatidae sp.
1, Echinostomatidae sp. 3, Echinostomatidae sp. 4, Echinostomatidae sp. 5, Rhopalias sp.
1, Rhopalias sp. 2, Rhopalias sp. 3 and Ribeiroia sp. founded in planorbid mollusks
(Biomphalaria spp., Drepanotrema lucidum and Gundlachia ticaga), as well as
Echinostomatidae sp. 2 found in Pomacea sp. One species was identified to family level,
Echinochasmidae gen. sp., was verified in Pomacea spp. Also, magnacauda-like larvae
with cephalic collar with 19 spines were associated with the genus Neopetasiger, which
includes species found in birds. On the other hand, biological cycle of species of the genus
Rhopalias, marsupial parasites, was demonstrated for the first time, based on the study of

Cercaria macrogranulosa. In the superfamily Plagiorchioidea, 5 samples of



xyphidiocercariae were studied, including larvae widely reported in Biomphalaria spp. in
Brazil, Cercaria minense, Cercaria lutzi and Cercaria santense, which were identified as
Magnivitellinum sp. (fish parasite), Haematoloechidae gen. sp. (amphibian parasite),
Plagiorchioidea gen. sp., respectively. In addition to these, the presence of cercariae of
the snake parasite Renifer sp. in Stenophysa marmorata is recorded for the first time in
South America. Larvae of a probable amphibian lung parasite, Haematoloechus sp. were
found in Pseudosuccinea columella. In the superfamily Diplostomoidea new information
was added for 3 species found for the country. One of these, derived from Biomphalaria
straminea, was identified as Apharyngostrigea pipientis. This is a species that parasitizes
ardeids and the obtained results contributed to characterize its intercontinental
distribution. Finally, two species of the family Diplostomidae are also reported. One of
them, associated with "black spot disease" in fish, was identified as Crassiphiala sp. using
B. straminea and ornamental fish, Etroplus maculatus, as intermediate hosts. Another
larva was identified as Diplostomidae gen. sp., showing no morphological or molecular
similarity to any of the larvae and sequences available for comparison. The results
presented here revealed a variety of new biological interactions between mollusks and
trematode larvae in Brazil. On the other hand, the generation of reference sequences
(based on adults) for the Neotropical trematode fauna is essential to advance in cercariae

identification found in mollusks.

Keywords: cercariae, Diplostomoidea, Echinostomatoidea, Plagiorchioidea, snails,

sequences, integrative taxonomy, molecular markers.



RESUMEN

Los trematodos pertenecientes a las superfamilias Echinostomatoidea,
Plagiorchioidea y Diplostomoidea son, cuando adultos, parasitos de tetrapodos. Estos
helmintos tienen ciclos bioldgicos complejos, involucrando moluscos gasteropodos como
primeros hospederos intermediarios y diferentes especies de invertebrados y vertebrados
como segundos hospederos. Mas de 250 especies de trematodos de estos tres grandes
grupos ya fueron registradas en Brasil infectando vertebrados, varias de ellas con
importancia médico-veterinaria. Sin embargo, en la mayoria de estas especies el ciclo
biologico y los moluscos transmisores son desconocidos. En el presente estudio, larvas
de los tipos equinocercaria, xifidiocercaria y estrigeocercaria, obtenidas de moluscos
colectados en colecciones acuaticas en Brasil fueron sometidas a estudios morfologicos
y moleculares. Las muestras corresponden, en parte, a larvas recolectadas previamente en
localidades de los estados de Minas Gerais, Maranhao y Rio de Janeiro entre 2013 y 2019
(35 muestras). Ademas, también se evaluaron larvas obtenidas durante colectas
malacolégicas realizadas en localidades de Minas Gerais entre 2018 y 2019. En este caso,
se examinaron 1706 especimenes de moluscos gasterépodos de 11 especies y 95 fueron
infectados por larvas de las superfamilias de interés (11 muestras). Las larvas obtenidas
fueron sometidas a estudio morfoldgico y morfométrico bajo microscopio Optico y
comparadas con larvas similares reportadas en Brasil y en otras partes del mundo. El
estudio molecular dio como resultado 67 secuencias de nucle6tidos de genes nucleares
(28S e ITS1-5.8S-ITS2) y mitocondriales (Cox-1 y Nad-1). Estos se compararon con
secuencias disponibles en GenBank y se usaron en analisis filogenéticos (Maxima
Verosimilitud e Inferencia Bayesiana). La mayoria de las muestras evaluadas
corresponden a larvas de la superfamilia Echinostomatoidea, identificindose 12 especies
de 2 familias. La familia Echinostomatidae estuvo representada por 11 especies
incluyendo Drepanocephalus spathans, Neopetasiger sp., Echinostomatidae sp. 1,
Echinostomatidae sp. 3, Echinostomatidae sp. 4, Echinostomatidae sp. 5, Rhopalias sp.
1, Rhopalias sp. 2, Rhopalias sp. 3 y Ribeiroia sp. encontrada en moluscos planorbideos
(Biomphalaria spp., Drepanotrema lucidum y Gundlachia ticaga), ademas de
Echinostomatidae sp. 2 encontrado en Pomacea sp. Una especie identificada a nivel de
familia, Echinochasmidae gen. sp., se verificd en Pomacea spp. Entre los principales
hallazgos, la demostracion de que Echinostomatidae sp. 1, larva comtin en Biomphalaria

spp. y previamente asociado con Paryphostomum segregatum, un parasito de aves que no



se agrupo con ninguno de los géneros de la superfamilia con datos disponibles, ni con P.
radiatum, la especie tipo del género. También, larvas de tipo magnacauda con collar
cefalico con 19 espinas se asociaron con el género Neopetasiger, que incluye especies
que se encuentran en las aves. Por otro lado, se demostrd por primera vez el ciclo
biologico de especies del género Rhopalias, parasitos de marsupiales, a partir del estudio
de Cercaria macrogranulosa. En la superfamilia Plagiorchioidea, se estudiaron 5
muestras de xifidiocercarias, incluyendo larvas ampliamente reportadas en Biomphalaria
spp. en Brasil, Cercaria minense, Cercaria lutzi y Cercaria santense, que fueron
identificadas como Magnivitellinum sp. (parasito de los peces), Haematoloechidae gen.
sp. (parasito de anfibios), Plagiorchioidea gen. sp., respectivamente. Ademas de estos, se
registra por primera vez la presencia de cercarias del parasito de serpientes Renifer sp. en
Stenophysa marmorata en América del Sur. Larvas de un probable parasito pulmonar de
anfibios, Haematoloechus sp. fueron encontradas en Pseudosuccinea columella. En la
superfamilia Diplostomoidea se agregd nueva informacion para 3 especies encontradas
en el pais. Uno de estos, surgido de Biomphalaria straminea, fue identificado como
Apharyngostrigea pipientis. Esta es una especie que parasita ardeideos y los resultados
obtenidos contribuyeron a caracterizar su distribucion intercontinental. Finalmente,
también se reportan dos especies de la familia Diplostomidae. Uno de ellos, asociado a la
“enfermedad de los puntos negros” en peces, fue identificado como Crassiphiala sp.
utiliza B. straminea y peces ornamentales, Etroplus maculatus, como hospederos
intermediarios. Otra larva, fue identificada como Diplostomidae gen. sp., sin mostrar
similitud morfologica ni molecular con ninguna de las larvas y secuencias disponibles
para comparacion. Los resultados presentados aqui revelaron una variedad de nuevas
interacciones biologicas entre moluscos y larvas de trematodos en Brasil. Por otro lado,
la generacion de secuencias de referencia (basadas en adultos) para la fauna de trematodos
neotropicales se muestra fundamental para avanzar en la identificacion de cercarias

encontradas en moluscos.

Palabras clave: cercarias, Diplostomoidea, Echinostomatoidea, Plagiorchioidea,

moluscos, secuencias, taxonomia integrativa, marcadores moleculares.
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1- INTRODUCAO

1.1- O parasitismo por Trematoda: generalidades

O parasitismo ¢ um dos estilos de vida mais comuns entre os eucariotos, também ¢ um
dos modos de vida mais bem-sucedidos, o que pode ser medido pelo nimero de vezes que
evoluiu independentemente e a diversidade de espécies de parasitos existentes (POULIN &
MORAND, 2014). Entre os diferentes grupos de helmintos parasitos, encontram-se o0s
representantes do filo Platyhelminthes Minot, 1876 pertencentes ao subfilo Neodermata Ehlers,
1985, formado pelas classes Cestoda Van Beneden, 1849, Monogenea Carus, 1863 e Trematoda
Rudolphi, 1808 (CHENG, 1977; FRIED & GRACZYK, 1997; OLSON et al., 2001; CRIBB et
al., 2002; OLSON & TKACH, 2005). A classe Trematoda compreende duas subclasses,
Aspidogastrea Faust & Tang, 1936 e Digenea Carus, 1863 (CRIBB ef al, 2001a; GIBSON et
al., 2002; KOSTADINOVA & PEREZ-DEL OLMO, 2014). A primeira ¢ formada por 4
familias, 12 géneros e cerca de 80 espécies consideradas validas, as quais parasitam moluscos,
peixes e quelonios (ROHDE 2001; 2002, ALVES et al., 2015). J& a subclasse Digenea, foco do
presente estudo, compreende um grupo diverso de platelmintos cosmopolitas, parasitos de todas
as classes de vertebrados, com cerca de 2.500 géneros e 18.000 espécies nominais descritas
(CRIBB et al., 2001a; PEREZ-PONCE DE LEON, 2001; GIBSON et al., 2002; OLSON et al.,
2003; KOSTADINOVA & PEREZ-DEL OLMO, 2014; LITTLEWOOD et al., 2015).

Os representantes da subclasse Digenea ocorrem em diferentes tipos de ambientes, como
mares, rios € lagoas e em todas as massas continentais. Morfologicamente, possuem um corpo
com tegumento (sem cuticula), geralmente com simetria bilateral, acelomados, sem anus. Com
um baixo nivel de cefalizagdo, hermafroditas (com algumas excegdes) e dorsoventralmente
planos, sdo comumente pequenos, mas podem alcancgar tamanhos maiores (LITTLEWOOD,
2006). Quando adultos, parasitam uma grande variedade de vertebrados, apresentando como
sitio de infecdo principalmente o trato gastrointestinal, apesar de vdarias espécies serem
encontradas nas vias sanguineas (Sanguinicolidae, Schistosomatidade, Spirorchiidae),
respiratorias (Paragonimidae, Typhlocoelidae, Troglotrematidae, Haematoloechidae), no olho
(Philophthalmidae), sistema urogenital (Eucotylidae, Renicolidae), dentre outros (BLAIR et al.,
1999; 2008 NOLAN & CRIBB, 2006; SANTORO et al., 2007; BRANT & LOCKER, 2009;
DARE & FORBES, 2009; PINTO & MELO et al., 2010; TAVELA et al., 2014; ENSUNCHO
etal.,2017).
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Virias espécies de trematodeos digeneicos apresentam importancia médica e veterinaria
em diferentes partes do mundo, justificando ainda mais o estudo destes parasitos. A importancia
médica pode ser ressaltada pelo fato de mais de 150 espécies ja terem sido relatadas infectando
seres humanos (MULLER & WAKELIN, 2002), causando doengascomo a esquistossomose €
as trematodiases (KATZ & PEIXOTO, 2000; STEINMANN et al., 2006; KEISER &
UTZINGER, 2009). Outros casos menos frequentes sdo provocados por parasitos da familia
Echinostomatidae (RYANG et al., 1986; HUFFMAN & FRIED, 1990, EDUARDO, 1991;
SAH et al., 2018), Paramphistomidae (MAS-COMAS et al., 2006; LONGA et al., 2010) e
algumas espécies de Diplostomoidea (FERNANDES et al., 1976; FREEMAN et al., 1976;
MOHL et al., 2009), com casos humanos relatados em algumas regides da Europa e Asia. Além
disso, afec¢des causadas por contato de humanos com larvas de trematodeos ja tém sido bem
documentadas. Como exemplo, casos de dermatite cercariana (também observada na fase aguda
da esquistossomose humana) por esquistossomatideos de aves sdo constantemente relatados na
Europa e América do Norte. Esta manifestacao cutanea ¢ considerada uma doenga emergente e
acreditasse que esteja associada as mudancas climaticas e o contato direto dos humanos com
corpos de agua eutrofizados, produzindo alteracdes nos ciclos biologicos dos parasitos e
aumentando sua frequéncia (GENTILE et al., 1996; KOLAROVA, 2007; HORAK &
KOLAROVA, 2011; SOLDANOVA et al., 2013). No Brasil, apesar da auséncia de casos
humanos a ocorréncia desta doenga ja foi sugerida, tendo em vista os registros prévios desses
parasitos em aves € moluscos (PINTO et al., 2012a). Também, varios casos de ocorréncia de
granulomas oculares provocados pelo contato com cercérias da familia Heterophyidae foram
relatados na India (RATHINAM et al., 2002; ARYA et al., 2016).

Entre os trematodeos, ha dezenas de espécies com importincia veterindria envolvidas em
prejuizos a pecudria (p. ex. Fasciola hepatica (L.), Eurytrema coelomaticum (Giard & Billet,
1892) e Paramphistomum spp.) (MATTOS & UENO, 1996; BASSANI ef al., 2007). Além
disso, varias espécies foram associadas a problemas na piscicultura, tendo em vista que o
parasitismo pode levar a ocorréncia de mortalidade e atraso de desenvolvimento (p. ex.,
Centrocestus formosamus (Nishigori, 1924), Clinostomum spp., espécies da familia
Diplostomidae) (MITCHELL et al, 2005; THATCHER, 2006; FLORES-LOPES &
THOMAZ, 2011). Além destes parasitos considerados de maior importancia para o ser humano,
existe uma diversidade de trematddeos que parasitam animais silvestres, cujo potencial

zoonotico ou impactos na area de medicina veterindria sdo ainda desconhecidos. Por outro lado,
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o reconhocimento da importancia destes parasitos em um contexto de biodiversidade vem sendo

enfatizada nos tltimos tempos (POULIN & MORAND, 2014; CRIBB, 2016).

1.2.- Biologia dos trematddeos digeneicos

1.2.1-Trematodeos e ciclos biologicos: um breve historico

Haé mais de dois séculos, através da publicagdo “Systema Naturae” de Linneus em 1778,
iniciou-se a classificagdo de trematddeos no sistema binomial que hoje em dia conhecemos
(primeiro género descrito: Fasciola L.). Porém, antes dessa data, alguns estudos relacionados a
larvas de trematodeos ja haviam sido publicados por Jan Swammerdam (1737/1738). Nesta
época as larvas eram conhecidas como organismos de vida livre, chegando a serem agrupadas
com protozodrios. Além disso, foram propostos nomes como "Cercaria" Miiller, 1773,
"Furcocerca" Lamarck, 1815, e "Histrionella" Bory de St. Vicent, 1823 como nomes genéricos
para vermes encontrados em moluscos e considerados como adultos. No século XIX poucas
espécies foram identificadas (como Fasciola hepatica) e os nomes genéricos estavam baseados
nos 6rgaos de fixacao (Distoma, Monostoma, Anfistoma). Nesse contexto, ndo existia nenhuma
referéncia sobre as fases larvais de trematddeos na época, e alguns estudos foram elucidando
muitos dos processos bioldgicos que se conhece hoje em dia. Contudo, os avangos eram em
ritmo relativamente lento e ainda existiam muitas lacunas. Algumas contribui¢des foram feitas
por Bojanus (1818), quem reconheceu que as cercarias tinham sua origem em moluscos dentro
de sacos que chamou de “sacos amarelos reais”. Nessa mesma publicagdo, Oken, em nota de
rodapé, reconhece que cercarias de moluscos e Distomas de vertebrados eram relacionados,
sendo que as primeiras ndo sdo mais que embrides dos segundos. Além disso, de Filipi (1837)
cunhou o nome “Redia” para esses “sacos amarelos reais” ¢ em 1853 aceitou que as cercarias
sdo um estagio larval, sugerindo que o nome rédia ndo seja mais usado como género. Em relagao
a outros estagios larvais como miracidio e esporocisto, o primeiro foi observado pela primeira
vez por Mehlis (1831) no ovo de Monostomum flavum (atualmente Typhlocoelum flavum) e
mais tarde por v. Siebold (1835) no ovo de M. mutabile (atualmente Cyclocoelum mutabile).
Assim, estabeleceu-se que as rédias sdo descendentes do miracidio. J4 o termo “sporocystis”
(esporocisto) € creditado a v. Baer por Stiles & Hassall (1908) (LA RUE, 1957).

Desde entao numerosas observagoes sobre a historia de vida dos trematodeos foram se

acumulando, dando suporte para a descricdo do principio de alterndncia de geragao por
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Steenstrup (1842). Com o passar dos anos o interesse por estas larvas foi aumentando, levando
a que pesquisadores como Diesing (1850) (que ainda considerava as cercarias como adultos), a
criar uma subordem para elas. Este mesmo autor, em 1855, fez uma revisao sobre cercarias,
reconhecendo 20 espécies e 9 géneros. Porém, mais tarde, ele passou a aceitar a natureza larval
das cercarias, mas continuou a usar nomes genéricos para elas (Diesing, 1858a). Apesar desses
fatos, ainda existiam muitas incognitas no que se referia aos ciclos biologicos dos trematddeos.
Os estudos mais significativos nesse periodo foram os de Leuckart (1882) e Thomas (1883),
quem elucidaram de maneira independente, o ciclo de Fasciola hepatica. Esses estudos,
baseados em observagdes cuidadosas e experimentos bem controlados, serviram de modelos
para muitos estudos subsequentes envolvendo ciclos bioldgicos de trematddeos (revisado por

LA RUE, 1957).

1.2.2- A complexidade dos ciclos biologicos de Trematoda: conhecimento atual

Os ciclos bioldgicos dos trematddeos digeneicos sdo muito complexos, envolvendo
muitas variagdes e tipos de hospedeiros, estdgios larvais morfologicamente distintos, e
diferentes mecanismos de infeccao dos diferentes hospedeiros (CRIBB et al., 2003). Estes
ciclos podem ocorrer em trés tipo de ambientes: (i) aquatico com todos os hospedeiros sendo
animais aquaticos obrigatdrios ou vivendo em estreita associagdo com a agua; (ii) semi-
aquatico, no qual geragdes partenogenéticas e metacercarias parasitam organismos aquaticos e
o hospedeiro definitivo representa uma espécie terrestre; (iii) terrestre, no qual todo o ciclo de
vida envolve animais terrestres (NIEWIADOMSKA & POJMANSKA, 2011). Para a
perpetuacdo das espécies em cada um destes tipos de ambiente, varias estratégias adaptativas
foram desenvolvidas para facilitar os mecanismos de transmissdo, permitindo-lhes assim,
completar seus complexos ciclos de vida (NIEWIADOMSKA & POJIMANSKA, 2011).

A maioria das espécies de trematodeos possuem um molusco como primeiro hospedeiro
intermediario, no qual acontece a fase de reproducdo assexuada. A maior parte das espécies
possui também um segundo hospedeiro intermediario, que dependendo da espécie do parasito,
pode ser um peixe, anfibio, molusco, anelideo ou invertebrados de outros grupos zooldgicos
(LAFFERTY, 1999). O ciclo bioldgico ¢ basicamente diheteroxeno e poliheteroxeno, iniciando
quando os ovos ja fecundados (embrionados ou nao), abandonam o hospedeiro definitivo.
Dependendo da espécie, os miracidios podem ja estar formados no interior do ovo, emergindo

pelo opérculo (presente na maioria das espécies) apds contato com o ambiente hidrico. Os
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miracidios nadam ativamente na busca de um molusco aquético adequado para continuar seu
desenvolvimento, sendo atraido pelos estimulos quimiotaticos. Apds o encontro, ocorre a
penetracdo com o auxilio de secre¢des presentes em suas glandulas cefélicas e a perda das
placas ciliares. Em outras espécies, o ovo ¢ ingerido e o miracidio liberado no interior do
hospedeiro intermediario. Independentemente do modo de infec¢do, uma vez no molusco, o
miracidio da origem a esporocistos e/ou rédias, estdgios de desenvolvimento responsaveis pela
producao de cercarias. O fenomeno envolvido na producao de cercérias em esporocistos e rédias
foi estabelecido como partenogénese apomitica (revisado por GALAKTIONOV &
DOBROVOLSKIJ, 2003).

A maior parte das espécies de trematddeos possui um segundo hospedeiro intermediario
(outro molusco, larva de inseto, crustaceos, peixes ou outro vertebrado) em seu ciclo de vida.
Neles sdo formadas metacercarias, formas infectantes transmitidas passivamente aos
hospedeiros definitivos através de uma relacdo tréfica. Geralmente, a transformag¢do em
metacercaria ndo requer modificagdes morfologicas substanciais, necessitando apenas de maior
desenvolvimento dos sistemas de tecidos e 6rgdos da larva (FRIED & GRACZYK, 1997). Pelo
menos 17 das 22 superfamilias destes parasitos possuem segundos hospedeiros intermediarios
em seus ciclos de vida (CRIBB et al., 2003). O hospedeiro definitivo (um vertebrado) ¢
finalmente infectado quando as metacercarias, presentes no segundo hospedeiro intermedidrio,
sdo ingeridas. Apds este processo, os parasitos alcancam os respectivos sitios de infecgdo,
amadurecem e iniciam a fase de infe¢do sexuada, que culmina na producao de ovos (DAWES,
1968; FRIED & TOLEDO, 2009; GALAKTIONOV & DOBROVOLSKIJ, 2003).

Tendo em conta esse contexto diverso de possibilidades de ciclos bioldgicos, o estudo
das cercarias pode auxiliar no conhecimento dessa variabilidade. CRIBB et al. (2003) revisaram
os diversos modos de infeccdo do hospedeiro definitivo, a saber: (i) penetracdo da cercaria
diretamente no hospedeiro definitivo (Schistosomatidae, Spirorchiidae e Sanguinicolidae); (ii)
fixagdo da cercaria a superficie do hospedeiro definitivo (Transversotrematidae); (iii) ingestao
da cercéria diretamente pelo hospedeiro definitivo (alguns Bivesiculidae, Azygiidae,
Fellodistomidae e Tandanicolidae); (iv) ingestdo da cercaria por um segundo hospedeiro
intermediario e formacao de metacercaria, que alcangara o hospedeiro definitivo passivamente
ap6s a predacdo deste segundo hospedeiro intermedidrio (Hemiuroidea Fellodistomidae,
Bivesiculidae e Azygiidae); (v) encistamento da cercaria no meio externo, com a formagao da
metacercaria em uma fonte potencial de alimento (p. ex. d4gua e vegetacdo) para o hospedeiro

definitivo  (Paramphistomidae, Haplosplanchnoidea, alguns Echinostomatoidea e
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Haploporidae); (vi) penetragdo da cercaria em um segundo hospedeiro intermediario e
desenvolvimento em metacercaria, sendo a transmissao ao hospedeiro definitivo também por
predacdo do segundo hospedeiro intermediario (Diplostomoidea, Bucephaloidea,
Opisthorchioidea, Echinostomatoidea, Lepocreadioidea e Xiphidiata); (vii) a cercéria e
metacercaria permanecem no molusco hospedeiro intermedidrio, o qual ¢ ingerido pelo
hospedeiro definitivo (Heronimidae, Cyclocoelidae, Eucotylidae e Hasstilesiidae e

Leucochloridiidae) (DAWES, 1968; GALAKTIONOV & DOBROVOLSKIJ, 2003).

1.2.3- Adaptagoes biologicas e ciclos biologicos

O conhecimento acumulado ao longo de anos de estudo sobre a biologia de trematddeos
revelou a existéncia de importantes adaptagdes relacionadas a manutengdo dos diferentes ciclos
biologicos. Alguns casos de estratégias envolvendo manipulagdo parasitdria sao conhecidos.
Por exemplo, Dicrocoelium dendriticum (Rudolphi, 1819), um trematédeo da familia
Dicrocoeliidae encontrado na fase adulta em ruminantes, possui como segundo hospedeiro
intermediario formigas. Estes insetos, entram em contato com as “bolas de muco” contendo as
cercarias, as quais sdo expelidas pelo molusco primeiro hospedeiro intermediario. Essas
cercarias, apos ingestao, se instalam no ganglio esofagico da formiga, onde se encistam em
metacercarias. Em condi¢des favoraveis (diminui¢do da temperatura), o parasito pode causar
um estado de tetania nas pegas bucais da formiga, fazendo com que esta fique com a mandibula
fixa na vegetacdo. Com esse processo, aumenta-se as chances do hospedeiro definitivo
(ruminantes) ingerir acidentalmente o inseto infectado, resultando na transmissao do parasito
(MANGA-GONZALEZ et al., 2001). Outro casso muito particular é verificado no ciclo
biolégico de espécies do género Leucochloridium. As cercérias ndo abandonam o hospedeiro
intermediario (molusco terrestre), ficando dentro do esporocisto, que se dirige até as antenas do
molusco produzindo uma coloragdo chamativa, além de mudangas nos horarios de exposicao
do molusco, 0 que também facilita a predacdo do molusco pelo hospedeiro definitivo, nesse
caso aves (WESOLOWSKA & WESOLOWSKI, 2013). Outro caso de manipulagdo parasitaria
¢ discutido para Riberoia ondatrae (Price, 1931), parasito de aves na América do Norte. As
cercarias penetram no segundo hospedeiro intermediario, que sdo girinos, nos quais se encistam
e causam alteracdes patoldgicas que desencadeiam o desenvolvimento anormal de membros

(extras ou ausentes) durante sua metamorfose. O resultado deste processo € um anfibio adulto
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com dificuldades de locomocgdo, ficando mais exposto e facil de ser predado pelo hospedeiro

definitivo (JOHNSON et al., 2004; SZUROCZKI et al., 2012).

1.2.4- Trematodeos como controladores biologicos

Existem varias formas de controle biologico, seja por meio de predacdo, parasitismo,
competicao direta ou indireta, modificacdo do habitat ou uma combinacdo desses processos. A
associac¢do entre trematddeos e moluscos ja tem sido relatada como possivel forma de controle
biologico de parasitos de importancia médica, como Schistosoma mansoni (KURIS, 1973) e
veterinaria, como Fasciola hepatica (SUHARDONO et al., 2006). A esquistossomose ¢ uma
doenga tropical negligenciada, sendo o controle bioldgico proposto como uma das estratégias
para o controle dos moluscos hospedeiros intermediarios. Nesse sentido, estudos baseados na
avaliacdo da coinfec¢ao de Biomphalaria spp. por S. mansoni e parasitos dos géneros Cotylurus
Szidat, 1928, Paryphostomum Dietz, 1909, Ribeiroia Travassos, 1939 e Plagiorchis Liihe,
1899, revelaram que o desenvolvimento do primeiro trematédeo pode ser afetado pela presenga
de larvas destes outros parasitos. As alteragdes fisiologicas verificadas nos moluscos
hospedeiros resultam de uma relagdo antagonica, que pode ser direta ou indireta, como
discutido por diferentes autores (BASCH et al.,1969; BASCH, 1970; LIM & HEYNEMAN,
1972; KURIS, 1973; LIE, 1973; COMBES, 1982; MACHADO et al., 1988; ESTEBAN et al.,
2011).

Em uma outra vertente, os parasitos podem atuar como controladores bioldgicos das
populagdes dos seus proprios hospedeiros intermediarios. Varios trematddeos podem alterar a
estratégia de alocacdo energética do hospedeiro, direcionando-a para a reprodugdo parasitaria
(KURIS, 1974; BAUDOIN, 1975). Este fendomeno ¢ conhecido como “castracdo parasitaria”
(LAFFERTY & KURIS, 2002). Em um estudo realizado por CHENG et al. (1973), foi
observado que as gonadas do molusco Nassarius obsoletus, parasitados por esporocistos do
trematodeo Zoogonus rubellus (Olsson, 1868) estavam quase completamente ausentes. Os
autores discutem que o fendmeno foi produto de uma castracao quimica por parte de substancias
secretadas pelo parasito. Sabe-se que N. obsoletus ¢ hospedeiro intermediario de alguns
esquistosomatideos de aves (que causam a dermatite cercariana) na mesma area de coleta, isso
aumenta a relevancia de Z. rubellus como um potencial controlador biologico.

Outras estratégias de controle biologico envolvendo trematddeos estdo associadas as

larvas do tipo xifidiocercarias que se encistam em larvas de insetos vetores de doengas. Uns
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dos mais importantes € o controle realizado as larvas de culicideos, dos géneros Aedes Meigen,
1818, Culex Linnaeus, 1758 e Anopheles Meigen, 1818 (que transmitem doengas como dengue
e malaria). Estes insetos podem atuar como segundos hospedeiros intermediarios de espécies
de Haematoloechus Looss, 1899, Plagiorchis Lithe, 1899 e Prosthogonimus Liihe, 1899
(PINTO & MELO, 2013a).

1.2.5- Trematodeos como bioindicadores

Um bioindicador ¢ um organismo (ou parte de um organismo ou uma comunidade de
organismos) que contém informagdes sobre a qualidade do meio ambiente (MARKERT et al,,
1997). Muitos parasitos tém ciclos de vida envolvendo varios hospedeiros, portanto, podem ser
excelentes indicadores de outros componentes da estrutura e fungcdo da comunidade
(GARDNER & CAMPBELL 1992; MARCOGLIESE & CONE 1998). Os trematodeos
digeneicos sao particularmente um grupo de indicadores promissores (KURIS & LAFFERTY
1994; HUSPENI & LAFFERTY 2004; HUSPENI et al., 2005; VIDAL-MARTINEZ, 2007;
SURES, 2008; VIDAL-MARTINEZ et al., 2010). Assim, uma fauna diversa e abundante de
hospedeiros definitivos deve resultar em uma comunidade diversa e abundante de larvas
trematodeos nos moluscos hospedeiros intermediarios (LAFFERTY, 1997; HUSPENI &
LAFFERTY, 2004; HUSPENI et al., 2005; MARCOGLIESE, 2005; LAFFERTY et al., 2006).
Nessas circunstancias, a alta riqueza de espécies de parasitos em moluscos hospedeiros indica
a presenga de numerosos grupos de organismos. Dessa maneira, esses parasitos ndo apenas
refletem a presenga de tdxons circundantes, mas também sdo indicativos diretos de ligagdes
troficas funcionais (GARDNER & CAMPBELL 1992; MARCOGLIESE & CONE
1998).Também sdo 6timos candidatos a bioindicadores devido ao menor custo de amostragem
e analises de moluscos que atuam como hospedeiros intermediarios, em comparagdo ao estudo
de hospedeiros vertebrados (HUSPENI & LAFFERTY, 2004; HUSPENI et al., 2005; SHEA et
al.,2012).

O efeito dos ambientes poluidos sobre as comunidades parasitarias também tem sido
estudado. A eutrofizacdo j& foi mencionada como um fator que favorece o estabelecimento de
hospedeiros que possam participar nas diferentes fases dos ciclos de trematodeos (LAFFERTY,
1997; JOHNSON et al., 2007; BLANAR et al., 2009; SOLDANOVA & KOSTADINOVA,
2011). Por outro lado, os parasitos podem ser afetados por poluentes diversos. CROSS et al.

(2004), observaram que cercarias de Cryptocotyle lingua (Creplin 1825) em ambientes
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poluidos, reduzem sua natacdo e fazem percursos mais longos. Estes autores sugeriram que os
poluentes acumulados pelas cercarias afeta a neuromusculatura associada ao desempenho da
natagdo. Sob o mesmo ponto de vista, PIETROCK et al. (2002) e MORLEY et al. (2002)
estudaram a influéncia do cddmio na sobrevivéncia e desenvolvimento de cercarias de
Diplostomum sp. e metacercarias de Notocotylus attenuatus (Rudolphi, 1809) respectivamente.
Evidenciou-se que a sobrevivéncia das cercarias pode ser reduzida pela exposi¢ao direta a
metais pesados e que existe de fato uma diminuicdo no encistamento de metacercarias. A
contaminagdo por metais pesados em habitats aquaticos, portanto, pode potencialmente ter um
impacto nas populacdes e comunidades de parasitos (PIETROCK et al., 2002).

A temperatura também ¢ um fator importante que influencia a biologia dos organismos e
¢ intrinsecamente ligada as mudangas climaticas (MORLEY & LEWIE, 2015). O
estabelecimento de trematodeos em hospedeiros alvo € potencialmente suscetivel a mudancgas
de temperatura, as quais podem afetar a infectividade do parasito ou a suscetibilidade do
hospedeiro. As evidéncias disponiveis indicam que as mudangas na abundancia local do
parasito mediadas pelo clima terdo repercussdes significativas para os ecossistemas interditais.
Efeitos marcantes sobre a producdo de cercarias em trematddeos podem ser verificados até
mesmo nos casos de leves aumentos na temperatura o que poderia formar a base para programas

de monitoramento, e fornecer sinais de alerta precoce dos impactos ambientais do aquecimento

global (POULIN & MOURITSEN, 2006).

1.3- Larvas de trematddeos encontradas em moluscos

1.3.1- Biologia e taxonomia de cercarias

As cercéarias sdo, em sua maioria, organismos de vida livre que emergem dos moluscos
geralmente em grande quantidade. Morfologicamente, possuem corpo oval ou alongado,
achatado no plano dorsoventral, e uma cauda que pode ser longa. A ventosa oral ¢ subterminal,
disposta na extremidade anterior do corpo. Na maioria dos casos encontra-se uma ventosa
ventral na regido média do corpo. No corpo larval podem ser vistos sistemas digestivos e
protonefridiais mais ou menos bem desenvolvidos, glandulas de diferentes tipos, primoérdio
genital e drgdos sensoriais, representados principalmente por papilas sensoriais externas e mais
raramente por manchas oculares, podem estar presentes. Em relagdo a cauda, a morfologia varia

dependendo da espécie e de sua funcao principal (proporcionando locomogao e aderéncia ou
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rastejamento no substrato e flutuando ou nadando na d4gua) (GALAKTIONOV e
DOBROVOLSKIJ 2003; MCMULLEN, 1937; OLSON et al., 2003). Estas larvas sdo
verificadas, na maioria das vezes, como parte do zooplancton em ambientes aquaticos. Nao se
alimentam, sendo a fonte energética dependente de uma reserva limitada de glicogénio. Assim,
as cercarias sobrevivem por um tempo limitado variando de horas a alguns dias, com
diminuicdo de sua infectividade com o passar do tempo (COMBES ef al., 1994).

Com o passar dos anos, a quantidade de cercarias descritas aumentou exponencialmente,
o que levou a realizagdo de tentativas de distingdo e classificagdo dos diferentes tipos
morfoldgicos. Durante alguns anos foi usado o sistema de tipos cercarianos proposto por Liihe
(1909) (DAWES, 1946). Nos anos subsequentes esse sistema foi complementado dos outros
autores.

Dentro desse sistema, existem alguns grupos que refletem verdadeiras relagdes
filogenéticas entre diferentes taxa de trematddeos, o que permite inferéncias sobre as possiveis
familias e assim, os provaveis padrdes de ciclos e hospedeiros de outros estadgios evolutivos.
Em outros casos, os tipos cercarianos sao um agrupamento artificial, contemplando espécies de
grupos diversos e ndo filogeneticamente relacionados. Na tabela 1 sdo apresentados alguns tipos

cercarianos e as familias nas quais estes estdo presentes.

1.4- Taxonomia integrativa e larvas de trematddeos: avangos recentes

Os dados morfolédgicos tém sido a pedra angular da taxonomia de trematddeos, e ainda
com o passar do tempo continua sendo eficaz com centos de espécies reconhecidas, sendo que
estas foram so descritas através do uso da taxonomia tradicional ou morfologica. Mas, na
maioria das vezes o uso da morfologia de uma forma isolada, excluindo os dados de ciclo de
vida, e tendo em conta que as larvas sao morfologicamente diferentes dos adultos, ndo resulta
ser uma ferramenta suficientemente efetiva para o reconhecimento da plasticidade fenotipica
intraespecifica e a variagdo interespecifica em alguns géneros que sdo muito ricos em espécies
(BLASCO-COSTA et al., 2016).

Sob essa premissa, a taxonomia integrativa foi formalmente introduzida em 2005 como
uma estrutura abrangente que integra todas as fontes de dados disponiveis para enquadrar os
limites das espécies e ¢ definida como a ciéncia usada para delimitar a diversidade das unidades
de vida desde vérias perspectivas multiplas e complementarias (DAYRAT 2005; WILL et al.,
2005; YEATES et al., 2011). Esta proposta esteve baseada na suspeita de que a maioria das
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espécies permaneceria ndo descrita (ERWIN, 1982; MORA et al., 2011; COSTELLO et al.,
2013) e que algumas delas provavelmente iriam se extinguir antes de serem descritas (LEAKEY
& LEWIN, 1995; PIMM et al., 2006; BARNOSKY et al., 2011). Dessa maneira, o uso de dados
moleculares, e em particular o DNA barcode (HEBERT et al., 2003), foi apresentado como
uma resposta a esta problematica. Assim, acrescenta ao conjunto de ferramentas da taxonomia,
que continua seu desenvolvimento como uma disciplina sinérgica envolvendo diversas areas
(filogeografia, morfologia comparativa, populagdes genéticas, ecologia, desenvolvimento,
comportamento, etc.) (KNAPP, 2008). A taxonomia integrativa ¢ organizada seguindo um
fluxo de trabalho de trés etapas: a) inclusdo de dados morfoldgicos, ecoldgicos, moleculares,
etc., de varios espécimes; b) circunscrever grupos de organismos usando conceitos que
garantam que esses grupos correspondam a espécies e c) realizar um diagndstico e dar um nome
para a espécie reconhecida como nova (PANTE et al., 2015). Dessa maneira a taxonomia
integrativa tem como fundamento a procura de informacdo para responder as perguntas da
biologia, como um método para reunir a taxonomia tradicional com a molecular e superar o
impedimento taxondmico.

Para a obten¢ao desses dados moleculares, uma das ferramentas mais utilizadas ¢ a reagao
em cadeia da polimerase (PCR). Esta tem sido uma peca fundamental na identificagdo mais
precisa de algumas espécies (SAIKI ez al., 1988) junto com o uso de marcadores moleculares e
as tecnologias de sequenciamento de DNA, fornecendo um relevante avango ante as limitagdes
apresentadas com a morfologia. De fato, desde o final dos anos 1980 e o inicio dos anos 1990
(BLAIR & MCMANUS, 1989; LUTON et al., 1992; ADLARD et al., 1993), houve um
aumento dramatico no uso de dados moleculares na taxonomia e sistematica de trematodeos
(BRANT et al., 2006; LOCKE et al., 2011; FALTYNKOVA et al., 2014; BLASCO-COSTA
etal. 2016).

Os marcadores moleculares oferecem otimas ferramentas para estudar processos como
transmissdo, evolugdo da especificidade ao hospedeiro e padrdes de especiagdo, além da
elucidacdo de uma enorme diversidade de ciclos de vida (CRISCIONE et al., 2005). A
utilizacao dos métodos moleculares como um aporte a taxonomia de helmintos demostrou como
diversidade de parasitos ¢ subestimada. De fato, um significativo niimero de “espécies
cripticas” (espécies morfologicamente semelhantes, mas geneticamente distintas) (HUNG e
al., 1999; JOUSSON et al., 2000) de trematdédeos vem sendo descritas nas ultimas décadas.

O uso de marcadores moleculares, possibilita uma identificacdo mais detalhada e robusta

de diferentes organismos. Entre os marcadores mais comuns estd o gene do RNA ribossomico



38

(rRNA) e as regides espagadoras associadas. Essa regido ¢ altamente informativa para
investigacdes taxondmicas. Acredita-se que a totalidade da unidade de repeti¢ao evolua em
concerto (NOLAN & CRIBB, 2005). O gene da subunidade pequena do rRNA (SSU ou 18S) ¢
uma das regides genéticas com uma taxa de evolugdo mais lenta. E recomendado para inferir
relagdes filogenéticas profundas (ou seja, entre familias e niveis superiores) (HILLIS &
DAVIS, 1986). J4 o gene 28S rRNA mostra uma taxa de evolu¢do mais rapida nos dominios
variavei. Contudo, também possui regides conservadas, semelhantes as verificadas no 18S
(HILLIS & DIXON, 1991). Ambos os marcadores tém sido inicialmente utilizados para definir
limites de géneros (KAUKAS & ROLLINSON, 1997; LEON- REGAGNON & PAREDES,
2002), embora mais recentemente o uso de um fragmento parcial do 28S rDNA tem sido mais
comim (HILDEBRAND et al, 2015; PEREZ-PONCE DE LEON et al, 2015).
Adicionalmente, os dois espacadores transcritos internos, ITS1 e ITS2, sdo também
amplamente utilizados, separadamente ou em combinacdo, na investigacdo taxonomica de
espécies de trematddeos (NOLAN & CRIBB, 2005).

Os genes mitocondriais possuem varias vantagens sobre os nucleares, incluindo o uso
para identificagdo em nivel de espécie. Estdo localizados dentro de cada organela mitocondrial
dos trematddeos e ¢ herdado maternalmente (JANNOTTI-PASSOS et al., 2001; LE et al,
2002). Entre as vantagens do uso destes genes estd a maior taxa de mutagdo em relagdo aos
genes nucleares (BROWN et al., 1979). Isso gera variagdo genética nos niveis populacional e
de espécie (AVISE et al., 1987). Entre esses genes esta o Cox/, o qual ¢ um gene codificador
de proteinas altamente variavel, sendo amplamente utilizado para sistematica molecular de
metazoarios (AVISE, 2000). outros marcadores de mtDNA sdo também informativos em
estudos de familias especificas de trematodeos. Entre estes, os mais utilizados sdo o gene da
subunidade 1 da nicotinamida adenina dinucleotideo desidrogenase 1 (Nad-1) (BRAY et al.,
1999, 2009; DETWILER et al., 2010; CURRAN et al, 2013; GEORGIEVA et al., 2014;
SELBACH et al., 2014), o gene de rRNA de subunidade grande mitocondrial (rrnL ou 16S rrn)
(LEUNG et al., 2009; LI et al., 2010; HERRMANN et al., 2014) e citocromo gene b (cytb)
(ZHAO et al., 2012).

E importante salientar que a escolha dos marcadores mais adequados em estudos
moleculares de trematodeos € baseada no conhecimento prévio da familia de trematodeos em
estudo (HILLIS & DIXON, 1991). De fato, BLASCO-COSTA et al. (2016) sugerem uma
escolha fundamentada nos marcadores para os quais ja existem dados disponiveis nas bases de

dados. Isso permite dar respostas as perguntas especificas envolvendo organismos em estudo.
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Além disso, ¢ sugerido explorar a variagdo no nivel intraespecifico com um gene mitocondrial
e usar uma regiao variavel nuclear como o ITS (toda a regido ITS1-5.8S-ITS2 o apenas um dos
espacgadores transcritos) ou 28S para a identificagao de géneros e familias. Os dados genéticos
fornecem aos pesquisadores uma tremenda capacidade de reconhecer espécies, iluminar a
plasticidade fenotipica, vincular estdgios do ciclo de vida, inferir filogenia e permitir uma

exploragdo de variacdo geografica (NOLAN & CRIBB, 2005).

1.5- Larvas de trematodeos na América do Sul

Na América do Sul, ja foram relatadas mais de 300 espécies de trematddeos adultos
pertencentes as superfamilias Echinostomatoidea, Plagiorchioidea e Diplostomoidea (revisado
por KOHN et al., 2007; FERNANDES & KOHN, 2014; FERNANDES et al., 2015). Apesar
dessa diversidade de espécies relatadas, ainda muitas cercarias nao foram identificadas como
pertencentes a alguma espécie e a maioria dos ciclos bioldgicos permanecem com hospedeiros
desconhecidos. Estudos ao longo dos tempos tém sido realizados nesta regido, o que permitiram
a elucidacdo de alguns ciclos bioldgicos de muitas larvas que ainda ndo tinham sido assignadas
a alguma espécie em particular.

No Brasil, a partir dos trabalhos de PIRAJA-DA SILVA (1912), com o achado de larvas
de Schistosoma mansoni (a época nao associada a este parasito e descrita como Cercaria
blanchardi), diversas contribui¢des foram realizadas por diferentes autores. De fato, cerca de

50 espécies de trematodeos foram identificadas a partir do estudo de larvas
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TABELA 1. Principais tipos cercarianos encontrados em moluscos (PINTO & MELO, 2013a)

Tipos cercarianos Possiveis familias Figura
Cercariaeum Brachylaimidae, Cyclocoelidae, A
Leucochloridiidae
Microcerca Paragonimidae B
Ropalocerca Gorgoderidae C
Monostoma Notocotylidae e Pronocephalidae D
Anfistoma Superfamilia Paramphistomoidea E
Cistofora Hemiuridae F
Cistocerca Gorgoderidae G
Furcocistocerca Azygiidae ou Bivesiculidae H
Oftalmoxifidiocercaria Allocreadidae I
Xifidiocercaria J-N
Grupo Virgulata Lecithodendriidae J
Grupo Ornata Macroderididae e Haplometridae K
Grupo Armata Plagiorchiidae, Telorchiidae L
Grupo Ubiquita Microphallidae M
Grupo Microcotile Eumegacetidae N
Equino6stoma Echinostomatidae, Psilostomidae N
Tricocerca Fellostomidae, Lepocreadiidae P
Pleurolofocerca Cryptogonimidae, Heterophyidae, Q
Opisthorchiidae
Parapleurolofocerca Heterophyidae (subfamilia Haplorchiinae) R
Megalura Philophthalmidae S
Gimnocéfala Fasciolidae, Echinochasmidae T
Gasterostoma Bucephalidae U
Transversotrematidae Transversotrematidae v
Distoma brevifurcada faringeada Clinostomidae Y
Distoma brevifurcada faringeada Strigeidae X
com tronco caudal largo
Monostoma brevifuccada afarinegada  Sanguinicolidae Y
Distoma brevifurcada afaringeada Schistosomatidae Z,AA
Dicotoma Gymnophalidae AB
Distoma longifurcada faringeada Diplostomidae e Strigeidae AC
Monostoma longifurcada faringeada Cyathocotylidae AD
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FIGURA 1. Principais tipos cercarianos encontrados em moluscos (PINTO & MELO, 2013a).
(A) Cercariacum; (B) Microcerca; (C) Ropalocerca (D) Monostoma; (E) Anfistoma; (F)
Cistofora; (G) Cistocerca; (H) Furcocistocerca; (I) Oftalmoxifidiocercéaria; (J,N)
Xifidiocercaria; (J) Grupo Virgulata; (K) Grupo Ornata; (L) Grupo Armata; (M) Grupo
Ubiquita; (N) Grupo Microcotile; (O) Equinéstoma; (P) Tricocerca; (Q) Pleurolofocerca; (R)
Parapleurolofocerca; (S) Megalura; (T) Gimnocéfala; (U) Gasterostoma; (V)
Transversotrematidae; (W) Distoma brevifurcada faringeada; (X) Distoma brevifurcada
faringeada com tronco caudal largo; (Y) Monostoma brevifuccada afarinegada; (Z, AA)
Distoma brevifurcada afaringeada; (AB) Dicotoma; (AC) Distoma longifurcada faringeada;

(AD) Monostoma longifurcada faringeada. (PINTO & MELO, 2013a).
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de trematddeos encontradas em moluscos no pais. Uma diversidade ainda de larvas ainda nao
identificadas, descritas como Cercaria ou determinadas apenas como tipo cercarianos, também
foram reportadas, em sua maioria, em moluscos vetores da esquistossomose (revisado por
PINTO & MELO, 2013b). Apesar das interagdes ja elucidadas, a maioria das espécies de
trematddeos que ocorrem no Brasil permanece com ciclos biologicos e moluscos hospedeiros

desconhecidos.

1.5.1- Estudos moleculares e larvas de trematodeos na América do Sul

O uso de ferramentas moleculares ganhou muita repercussdo durante a ultima década,
principalmente na Europa e América do Norte (GARCIA-VARELA et al., 2015; AKSENOVA
etal.,2016; HERNANDEZ-MENA et al., 2016;2017; TKACH et al., 2016; BLASCO-COSTA
& LOCKE, 2017; SOKOLOV & SHCHENKOV, 2017; STOYANOV et al., 2017). Isso, tem
possibilitado a identifica¢do e elucidagdo de novas interacdes biologicas entre trematddeos e
seus hospedeiros.

Na América do Sul alguns esforcos tém sido realizados, principalmente nos tltimos cinco
anos. A identificacdo de algumas espécies de trematddeos com o uso de marcadores como 288,
ITS1-5.8S-ITS2 e Cox-1 foi alcangada, porém, isso ainda ¢ pouco diante da alta diversidade
destes parasitos relatados nesta regido. Nesse contexto, ainda sdo necessarios esforgos para se
aumentar o nimero de sequéncias de trematodeos nas bases de dados, visando a identificagao
por abordagem molecular das larvas de trematodeos encontradas em moluscos nesta regiao.

Atualmente na América do Sul, as ferramentas moleculares tem sido utilizadas com maior
frequéncia na identificagdo de trematodeos, tanto em adultos (MAGALHAES et al., 2004;
JANNOTTI-PASSOS et al., 2006; MUNOZ et al., 2012; FIGUEIRA et al., 2014; CREMONTE
et al., 2015; PINTO et al., 2018; ASSIS et al., 2019; ALVES et al., 2020) quanto em larvas
encontradas nos diferentes hospedeiros intermedidrios (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; DELLAGNOLA et al, 2019; LOPEZ-
HERNANDEZ et al., 2018; 2019; QUEIROZ et al., 2019; 2021). Apesar disso, ainda sdo
necessarios esfor¢os para ampliar o conhecimento de uma parcela maior da rica fauna de

trematodeos que ocorre neste continente.
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2- JUSTIFICATIVA

Apesar da diversidade de trematdédeos das superfamilias Diplostomoidea,
Echinostomatoidea e Plagiorchioidea relatados em vertebrados no Brasil, a maioria continua
com moluscos transmissores e ciclos bioldgicos desconhecidos. Em contrapartida, uma
diversidade de tipos cercarianos associados a estas superfamilias t€ém sido comumente
verificada em moluscos aquaticos no pais. Contudo, a associagao destes estagios larvais aos
estagios adultos ndo €, na maioria das vezes, possivel através de estudos morfologico. Apesar
do uso de ferramentas moleculares para o estudo de trematddeos ter resultado em avangos no
conhecimento destes parasitos nos tltimos anos, o uso desta abordagem pode ser considerado
incipiente no Brasil. Este fato contrasta com a ampla diversidade dos potenciais hospedeiros e
trematodeos ja registrados no pais. Associado a isso, a complexidade inerente aos ciclos
bioldgicos destes parasitos dificulta a realizacdo de estudos utilizando a abordagem
experimental cldssica. Isso justifica a realizacdo de estudos taxondmicos integrativos visando a
identificacdo de larvas de trematodeos. Este tipo de estudo pode elucidar novos ciclos
biologicos de trematddeos no pais, o que pode ser considerado um conhecimento basico
necessario, inclusive para direcionar futuras estratégias de controle de espécies com potencial

importancia médico-veterinaria.
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3- OBJETIVOS

3.1- Objetivo geral

Identificar através do uso da taxonomia integrativa, larvas de trematddeos das

superfamilias Echinostomatoidea, Plagiorchioidea e Diplostomoidea encontradas em moluscos

dulceaquicolas no Brasil.

3.2- Objetivos especificos

a)

b)

d)

Avaliar a infec¢do natural de moluscos dulceaquicolas por larvas de trematddeos das
superfamilias, Echinostomatoidea, Plagiorchioidea e Diplostomoidea no Brasil.
Realizar o estudo morfoldgico das cercarias obtidas.

Desenvolver estudos experimentais visando a obtengdo de outros estagios evolutivos
(metacercarias e parasitos adultos).

Caracterizar por meio de sequéncias nucleotidicas (28S, ITS1-5.8S-ITS2, Cox-1 e/ou
Nad-1) e anélises filogenéticas, amostras de larvas de trematodeos das superfamilias
Echinostomatoidea, Plagiorchioidea e Diplostomoidea encontradas em moluscos de
diferentes localidades do Brasil.

Identificar, at¢ a menor categoria taxondmica possivel, larvas de trematddeos das
superfamilias Echinostomatoidea, Plagiorchioidea e Diplostomoidea encontradas em

moluscos do Brasil.
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4- MATERIAL E METODOS

4.1- Amostras estudadas

As amostras avaliadas no presente estudo correspondem a larvas do tipo gimnocéfala,
equindéstoma, xifidiocercaria e estrigeocercaria, emergidas de moluscos oriundos de colegdes
aquaticas de localidades dos estados de Minas Gerais, Maranhao e Rio de Janeiro. O conjunto
de amostras ¢ composto por amostras previamente coletadas e amostras obtidas através de

novas coletas malacoldgicas realizadas para o presente trabalho, conforme apresentado a seguir.

4.1.1- Amostras previamente coletadas (2014-2019)

Este material ¢ composto por 35 amostras de cercarias pertencentes as superfamilias
Echinostomatoidea, Plagiorchioidea e Diplostomoidea. Parte deste material (11 amostras) ¢
oriundo de um trabalho colaborativo com o Laboratério de Malacologia do Instituto Oswaldo
Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, baseado na analise de moluscos coletados em localidades dos
estados Minas Gerais, Maranhdo e Rio de Janeiro entre 2014 € 2016. As demais amostras foram
obtidas durante atividades de campo ocasionais previamente realizadas pela equipe do
laboratorio em diferentes localidades do estado de Minas Gerais. As informagdes sobre estas
amostras como tipo cercarianos, moluscos hospedeiro intermedidrio e localidades, sdo

apresentadas na Tabela 2.

4.1.2- Amostras obtidas através de novas coletas malacologicas (2018-2019)

Novas amostragens de moluscos e avaliagdo da infec¢do por trematddeos foram
realizadas em cole¢des aquaticas (lagoas e riachos) de Belo Horizonte, Contagem, Janudria,
Esmeraldas e Betim, no estado de Minas Gerais. As coletas malacologicas foram realizadas

entre outubro de 2018 e agosto de 2019 (Tabela 3).
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TABELA 2- Amostras de trematodeos pertencentes as superfamilias Echinostomatoidea,
Plagiorchioidea e Diplostomoidea previamente coletadas e utilizadas para analises morfologica

e/ou molecular

N° TIPO HOSPEDEIRO LOCALIDADE
CERCARIANO
1 Xifidiocercaria Biomphalaria glabrata Rio de Janeiro
2 Xifidiocercaria Biomphalaria glabrata Rio de Janeiro
3 Xifidiocercaria Pseudosuccinea columella Minas Gerais
4 Xifidiocercaria Pomacea sp. Minas Gerais
5 Xifidiocercaria Biomphalaria Rio de Janeiro
6 Xifidiocercaria Pomacea sp. Minas Gerais
7 Xifidiocercaria Biomphalaria sp. Maranhéo
8 Xifidiocercaria Pseudosuccinea columella Minas Gerais
9 Xifidiocercaria Pomacea sp. Minas Gerais
10 | Xifidiocercéaria Pomacea sp. Minas Gerais
11 | Xifidiocercaria Pseudosuccinea columella Minas Gerais
12 | Equinostoma Biomphalaria sp. Rio de Janeiro
13 | Gimnocéfala Pomacea sp. Maranhao
14 | Equin6stoma Biomphalaria glabrata Maranhao
15 | Equinéstoma Biomphalaria straminea ~ Minas Gerais
16 | Equinéstoma Biomphalaria glabrata Minas Gerais
17 | Equinéstoma Drepanotrema sp. Minas Gerais
18 | Equinostoma Biomphalaria glabrata Minas Gerais
19 | Equinéstoma Biomphalaria sp. Minas Gerais
20 | Equindstoma Biomphalaria straminea ~ Minas Gerais
21 | Equindstoma Biomphalaria Rio de Janeiro
22 | Equindstoma Biomphalaria sp. Rio de Janeiro
23 | Equindstoma Biomphalaria straminea Minas Gerais
24 | Equindstoma Drepanotrema sp. Minas Gerais
25 | Equindstoma Gundlachia ticaga Minas Gerais
26 | Equindstoma Pomacea sp. Minas Gerais
27 | Xifidiocercaria Stenophysa marmorata Minas Gerais
28 | Equindstoma Biomphalaria sp. Minas Gerais
29 | Equindstoma Biomphalaria sp. Rio de Janeiro
30 | Equindstoma Biomphalaria glabrata Minas Gerais
31 | Equin6stoma Biomphalaria straminea Minas Gerais
32 | Equinéstoma Biomphalaria glabrata Minas Gerais
33 | Equindstoma Biomphalaria straminea Minas Gerais
34 | Estrigeocercaria Drepanotrema sp. Minas Gerais
35 | Estrigeocercaria Drepanotrema sp. Minas Gerais
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TABELA 3- Exemplares de moluscos coletados e infectados por cercarias durante coletas malacologicas realizadas em cinco cole¢des aquaticas

de Minas Gerais, entre os meses de agosto de 2018 e agosto de 2019. Abreviaturas: EQ: Equinostoma; EST: Estrigeocercaria; OTC: Outros tipos

cercarianos
N®de Data Localidade Tip(.) de Coordenadas geograficas Moluscos Coletados Infectados
coleta ambiente
oTC
1 08/08/2018 Belo Horizonte Lagoa 19°53' 40.815"S 43° 54' 52.011"W  Physella acuta 188
2 22/10/2018 Belo Horizonte Lagoa 19°53'40.815"S 43°54' 52.011"W Physella acuta 140
Pseudosuccinea columella 3
3 19/03/2019 Betim Lagoa 19°54°35.1°°S 44°10°05.5°W Biomphalaria straminea 118 17
Pomacea sp. 61
Melanoides tuberculata 5
Stenophysa marmorata 10
4 28/04/2019 Contagem Lagoa 19°53°43.4°°S 44°08°34.4°W Biomphalaria straminea 700 69 25
Pomacea sp. 38
Melanoides tuberculata 4
Stenophysa marmorata 64
5 12/06/2019 Betim Lagoa 19° 58'16.319"S 44° 16' 8.95"W  Drepanotrema sp. 1
Biomphalaria occidentalis 55 1
Pomacea sp. 26 1
Pseudosuccinea columella 2
Ancylidae 7
6 21/07/2019 Contagem Lagoa 19°54°01.7°°S 44°08°59.5°W Biomphalaria straminea 9 1
Melanoides tuberculata 12
Bivalves 9
7 08/08/2019 Esmeraldas Lagoa 18°59'58.13" S 43°59'47.061"W Drepanotrema lucidum 1




28/08/2019 Januaria

Riacho

15°29'44.16" S 45° 14' 12.616" W

Biomphalaria sp.
Biomphalaria tuberculata
Stenophysa marmorata
Pseudosuccinea columella
Ancylinae

Biomphalaria glabrata
Drepanotrema lucidum

93

[

90
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4.2- Coleta de moluscos

Os caramujos foram coletados em pontos acessiveis com auxilio de uma rede de
nylon em forma de D (pucd), a qual foi passada pelas margens das lagoas, percorrendo-
se entre 10 ¢ 20 metros. Em cada dia e local se realizou um esfor¢co amostral de cerca de
60 minutos. O material coletado foi transportado para o laboratorio, onde foi submetido
ao processo de triagem. Os moluscos foram separados da matéria organica, vegetacao e
de outros invertebrados coletados. Em seguida foram lavados com agua corrente e
avaliados quanto a infec¢@o por larvas de trematddeos. Parte dos moluscos coletados
foram utilizados para a identificacdo taxondmica segundo critérios morfologicos
(conquiliologia ou anatomia interna, dependendo do caso) segundo diferentes autores

(PARAENSE, 1975; SIMONE, 2006).

4.3- Avaliagdo da infeccao por larvas de trematddeos

As amostras de moluscos obtidas foram colocadas individualmente em placas de
poliestireno para cultura de células de 24 pocos sendo em seguida adicionados 3 mL de
agua desclorada. As placas contendo moluscos foram expostas a fotoestimulacao artificial
com uma lampada de 60 W por 2 horas (FERNANDES et al., 2003). Em seguida,
realizou-se exame com o auxilio de microscopio estereoscopico para avaliar a presenca
de cercarias. As placas contendo os moluscos foram deixados overnight e um novo exame
foi realizado na manha seguinte. Para a obtencdo dos estdgios de rédias, os moluscos

foram prensados entre laminas de vidro e observados ao microscopio estereoscopico.

4.4- Estudos experimentais

Algumas cercérias que foram coletadas previamente foram utilizadas em tentativas
de infecgdes experimentais visando a obten¢do de outros estidgios evolutivos
(metacercarias e parasitos adultos). Os ensaios experimentais envolvendo a infeccao de
hospedeiros vertebrados possui aprovagio da Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais (protocolo 20/2016). O acesso ao
patrimonio genético foi cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio

Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN).
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4.4.1- Obtengdo experimental de metacercarias

Cercarias do tipo equindstoma e estrigeocercaria emergidas de moluscos foram
utilizadas para a infec¢do de peixes e 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 os 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 infec¢ao em
massa, que consistiu em deixar os peixes em contato com os moluscos infetados por 24
horas em um aquario com 1 L de agua isenta de cloro. Os peixes foram alimentados
diariamente até o fim dos experimentos.

Visando avaliar o sucesso da infec¢do experimental, os peixes foram eutanasiados
(7-15 DAL, dependendo da espécie de parasito) por imersdo em solucdo de hidrocloreto
de benzocaina (250 mg/L) e necropsiados. Os 6rgaos da cavidade abdominal (estdmago,
intestino e figado), branquias e as aletas foram transferidos para laminas de vidro
contendo solugao fisiologica (NaCl 0,85%) e examinados em microscopio estereoscopico
para a pesquisa das metacercarias. No caso da infe¢do experimental de moluscos, estes

foram prensados entre laminas de vidro e examinados em estereomicroscopio.

4.5- Estudo morfologico dos estagios evolutivos

Em ambos os tipos de amostras (previamente coletadas e novas amostras), as
cercarias obtidas foram inicialmente coletadas com uma micropipeta, transferidas para
laminas de vidro, coradas com corantes vitais (solu¢ao aquosa de vermelho neutro ou
sulfato azul de Nilo 0,05%) e utilizadas para a confeccdo de montagens ndo permanentes
(a fresco), que foram examinadas em microscopio de luz. Outra aliquota da solucao
contendo cercarias foi morta em agua a 70°C e fixada em formalina 4%. A andlise
morfométrica dos estagios evolutivos foi realizada com auxilio de ocular micrometrada
em microscopio de luz. As mensuragdes das cercarias foram obtidas a partir de larvas
mortas pelo calor e fixadas em formol. As medidas de metacercarias foram obtidas através
de espécimes vivos e foram tabuladas e analisadas em software Microsoft® Excel 2010.
As fotografias foram obtidas com camera digital Leica ICC50 HD, acoplada ao

microscopio Leica ICCS50HD. As medidas estdo apresentadas em micrometros, sendo
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fornecidas pela média, seguida pelo desvio-padrao e amplitude entre parénteses.

4.6- Estudo molecular

4.6.1- Fixacdo das cercarias

As amostras de cercarias pertencentes as trés superfamilias avaliadas, tanto as
previamente coletadas quanto as novas amostras obtidas, foram fixadas em etanol 95% e
armazenadas a -20°C até a realizagdo das analises moleculares. Além disso, para as
amostras provenientes de novas coletas foram fixados (quando possivel), rédias e

esporocistos para garantir uma maior quantidade de DNA.

4.6.2- Extragdo e quantifica¢ao 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 cercarias ou com rédias ou esporocistos) foi utilizado o kit Wizard®
Genomic DNA Purification. Para amostras com menor quantidade de larvas foi utilizado
o kit QIAamp® DNA micro kit. As etapas envolvidas na extragdo foram realizadas
seguindo-se as instrugdes dos fabricantes. O DNA extraido foi dosado através da
avaliacdo da absorbancia em 260nm em espectrofotometro de microvolume NanoDrop™
Lite. Para determinagdo da pureza do DNA extraido, determinou-se a relagdo da

absorbancia obtidas nos comprimentos de onda 260nm e 280 nm.

4.6.3- Amplifica¢do do DNA

Foram utilizados quatro marcadores moleculares para o estudo das amostras
avaliadas. As regides genéticas avaliadas, os primers e condi¢des de PCR utilizados sao
apresentados na Tabela 4. As reacdes de PCR foram realizadas em um volume final de
25 ul, que incluiu 12,5 pl de Platinum Hot Start PCR Master Mix, 1,25 pmol de cada
primer e cerca de 50 ng de DNA molde. Para a visualizagdo dos produtos de amplificacdo,
foi realizada eletroforese em gel de agarose 1% corado com Unisafe Dye® Nucleic Acid
Staining Solution (20.000x) na quantidade de 1,5ul para cada 30ml de tampado Tri-
acetato-EDTA (TAE) 0,5M. O tamanho dos fragmentos amplificados foi estimado pela
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comparagdo com padrdo de pesos moleculares.

4.6.4- Purificagdo por PEG

Ap0s a visualizagdo de bandas tnicas no gel, realizou-se a purificagao dos produtos
da PCR com polietileno glicol (PEG) (20% PEG 8.000 em solu¢do de NaCl 2,5M)
(Promega, EUA). O produto de PCR (23 pL, 2 pL s3o usados na eletroforese) foi
transferido para tubo eppendorf de 1 mL, adicionando-se em seguida PEG na mesma
quantidade. Em seguida, o tubo foi homogeneizado em voértex por 1 minuto e, incubado
em banho seco a 37°C por 15 minutos. Apos esta etapa, realizou-se centrifugagao por 15
min a 13.000 rpm, sendo o sobrenadante descartado. Posteriormente, foram adicionados
125 pL de etanol 80% refrigerado, € uma nova centrifugaciao (5 min a 13.000 rpm) e
descarte de sobrenadante realizados. Este ultimo passo foi repetido mais uma vez. A
ultima etapa do protocolo consistiu em manter o tubo a temperatura ambiente até a
evaporacao de todo o etanol. O DNA precipitado assim obtido foi ressuspendido em 20

uL de agua ultrapura e dosado em NanoDrop™ Lite.

4.6.5- Sequenciamento de DNA

Os produtos da PCR purificados foram, na maioria das vezes, sequenciados com os
mesmos primers mencionados para a amplificacdo. No caso dos amplicons obtidos com
os primers Dice 1 e Dice 11, foram utilizados para o sequenciamento os primers T3(F) e
T7(R) (Tabela 4), de acordo com VAN STEENKISTE et al. (2015). Parte das amostras
28S foram também sequenciadas utilizando-se primers internos (300F e ECD2R). As
amostras foram preparadas para o sequenciamento segundo as recomendagdes das
empresas em que esta etapa foi realizada [Myleus Biotechnology (Belo Horizonte, MG,

Brasil; (https://www.myleus.com/) ou ACTGene (Alvorada, RS;

https://actgene.com.br/)]. O sequenciamento ocorreu por eletroforese capilar com o

sequenciador automatico ABI3730, utilizando-se polimero BigDye v3.1 e POP7.

4.6.6 Andlises 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 obten¢do


https://www.myleus.com/
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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 usando MUSCLE com sequéncias depositadas no
GenBank, com auxilio do programa MEGA X (KUMAR et al., 2018). Foram
consideradas as sequéncias cogenéricas e as pertencentes ao género mais proximo. Os
modelos evolutivos utilizados para a construgdo das arvores filogenéticas nas duas
analises, foram determinados por Bayesian information criterion (BIC) no programa
MEGA X. A selecao dos grupos externos baseou-se nas filogenias publicada por OLSON
et al. (2003) e TKACH et al. (2016). As andlises filogenéticas foram realizadas pelos
métodos de Maxima Verossimilhanga (MV) (FELSENSTEIN, 1981) e Inferéncia
Bayesiana (IB). As arvores MV foram geradas no MEGA X, sendo a robustez dos ramos
das arvores geradas medida pela utiliza¢do do teste bootstrap com 1000 repeti¢des para
avaliar. As andlises de IB foram realizadas em MrBayes v.3.2.6 (RONQUIST et al., 2012)
usando a andlise de cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC) em duas execugdes
simultaneas de quatro cadeias por 1.000.000 de geracdes e amostragem a cada 100
geragdes. O suporte dos nds foi fornecido pela probabilidade posterior. Para a
visualizacdo das arvores foi utilizado o programa FigTree v.1.4.2. Para fins de
apresentacao das filogenias, utilizou-se a arvore inferida por inferéncia bayesiana, sendo
os suportes dos nos representado por simbolos (triangulo para bootstrap obtido na MV e
quadrado para probabilidade posterior para IB) em escala de cor indicada nas figuras. Um
esquema geral representativo do fluxo da analise morfoldgica e molecular das amostras

avaliadas no presente estudo é apresentado na Figura 2.

4.7- Identificagao taxonomica

A identificagdo de cada uma das larvas foi realizada até a menor categoria
taxondmica possivel. O primeiro passo foi a identificagdo do tipo cercariano através da
morfologia das larvas, resultando na determinagdo da superfamilia e possiveis familias.
Posteriormente, as sequéncias de cada larva foram submetidas a andlise de similaridade
no BLAST. As sequéncias que apresentavam maiores similaridades foram usadas para a

construgdo de alinhamentos, que foram utilizados para o célculo de divergéncias
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nucleotidicas e filogenias visando a determina¢do mais assertiva da familia, género ou
espécie, quando possivel.

4.8- Delimitacao de espécies

Em alguns casos, nos quais as divergéncias genéticas nao estabeleciam uma
diferenciagdo intraespecifica clara, foram usadas as andlises do Assemble Species by
Automatic Partitioning (ASAP) (PUILLANDRE et al., 2019),

(https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/asap/) para estabelecer a delimitacdo de algumas

espécies. Nestes casos especificos, foi usado o alinhamento do marcador mitocondrial
Nad-1 como parametro de entrada e padrdo para as métricas de trés distancias disponiveis
(Jukes-Cantor JC69, Kimura K80 e distancia p). Finalmente, foi considerada apenas a

parti¢do que apresentou a pontuagdo ASAP mais baixa para cada métrica.


https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/asap/

55

Fotografias Morfometria

\;+4

Comparagoes
com a literatura

Amplificou

mplificon
Repetir PCR
A e
Sequéncia
. sem qlmlidadex
, nm Seql;:ncla _BLAST
" AN H‘l‘l qualidade -Construcio de Alinhamentos
—E MEGA X —  _Modelos de Substituigio
l -Matriz de divergéncias

Edigao -Maxima Verossimilhanga
~—>  Chromas Pro

Inferéncia _, Fig. Tree

Mr. Bayes — Bayesiana 143

FIGURA 2- Esquema representativo do fluxo das anélises morfologica e molecular das amostras de larvas de trematddeos avaliadas no presente

estudo.



TABELA 4- Primers utilizados para a amplifica¢do de fragmentos dos genes 28S, ITS1-5.8S-ITS2, Cox I e Nad-1
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Primer Sequéncia 5°-3’ Tamanho do Uso Condic¢oes da PCR Referéncia
fragmento (pb)
28S
Digl2 AAG CAT ATC ACT AAG CGG 1200 PCR/seq. 94°C por 2 min; 40 ciclos: Tkach et al., 2003
1500R GCTATCCTGAGGGAAACTTCG 94°C por 30s; 56°C por 30s,
72°C por 2 min; 72°C por 7
min
300F CAAGTACCGTGAGGGAAAGTTG seq. Littlewood & Olson,
2001
ECD2R CTTGGTCCGTGTTTCAAGACGGG seq. Littlewood et al., 1997
ITS1-5.8S-1TS2
BD1 TCTAGATGCGTTCGAAGTGTCGATG 1000 PCR/seq. 94°C por 2 min; 35 ciclos: Luton ef al., 1992
BD2 TATGCTTAAATTCAGCGGGT 94°C por 30s, 50°C por 30s,
72° por 10 min
D1 AGGAATTCCTGGTAAGTGCAAG 1100 PCR/seq. 94 °Cpor 2min; 35 ciclos: 94  Galazzo et al., 2002
D2 CGTTACTGAGGGAATCCTGG °C por 30s,
50 °C por 30s, 72 °C por 10
min
Cox-1
JB3 TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT 800 PCR/seq. 94°C por 2 min; 35 ciclos: Miura et al., 2005
COI-RTrema CAACAAATCATGATGCAAAAGG 94°C por 30s, 45°C por 30s,
72°C por 60s; 35 ciclos de
94°C por 60s; 72°C por
7min.
JB4.5 AGCACCTAAACTTAAAACATAATGAAA 3 min a 94°C Martinez-Salazar et al.,
30 ciclos: 45 s 92°C, 45 s 2016
45°C, e 1:30 s 72°C, 10 min
at 72°C
Dice 1 ATTAACCCTCACTAAATTWCNTTRGATC 600 PCR 94°c por 2min; 3 ciclos de Van Steenkiste et al.,

ATAAG

94°C por 40s, 51°C por 40s,

2015
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72°C por 1min; 5 ciclos de
touchdown: de: 94°C por
40s,

Dice 11 TAATACGACTCACTATAGCWGWACHA PCReseq. 50 °C a 46°C por 40s (com
AATTTHCGATC uma caida de 1°C por ciclo),
72°C por Imin; 35 ciclos de
94°C por 40s, 45°C por 40s,
72°C por 1min
BarCox-R ATAAACCTCAGGATGCCCAAAAAA 600 PCR eseq. Mesmas condigdes que Lopez-Caballero et al.,
Dice-1 2019
T3 ATTACCCCTCACTAAA 600 seq.
T7 TAATACGACTCACTATA seq.
Nad-1
NDIJ1 AGATTCGTAAGGGGCCTAATA 400 PCR/seq  95°C por 5 min; 35 ciclos de Morgan & Blair, 1998
NDJ2 CTTCAGCCTCAGCATAAT 30s cada a 94°C; 48°C por
20s, 72°C por 45s, 72°C por
4 min.
JB11 AGATTCGTAAAGGGGCCTAATA 500 PCR/seq 40 ciclos de: 30s 94 °C; 30s Bowles & McManus,
JB12 ACCACTAACTAATTCACTTTC a50°C; 60sa72°C 1993

Seq.: Sequenciamento

PCR: Reagdo em cadeia da Polimerase
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5.- RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo morfologico e molecular das amostras de larvas de trematodeos analisadas
até o momento possibilitou a identificagao, até o menor nivel taxondmico possivel, de 20
espécies pertencentes a 15 géneros e 8 familias incluidas nas trés superfamilias foco do
presente trabalho. Com relagdo ao estudo molecular, um total de 67 sequéncias
nucleotidicas de quatro diferentes marcadores moleculares amplamente utilizados no
estudo taxondmico de trematddeos foram obtidas [28S (24 sequéncias), ITS1-5.8S-ITS2
(17 sequéncias) Cox-1 (9 sequéncias) e Nad-1 (17 sequéncias)] (Anexo 1). Visando uma
melhor organizacdo da apresentagdo, as informagdes obtidas para cada espécie serdo
apresentadas em trés capitulos referentes a cada superfamilia foco do estudo. O primeiro
contempla larvas de 12 espécies pertencentes a superfamilia Echinostomatoidea. No
segundo capitulo, sdo consideradas as larvas de 5 espécies incluidas na superfamilia
Plagiorchioidea. Finalmente, 3 espécies de trematddeos pertencentes a superfamilia

Diplostomoidea sao apresentadas no capitulo 3.
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5.1- CAPITULO 1: Larvas de trematédeos da superfamilia Echinostomatoidea

encontradas em moluscos do Brasil

5.1.1- Revisdo da literatura

A superfamilia Echinostomatoidea Looss, 1899 ¢ constituida por um grupo diverso
de trematodeos globalmente distribuidos. Quando adultos, sdo encontrados em
vertebrados de todas as classes, com uma riqueza de espécies particularmente alta em
aves (KOSTADINOVA et al., 2005). Esta superfamilia inclui atualmente nove familias
e 105 géneros (TKACH et al, 2016). Sabe-se que algumas espécies de
Echinostomatoidea causam doengas em seres humanos, como a equinostomose,
trematodiase intestinal endémica principalmente no sudeste da Asia, onde os segundos
hospedeiros intermediarios (peixes e moluscos) sdo consumidos crus ou mal-cozidos
(GRACZYK & FRIED, 1998). Além disso, varias espécies destes trematddeos possuem
importancia veterindria, como por exemplo Fasciola hepatica L., parasito hepatico
associado a graves doengas no gado e prejuizos a pecuaria (BYRNE et al., 2016), espécies
do género Philophthalmus Looss, 1899, parasitos oculares associados a alteragdes
patologicas que podem causar cegueira em aves (MUKARATIRWA et al., 2005;
CHURCH et al., 2013; ROJAS et al., 2013), e espécies da familia Cyclocoelidae,
parasitos das vias respiratorias de aves domésticas (PETROCHENKO &
KOTELNIKOV, 1963). Destaca-se que a importancia ecoldgica desta superfamilia de
trematodeos ¢ notdria, podendo ser exemplificada com a associacdo de Ribeiroia
ondatrae (Price, 1931) com a ocorréncia de ma formagao e reducdo de populagdes de
anfibios na América do Norte (JOHNSON et al., 2002; 2004; 2009).

As associagdes entre Echinostomatoidea e moluscos aqudticos (primeiros
hospedeiros intermediarios) (FRIED & TOLEDO, 2009), seguem um padrio de
associacdo. TKACH et al. (2016) através de analises filogenéticas do grupo,
evidenciaram que parasitos de familias mais basais como Echinochasmidae,
Psilostomidae, Himasthlidae e Philophthalmidae, evoluiram em associagdo com
cenogastropodes, enquanto as familias mais derivadas evoluiram para utilizar
panpulmonados de agua doce, com algumas poucas excegoes verificadas em algumas
espécies de Echinostoma, Echinoparyphium e Neoacanthoparyphium.

Com relagdo a morfologia, as cercarias de Echinostomatoidea podem ser

classificadas em dois grandes tipos cercarianos: larvas do tipo equindstoma (com colar
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cefalico, contendo ou ndo espinhos) e gimnocéfala (sem colar cefalico) (SCHELL, 1975,
1985). No geral, as cercarias dos representantes desta superfamilia sdo caracterizadas por
apresentarem cauda simples (com ou sem membrana natatoria); no corpo, sdo observadas
glandulas cistogénicas com contetido em barras ou granular. Além disso, geralmente
apresentam corpusculos calcarios nos canais excretores principais (em casos raros, podem
estar ausentes) e varios grupos possuem um colar de espinhos, cujo numero e disposi¢ao,
na maioria das vezes, sao os mesmos verificados nos adultos (FRIED & TOLEDO, 2009;
OSTROWSKI DE NUNEZ & HAMANN, 2013).

Na América do Sul, mais de 125 espécies pertencentes a superfamilia
Echinostomatoidea ja foram relatadas, em seu estagio adulto, em diferentes classes de
vertebrados (compilado por KOHN et al., 2007; FERNANDES & KOHN, 2014;
FERNANDES et al., 2015). Porém, no que se refere as fases larvais, as informagdes
existentes sdo relativamente escassas. Estudos experimentais realizados a partir de larvas
encontradas em moluscos coletados em alguns paises da América do Sul (Argentina,
Brasil, Colombia, Uruguai e Venezuela) possibilitaram a elucidagao do ciclo biologico
de 30 espécies pertencentes a 5 familias de Echinostomatoidea. Além disso, larvas de
Echinostomatoidea encontradas em moluscos na América do Sul foram descritas como
pertencentes aos géneros coletivos Cercaria Miiller, 1774, Echinocercaria Lamark, 1815,
ou identificadas em nivel de familia (Tabela 5). Estas larvas foram relatadas em pelo
menos 32 diferentes espécies de moluscos.

Estudos moleculares envolvendo espécies de Echinostomatoidea sdo bastante
escassos na regido neotropical. A auséncia de sequéncias referéncia obtidas de adultos
impossibilita a identificagdo especifica de estagios larvais. Contudo, a determinacdo de
género ou familia do parasito em estudo por anélises filogenéticas ja pode ser considerado
um avango significativo (SELBACH et al, 2014; DELLAGNOLA et al., 2019;
LAIDEMITT et al., 2019). Na América do Sul, os estudos envolvendo a obtencao de
sequéncias moleculares a partir de larvas de Echinostomatoidea sdo recentes. Os trabalhos
existentes envolveram a analise de espécies dos géneros Neopetasiger, Ribeiroia e
Drepanocephalus (PINTO et al., 2013a; 2013b; DAVIES et al., 2015; PINTO et al.,
2016). Apesar destes avangos, a maioria dos ciclos biologicos e moluscos transmissores
das espécies desta superfamilia ainda permanecem desconhecidos. A contribuigdo de
ferramentas moleculares para o avango no conhecimento de novas interagdes biologicas
envolvendo estes trematodeos e moluscos ¢ evidenciado pelos resultados apresentados a

seguir.
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TABELA 5. Cercérias do tipo equinostoma e gimnocéfala encontradas em moluscos dulceaquicolas na América do Sul

Espécie Molusco Localidade Fig. Referéncia
Fig. 3
Cercaria Echinostomatidae N° 1 Bl.omp halarz'a strqminea; Argentina a Martorelli et al. (2013)
Biomphalaria tenagophila
Cercaria Echinostomatidae N° 2 Biomphalaria tenagophila Argentina b Martorelli et al. (2013)
Cercaria Echinostomatidae N° 3 Biomphalaria tenagophila Argentina c Martorelli et al. (2013)
Cercaria Echinostomatidae N° 4 Bz'omp halarz.a strqmmea; Argentina d Martorelli ef al. (2013)
Biomphalaria tenagophila
Cercaria heleobicola IV Heleobia conexa Argentina e Martorelli (1990)
Cercaria heleobicola V Heleobia conexa Argentina f Martorelli (1990)
Cercaria macrogranulosa Biomphalaria straminea Argentina g Ostrowski de Nunez et al. (1990)
Cercaria Ribeiroia sp. Biomphalaria occidentalis Argentina h Ostrowski de Nufiez et al. (1991); Fernandez
etal. (2016)
Ciclocoelidae Chilina parchappii Argentina * Szidat (1963)
Echinocercaria | Chilina dombeiana Argentina ok Flores & Semenas (2008)
Echinocercaria III Chilina dombeyana Argentina wk Flores & Semenas (2008)
Echinocercaria IV Chilina dombeyana Argentina wk Flores & Semenas (2008)
Echinocercaria sp. Chilina sp. Argentina i Ostrowski de Nufiez e Quaggiotto (1995)
Echinocercaria gen. sp. 1 Biomphalaria peregrina Argentina i Parietti et al. (2015)
Echinocercaria sp. | Biomphalaria peregrina Argentina k Ostrowski de Nufiez (1981b)
Echinocercaria sp. 11 Biomphalaria straminea Argentina 1 Ostrowski de Nufiez et al. (1990)
Echinocercaria sp. 111 Biomphalaria occidentalis Argentina m Ostrowski de Nufiez et al. (1991)
Echinocercaria sp. IV Biomphalaria orbignyi; B. Argentina n Ostrowski de Nufiez et al. (1997)

peregrina; B. straminea
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TABELA 5: Continuacdo...

Echinocercaria sp. V
Echinocercaria sp. VII
Echinocercaria sp. XIII
Echinocercaria sp. XIV

Echinocercaria sp. XVI

Echinocercaria sp. 1
Echinocercaria sp. 2
Echinocercaria sp. 3
Echinochasmus sp.

Echinoparyphium megacirrus
Echinoparyphium sp.
Echinochasmus talaensis

Echinostomatoidea sp. 1
Echinostoma parcespinosum
Episthmium suspensum
Gimnocephala sp. |
Gimnocephala sp. 11
Himasthla sp.

Paryphostomum segregatum
Psilochasmus oxyurus
Stephanoprora aylacostoma

Biomphalaria orbignyi
Biomphalaria occidentalis
Biomphalaria straminea
Biomphalaria straminea
Biomphalaria occidentalis; B.

Straminea

Biomphalaria straminea
Biomphalaria straminea
Biomphalaria occidentalis
Asolene platae

Chilina dombeiana
Biomphalaria peregrina
Heleobia parchappii

Heleobia australis

Pomacea canaliculata
Biomphalaria peregrina
Heleobia piscium

Uncancilus concentricus
Helobia australis

B. glabrata,; B. tenagophila; B.

straminea

Helobia australis

Heleobia parchappei

Argentina
Argentina
Argentina
Argentina

Argentina

Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina

Argentina
Argentina

Argentina

Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina

Argentina

Argentina

- Lo m o

7]

Fig.
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*%

*%

*%
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*%

*%

Ostrowski de Nufiez et al. (1997)
Ostrowski de Nunez et al. (1991)
Fernandez et al. (2014)
Fernandez et al. (2014; 2016)

Fernandez et al. (2014)

Fernandez et al. (2016)

Fernandez et al. (2016)

Fernandez et al. (2016)

Dellagnola ef al. 2019

Semenas et al. (1999); Flores et al. (2010);
Flores & Semenas (2016)

Flores et al. (2010)

Martorelli (1985)

Parietti et al. (2013); Etchegoin & Martorelli,
(1998); Merlo et al. (2019); Parietti et al.
(2020)

Martorelli (1987)

Ostrowski de Nufiez (1974)

Ostrowski de Nufiez (1975)

Ostrowski de Nunez (1981a)

Alda & Martorelli (2014)

Ostrowski de Nufiez & Hamann (2013)
Alda & Martorelli (2014); Parietti et al. (2013
Ostrowski de Nuiez & Quintana (2008)
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TABELA 5: Continuacdo...

Stephanoprora uruguayensis
Cercaria echinostoma 1

Cercaria echinostoma 2
Cercaria granulifera

Cercaria guaibensis 3
Cercaria guaibensis 6
Cercaria guaibensis 8

Cercaria macrogranulosa

Cercaria stylites

Drepanocephalus spathans

Drepanocephalus mexicanus

Echinostoma barbosai

Echinostoma erraticum
Echinostoma exile
Echinostoma luisreyi
Echinostoma nephrocystis

Aylacostoma chloroticum
Biomphalaria peregrina
Biomphalaria peregrina

Biomphalaria tenagophila

Biomphalaria tenagophila
Gundlachia concentrica
Drepanotrema depressissimum

Biomphalaria glabrata

Biomphalaria straminea
Stenophysa marmorata
Drepanotrema cimex

Aylacostoma sp.

Biomphalaria straminea

Biomphalaria straminea

Biomphalaria glabrata
Biomphalaria tenagophila
Biomphalaria straminea
Drepanotrema sp.
Stenophysa marmorata
Physa rivalis

Stenophysa marmorata

Argentina
Brasil
Brasil

Brasil

Brasil
Brasil
Brasil

Brasil

Brasil
Brasil
Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil

5 5 -

= T o

-

Fig. 5

*%

Ostrowski de Nufiez (2007)
Veitenheimer-Mendes (1982)

Veitenheimer-Mendes (1982)
Veitenheimer-Mendes et al. (1995); Eduardo
etal. (2012)

Veitenheimer-Mendes (1981)
Veitenheimer-Mendes et al. (1995)

Veitenheimer-Mendes et al. (1995)
Ruiz  (1952b); Milward-de-Andrade &
Campos (1969)

Lutz (1933)
Lutz (1933); Pinto et al. (2016)

Pinto et al. (2016)

Lie & Basch (1966)

Lutz (1924)

Pinto & Melo (2012b)
Maldonado Jr et al. (2003)
Lutz (1924)

TABELA 5: Continuacdo...
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Echinostoma paraensei

Echinostoma parcespinosum
Echinostoma revolutum

Echinostoma rodriguesi
Echinostome cercaria

Echinostome cercaria

Equinocercaria [

Fasciola hepatica

Paryphostomum segregatum

Psedosuccinea columella

Biomphalaria glabrata
Stenophysa marmorata
Pomacea sp.

Lymnaea stagnalis
Stenophysa marmorata
Marisa planogyra
Pomacea maculata
Biomphalaria amazonica
Biomphalaria occidentalis
Biomphalaria sp.
Biomphalaria schrammi
Stenophysa marmorata
Biomphalaria straminea
Pomacea maculata
Biomphalaria glabrata
Biomphalaria tenagophila

Psedosuccinea
Galba viatrix

Lymnaea sp.

Biomphalaria glabrata

Biomphalaria straminea

Biomphalaria tenagophila

columela;

Brasil

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

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

*%

Lie & Basch (1967); Maldonado Jr et al.
(2001)

Lutz (1924)
Lutz (1924); Barragan-Saénz et al. (2009)

Hsu et al. (1968)
Mattos et al. (2013)

Cantanhede et al. (2014)

Eduardo et al. (2012)

Ueta (1980); Busetti (1983); Miiller & Ueno
(1984); Carvalho et al. (2001); Gomes et al.
(2002); Oliveira et al. (2002)

Coelho & Lima (2003); Lima et al. (2009).
Lutz (1924); Ruiz (1952a;b); Lie & Basch
(1967)

Milward-de-Andrade (1965a;b); Eduardo et
al. (2012)

TABELA 5: Continuacdo...
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Petasiger sp.

Philophthalmus gralli
Philophthalmus aylacostoma
Ribeiroia sp.

Typhlocoelum cucumerinum

Cercaria Echinostomatidae
Cercaria sp. 1

Cercaria sp. 2
Echinocercaria sp. |
Guaicaipuria
parapseudoconcilia
Guaicaipuria pseudoconcilia
Cercaria amarillis
Cercaria armikuhniani
Cercaria asaguensis
Cercaria barceloica
Cercaria concilia
Cercaria criollisima
Cercaria kokubdurrie

Biomphalaria sp.
Biomphalaria glabrata
Biomphalaria straminea

Biomphalaria tenagophila

Biomphalaria sp.

Melanoides tuberculata
Melanoides tuberculata
Biomphalaria straminea

Biomphalaria glabrata

Physella cubensis

Melanoides tuberculata
Melanoides tuberculata
Biomphalaria glabrata

Pomacea glauca

Pomacea glauca
Biomphalaria kuhniana
Biomphalaria kuhniana
Marisa cornuarietis
Pomacea glauca
Marisa cornuarietis
Melongena melongena
Biomphalaria kuhniana

Brasil

Brasil

Brasil n
Brasil

Brasil

Brasil 0
Brasil p
Brasil q
Brasil r

Figura 6.

Colombia a
Colombia b
Colombia c
Venezuela d
Venezuela e
Venezuela f
Venezuela g
Venezuela h
Venezuela i
Venezuela i
Venezuela k
Venezuela 1
Venezuela m

Milward-de-Andrade & Campos (1969);
Pinto et al. (2013a).

Lutz (1921b; 1922); Rezende et al. (1973);
Gonzales et al. (1974)

Pinto & Melo (2010b)
Pulido-Murillo et al. (2022)
Pinto et al. (2013b)

Schafranski et al. (1975)

Velazquez e Escobar (2001)

Vergara & Velazquez (2009)
Vergara & Velazquez (2009)
Ostrowski de Nufez (1981a)

Nasir & Silva (1972)

Nasir, Diaz & Guevara (1967)
Nasir & Diaz (1973b)

Nasir & Diaz (1973b)

Nasir et al. (1969)

Nasir (1971)

Nasir et al. (1967)

Nasir & Diaz (1972)

Nasir & Diaz (1973b)

TABELA 5: Continuacdo...
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Cercaria laurotravassosi
Cercaria macarapanensis
Cercaria paraudoi
Cercaria penalveri

Cercaria plieguicauda

Cercaria pomacea
Cercaria pyrgophspiralis
Cercaria sanlorenzensis
Cercaria santacruzia
Cercaria stenophysae
Cercaria sucrensis
Cercaria udoi

Echinochasmus zubedakhaname

Echinostoma donosoi
Petasiger novendecim
Petasiger sp.
Philophthalmus gralli
Ribeiroia sp.
Stephanoprora denticulata

Stephanoprora paradenticulata

Cercaria Echinostomatidae N° 1
Cercaria Echinostomatidae N° 2

Physa venezuelensis
Pomacea glauca

Marisa cornuarietis
Pseudosuccinea columella
Pomacea glauca

Pomacea glauca
Biomphalaria kuhniana
Pomacea glauca
Marisa cornuarietis
Marisa cornuarietis
Physa venezuelensis
Marisa cornuarietis
Pomacea glauca
Marisa cornuarietis
Biomphalaria glabrata
Biomphalaria glabrata
Melanoides tuberculata
Biomphalaria prona
Biomphalaria glabrata

Marisa cornuarietis; Pomacea

glauca
B. straminea; B. tenagophila
B. tenagophila

Cercaria Echinostomatidae N° 4 B. tenagophila; B. straminea

Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela

Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela

Venezuela

Uruguai
Uruguai
Uruguai

= Lo T o B

i
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*kk

*kk
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Nasir & Diaz (1973b)
Nasir & Acuiia (1965)
Nasir et al. (1969)
Nasir (1964)

Nasir & Diaz (1973a)

Nasir & Diaz (1968)

Nasir & Diaz (1973b)

Nasir & Acuna (1964)

Nasir (1973)

Nasir & Acuiia (1965)

Nasir & Diaz (1973b)

Nasir et al. (1969)

Nasir & Diaz (1967)

Nasir (1964)

Nasir et al. (1972)
Ostrowski de Nunez (1981a)
Diaz et al. (2002)

Ostrowski de Nunez (1981a)
Nasir & Scorza (1968)

Nasir & Rodriguez (1969)

Martorelli et al. (2013)
Martorelli et al. (2013)
Martorelli et al. (2013)

*Figura de ma qualidade. **Figura nao disponivel. *** Relatadas na Argentina na Figura 2
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FIGURA 3- Cercarias do tipo equindstoma e gimnocéfala encontradas em moluscos dulceaquicolas na América do Sul. a. Cercaria
Echinostomatidae N° 1; b. Cercaria Echinostomatidae N° 2; ¢. Echinostomatidae N° 3; d. Echinostomatidae N° 4; e. Cercaria heleobicola 1V 1.
Cercaria heleobicola V; g. Cercaria macrogranulosa, h. Ribeiroia sp. i. Echinocercaria sp.; j. Echinocercaria gen. sp. 1; k. Echinocercaria sp. I;
1. Echinocercaria sp. II; m. Echinocercaria sp. III; n. Echinocercaria sp. IV; 0. Echinocercaria sp. V; p. Echinocercaria sp. VII; q. Echinocercaria

sp. XIII; r Echinocercaria sp. XIV; s. Echinocercaria sp. XVI. Para informacdes de cada uma das larvas consultar Tabela 5.
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FIGURA 4- Cercérias do tipo equindstoma e gimnocéfala encontradas em moluscos dulceaquicolas na América do Sul. a. Echinocercaria sp.1; b.
Echinocercaria sp. 2; ¢. Echinocercaria sp. 3; d. Echinochasmus sp., e. Echinochasmus talaensis; f. Echinochasmus parcespinosum; g. Episthmium
suspensum; h. Gimnocephala sp. I; i. Gimnocephala sp. Il; j. Himasthla sp.; k. Stephanoprora aylacostomas 1. Stephanoprora uruguayensis; m.
Cercaria echinostoma 1, n. Cercaria echinostoma 2; o. Cercaria guaibensis 3; p. Cercaria guaibensis 6, q. Cercaria guaibensis 8; r. Cercaria

macrogranulosa. Para informacdes de cada uma das larvas consultar Tabela 5.
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FIGURA 5- Cercérias do tipo equindstoma e gimnocéfala encontradas em moluscos dulceaquicolas na América do Sul. a. Cercaria stylites; b.
Drepanocephalus spathans; ¢. Drepanocephalus mexicanus; d. Echinostoma barbosai; e. Echinostoma exile; f. Echinostoma luisreyi; g.
Echinostoma nephrocystis; h. Echinostoma paraensei; i. Echinostoma parcespinosum; j. Echinostoma rodriguesi; K. Echinostome cercaria; 1.
Fasciola hepatica; m. Paryphostomum segregatum; n. Petasiger sp.; 0. Philophthalmus gralli; p. Philophthalmus aylacostoma; q. Ribeiroia sp.;

r. Typhlocoelum cucumerinum. Para informagdes de cada uma das larvas consultar Tabela 5.
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FIGURA 6- Cercérias do tipo equindstoma e gimnocéfala encontradas em moluscos dulceaquicolas na América do Sul. a. Cercaria
Echinostomatidae; b. Cercaria sp. 1; ¢. Cercaria sp. 2; d. Echinocercaria sp. [; e. Guaicaipuria parapseudoconcilia; f. Guaicaipuria pseudoconcilia;
g. Cercaria amarillis; h. Cercaria armikuhniani; i. Cercaria asaguensis; j. Cercaria barceloica; k. Cercaria concilia; 1. Cercaria criollisima; m.
Cercaria kokubdurrie; n. Cercaria laurotravassosi;, o. Cercaria macarapanensis; p. Cercaria paraudoi; q. Cercaria penalveri; r. Cercaria

plieguicauda. Para informagdes de cada uma das larvas consultar Tabela 5.
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FIGURA 7- Cercarias do tipo equindstoma e gimnocéfala encontradas em moluscos dulceaquicolas na América do Sul. a. Cercaria pomacea; b.
Cercaria pyrgophspiralis; c. Cercaria sanlorenzensis; d. Cercaria santacruzia; e. Cercaria stenophysae; f. Cercaria sucrensis; g. Cercaria udoi,
h. Echinochasmus zubedakhaname; i. Echinostoma donosoi; j. Petasiger novendecim; K. Petasiger sp.; l. Philophthalmus gralli; m. Ribeiroia sp.;

n. Stephanoprora denticulata; o. Stephanoprora paradenticulata. Para informagdes de cada uma das larvas consultar Tabela 5.
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5.1.2- Resultados

Dez cercarias dos tipos equindstoma e gimnocéfala foram identificadas como
pertencentes a superfamilia Echinostomatoidea. Estas larvas, foram encontradas em
moluscos ampularideos do género Pomacea e planorbideos dos géneros Biomphalaria,
Gundlachia e Drepanotrema. Considerando-se as novas coletas realizadas, dos 1706
exemplares de moluscos coletados, 89 (5,2%) estavam infectados com larvas do tipo
equinostoma. Do total de amostras (previamente coletadas e novas coletas), as larvas
foram associadas a 12 espécies de trematodeos, a maior parte (11 espécies) pertencentes

a familia Echinostomatidae e uma espécie a Echinochasmidae. Os resultados obtidos sdo

apresentados a seguir, juntamente com comentarios taxondmicos.

5.1.2.1- Echinochasmidae gen. sp. (Echinostomatoidea: Echinochasmidae)

Localidade: Palmeirandia e Sdo Vicente Ferrer, Maranhao, Brasil.

Primeiro hospedeiro intermediario: Pomacea maculata

5.1.2.1.1- Caracterizag¢do morfologica

Corpo espinhoso e ovalado (Figura 8). Cauda sem membrana natatoria, sem
espinhos, nem flagelos. Ventosas com diametro similar. Ventosa ventral pos equatorial.
Pré-faringe curta. Faringe muscular. Esofago e cecos intestinais ausentes. Glandulas
cistogénicas com contetdo rabditiforme. Concrecdes nos canais exteriores localizadas
uma a cada lado da ventosa ventral alcangando apenas a metade anterior desta. Rédias de
cor castanho foram recuperadas da glandula digestiva, com faringe muscular subterminal,
ceco intestinal longo e apéndices locomotores localizados na regido posterior do corpo.
As medidas das cercarias obtidas de Pomacea spp. e de outras larvas similares relatadas

por diferentes autores na Argentina e Venezuela sdo apresentadas na Tabela 6.

5.1.2.1.2- Estudo molecular

O conjunto de dados 28S (Figura 9) consistiu em 31 sequéncias que apos terem as

extremidades cortadas gerou um alinhamento de 1160 pb. Foram utilizadas para

comparagdo sequéncias nucleotidicas de espécies dos géneros Echinochasmus,
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Stephanoprora e Microparyphium, por serem os géneros da familia Echinochasmidae
com dados disponiveis na base de dados. Além disso, algumas espécies da familia
Echinostomatidae também foram incluidas nas analises, assim como trés isolados
identificados como Echinochasmidae sp., que também foram obtidos de um molusco
ampularideo, Asolene platae, na Argentina.

A andlise filogenética revelou o agrupamento destas larvas em um clado bem
suportado contendo representantes da familia Echinochasmidae, mas sem se agrupar com
nenhum dos géneros desta familia incluido nas andlises. As arvores filogenéticas
mostraram que as larvas obtidas de P. maculata agruparam no mesmo clado que os trés
isolados identificados como Echinochasmidae sp. da Argentina, com divergéncia
nucleotidica de 1-2,8%. Considerando-se os outros membros da familia, a divergéncia
molecular variou de 4-6,2%. Diferencas maiores foram verificadas em relacdo as espécies
de Echinostomatidae (8-11,8%) (Anexo 2: Tabela 1).

A sequéncia obtida para ITS1-5.8S-ITS2 (Figura 10) possuia 1007 pb, sendo que a
mesma sequéncia foi usada para a constru¢do de dois alinhamentos: um para a regiao
parcial ITS1 (Figura 9a), para efeitos de comparagdo com os isolados obtidos na
Argentina, que possuem similaridade com as amostras deste estudo e continha outras 18
sequéncias, com um tamanho final de 498 pb. O outro alinhamento, contempla a regido
ITS2 (Figura 9b) com um tamanho final de 528 pb, construido com a finalidade de
comparar com sequéncias como E. coaxatus, E. japonicus, dentre outras. Foram incluidos
nas andlises isolados de espécies dos mesmos géneros incluidos na andlise 28S
(Stephanoprora, Echinochasmus, Rhopalias e os trés isolados de Echinochasmidae sp. da
Argentina). Adicionalmente foram usadas outras sequéncias de alguns Echinostomatidae
como Petasiger, Paryphostomum, Ribeiroia, Rhopalias, Paryphostomum, Isthmiophora
e Drepanocephalus para comparacdo. No geral, o resultado obtido foi similar ao
verificado nas andlises de 28S, sendo evidenciado o agrupamento da espécie em estudo
no clado da familia Echinochasmidae e em um subclado contendo isolados de cercérias
obtidas de 4. platae da Argentina (ITS1), apresentando uma divergéncia de 2,5-5,1%.
Para ITS2 evidenciamos o agrupamento do isolado de Echinochasmidae gen. sp. num
clado préximo das sequéncias de E. coaxatus (espécie tipo) e E. japonicus com
divergéncias de 8,1% e 8,7%, respectivamente. Considerando-se outras espécies desta
familia incluidas nas analises, a divergéncia foide 11,6-13% (ITS1) e 13,5-15,8% (ITS2),
menores do que a verificada em relacao as espécies de Echinostomatidae (19,2-21,9%

ITS1 e 14.1-23,9 ITS2) (Anexo 2: Tabelas 2 e 3). As analises filogenéticas realizadas
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neste estudo revelaram que a cercéria encontrada em Pomacea spp. € aqui caracterizada

¢ um membro da familia Echinochasmidae.

5.1.2.1.3- Comentarios taxonomicos

A comparagdo entre as larvas aqui identificadas como Echinochasmidae gen. sp. e
outras larvas semelhantes verificadas em ampulariideos na América do Sul, revelou
similaridades morfologicas com uma larva do tipo gimnocéfala encontrada em Pomacea
glauca na Venezuela e descrita como Guaicaipuria parapseudoconsilia Nasir & Silva,
1972, a partir de estagios evolutivos obtidos experimentalmente. As cercérias de G.
parapseudoconsilia apresentam como caracteristica morfologica diferencial a auséncia
de esofago e cecos intestinais. Além disso, os resultados moleculares obtidos sugerem
que o isolado do presente estudo pertence ao mesmo género, mas a espécies distintas, de
isolados reportados em Asolene platae na Argentina (DELLAGNOLA et al., 2019). O
avanco na identificacdo especifica demanda a obtengdo de sequéncias obtidas de parasitos
adultos recuperados de hospedeiros experimentais ou naturais, sendo estes ultimos ainda

desconhecidos.
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FIGURA 8- Echinochasmidae gen. sp.: (a) Cercaria emergida de P. maculata
naturalmente infectada corada por vermelho neutro (b) Cercaria corada pelo Lugol.

Escalas: 50 um (a, b).
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TABELA 6- Dados morfométricos das cercarias de Echinochasmidae gen. sp., encontradas em Pomacea spp. em Palmeirandia e Sdo Vicente

Ferrer, MA e os dados de cercarias similares encontradas na Venezuela

Espécie Echinochasmidae Guaicaipuria Guaicaipuria  Echinochasmus Cercaria Cercaria Cercaria
gen. sp. parapseudoconcilia  pseudoconcilia  zubedakhaname barceloica Pomacea sanlorenzensis
Localidade Brasil Venezuela Venezuela Venezuela Venezuela Venezuela Venezuela
Hospedeiro Pomacea maculata Pomacea glauca P. glauca P. glauca P. glauca P. glauca P. glauca
Referéncia Presente estudo NASIR & SILVA NASIR et al. NASIR & DIAZ NASIR (1971) NASIR & NASIR (1964)
(1972) (1967) (1967) DIAZ (1968)

Corpo C 161+ 13 (140-185) 166-199 165-231 120-132 210-266 175-240 150-216

L 94+7(82-111) 92-122 96-129 37-62 140-238 105-165 105-144
Cauda C 168+£4(161-176) 203-238 192-234 135-150 168-252 200-273 171-234

L  34+2(31-38) 40-48 33-42 22-27 56-140 32-45 42-57
Ventosa oral C 41 +2 (38-43) 40-48 45-58 22-27 56-88 42-47 45-57

L 37+2(34-41)
Ventosa C 37+2(34-43) 40-48 42-48 17-25 56-92 40-52 -
ventral

L 36+2(33-43) - - - - - -
Faringe C 14+2 (10-17) 14-22 15-19 10-12 20-32 17-25 15-27

L 11+1(10-14) - - - 15-25 - -
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FIGURA 9- Relagdo filogenética baseada na analise de sequéncias parciais do gene 28S
de cercarias identificadas como Echinochasmidae gen. sp. encontradas em Pomacea
maculata no Brasil (em negrito) e outras espécies de Echinostomatoidea com sequéncias
disponiveis para comparacdo no GenBank. A arvore representada foi obtida por
Inferéncia Bayesiana (IB) utilizando-se o modelo GTR+G+I. O suporte dos nods sio
fornecidos pelos valores de probabilidade posterior ([J) e bootstrap (A), de acordo com
a escala representada no canto superior esquerdo. A barra de escala indica o nimero de

substitui¢des por site. Philophthalmus gralli foi usado como grupo externo.
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FIGURA 10- Relagao filogenética baseada na andlise de sequéncias parciais da regido transcrita espagadora interna ITS1 (a) e ITS2 (b) de cercarias

identificadas como Echinochasmidae gen. sp. encontradas em Pomacea maculata no Brasil (em negrito) e outras espécies de Echinostomatoidea

com sequéncias disponiveis para comparagao no GenBank. A arvore representada foi obtida por Inferéncia Bayesiana (IB) utilizando-se o modelo

K2+G (a, b). O suporte dos nos sdo fornecidos pelos valores de probabilidade posterior ([1) e bootstrap (A), de acordo com a escala representada

no canto superior esquerdo. A barra de escala indica o numero de substituicdes por site. Philophthalmus gralli foi usado como grupo externo.
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5.1.2.2- Drepanocephalus spathans Dietz, 1909 (Echinostomatoidea: Echinostomatidae)

Localidade: Belo Horizonte, Betim e Contagem, Minas Gerais, Brasil

Primeiro hospedeiro intermediario: Biomphalaria straminea e Biomphalaria occidentalis

5.1.2.2.1- Caracterizag¢do morfologica

A amostra desta larva (Figura 11) foi usada exclusivamente para andlises
moleculares uma vez que a avaliacdo morfoldgica foi previamente realizada por PINTO

etal. (2016).

5.1.2.2.2- Estudo molecular

O conjunto de dados 28S (Figura 14) consistiu em duas sequéncias das localidades
de Belo Horizonte (1070 pb) e Contagem (1204 pb), e foram utilizadas as sequéncias de
cercarias do presente estudo e as disponiveis no GenBank, de 27 e 19 espinhos no colar
cefalico para comparagdo, sendo estas pertencentes a parasitos dos géneros
Drepanocephalus, Neopetasiger, Petasiger e Cercaria granulifera e formaram um
alinhamento final de 1152 pb. A analise mostrou que as larvas do presente estudo
agruparam no clado de Drepanocephalus e que diferencas nucleotidicas entre os isolados
do México, EUA e Brasil foram de 0,09%. No caso das analises realizadas com o
marcador mitocondrial Nad-1 (Figura 15), foi possivel observar que as cercarias das duas
localidades aqui estudadas sdo coespecificas com Drepanocephalus spathans, sendo
verificada uma divergéncia molecular de 0,2-4,9%. Além disso, verificou-se diferencas
significativas (12,5-15,9%) em relagdo a outras espécies com dados disponiveis para
comparagdo Drepanocephalus mexicanus Lamothe-Argumedo & Perez Ponce de Leon,

1989(Anexo 2: Tabelas 4 ¢ 5).

5.1.2.2.3- Comentarios taxonomicos

Desde o ponto de vista morfoldgico, as larvas aqui relatadas de trés localidades do
estado de Minas Gerais, encontradas em Biomphalaria straminea, apresentaram
similaridade morfoldgica com D. spathans relatado por PINTO et al. (2016) em uma das

localidades do presente estudo e no mesmo hospedeiro. O género Drepanocephalus foi



80

descrito pela primeira vez no comoram do neotrdpico Nannopterum brasilianus no Brasil
(DIETZ, 1909). Desde entdo, a espécie D. spathans foi relatada de N. brasilianus em
varios paises da América do Sul, incluindo Brasil (TRAVASSOS et al., 1969;
MONTEIRO et al., 2011), Argentina (OSTROWSKI DE NUNEZ 1968; LUNASCHI et
al.,2007; DRAGO et al., 2011), Colombia (RIETSCHEL & WERDING 1978), Paraguai
(KOSTADINOVA et al., 2002) e Venezuela (LUTZ, 1928). Apesar dos registros
anteriores desta espécie no pais, os resultados obtidos no presente estudo correspondem
ao primeiro registro da participagdo de B. occidentalis como primeiro hospedeiro

intermediario de D. spathans.

FIGURA 11- Drepanocephalus spathans: (a) Cercaria emergida de Biomphalaria
occidentalis naturalmente infectada em Betim, Minas Gerais, Brasil (b) Detalhe do corpo.

Escalas: 200 um (a), 50 pm (b).
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5.1.2.3- Neopetasiger sp. (Echinostomatoidea: Echinostomatidae)

Localidade: Belo Horizonte, Betim e Contagem - Minas Gerais, Brasil.
Primeiro hospedeiro intermediario: Biomphalaria occidentalis e Biomphalaria

straminea.

5.1.2.3.1- Caracterizag¢do morfoldgica

Corpo pequeno, ovalado (Figura 11). Ventosa oral subterminal, arredondada.
Prefaringe presente. Faringe presente, muscular com pigmentagao escura (marrdo). Colar
cefalico com 19 espinhos. Eso6fago longo. Ventosa ventral localizada na regido anterior
da porgdo posterior do corpo, de tamanho similar a ventosa oral. Tubos excretores
principais com aproximadamente vinte concrec¢oes circulares, bem diferenciadas que vao
desde a ventosa ventral até a faringe. Células cistogénicas com conteido em forma de
barra distribuidas desde a regido posterior até a faringe. Cauda longa, de comprimento e
largura muito maior que o corpo. A movimentacao da cercaria viva ¢ em forma de ‘S”.
Rédias alongadas de coloragao amarela-laranja, com um par de apéndices locomotores na
regido posterior. Faringe pequena e esofago que se estende até a regido equatorial (cor
marrom escura). As medidas das cercarias de Neopetasiger sp. do presente estudo sdo

apresentadas na tabela 7.

5.1.2.3.2- Estudo molecular

Foram geradas sequéncias de 1221 pb (Betim) e 1155 pb (Contagem) do gene 28S.
As mesmas foram comparadas com sequéncias de espécies da familia com colar cefalico
de 27 e 19 espinhos. O alinhamento final foi de 1152 pb. As analises filogenéticas
evidenciaram que os isolados de Neopetasiger do presente estudo formaram um clado
bem suportado com Neopetasiger sp. dos Estados Unidos (TKACH et al., 2016) e
Petasiger sp. 4 do Canada (SELBACH et al., 2014) (Figura 14), com uma divergéncia de
0,09% em relacdo a ambos isolados norte-americanos. Na analise com o marcador
mitocondrial Nad-1 (Figura 15), foi possivel obter sequéncias para os isolados de trés
localidades: 456 pb (Contagem), 479 pb (Betim) e 489 (Belo Horizonte), as quais foram
comparadas com outros membros da familia (alinhamento final de 410 pb). Novamente,

os isolados de Neopetasiger sp. avaliados no presente estudo agruparam-se em um clado
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bem suportado com Neopetasiger sp. 4, Petasiger sp. € Petasiger sp. 4 do Canada, com
4-4,6% de diferenca. Considerando-se as demais espécies usadas para comparagao, as
diferencas foram de 19,8-29% (Anexo 2: Tabelas 4 e 5). Tendo em conta que as
divergéncias com o marcador mitocondrial Nad-1 foram relativamente altas e ndo estava
claro se os isolados de Neopetasiger sp. pertenciam a mesma espécie que os isolados do
Canada, foi feita a andlise de delimitacdo de espécies, ASAP (PUILLANDRE et al.,
2019). Como resultado, foi escolhida a particdo com o menor score. Essa parti¢ao estava
constituida por 15 grupos que em teoria correspondem a 15 espécies encontradas no
alinhamento, sendo que o grupo 1 estd formado pelos isolados do presente estudo, das
localidades de Betim, Contagem e Belo Horizonte, Neopetasiger sp. 4 (MH369313),
Petasiger sp. (KT831343), Petasiger sp. 4 (MH369617) e Petasiger sp. 4 (KM191817).
Assim, € possivel inferir que a espécie de Neopetasiger encontrada no Brasil, no presente

estudo € coespecifica com as espécies que ocorrem no Canada.

5.1.2.3.3- Comentarios taxonomicos

As cercarias foram identificadas como Neopetasiger sp. e apresentaram
caracteristicas gerais semelhantes a Petasiger sp. 2 relatada por PINTO et al. (2013a).
Petasiger sp. 1 e Petasiger novendecim de NASIR et al. (1972), porém, com cauda menor.
Caracteristicas especificas do género, como a presenca de cauda longa, 19 espinhos no
colar cefalico, a presenga de coloracdo amarelo-acastanhada no interior da faringe e
movimento em forma de S, foram verificadas nas larvas analisadas no presente estudo. O
género Neopetasiger Bashkirova, 1941, possui como espécie tipo a Neopetasiger
skrjabini. No Brasil, os registros prévios da ocorréncia destes parasitos foram realizados
antes da revisdo de TKACH et al. (2016) e por isso tratados a época como Petasiger.
Nesse sentido, na América do Sul, as seguintes espécies foram relatadas em aves ou
moluscos: Neopetasiger argentinesis (LUNASCHI & DRAGO, 2010), Neopetasiger
novendecim (NASIR et al., 1972) e Neopetasiger spp. (revisado por PINTO & MELO
2013Db).
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FIGURA 12-. Neopetasiger sp. (a) Cercaria emergida de exemplares de Biomphalaria

occidentalis encontradas em Contagem, Minas Gerais. Escala: 200 pm.
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TABELA 7- Dados morfométricos das cercarias de Neopetasiger sp., encontradas em B. straminea. em Belo Horizonte, Betim e Contagem, Minas

Gerais e os dados de cercarias similares

Espécie Neopetasiger sp. Neopetasiger sp. 1 Neopetasiger sp. 2 Neopetasiger novendecim
Localidade Brasil Brasil Brasil Venezuela
Hospedeiro B. straminea B. straminea, B. B. straminea, B. Biomphalaria glabrata
tenagophila tenagophila

Referéncia Presente estudo PINTO et al. (2013a) PINTO et al. (2013a) NASIR et al. (1972)
Corpo C 146 £9 (123-163) 197 £12 (177-218) 175 + 13 (137-205) 140-180

L 47+ 11 (36-73) 75 £7(67-94) 68 + 5 (55-75) 60-79
Cauda C 993 +£114(787-1134) 486 + 45 (410-594) 883 +£94 (774-1152) 394-451

L 138 £ 12 (106-156) 94 £11 (75-115) 135+ 18 (102-184) 47-117
Ventosa oral C 23 +£3(20-27) 32 +2(27-34) 30+ 1(27-33) 24-28

L 23 £2(20-27) 31+£2(27-34) 28 £1(26-31)
Ventosa ventral C 26 £3(21-36) 33 +2(29-36) 30+ 2 (27-33) 26-36

L

27 +3 (21-36)

35+ 1(33-39)

3142 (27-34)
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5.1.2.4- Echinostomatidae gen. sp. 1 (Echinostomatoidea: Echinostomatidae)

Localidade: Belo Horizonte, Betim, Contagem, Minas Gerais ¢ Sao Luis, Maranhao-
Brasil
Primeiro hospedeiro intermedidrio: Biomphalaria glabrata, B. occidentalis ¢ B.

straminea

5.1.2.4.1- Caracterizagdo morfologica

Cercaria de corpo ovalado (Figura 13). Tegumento com pequenos espinhos. Colar
cefalico formado por 27 espinhos, sendo 4 angulares. Ventosa oral arredondada,
subterminal. Corpo pré faringeo apds a ventosa oral com dois granulos refringentes. Pré-
faringe curta. Faringe alongada, muscular. Es6fago longo. Cecos intestinais que alcancam
a regido posterior do corpo. Ventosa ventral levemente poOs equatorial. Células
cistogénicas abundantes, exceto nas proximidades da ventosa oral. Canais excretores
principais com aproximadamente 47 concregdes circulares pequenas. Cauda simples de
comprimento maior que o corpo, sem membrana natatoria. As medidas das cercarias de

Echinostomatidae gen. sp. 1 obtidas no presente estudo sao apresentadas na Tabela 8.

5.1.2.4.2- Estudo molecular

Na andlise do marcador nuclear 28S (Figura 14), foram obtidas sequéncias para 3
isolados coletados em Belo Horizonte, Betim e Contagem (1087 para Belo Horizonte e
1200 pb para Betim e Contagem). O alinhamento final apresentou 1152 pb. Os isolados
de Echinostomatidae gen. sp. 1 obtidos de Biomphalaria glabrata formaram um clado
isolado e bem suportado de outras espécies da familia Echinostomatidae incluidas para
comparagdo [Petasiger, Drepanocephalus (ambas com 27 espinhos) e Neopetasiger]. A
divergéncia nucleotidica com relagao as espécies dos géneros Drepanocephalus e
Neopetasiger foram de 2-2,4%, e em relagdo a Petasiger spp. foi de 2,3-4%. Na andlise
com o marcador mitocondrial Nad-1 (Figura 15), contendo isolados de Belo Horizonte
(439 pb) e Sao Luiz (498 pb), foi obtido um alinhamento final de 410 pb. Novamente, os
isolados de Echinostomatidae gen. sp. 1 agruparam num mesmo clado, com bom suporte,
apresentando entre si uma divergéncia molecular de 1,2%, indicando coespecificidade.

Quando comparamos com sequéncias disponiveis para espécies de Petasiger,
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Drepanocephalus e Neopetasiger, as diferengas nucleotidicas foram significativas (23,1-
31,2%), (Anexo 2: Tabelas 4 e 5). Adicionalmente, a comparacdo com a regido ITS2,
com Petasiger variospinosus (Odhner, 1910) oriundo da Africa do Sul, que apresenta
cercarias com caracteristicas similares as deste estudo, revelou divergéncia de 4,8%.
Além disso, estas espécies agruparam-se em clados diferentes (Figura 16), (Anexo 2:
Tabela 6). Os dados moleculares obtidos revelam que os isolados de Echinostomatidae
gen. sp. 1 ndo podem ser associados a nenhum dos géneros da familia Echinostomatidae

disponiveis para comparagao.

5.1.2.4.3- Comentarios taxonomicos

Larvas com morfologia similar a apresentada neste estudo, foram inicialmente
encontradas em B. glabrata e descritas como Cercaria granulifera por LUTZ (1924).
Larvas semelhantes encontradas em Biomphalaria spp. foram relatadas no Brasil por
RUIZ (1952a) e JOE & BASCH (1967) e na Argentina por OSTROWSKI DE NUNEZ
et al. (1990,1991) e FERNANDEZ ef al. (2014). Estudos experimentais realizados por
LUTZ (1924) resultaram na associagdo de Cercaria granulifera com Paryphostomum
segregatum Dietz, 1909. As larvas destes parasitos se encistaram em girinos e peixes e se
desenvolveram em adultos em falcdes, corujas e abutres infectados experimentalmente.
Mais tarde, RUIZ (1952a) acrescentou informagdes sobre a morfologia das cercarias.
Finalmente JOE & BASCH (1967), também desenvolveram o ciclo de P. segregatum,
descrevendo cada estdgio de vida. Recentemente TKACH et al. (2016), colocaram o
género Paryphostomum Dietz, 1909 em sinonimia com Petasiger Dietz 1909. A espécie
anteriormente considerada como tipo do género Paryphostomum radiatum (Dujardin,
1845), atualmente Petasiger radiatus, nao se agrupou com as amostras avaliadas no
presente estudo. Embora estudos baseados em parasitos adultos sejam necessarios, ¢
possivel que os isolados anteriormente identificados como P. segragatum na América do

Sul pertengam a um novo género.
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FIGURA 13- Echinostomatidae gen. sp. 1 (a) Cercaria emergida de exemplares de
Biomphalaria occidentalis naturalmente infectada em Betim, Minas Gerais (b) Detalhe

do corpo da cercaria mostrando os granulos refringentes na base da ventosa oral. Escalas:
200 pm (a), 50 um (b)
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TABELA 8- Dados morfométricos das cercarias de Echinostomatidae gen. sp. 1, encontradas em B. glabrata e B. straminea em Belo Horizonte,

Betim e Contagem, MG e os dados de cercarias similares

Espécie Echinostomatidae Paryphostomum Paryphostomum Petasiger Echinocercaria  Echinocercaria
gen. sp. 1 segregatum segregatum variospinosus sp. 11T sp. XVI
Localidade Brasil Brasil Brasil Africa do Sul Argentina Argentina
Hospedeiro Biomphalaria Biomphalaria Biomphalaria Bulinus tropicus B. occidentalis B. straminea
occidentalis spp. spp.
Referéncia Presente estudo RUIZ (1952a) JOE & BASCH  KING & VAN AS OSTROWSKI FERNANDEZ
(1967) (2000) DENUNEZ etal.  etal (2014)
(1991)
Corpo C  238+18(213- 215-245 205-234 387 +46 (300-440) 326 £42 (270- 198 (116-227)
270) 440)
L 125+9(106-135) - 92-118 215 + 31 (172-265) 197 £51 (120- 110 (92-122)
280)
Cauda C 479+ 15 (454- 430 380-435 523 £71 (397-669) 483 + 79 (360- 398 (306-448)
503) 600)
L 43 +£5 (36-50) - 34-40 63 +11 (44-77) 49 £ 9 (30-80) 42 (30-48)
Ventosa Oral C 36 £1(36-39) 37-47 32-36 55+ 10 (37-68) 48 £ 9 (40-70) 29 (25-32)
L 36 £1(36-39) - 35-40 56 +21(37-67) 49 £ 9 (40-70) 30 (23-34)
Ventosa C 40 =4 (36-45) 47-62 37-48 67 +9 (51-90) 57 + 8 (50-70) 30 (21- 34)
Ventral
L 42 +4 (36-46) - - 75+ 10 (61-94) 57 + 8 (50-70) 34 (28-41)
Faringe C 20+ 4 (14-27) 18 12-16 30£6(21-44) - 16 (14-18)
L 10 £ 2 (7-13) - 12-15 19 £3 (14-23) - 12 (11-14)
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FIGURA 14- Relacao filogenética baseada na analise de sequéncias parciais do gene 28S
de cercarias identificadas como Drepanocephalus spathans, Neopetasiger sp. e
Echinostomatidae gen. sp. 1 (em negrito) e outras espécies de Echinostomatoidea com
sequéncias disponiveis para comparacdo no GenBank. A arvore representada foi obtida
por Inferéncia Bayesiana (IB) utilizando-se o modelo TN93+G+1. O suporte dos nds sdo
fornecidos pelos valores de probabilidade posterior (L) e bootstrap (A), de acordo com
a escala representada no canto superior esquerdo. A barra de escala indica o numero de

substitui¢des por site. Ciclocoelum mutabile foi usado como grupo externo.
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FIGURA 15- Relacdo filogenética baseada na analise de sequéncias parciais do gene
mitocondrial Nad-1 de cercarias identificadas como Drepanocephalus spathans,
Neopetasiger sp. e Echinostomatidae gen. sp. 1 (em negrito) e outras espécies de
Echinostomatoidea com sequéncias disponiveis para compara¢do no GenBank. A arvore
representada foi obtida por Inferéncia Bayesiana (IB) utilizando-se o modelo HKY+G. O
suporte dos nds sao fornecidos pelos valores de probabilidade posterior (1) ¢ bootstrap
(A), de acordo com a escala representada no canto superior esquerdo. A barra de escala

indica o nimero de substituigdes por site. Fasciola hepatica foi usado como grupo externo.
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FIGURA 16-Relacao filogenética baseada na anélise de sequéncias parciais da regido transcrita interna 2 (ITS2) de cercarias identificadas como
Echinostomatidae gen. sp. 1, no Brasil (em negrito) e outras espécies de Echinostomatoidea com sequéncias disponiveis para comparacao no
GenBank. A arvore foi inferida por Inferéncia Bayesiana (IB) utilizando o modelo K2+G, sendo suporte dos nos fornecido pelos valores de

probabilidade posterior. Valores dos nds para MV sdo representados com A e para IB como [. A barra de escala indica o numero de substitui¢des

A
[

Petasiger exaerefus KY283998

A
- ——Pegosomum saginatum KY945918

Rhopalias coronatus MK982814
4‘|§Rhopalias oochi MK982803

Rhopalias oochi MK982804
Rhopalias macracanthus MK982815

Isthmiophora melis AY 168932
%EJaryphostomum radiatum KM973000
L 4] Petasiger radiatus MG183690

—Petasiger sp. KM972995
Petasiger variospinosus KX034047

—Fasciola hepatica MN970007

por site. Fasciola hepatica foi usado como grupo externo.

Petasiger phalacrocoracis MZ412885

0.02

91



92

5.1.2.5- Echinostomatidae gen. sp. 2 (Echinostomatoidea: Echinostomatidae)

Localidade: Januaria, Minas Gerais, Brasil

Primeiro hospedeiro intermediario: Pomacea sp.

5.1.2.5.1- Caracterizag¢do morfologica

Corpo ovalado (Figura 17). Colar cefalico com 31 espinhos em uma fileira tnica.
Ventosa oral arredondada, subterminal. Pré-faringe curta. Faringe muscular, alongada.
Esofago relativamente longo. Cecos que alcangam a regido posterior do corpo. Ventosa
ventral esférica, maior que a ventosa oral, equatorial. Dois tipos de células cistogénicas:
uma localizada em ambos os extremos do corpo e outro, na regido central do corpo, ao
nivel esofagico. Vesicula excretora sacular. Canais excretores principais se estendem até
a ventosa oral com aproximadamente 35 concregdes circulares. Cauda simples com
membrana natatdria em toda a sua extensdo. Os dados morfométricos das cercarias de

Echinostomatidae gen. sp. 2 do presente estudo sdo apresentadas na tabela 9.

5.1.2.5.2- Estudo molecular

A topologia da arvore filogenética obtida para 28S (Figura 20) revelou que
Echinostomatidae gen. sp. 2 agrupa-se com outra espécie avaliada no presente estudo e
Echinostomatidae gen. sp. 4. A diferenca com relacdo a este isolado foi de 2,3%. Contudo,
a inclusdo desta espécie no género Echinostoma nao encontra suporte filogenético, uma
vez que ndo se verificou o agrupamento no clado contendo as espécies deste género. A
divergéncia molecular entre o isolado aqui reportado e Echinostoma spp. foi de 2,3-3,9
% (Anexo 2: tabela 7). Com relacdo ao marcador mitocondrial Nad-1, na arvore
filogenética (Figura 21) ndo foi observado nenhum agrupamento com as sequéncias
disponiveis. Quando comparada com as outras sequéncias do género Echinostoma as

divergéncias variavam de 15,7-23% e com relagdo ao género Echinoparyphium a variagao
foi de 19,5-24,2% (Anexo 2: Tabela 8).

5.1.2.5.3- Comentarios taxonémicos

A morfologia e morfometria dos estagios evolutivos obtidos foram comparadas
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com descrigdes ja existentes, possibilitando a identificacdo de Echinostomatidae gen. sp.
2, aqui relatado pela primeira vez em Minas Gerais. A analise morfologica, dessas larvas
revelaram similaridades com Echinostoma parcespinosum Lutz, 1924. Esta espécie ja foi
reportada em aves na Argentina, Brasil e Venezuela (FERNANDES et al., 2015). LUTZ
(1924), elucidou o ciclo bioldgico de E. parcespinosum através de uma infecg¢do
experimental iniciada a partir de cercarias obtidas em moluscos ampularideos. Mais tarde,
MACHADO & SAMPAIO (1980) também estudaram experimentalmente o
desenvolvimento deste parasito em Pomacea lineata, no estado de Sao Paulo no Brasil.
Finalmente, MARTORELLI (1987) elucidou o ciclo bioldgico de E. parcespinosum na
Argentina, onde Pomacea canaliculata foi registrado como molusco hospedeiro
intermediario. Adicionalmente, outra larva com morfologia similar foi relatada por
NASIR (1964a), na Venezuela, quem a identificou como Echinostoma donosoi Nasir,
1964, sendo outro ampularideo, Marisa cornuarietis, relatado como primeiro hospedeiro
intermediario. Diante do resultado molecular apresentado, uma analise mais detalhada se
faz necessaria para se avaliar se de fato ha suporte morfologico para a inclusao de E.
parcespinosum no género Echinostoma ou se na verdade trata-se de um novo género de

Echinostomatidae
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FIGURA 17- Echinostomatidae gen. sp. 2. (a) Cercdria emergida de exemplar de
Pomacea sp. coletada em Januaria, Minas Gerais. (b) Detalhe do corpo da cercéria. (c)

Detalhe da cauda. Escalas: 200 pum (a, b), 50 um (c).
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TABELA 9- Dados morfométricos de cercarias de Echinostomatidae gen. sp. 2,
encontradas em Pomacea sp. em Januaria, Minas Gerais, Brasil, e medidas apresentadas

por outros autores

Espécie Echinostomatidae  Echinostoma Echinostoma  Echinostoma
gen. sp. 2 parcespinosum  parcespinosum donosoi
Localidade Brasil Argentina Brasil Venezuela
Hospedeiro Pomacea sp. Ampularia Pomacea Marisa
canaliculata lineata cornuarietis
Referéncia Presente estudo MARTORELLI MACHADO & NASIR
(1987) SAMPAIO (1964a)
(1980)
Corpo C  655+68(543-798) 820-960 1272,73 528-721
L  341+26(300-400) 390-510 854,55 286-403
Ventosa Oral C 77+£7(67-99) 80-100 - 57-75
L 67+£8(41-74) 80-100 -
Faringe C 36+3(32-43) - - 39-45
L 29+5(18-35) - - 27-39
Ventosa C 131£12(100-150) 170-180 - 99-123
Ventral
122+11(93-136) 170-180 - 87-108
Cauda C  910£63(762-980) 771,7 1818,2 650-858
L 116£21(57-144) 93,3 254,6 91-117
Metacercdria
Cisto C 377+£36(338-464) 330-350 756,76

L 331£19(293-364) - -
Parede 22+11(8-47) -
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5.1.2.6- Echinostomatidae gen. sp. 3 (Echinostomatoidea: Echinostomtidae)

Localidade: Contagem, Minas Gerais, Brasil.

Primeiro hospedeiro intermediario: Biomphalaria straminea.

5.1.2.6.1- Caracterizag¢do morfologica

Corpo ovalado (Figura 18). Ventosa oral subterminal. Corpo pré- faringeal se
sobrepde a regido posterior da ventosa oral, sem espinhos. Pré-faringe ausente. Faringe
alongada, muscular. Colar de espinhos ininterrompido com 37 espinhos. Es6fago longo.
Cecos intestinais longos, alcangando a regido posterior do corpo. Células cistogénicas
abundantes, com conteiido em forma de barra, na regido lateral do corpo. Glandulas de
penetracdo disposta medialmente na regido do eséfago. Ventosa ventral esférica,
levemente pos-equatorial. Vesicula excretora globular, situada na regido posterior do
corpo. Canais excretores principais que vao desde a metade da regido acetabular até a
faringe, com numerosas concregdes circulares (aproximadamente 50) que se tornam
menores a medida em que se aproximam da faringe. Cauda simples, com membrana
natatoria presente na por¢ao final. As medidas das cercarias de Echinostomatidae gen. sp.

3 do presente estudo sdo apresentadas na Tabela 10.

5.1.2.6.2- Estudo molecular

A andlise com o marcador 28S (Figura 20) resultou em um alinhamento final de
1219 pb. Foram utilizadas para comparagdo sequéncias dos géneros Echinostoma,
Echinoparyphium e Euparyphium. A espécie em estudo ndo se agrupou com nenhuma
das outras espécies de Echinostomatidae incluidas na comparagao, especialmente aquelas
do género Echinostoma pertencentes ao grupo “revolutum’, que também apresentam 37
espinhos no colar cefélico. A divergéncia molecular deste isolado em relagdo as outras
sequéncias foi de 4,2-5,8%. No caso da analise com o marcador mitocondrial Nad-1
(Figura 21), os resultados das analises filogenéticas foram semelhantes com os obtidos
com o marcador nuclear, ndo sendo verificado agrupamento que suportasse a
identificacao do género. Foram verificadas divergéncias nucleotidicas de 17,6-24,4% em
relacdo aos outros isolados de Echinostomatidae utilizados para comparagdo (Anexo 2:

Tabelas 7 ¢ 8).
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5.1.2.6.3- Comentarios taxonémicos

As larvas aqui identificadas como Echinostomatidae gen. sp. 3 apresentaram
similaridade com cercarias de 37 espinhos no colar cefalico descritas por FERNANDEZ
et al. (2014) como Echinocercaria sp. XIV, encontrado e, B. straminea na Argentina, e
Echinostoma sp. 2 em B. tenagophila em Uruguai (MARTORELLI, 2003). Porém, difere
das larvas relatadas na Argentina e Uruguai, por ndo possuir espinhos no corpo pré-
faringeal. Além disso, possui menor niimero de concregdes circulares nos tubos principais
do sistema excretor (aproximadamente 50 x 84-112). Estas duas larvas também
apresentam corpo pré-faringeal semelhante ao aqui relatado. Além desta estrutura, a
cercaria aqui caracterizada difere de outras larvas com 37 espinhos, em especial
pertencentes ao género Echinostoma Rudolphi, 1809, pela disposicao das membranas
natatorias (fin-folds). Os resultados moleculares obtidos sugerem tratar-se de uma espécie

de um género que ainda ndo possui sequéncias disponiveis para comparagao.
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FIGURA 18- Echinostomatidae gen. sp. 3. (a) Cercdria emergida de exemplar de
Biomphalaria straminea coletada em Contagem, Minas Gerais. (b) Detalhe do corpo da
cercaria (c) Detalhe da cauda com membrana natatoria. (d) Detalhe do colar de espinhos
em lugol (e) Detalhe do 6rgao prefaringeal e glandulas de penetragdo entre a faringe e

ventosa ventral em vermelho neutro. Escalas: 200 pm (a), 50 um (b, c,d.e).
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TABELA 10- Dados morfométricos de cercarias de Echinostomatidae gen. sp. 3
encontradas em Biomphalaria straminea. em Contagem, Minas Gerais, Brasil, e medidas

de larvas semelhantes apresentadas por outros autores

Espécie Echinostomatidae Echinostoma sp. 2 Echinocercaria sp.
gen. sp. 3 XIV
Localidade Brasil Argentina Argentina
Hospedeiro B. straminea B. tenagophila B. straminea
Referéncia Presente estudo MARTORELLI FERNANDEZ et al.
(2003) (2014)
Corpo 299+11(277-312) 413431 (370-440) 310425 (270-366)
130+7(113-141) 197+5(190-200) 187+22 (138-222)

Cauda 587+28(539-645) 337463 (250-400) 566+37 (480-642)

46+5(36-64) 46+5 (59-49) 4945 (42-60)
Ventosa 36+1(36-39) 55+4 (50-60) 4144 (34-46)
oral

36£1(36-39) 55+4 (50-60) 39+£5 (32-46)
Ventosa 53+3 (46-57) 70+ (60-80) 4945 (44-62)
ventral

53+2(50-55) 70+ (60-80) 52+6 (46-69)
Orgio 11£2(9-16) - 15£2 (14-21)
prefaringeal

16£2(13-21) - 22+1 (18-23)
Faringe 2740 (27) - 2142 (18-23)

8+1(7-9)

1542 (11-18)
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5.1.2.7- Echinostomatidae gen. sp. 4 (Echinostomatoidea: Echinostomatidac)

Localidade: Januaria, Minas Gerais, Brasil.

Primeiro hospedeiro intermediario: Biomphalaria glabrata.

5.2.2.7.1- Caracterizag¢do morfologica

Cercaria: cercaria grande, corpo ovalado, alongado (Figura 19a-b). Colar cefalico
armado com 47 espinhos. Ventosa oral subterminal, esférica, muscular. Pré-faringe curta.
Faringe muscular, arredondada. Nao foi possivel observar a existéncia do esdfago e cecos
intestinais devido ao grande numero de células associadas ao sistema excretor que se
ramificam ocupando praticamente o corpo inteiro. Ventosa ventral esférica, pods
equatorial de maior tamanho que a ventosa oral. Cauda simples, com membrana natatdria
que se estende desde a metade da cauda até a extremidade posterior.

A morte do molusco pouco tempo apods a analise impossibilitou, uma caracterizagao
morfométrica mais detalhada, sendo as medidas de apenas uma cercaria fotografada

apresentada na Tabela 11.

Metacercaria: cisto grande, 749+160 (541-1001) x 644+72 (559-644), com paredes finas
20+7 (8-27), contendo uma larva bastante desenvolvida. Corpo da metacercaria
desencistada alongado, 2042 + 641 (1529-3295) x 586 + 146 (401-728), (Figura 19c-e).
Colar cefalico com 47 espinhos 519 + 134 (364-710) x 737 £ 121 (546-837). Ventosa oral
subterminal, arrredondada, 127 + 22 (106-156) x 135 + 20 (106-156). Pré-faringe ndo
observada. Faringe muscular, alongada 147+£31 (106-177) x 92+19 (71-113). Es6fago
longo, 173+43 (106-213) x 30£15 (14-50). Cecos intestinais longos, se estendendo até a
regido final do corpo. Ventosa ventral grande, arredondada, maior que a ventosa oral, pré-
equatorial, 334+55 (284-425) x 366458 (284-425). Testiculos em tandem, com bordas
irregulares, pos ovarianos [Testiculo superior: 1154+57,7 (57-220) x 183+87 (71-284),
Testiculo inferior: 137447 (71-213) x 169+£85 (71-284)]. Vesicula seminal pouco
desenvolvida. Ovario pré-testicular, de forma varidvel 65+40(36-142) x 148+40 (57-248).

Utero com poucas voltas, sem ovos.
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5.1.2.7.2- Estudo molecular

Um fragmento do gene 28S de 1134 pb foi obtido e incluido nas andlises, sendo as
analises baseadas em um alinhamento final de 1219 pb (Figura 20). Como resultado,
Echinostomatidae gen. sp. 4 ndo agrupou com nenhum dos géneros da familia
Echinostomatidae utilizados para comparacdo. Divergéncias moleculares de 2,1-3,5%
foram verificadas em relagdo aos géneros FEchinostoma, Echinoparyphium e
Euparyphium. A espécie com maior proximidade foi Echinostomatidae gen. sp. 2 aqui
caracterizada, com quem se agrupou e apresentou uma divergéncia nucleotidica de 2,2%.
Os resultados obtidos com o marcador mitocondrial Nad-1 (Figura 21) também ndo
revelaram agrupamento de Echinostomatidae gen. sp. 4 com nenhum dos géneros
incluidos nas andlises (divergéncias nucleotidicas de 19,5-26,6%) (Anexo 2: Tabelas 7 e

8).

5.1.2.7.3- Comentarios taxonémicos

A larva de 47 espinhos no colar cefalico avaliadas no presente estudo foi
identificada como Echinostomatidae gen. sp. 4 e apresentou similaridades morfologicas
com a Echinocercaria sp. IV relatada em Biomphalaria occidentalis, B. orbiygi, B.
peregrina, B. tenagophila ¢ B. straminea na Argentina (OSTROWSKI DE NUNEZ et
al.,1997; FERNANDEZ et al. 2016). A medida da unica cercaria fotografada e das rédias
sdo, em linhas gerais, compativeis com estes isolados da Argentina. As similaridades
estdo relacionadas com o numero de espinhos no colar cefalico (47), as membranas
natatorias na cauda e as espécies de moluscos que parasitam. Entre os outros
equinostématideos com colar cefalico de 47 espinhos reportados na América do Sul, ha
o registro de Echinostoma sp. em jacarés, parasitos identificados a partir da analise de
espécimes coletados no pais pelo naturalista austriaco Johann Natterer no século XIX
(OSTROWSKI DE NUNEZ, 2002). Outro género da familia Echinostomatidae com o
mesmo numero de espinhos no colar cefalico ¢ Edietziana, porém, dados moleculares das
espécies deste género sdo inexistentes, impossibilitando a identificacdo. Finalmente, os
dados moleculares nao suportam a inclusdao do parasito aqui reportado no género

Echinostoma.
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FIGURA 19- Echinostomatidae gen. sp. 4. (a) Cercaria emergida de exemplar de
Biomphalaria glabrata coletada em Januaria, Minas Gerais. (b) Detalhe da cauda com
membrana natatdria. (c) Metacercaria desencistada. (d) Detalhe do colar de espinhos. ()

Metacercaria encistada encontrada em B. glabrata. Escalas: 200 um (a,b,d,e,), 500 pum

(©).
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TABELA 11- Dados morfométricos baseados em uma cercaria Echinostomatidae gen.
sp. 4 encontrada em Biomphalaria glabrata coletada em Januaria, Minas Gerais Brasil, e

medidas de cercérias semelhantes registradas na Argentina

Espécie Echinostomatidae gen. sp. Echinocercaria sp. IV
4
Localidade Brasil Argentina
Hospedeiro B. straminea B. occidentalis, B. tenagophila.
Referéncia Presente estudo OSTROWSKI DE NUNEZ et al.
(1997)

Corpo C 694 619 £41 (540-690)

L 303 258 +23 (200-300)
Cauda C 665 794 + 82 (640-930)

L 71 77 £ 7 (70-90)
Ventosa oral C 81 69 + 7 (60-90)

L 86 69 £ 6 (60-84)
Ventosa ventral C 94 88 £9 (72-108)

L 96 93 £5(84-102)




MY
>70
<70

B
>0,90
<0,90

//

Echinostomatidae gen. sp. 3
-Echinoparyvphium aconiatum KT956912
rEchinoparyphium ellisi KY436410

Echinoparyphium sp. KT956914
&—Echmopmyphium poulini KY436409
& Echinoparyphivum rubrum JF820595
LJﬂ'cl;ni.ff.vopafyp.hi um recurvatum KT956913
-Euparyphium cf. murinum KT956917

CEchinostomaﬁdae gen. sp. 4

—/

Echinostomatidae gen. sp. 2

—Echinostoma bolschewense KP065591

Echinostoma caproni MK482501

éF‘china.ﬂ!omu caproni MK482490
Echinostomatidae sp. KU896145

Echinostoma sp. KP065600
-Lchinostoma mivagawai KT956916

Lchinostoma paraensei EU025867
r—Echinostomatidae sp. KU896139
_L-Echinoslomalidae sp. KU896140
Echinostoma sp.n. KP065602
Echinostoma sp.n. KP065603

Echinostomatidae sp. 1 MK482415
Echinostomatidae sp. 1 MK482492
Echinostomatidae sp. 2 MK482441
: Echinostomatidae sp. 2 MK482445
Echinostomatidac sp. 2 MK482473
Echinostomatidae sp. 2 MK482482

Echinostomatidae sp. 3 MK482484
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-Echinostoma cf. revolutum KT956915
-Echinostoma revolutum KT971136

Cvclocoelum mutabile AY222249

-Euparyphium capitaneum KP009618

0.02

FIGURA 20- Relacao filogenética baseada na analise de sequéncias parciais do gene 28S

de cercérias identificadas como Echinostomatidae gen. sp. 2, Echinostomatidae gen. sp.

3 e Echinostomatidae gen. sp. 4 (em negrito) e outras espécies de Echinostomatoidea com

sequéncias disponiveis para comparacao no GenBank. A arvore representada foi obtida

por Inferéncia Bayesiana (IB) utilizando-se o modelo TN93+G. O suporte dos nds sdo

fornecidos pelos valores de probabilidade posterior ([J) e bootstrap (A), de acordo com

a escala representada no canto superior esquerdo. A barra de escala indica o numero de

substitui¢des por site. Ciclocoelum mutabile foi usado como grupo externo.
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MYV
>70 A
<70

1B
>0,90 g
<0,90

Echinostomatidae gen. sp. 4

Echinostoma malayanum JF412731
Echinostomatidae sp. 1 MK534344
Echinostomatidae sp. 2 MK534351
Echinostomatidae sp. 1 MK534400

A [Echinnpmyphium sp. GQ463123

SLLchinoparyphium sp. GQ463122
Echinoparyphium ellisi KY 436405
A Echinostoma sp. AF026290
8L Fuparyphium albuferensis AJ564380
Echinoparyphium sp. JQ670863
Echinoparyphium sp. GQ463106

Echinoparyphium poulini KY436401
Echinoparyphium recurvatum AY 168938

A -Echinostoma sp. AF026285
e zﬂypodemeum sp. GQ463091
————Lchinoparyphium aconiatum AY 108945
Echinostomatidae gen. sp. 2

Echinostomatidae gen. sp. 3
Echinostoma bolschewense KP065608

Echinostoma miyagawai KY 436400

-Echinostoma robustunm GQ463053

Echinostoma novaezealandense KY436397

Echinostoma paraulum KP065677

FEchinostoma sp. AF025836

Echinostoma revolutum GQ463057

Echinostoma caproni AF025837
a[Fchinostoma sp.n. KP065676

A| BlEchinostoma sp. n. KP065659

. FEchinostoma paraensei AF025834

Echinostoma trivolvis AF025831

Echinostoma cf. friedi AY168937

“——— /{ ——Philophthalmus gralli LC538203 02

FIGURA 21- Relagdo filogenética baseada na analise de sequéncias parciais do gene

mitocondrial Nad-1 de cercérias identificadas como Echinostomatidae gen. sp. 2,

Echinostomatidae gen. sp. 3 e Echinostomatidae gen. sp. 4 (em negrito) e outras espécies

de Echinostomatoidea com sequéncias disponiveis para compara¢do no GenBank. A

arvore representada foi obtida por Inferéncia Bayesiana (IB) utilizando-se o modelo

TN93+G+I. O suporte dos nods sdo fornecidos pelos valores de probabilidade posterior

(O) e bootstrap (A), de acordo com a escala representada no canto superior esquerdo. A

barra de escala indica o nimero de substitui¢des por site. Philophthalmus gralli foi usado

COmo grupo externo.
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5.1.2.8- Echinostomatidae gen. sp. 5 (Echinostomatoidea: Echinostomatidae)

Localidade: Rio de Janeiro, Brasil

Primeiro hospedeiro intermediario: Biomphalaria sp.

5.1.2.8.1- Caracterizag¢do morfologica

Corpo ovalado (Figura 22). Ventosa oral subterminal, esférica. Colar cefalico com
51 espinhos. Corpo pré-faringeal presente, contendo numerosos espinhos
(aproximadamente 50), localizado logo ap6s a ventosa oral. Faringe muscular,
arredondada. Es6fago relativamente curto. Cecos intestinais chegam a alcangar a margem
posterior do corpo, contendo células de forma circular de tamanhos variados. Ventosa
ventral esférica, maior que a ventosa oral, pds equatorial. Células cistogénicas com
conteudo em forma de barra, abundantes e distribuidas pelo corpo até o nivel da faringe.
Tubos excretores principais bastante finos, comecando ao nivel da bifurcagdo intestinal e
vao até a ventosa oral, contendo abundantes concregdes circulares (aproximadamente
100), com tamanho reduzido quanto mais proximos chegam da ventosa oral. Cauda
simples, com uma membrana natatdria em sua regido posterior. As medidas das cercarias

de Echinostomatidae gen. sp. 5 do presente estudo sdo apresentadas na Tabela 12.

5.1.2.8.2- Estudo molecular

Nao foi possivel obter sequéncias nucleotidicas destes isolados.

5.1.2.8.3- Comentarios taxonomicos

A larva de 51 espinhos no colar cefélico foi identificada aqui, através uma analise
morfologica como Echinostomatidae gen. sp. 5. Na América do Sul, algumas larvas com
caracteristicas similares foram relatadas por MARTORELLI et al. (2013) quem
identificaram como Echinostomatidae N° 3 larvas apresentando 58 espinhos no colar
cefalico, obtidas em B. fenagophila. Além disso, OSTROWSKI DE NUNEZ (1974)
descreveu a cercaria de Episthmium suspensum (Braun, 1901) Travassos, 1922, mas, com

algumas diferencas morfométricas e morfologicas em relagdo a larva do presente estudo.
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Mais recentemente na Africa, algumas cercarias foram identificadas por
LAIDEMITT et al. (2019) como pertencentes ao género Patagifer. Estas apresentam
algumas similaridades das larvas encontradas no Brasil, como o nimero de espinhos no
colar, presenca da roseta de espinhos e numero de corpusculos calcareos nos canais
excretores principais. A comparagdo morfométrica ndo pode ser realizada devido a
inexisténcia de medidas para as larvas reportadas na Africa. A obtencio de sequéncias
nucleotidicas ou dados experimentais desta larva s3o necessarios para a possivel

associagdo entre Echinostomatidae gen. sp. 5 e representantes do género Patagifer.

FIGURA 22- Echinostomatidae gen. sp. 5. (a) Cercaria emergida de exemplar de
Biomphalaria sp. coletado no estado de Rio de Janeiro. (b) Detalhe do corpo da cercaria.
(c) Detalhe do orgdo prefaringeal com espinhos. (d) Detalhe da cauda com membrana

natatoria. Escalas: 200 pm (a), 50 um (b, c, d).
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TABELA 12- Dados morfométricos de cercarias de Echinostomatidae gen. sp. 5 encontradas em Biomphalaria sp. no Rio de Janeiro, RJ, Brasil, e

dados de larvas semelhantes apresentadas por outros autores

Espécie Echinostomatidae gen. Echinostomatidae N° 3 Episthmium Echinostoma Cercaria
sp. 5 suspensum hystricosum sudanensis
Localidade Brasil Argentina Argentina Sudao Malasia
Hospedeiro Biomphalaria sp. B. tenagophila B. peregrina Radix rubiginosa Bulinus cortortus
Referéncia Presente estudo MARTORELLI et al. OSTROWSKI DE LIE & ARCHIBALD &
(2013) NUNEZ (1974a) UMATHEVY MARSHALL
(1966) (1931)

Corpo C 260 £ 26 (243-300) 231 +£26 (200-264) 592-666 295-402 380-420

L 144 + 8 (129-157) 128 £27 (100-165) - 141-201 188-232
Cauda C 510 £ 17 (493-543) 412 + 38 (360-450) 555-592 456-590 560

L 47 £4 (36-50) 33 +4(30-39) - 45-54 48-60
Ventosa oral C 39 £ 4 (35-46) 33 +2 (30-35) 52-65 36-42 48-60

L 37+3(35-44) 33 +£2 (30-35) - - -
Ventosa Ventral C 61 +7(44-70) 47 £1 (45-48) 65-91 51-66 -

L 62 £12(53-111) - - 54-63 -
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5.1.2.9- Rhopalias spp. (Echinostomatoidea: Echinostomatidae)

Localidade: Belo Horizonte, Patos de Minas, Januaria € Dores do Indaia - Minas Gerais,
Brasil.
Primeiro hospedeiro intermediario: Biomphalaria straminea, Biomphalaria glabrata,

Gundlachia tigaca e Drepanotrema lucidum.

5.1.2.9.1- Caracterizagdao morfologica

Cercaria: corpo oval, cauda simples, colar cefalico sem espinhos, ventosa oral
subterminal, faringe muscular, cecos intestinais ausentes, ventosa ventral equatorial e
glandulas cistogénicas dispostas lateralmente no corpo (Figura 23 a e b). Dois ou trés
concregdes circulares grandes, medindo cerca de 22-28 um por 16-20 um, em cada um
dos tubulos principais do sistema excretor (Figura 23 c¢). Primérdio genital compreende
duas massas de células localizadas na regido anterior e posterior da ventosa ventral. As
medidas de cercarias obtidas para quatro das amostras aqui avaliadas sao demonstradas
na tabela 13, juntamente com medidas de larvas semelhantes relatadas por diferentes

autores da América do Sul.

Metacercaria: oval, com parede cistica fina e transparente, 186+4 (183-191) x 153+31
(107-175). Cada ducto excretor principal com 2 a 3 granulos grandes. Ventosa oral
subterminal, oval 39+7 (28-44) x 51£3 (49-55). Ventosa ventral oval, maior que a ventosa
oral, 714 (67-75) x 82+6 (76-88) (Figura 23 c).

As metacercarias foram encontradas em girinos no mesmo corpo d’agua em que

foram encontrados espécimes de B. glabrata infectados (Januaria).

5.1.2.9.2- Estudo molecular

No geral, os dados moleculares obtidos para regides parciais dos genes nucleares
28S e ITS1-5.8S-ITS2 revelaram que estas cercarias aqui relatadas em moluscos
planorbideos pertencem ao género Rhopalias. O conjunto de dados 28S (alinhamento
final 1086 pb) consistiu em 29 sequéncias, incluindo dados de trés isolados norte-
americanos de Rhopalias spp. previamente sequenciados (dois isolados de R.

macracanthus e um isolado de R. coronatus do México). As analises filogenéticas (Figura
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25) revelaram que as amostras de larvas de 4 localidades avaliadas formam um clado bem
sustentado com estes isolados da América do Norte. Este clado apresenta Ribeiroia
ondatrae (Price, 1932) e Cathaemasia hians (Rudolphi, 1809) como grupo irmao.
Considerando as amostras de cercarias aqui avaliadas, as divergéncias genéticas no 28S
foram de 0,2-1,3%. A divergéncia intergenérica em relacdo a Ribeiroia e Cathaemasia
foram 4,1-4,9% e 2,7-3,1%, respectivamente (Anexo 2: Tabela 9).

Com relag¢do ao ITS (Figura 26 a,b), sequéncias de 1117 pb (ITS1-5.8S-ITS-2)
foram obtidas e comparadas com dados disponiveis para 3 espécies de Rhopalias com
sequéncias disponiveis. A arvore filogenética também revelou um clado bem suportado
formado contendo as amostras do Brasil e isolados norte-americanos de R. macracanthus,
R. oochi e R. coronatus. Além disso, as mesmas sequéncias foram utilizadas em um outro
alinhamento de 400 pb visando a comparacdo com isolados disponiveis no GenBank
exclusivamente para a regido ITS2. Os isolados brasileiros foram novamente semelhantes
entre si neste marcador molecular [divergéncia de 0,1% (ITS1-5.8S-ITS2) e 0% (ITS2)].
Além disso, diferiram de R. coronatus em 0,6-4% (ITS1-5.8S-ITS2) e 0,8-1,8% (ITS2),
de R. macracanthus por 7-8,3% (ITS1-5.8S-1TS2) e 5,5-7,4% (ITS2) e de R. oochi em
0,6-4% (ITS1-5.8S-ITS2) e 0,8-1,8% (ITS2). As diferengas intergenéricas em relacio a
Ribeiroia e Cathaemasia, foram 6,9-8,8% e 5,3-6,9%, respectivamente (Anexo 2: Tabelas
10e11).

Os dados moleculares de Nad-1 (Figura 27), compostos por 397 pb, revelaram que
trés espécies sdo encontradas entre as 6 amostras avaliadas no presente estudo. Nenhuma
diferenca molecular foi verificada entre as sequéncias obtidas de larvas oriundas de
Biomphalaria straminea e Gundlachia ticaga, encontradas naturalmente infectadas em
dois lagos urbanos de Belo Horizonte, revelando tratar-se da mesma espécie, aqui
denominada como Rhopalias sp. 1. As cercarias encontradas em D. lucidum de Patos de
Minas e em B. glabrata de Janudria também pertencem a mesma espécie aqui denominada
Rhopalias sp. 2 (diferenga molecular de 1,8-2,4%). Esta difere de Rhopalias sp. 1 em 7,7-
8,4%. Larvas encontradas em D. lucidum de Dores do Indaia difere 9,8-9,9% dos isolados
de Rhopalias sp. 1 e Rhopalias sp. 2, revelando tratar-se de uma espécie distinta aqui
denominada como Rhopalias sp. 3. Estas sdo as primeiras sequéncias moleculares Nad-1
obtidas para espécies do género Rhopalias. Considerando outras espécies de
Echinostomatoidea, as espécies mais proximas com as sequéncias disponiveis sdo
Drepanocephalus spp. (divergéncia molecular 23,4-30,3%) e Petasiger spp. (divergéncia

nucleotidica 26,1-32%) (Anexo 2: Tabela 12).
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Tentativas de obtencdo de sequéncias Cox-/ (Figura 28) foram realizadas para
isolados das trés espécies de Rhopalias deste estudo. No entanto, as sequéncias foram
obtidas apenas para Rhopalias sp. 1 € Rhopalias sp. 2 (denominagdo realizada com base
nas sequéncias Nad-1). Os contigs (612 e 675 pb) foram alinhados com os dados
disponiveis para isolados de trés espécies sequenciadas no México e EUA em um
alinhamento final de 612 pb. Os resultados obtidos revelaram que as duas espécies
sequenciadas para este marcador no presente estudo, Rhopalias sp. 1 € Rhopalias sp. 2
diferem 9,2-9,7% de R. coronatus; 15,1-16,5% de R. macracanthus ¢ 9,0-10,1% de R.
oochi, o que indica que sdo espécies distintas. Considerando outros géneros de
equinostomatideos, Rhopalias spp. do Brasil diferem de espécies dos géneros
Drepanocephalus (21,8-25,5%), Echinoparyphium (22,3%-23,2%), Echinostoma (21,8-
23%) e Hypoderaeum (24,0%-25,1%) (Anexo 2: Tabela 13).

5.1.2.9.3- Comentarios taxonomicos

As cercarias de Rhopalias spp. aqui identificadas sao morfologicamente similares
a uma larva originalmente descrita como Cercaria macrogranulosa, encontrada em B.
glabrata coletadas em Belo Horizonte (RUIZ, 1953), localidade onde a espécie
identificada como Rhopalias sp. 1 foi encontrada). Desde entdo, essas cercarias foram
relatadas em algumas espécies de planorbideos do género Biomphalaria e Drepanotrema
no Brasil (revisado por PINTO & MELO, 2013b) e na Argentina (OSTROWSKI DE
NUNEZ et al., 1990). Duas outras larvas, identificadas como Cercaria echinostoma 2 ¢
Cercaria guaibensis 8 (VEITENHEIMER-MENDES, 1982; VEITENHEIMER-
MENDES et al., 1995), também apresentam morfologia geral semelhante as larvas aqui
relatadas. A analise morfologica de 6 amostras, revelou que as cercarias sao semelhantes
e nenhuma diferenga morfologica ou morfométrica evidente foi encontrada entre as
cercarias. Em geral, a principal caracteristica comum nas trés espécies de Rhopalias aqui
estudadas ¢ a presenca de poucas concregdes circulares grandes no tubulo principal do
sistema excretor, uma caracteristica que as separa de outras larvas de equinostomatideos

conhecidas.
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FIGURA 23- Rhopalias sp. 1. (a) Cercaria emergida de B. glabrata (b) Detalhe do corpo
da larva emergida de G. ticaga. (c) Concrecdes circulares caracteristicas de larvas deste

género. (d) Metacercarias encontradas encistadas em girinos em uma das localidades de

estudo. Escalas: 200 pm (a). 50 um (b, c).
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TABELA 13- Dados morfométricos de cercarias de Rhopalias spp. encontradas em Biomphalaria straminea, Biomphalaria glabrata, Gundlachia

tigaca ¢ Drepanotrema lucidum, em Belo Horizonte, Patos de Minas, Januaria e Dores do Indaid - Minas Gerais, Brasil e medidas de larvas

semelhantes apresentadas por outros autores

Espécie Rhopalias sp. 1 Rhopalias sp. 2 Rhopalias sp. 2 Rhopalias sp. 3 Cercaria macrogranulosa Cercaria Cercaria guaibensis
echinostoma 2 8
Localidade Brasil -Belo Brasil -Patos de Brasil-Januaria Brasil-Dores do Brasil Argentina Brasil Brasil
Horizonte Minas Indaia
Hospedeiro Biomphalaria Drepanotrema Biomphalaria Drepanotrema Biomphalaria Drepanotrema Biomphalaria Drepanotrema
straminea lucidum glabrata lucidum glabrata depressissimum peregrina depressissimum
Referéncia Presente estudo Presente estudo Presente estudo Presente estudo RUIZ (1953) OSTROWSKI DE VEITENHEIMER-  VEITENHEIMER-
NUNEZ et al. (1990)  MENDES (1982) MENDES (1995)
Corpo C  248+12(232- 220+30(149-269) 217=+15(177- 211+ 14 (186-229) 215-283 242+ 11 (218-260) 222-249 360
280) 248)
L 132£8(123- 118+ 27 (78-199) 133 + 8 (149- 124 + 14 (107-150) 91 96 £ 8 (210-252) 111-127 -
157) 121)
Cauda C 449+ 14(423- 438+24(383-468)  411£15(355- 368+18(350-400) 340-493 436 + 19 (420-470) 360-407 420
478) 432)
L 52+4(47-62) 41+ 6 (36-57) 39 +4 (43-28) 50 + 8 (36-57) - 46 + 4 (42-50) 37-55 -
Ventosaoral C 43 +1 (42-45) 38 £3 (32-45) 42 + 3 (45-36) 45+ 4 (39-53) 40-47 38+3(31-42) 34-41 45
L 4341 (42-45) 37 £3(32-53) 42 + 3 (46-36) 48 + 4 (44-53) - 39+£3(31-42) -
Ventosa C 50+3(45-57) 47 £ 6 (32-59) 46 + 5 (63-36) 54+ 11 (35-69) 54-70 57 £5(48-63) 48-67 55
ventral
L 56+3(52-58) 55+7(35-72) 63 +£4(71-54) 58+ 7(51-70) - 60 £ 5 (52-69) - -
Faringe C 21+2(18-25) 18 £4 (14-21) 25+5(36-18) 21+ 7 (12-26) - 20+ 7 (21-25) - -

17+ 1 (15-18)

15 +2 (13-18)

17 +6 (36-11)

20 +7 (12-23)

- 18 %3 (10-23) -
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5.1.2.10- Ribeiroia sp. (Echinostomatoidea: Echinostomatidae)

Localidade: Belo Horizonte, Frutal - Minas Gerais € Rio de Janeiro/RJ, Brasil.

Primeiro hospedeiro intermediario: Biomphalaria straminea € Biomphalaria glabrata

5.1.2.10.1- Caracterizagdo morfologica

As amostras destas larvas (Figura 24) foram usadas exclusivamente para a analise
molecular. A avaliagdo morfolédgica foi previamente realizada por PINTO et al. (2013b),

sendo a espécie identificada a partir de estudos experimentais e moleculares.

5.1.2.10.2- Estudo molecular

A andlise da sequéncia 28S obtida para Ribeiroia sp. (977 pb) constou de uma
sequéncia obtida para a localidade de Belo Horizonte e foi usada para a construcao de um
alinhamento final de 1086 pb. Ribeiroia sp. agrupou num mesmo clado (bem suportado)
com os isolados da Quénia e Estados Unidos (Figura 25), sendo verificada divergéncias
nucleotidicas de 0,2-0,9%. A comparacdo com outros géneros de Echinostomatidae com
sequéncias  disponiveis revelou diferencas maiores [Cathaemasia (3,9%),
Chaunocephalus (5,7%), Drepanocephalus (6,6-6,7%), Echinostoma (7,5-8%),
Isthmiophora (5,8-6%), Neopetasiger (6,2-6,3%) e Petasiger (6,3- 6,6%)] (Anexo 2:
Tabela 9).

Na analise com o marcador nuclear ITS1-5.8S-ITS2 (Figura 26 a, b), obteve-se
dados para trés isolados Rio de Janeiro (1015 pb), Frutal (1016 pb) e Belo Horizonte
(1023 pb). Nas analises filogenéticas, foram gerados alinhamentos contendo a regido
ITS1-5.8S-ITS2 (1117 pb) ou apenas o ITS2 (400 pb), uma vez que para o género de
interesse, sO existiam para comparagao dados desta tltima regido. Nao foram observadas
divergéncias entre os isolados de Ribeiroia sp. do presente estudo. Com a andlise da
regido ITS2, os isolados analisados neste estudo formaram um clado com um bom suporte
Ribeiroia sp. da Argentina (KF525784), Ribeiroia marini de Porto Rico (AY761147) e
Ribeiroia ondatrae dos Estados Unidos (AY761142) (DAVIES et al., 2015; WILSON et
al., 2005), com divergéncias de 0%, 0,5% e 1,1% respectivamente. Com relagdo a outras

sequéncias de Echinostomatidae as diferencas nucleotidicas foram maiores (9,1% para
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Cathaemasia hians; 14,7-16,8% para Echinostoma spp. € 7,2-9,8% para Rhopalias spp.)
(Anexo 2: Tabelas 10 e 11).

Nao foram obtidas sequéncias de qualidade do marcador mitocondrial Nad-1 para
nenhum dos isolados de Ribeiroia do presente estudo. Recentemente, foram
disponibilizadas sequéncias Cox-/ para isolados norte-americanos de R. ondatrae
(JOHNSON et al., 2020). A obtengdo da mesma regido foi realizada para o isolado de
Ribeiroia sp. encontrado em B. glabrata de Belo Horizonte (912 pb). Nas analises
filogenéticas foi observado que a espécie do Brasil se apresentou em um clado distinto
dos isolados de R. ondatrae da América do Norte (Figura 29) diferindo em 12,3-12,5%

(Anexo 2: Tabela 14), o que indica tratar-se de espécies distintas.

5.1.2.10.3- Comentarios taxonomicos

As cercarias obtidas no presente estudo apresentaram similaridade morfologica com
as larvas descritas para o género Ribeiroia. Apesar de existirem varios relatos sobre o
encontro de parasitos adultos em aves (TRAVASSOS, 1939; DUBOIS e MAHON, 1959;
JOHNSON et al., 2004), relatos da infec¢ao dos primeiros hospedeiros intermediarios sao
escassos. Larvas com morfologia compativel com Ribeiroia (apresentando diverticulo
esofagiano) foram encontradas em Biomphalaria prona Martens, 1873, Biomphalaria
kuhniana (Clessin, 1883) e Marisa cornuarietis (Linnaeus, 1758) na Venezuela (NASIR
et al., 1969; NASIR e DIAZ, 1973; OSTROWSKI DE NUNEZ, 198la) e em
Biomphalaria occidentalis Paraense, 1981 na Argentina (OSTROWSKI DE NUNEZ et
al., 1991). Mais recentemente, PINTO et al. (2013b) identificaram por abordagem
experimental e molecular (ITS1) larvas de Ribeiroia sp. em B. straminea em uma das
localidades do presente estudo. Na Argentina, dados moleculares (ITS2) também
permitiram a identificacdo de Ribeiroia sp. em Biomphalaria tenagophila e Biomphalaria

orbignyi (DAVIES et al.,2015).
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FIGURA 24- Ribeiroia sp. (a) Cercaria emergida naturalmente de Biomphalaria
straminea. (b) Detalhe do corpo cercariano em que se observa a presenca de diverticulos

esofagianos. Escalas: 200 um (a). 50 um (b).
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FIGURA 25- Relagao filogenética baseada na analise de sequéncias parciais do gene 28S
de cercarias identificadas como Rhopalias spp. € Ribeiroia sp. (em negrito) e outras
espécies de Echinostomatoidea com sequéncias disponiveis para comparacdo no
GenBank. A arvore representada foi obtida por Inferéncia Bayesiana (IB) utilizando-se o
modelo GTR+G+I. O suporte dos ndés sao fornecidos pelos valores de probabilidade
posterior ([J) e bootstrap (A), de acordo com a escala representada no canto superior
esquerdo. A barra de escala indica o nimero de substitui¢des por site. Fasciola gigantica

foi usado como grupo externo.
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FIGURA 26- Relacgao filogenética baseada na anélise de sequéncias parciais da regido transcrita espagadora interna: (a) [ITS1-5.8S-ITS2 e (b) ITS2

de cercarias identificadas como Rhopalias spp. € Ribeiroia sp. (em negrito) e outras espécies de Echinostomatoidea com sequéncias disponiveis

para comparacdo no GenBank. A arvore representada foi obtida por Inferéncia Bayesiana (IB) utilizando-se o modelo K2+G (a,b). O suporte dos

nos sdo fornecidos pelos valores de probabilidade posterior ([J) e bootstrap (A), de acordo com a escala representada no canto superior esquerdo.

A barra de escala indica o numero de substitui¢des por site. Fasciola hepatica (a) e Fasciola gigantica (b) foram usados como grupos externos.
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FIGURA 27- Relagdo filogenética baseada na andlise de sequéncias parciais do gene
mitocondrial Nad-1 de cercarias identificadas como Rhopalias spp. (em negrito) e outras
espécies de Echinostomatoidea com sequéncias disponiveis para comparagdo no
GenBank. A arvore representada foi obtida por Inferéncia Bayesiana (IB) utilizando-se o
modelo GTR+G+I. O suporte dos nds sdo fornecidos pelos valores de probabilidade
posterior ((J) e bootstrap (A), de acordo com a escala representada no canto superior
esquerdo. A barra de escala indica o nimero de substitui¢cdes por site. Fasciola hepatica

foi usado como grupo externo.
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FIGURA 28- Relacao filogenética baseada na analise de sequéncias parciais do gene citocromo ¢ oxidase subunidade I Cox-1/ (regido barcode) de
cercarias identificadas como Rhopalias spp. (em negrito) e outras espécies de Echinostomatoidea com sequéncias disponiveis para compara¢ao no
GenBank. A arvore representada foi obtida por Inferéncia Bayesiana (IB) utilizando-se o modelo HKY+G+I. O suporte dos nds sdo fornecidos
pelos valores de probabilidade posterior ((J) e bootstrap (A), de acordo com a escala representada no canto superior esquerdo. A barra de escala

indica o niimero de substituigdes por site. Fasciola hepatica foi usado como grupo externo.
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FIGURA 29- Relagao filogenética baseada na andlise de sequéncias parciais do gene citocromo c oxidase subunidade I Cox-7 (Regido pos-barcode)
de cercarias identificadas como Ribeiroia sp. (em negrito) e outras espécies de Echinostomatoidea com sequéncias disponiveis para comparagao
no GenBank. A arvore representada foi obtida por Inferéncia Bayesiana (IB) utilizando-se 0 modelo HKY+I. O suporte dos nds sdo fornecidos
pelos valores de probabilidade posterior ([J) € bootstrap (A), de acordo com a escala representada no canto superior esquerdo. A barra de escala

indica o niimero de substitui¢des por site. Fasciola hepatica foi usado como grupo externo.
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5.1.3- Discussao

No presente estudo, a superfamilia Echinostomatoidea encontrou-se representada
por larvas de 10 espécies de trematodeos preliminarmente caracterizadas como cercérias
dos tipos equindstoma e gimnocéfala. Estes tipos cercarianos estiveram presentes em
amostras de moluscos previamente coletados em localidades dos estados do Maranhao,
Minas Gerais e Rio de Janeiro. A Unica larva do tipo gimnocéfala foi encontrada em
Pomacea maculata oriundas do estado do Maranhao e identificada, através das analises
filogenéticas, como Echinochasmidae gen. sp.

As ultimas revisdes sobre a filogenia de trematddeos tém levado a alteragdes no
status de certas familias e subfamilias. Este € o caso da subfamilia Echinochasminae,
elevada a nivel de familia apos a revisdo mais recente da superfamilia Echinostomatoidea
(TKACH et al., 2016). Esta familia, recentemente estabelecida, ¢ composta por
trematddeos parasitos de aves, mamiferos e répteis, apresentando uma ampla distribui¢ao
mundial (KONSTANDINOVA, 2005). No Brasil, aproximadamente 14 espécies
pertencentes a quatro géneros (Echinochasmus Microparyphium, Stephanoprora e
Uroproctepisthmium) ja foram reportadas em aves, mamiferos e répteis (revisado por
FERNANDES & KONH, 2014; FERNANDES et al., 2015). Alguns parasitos desta
familia, especialmente algumas espécies do género Echinochasmus ja foram relatados
causando doencas em humanos na Asia (CHOI et al., 2006; TOLEDO & ESTEBAN,
2016).

Do ponto de vista morfologico, Echinochasmidae gen. sp. foi similar a uma larva
do tipo gimnocéfala identificada como Guaicaipuria parapseudoconsilia Nasir & Silva,
1972 na Venezuela, onde foi também encontrada em moluscos ampularideos do género
Pomacea. O género Guaicaipuria foi proposto por Nasir et al. (1971), sendo
originalmente incluido na familia Cathaemasiidae Fuhrmann, 1928, e subfamilia
Guaicaipuriinae Nasir et al. (1971). O género contém, além de G. parapseudoconcilia,
apenas a espécie tipo, Guaicaipuria pseudoconcilia (Nasir, Diaz & Lemus de Guevara,
1969). As cercarias destas espécies encistam-se nas branquias de peixes de agua doce.
Um fato interessante ¢ que os adultos dessas duas espécies sdo indistinguiveis
morfologicamente, mas héa diferencas substanciais nas cercarias. A auséncia de sistema
digestivo posterior & faringe em G. parapseudoconcilia ¢ a diferenca mais marcante.
Apesar de novos estudos serem necessarios para associar a larva aqui caracterizada com

espécies do género Guaicaipuria, os dados obtidos sao importantes, pois apontam que
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este género muito provavelmente pertence a familia Echinochasmidae e ndo a
Cathaemasidae, como previamente considerado nas classificagdes morfoldgicas
(KOSTADINOVA, 2005).

As andlises filogenéticas baseada nos trés marcadores utilizados neste estudo
revelaram arvores filogenéticas com topologia geral semelhantes as apresentadas por
diferentes autores na América do Norte e FEuropa (TKACH et al., 2016;
BESPROZVANNYKH et al., 2017; TATONOVA et al., 2020), revelando dois clados
dentro da familia Echinochasmidae. A cercéria aqui registrada pela primeira vez no Brasil
agrupou-se dentro do clado contendo a espécie tipo do género E. coaxatus, porém, mais
proxima ao subclado no qual estdo inseridos os isolados da Argentina, identificados como
Echinochasmidade sp. O outro grande clado recuperado esteve representado por
Stephanoprora spp., Echinochasus milvi e E. suifinensis.

Assim como reportado por TKACH et al. (2016), o género Echinochasmus se
demonstrou parafilético nas novas analises realizadas para este estudo. Além disso,
TATONOVA et al. (2020) relataram semelhanga morfoldgica entre o nimero de espinhos
e o comprimento da cauda em cercarias das espécies do segundo agrupamento, obtidas
tanto com 28S como ITS2, o que ¢ reforgado pelos resultados obtidos por TKACH et al.
(2016) quem demostraram que todos os membros do clado contendo a espécie-tipo de
Echinochasmus (E. coaxatus) possuem 24 espinhos no colar e cauda curta, enquanto que
os membros do clado Stephanoprora + Echinochasmus possuem 20 e 22 espinhos no
colar e cauda longa. Porém, esta caracteristica nao foi confirmada para todas as espécies
em ambos os clados devido a auséncia de informagdes da historia de vida para a maioria
dos parasitos deste grupo (BESPROZVANNYKH et al,, 2017; TATONOVA et al.,
2020). TKACH et al. (2016) determinaram que o clado contendo E. coaxatus (espécie-
tipo) representa Echinochasmus e que o segundo clado representa Stephanoprora. Fatos
que em certa forma foram evidenciados neste estudo, mostrando basicamente dois
padrdes relacionados ao formato da cauda (leptocerca ou magnacauda). As espécies com
cercarias do tipo leptocerca, ou seja, apresentando cauda delgada e mais estreita que o
corpo, agruparam-se em um mesmo clado bem suportado formado por Echinochasmus
coaxatus, E. beleocephalus, E. japonicus, Uroproctepisthmium bursicola,
Microparyphium facetum, Echinochasmidae sp. e Echinostomatidae sp. Por outro lado,
espécies com cercarias do tipo magnacauda agruparam-se em um clado formado por
Stephanoprora pseudoechinata, S. chasanensis, S. amurensis, S. uruguayense,

Stephanoprora sp. 1, Stephanoprora sp. 2, Echinochasmus milvi, E. mordax, E.
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donaldsoni. E. suifunensis, Echinochasmus sp. € Echinochasmus sp. 1. Em relacdo as
sequéncias da Argentina, ¢ provavel que o isolado do presente estudo pertenga a0 mesmo
género, mas a espécies distintas (DELLAGNOLA et al., 2019).

As demais larvas pertencentes a superfamilia Echinostomatoidea avaliadas neste
estudo possuem cercarias apresentando colar cefalico (com ou sem espinhos), sendo por
isso classificadas como larvas do tipo equinostoma. Estas cercarias emergiram de
moluscos planorbideos de diferentes localidades de trés estados brasileiras. Entre elas, foi
possivel identificar Drepanocephalus spathans, encontrada em B. straminea e B.
occidentalis de cole¢des aquaticas de Belo Horizonte, Betim e Contagem.

O género Drepanocephalus Dietz, 1909 compreende parasitos de aves piscivoras
das familias Phalacrocoracidae e Sulidae distribuidas nas Américas. Nos ultimos anos,
uma historia taxonomica complexa foi verificada neste género, incluindo a analise de
algumas espécies de Drepanocephalus previamente incluidas em Petasiger e
Paryphostomum (KOSTADINOVA et al.,2002; e TKACH et al., 2016). Atualmente, trés
espécies deste género sdao consideradas validas: D. olivaceus Nasir & Marval, 1968, D.
mexicanus. € D. spathans (espécie-tipo). O ciclo biologico dos parasitos deste género
envolve moluscos planorbideos como primeiros hospedeiros intermediarios, peixes como
segundos e aves piscivoras como hospedeiros definitivos (GRIFFIN et al., 2012; PINTO
et al., 2016; ALBERSON et al., 2022). No Brasil, além de registros de D. spathans em
aves naturalmente infectadas (FERNANDES et al., 2015), existe o relato da participagdo
de Biomphalaria spp. na transmissao de duas espécies identificadas originalmente como
D. spathans e Drepanocephalus sp. foram verificadas na Lagoa da Pampulha, Belo
Horizonte (PINTO et al., 2016). Segundo HERNANDEZ-CRUZ et al. (2017), o isolado
brasileiro de Drepanocephalus sp. corresponde a D. mexicanus, espécie ainda nao
reportada em aves no Brasil.

As larvas aqui encontradas em B. straminea e B. occidentalis foram identificadas
como D. spathans por apresentarem similaridade morfoldgica e baixa divergéncia
molecular no que se refere ao marcador mitocondrial Nad-1. Esta espécie possui uma
ampla distribuicdo no continente americano, com relatos em aves no Argentina, Brasil,
Canad4, Colombia, EUA Paraguai e Venezuela (CABALLERO & DIAZ UNGRIA,
1958; KOSTADINOVA et al., 2002; FLOWERS et al., 2004; DRAGO et al., 2011,
WAGNER et al., 2012; O'HEAR et al., 2014). Por outro lado, os registros envolvendo os
moluscos transmissores deste parasito sao relativamente escassos, sendo B. occidentalis

aqui relatado como primeiro hospedeiro intermediario de D. spathans.
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Larvas do tipo magnacauda com 19 espinhos no colar cefélico foram identificadas
através de uma analise morfolégica e molecular como pertencentes ao género
Neopetasiger Bashkirova, 1941. As espécies deste género sdo parasitos de aves,
predominantemente da familia Podicepididae, mas, com relatos ocasionais em aves das
familias Anatidae, Anhingidae, Laridae, Phalacrocoracidae e Phoenicopteridaec (TKACH
et al.,2016). A historia taxondmica deste género € bastante controversa. Neopetasiger foi
originalmente estabelecido como subgénero de Petasiger e incluia espécies com 19
espinhos no colar cefalico e testiculos obliquos ou simétricos, diferentemente do
subgénero Petasiger que apresentava espécies com testiculos em tandem
(BASHKIROVA, 1941; FALTYNKOVA et al., 2008). Outros autores consideraram que
a posi¢ao dos testiculos era um cardter varidvel que ndo deveria ser usado para a
diferenciagdo dos dois subgéneros, sendo o uso desta categoria taxondmica nao
considerado por alguns autores (YAMAGUTI, 1971; KOSTADINOVA, 2005;
FALTYNKOVA et al., 2008) Mais recentemente, TKACH et al. (2016), através de
analises moleculares concluiram ser mais parcimonioso elevar Neopetasiger ao nivel de
género para incluir exemplares com 19 espinhos no colar cefalico.

No que se refere aos estagios larvais, cercarias do género Neopetasiger possuem
como caracteristica diferencial dentro da familia, a presenga de uma cauda cerca de 5
vezes maior do que o corpo. Algumas outras espécies de Echinostomatoidea possuem
larvas com morfolédgica similar (p. ex. Stephanoprora spp.), porém, a diferenga encontra-
se no tamanho do corpo e cauda (menores para espécies de Neopetasiger) € no nimero
de espinhos no colar cefalico (TKACH et al., 2016). Outras diferengas estdo relacionadas
ao tipo de molusco que atuam como primeiro hospedeiro intermediario. No caso de larvas
de espécies do género Stephanoprora (Echinochasmidae), sdo moluscos
caenogastropodes, enquanto em Neopetasiger moluscos pulmonados (TKACH et al.,
2016).

Na andlise realizada com o marcador 28S no presente estudo, foi possivel observar
o agrupamento do parasito encontrado em duas localidades em um clado formado por
espécies de Neopetasiger, dos Estados Unidos (identificadas como Neopetasiger sp.) €
Canada (identificadas como Petasiger sp. 4). Ja nas analises com o marcador mitocondrial
Nad-1, a topologia da arvore mostrou que os trés isolados do presente estudo agruparam
num subclado proximo as sequéncias de Neopetasiger sp. 4, Petasiger sp. € Petasiger sp.
4 do Canada. Segundo os autores, todas estas larvas apresentavam a cauda longa, maior

que o corpo, além de colar cefalico com 19 espinhos. Na andlise de divergéncias
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nucleotidicas os isolados brasileiros divergiram das sequéncias do Canada em 4-4,8%, o
que gerou duvida, em um primeiro momento, se estes isolados pertenciam a uma mesma
espécie. As analises envolvendo abordagens de delimitagdo de espécies baseada em
distancias moleculares (ASAP) revelaram que se trata de uma mesma espécie com ampla
distribuicao nas Américas.

Cercarias de cinco espécies pertencentes a familia Echinostomatidae foram
avaliadas neste estudo. Estas larvas foram encontradas em moluscos dos géneros
Biomphalaria e Pomacea em colegdes aquaticas dos estados de Maranhdo, Minas Gerais
e Rio de Janeiro. Em alguns casos, foram realizadas tentativas de infec¢do experimental
para a obtengao de espécimes adultos, porém, sem sucesso. Apesar do estudo morfologico
e molecular realizado, foi possivel identifica-las apenas em nivel de familia.

A larva aqui identificada como Echinostomatidae gen. sp. 1 possui similaridade
morfologica com Cercaria granulifera descrita inicialmente por LUTZ (1924). Estas
larvas, encontradas em B. glabrata, B. straminea e B. tenagophila, foram associadas
através de estudos experimentais a Paryphostomum segregatum, atualmente Petasiger
segregatum, de acordo com a nova classificagdo proposta por TKACH et al. (2016). Uma
caracteristica morfoldgica considerada diferencial destas larvas ¢ a presenca de granulos
refringentes na base da ventosa oral. Posteriormente, larvas morfologicamente
semelhantes foram encontradas em Biomphalaria spp. no Brasil (RUIZ, 1952a; JOE &
BASCH, 1967) e Argentina (OSTROWSKI DE NUNEZ et al.,1990; 1991 e
FERNANDEZ et al., 2014).

O género Paryphostomum compreende parasitos com 27 espinhos no colar cefélico
encontrados no intestino de aves das familias Phalacrocoracidae, Ciconiidae e Sulidae
(KOSTADINOVA, 2005). Mais recentemente, estudos moleculares resultaram na
sinonimia entre o género Paryphostomum e Petasiger (TKACH et al., 2016). Nas analises
moleculares realizadas no presente estudo, principalmente a partir do uso do marcador
28S, foi observado que os isolados brasileiros ndo agruparam com espécies do género
Petasiger disponiveis para comparagao, incluindo Petasiger radiatus (antiga espécie tipo
do género Paryphostomum) e P. exaeretus (espécie tipo do género Petasiger). As
elevadas divergéncias genéticas entre as cercarias deste estudo e Petasiger spp.
disponiveis para comparagdo, associadas a topologia das arvores filogenéticas, sugerem
tratar-se de géneros distintos. Adicionalmente, considerando outras larvas com 27
espinhos no colar cefalico registradas no Brasil, foram verificadas altas divergéncias em

relagdo a Drepanocephalus spp.
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Entre outros equinostomatideos com ciclo biolégico conhecido, a unica espécie
registrada apresentando cercarias com granulos refringentes na base da ventosa oral ¢
Petasiger variospinosus. As medidas do corpo e da cauda desta espécie descrita da Africa
sdo maiores as de Echinostomatidae gen. sp. 1 do presente estudo. Do ponto de vista
molecular, a comparacdo com uma sequéncia ITS2 disponivel de P. variospinosus
revelaram que os isolados deste estudo se agruparam em um clado diferente e
apresentaram divergéncias moleculares significativas. Este resultado sugere que a
presenca de granulos refringentes na base da ventosa oral ndo ¢ exclusiva das cercarias
do género Petasiger. Provavelmente, as larvas com essa morfologia encontrada no Brasil,
e possivelmente os parasitos adultos previamente identificados como P. segregatum por
diferentes autores, correspondam a um género novo de Echinostomatidae.

Uma outra larva, encontrada em Pomacea sp. na cidade de Janudria, norte de Minas
Gerais, foi identificada como Echinostomatidae gen. sp. 2. Apresenta como principal
caracteristica morfologica diferencial a presenca de um colar cefalico com 31 espinhos.
Dentro da familia Echinostomatidae, apenas o género Echinostoma possui representantes
com essa caracteristica, sendo 4 espécies descritas em aves e mamiferos: Echinostoma
anseris Yamaguti, 1939 na Asia; Echinostoma sudanense Odhner, 1911 na Africa
[(considerada por BEAVER (1937) como species inquirenda)); Echinostoma donosoi
Nasir, 1964 na Venezuela e Echinostoma parcespinosum Lutz, 1924 na Argentina, Brasil
e Venezuela (YAMAGUTI, 1971; KANEV et al., 2009; FERNANDEZ et al., 2015). As
cercarias aqui estudadas possuem similaridade morfologica e bioldgica com E.
parcespinosum, estando as medidas de acordo com as descritas para larvas encontradas
em Pomacea spp. por LUTZ (1924) no Brasil e por MARTORELLI (1987) na Argentina.
A cercaria encontrada também assemelha-se as larvas de E. donosoi reportadas na
Venezuela (NASIR, 1964). Os dados moleculares obtidos ndo revelaram o agrupamento
das larvas aqui registradas em Pomacea sp. no clado formado por espécies do género
Echinostoma ou outros membros da familia com dados disponiveis para comparacio. As
espécies de equinostomatideos com 31 espinhos descritas da América do Sul (E. donosoi
e E. parcespinosum) provavelmente correspondem a um novo género, aparentemente
especifico para aves da familia Rallidae como hospedeiros definitivos e moluscos
ampularideos como primeiro hospedeiro intermedidrio.

As cercarias aqui identificadas como Echinostomatidae gen. sp. 3, emergidas de B.
straminea coletada em Contagem, ndo possuem similaridade morfolégica com nenhuma

das larvas de representantes da superfamilia Echinostomatoidea com ciclo biolégico
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conhecido. Uma caracteristica peculiar desta cercaria € a presenga do corpo prefaringeal
sem espinhos, ovalado que se sobrepde a ventosa oral. Larvas semelhantes foram
relatadas ndo mesmo hospedeiro na Argentina (Echinocercharia sp. XIV) (FERNANDEZ
et al, 2014) e em B. tenagophila no Uruguai (Echinostoma sp. 2) (MARTORELLI,
2003). Uma diferenca verificada em relagdo as larvas do Brasil foi a presenca de espinhos
no orgao pré-faringeal. Os estudos moleculares também ndo ofereceram maiores
informacgodes além da identificacdo em nivel de familia. De fato, em nenhuma das analises
realizada, a espécie encontrada agrupou-se em clados contendo espécies dos géneros
disponiveis para comparagdo. As divergéncias moleculares com relagdo as espécies dos
géneros Echinostoma, Euparyphium e Echinoparyphium foram elevadas. Um fato que
merece destaque ¢ que, apesar da presenca de 37 espinhos no colar cefalico, o parasito
estudado ndo agrupou-se no clado de espécies do género Echinostoma do complexo
“revolutum”. De qualquer forma, os dados obtidos a partir dos estagios larvais também
apontam que provavelmente trata-se de um novo género que ainda ndo possui sequéncias
disponiveis para comparacao.

Uma outra larva foi identificada como Echinostomatidae gen. sp. 4, a qual foi
encontrada em B. glabrata no estado do Rio de Janeiro. A principal caracteristica
diferencial ¢ a presenca de colar cefalico com 47 espinhos. Larvas semelhantes foram
encontradas em B. tenagophila ¢ B. occidentalis na Argentina (OSTROWSKI DE
NUNEZ et al., 1997). Segundo KANEV et al. (2009) as espécies de Echinostoma
descritas apresentando 47 espinhos no colar cefalico sdo: Echinostoma chloropodis
Zeder, 1800, Echinostoma corvi Yamaguti, 1935, Echinostoma hystricosum Lie and
Umathevy, 1966, Echinostoma necopinum Dietz, 1909, Echinostoma rousseloti Dollfus,
1956, Echinostoma sarcinum Dietz, 1909 e Echinostoma travassosi Skrjabin, 1924.
Destas, a iinica das espécies relatada no Brasil é E. necopinum, encontrada em Theristicus
caudatus (FERNANDES et al., 2015). Por outro lado, metacercdrias encontradas
encistadas no molusco apresentaram a disposi¢do dos espinhos no colar cefélico
compativeis com a conhecida para as espécies do género Edietziana.

O género Edietziana (= Prionosoma), que inclui parasitos do intestino e cloaca de
aves de diferentes ordens (KOSTADINOVA, 2005) ja foi registrado em varios paises da
América do Sul como Brasil, Cuba, Paraguai Uruguai e Venezuela (revisado por
FERNANDES et al., 2015). Trés das quatro espécies conhecidas ocorrem na regiao
neotropical: Edietziana malacophilum (Pérez Vigueras, 1944) (46 espinhos), Edietziana

pricei (Pérez Vigueras, 1944) (com um niimero desconhecido de espinhos) e Edietziana
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serrata (Diesing, 1850) (espécie-tipo do género, com 45 espinhos). Esta lltima espécie &
a que possui distribuicdo geografica mais ampla, existindo relatos em diferentes espécies
de aves na Argentina, Brasil, Venezuela, Cuba ¢ EUA (FERNANDES et al., 2015;
LUNASCHI et al., 2015). Apesar das informagdes morfologicas apontarem a
possibilidade das larvas (cercérias e metacercarias) aqui registradas pela primeira vez no
Brasil pertencerem a uma espécie do género Edietziana, estudos adicionais como a
obteng¢do experimental de adultos ou a geragao de sequéncias a partir de parasitos adultos
obtidos em aves naturalmente infectadas sdo necessarios para se avancgar na identificacao
desta espécie.

Das cercarias que foram identificadas até o nivel de familia neste capitulo, a Gltima
foi denominada como Echinostomatidae gen. sp. 5. Esta larva apresenta como principal
caracteristica diferencial a presenga de uma bolsa pré-faringeal contendo uma roseta com
cerca de 50 espinhos e um colar cefalico contendo 51 espinhos. Dentro do género
Echinostoma, apenas E. transfretanum Dietz, 1909 foi descrito com essa ultima
caracteristica (YAMAGUTI 1971). Adicionalmente, algumas larvas do tipo equinéstoma
foram descritas apresentando bolsa pré-faringeal semelhante a larva aqui registrada,
porém o niimero de espinhos do colar cefalico é variavel, entre 48 e 58. Como exemplo,
Cercaria sudanensis No.l encontrada em Bulinus cortortus (Michaud, 1829) na Malasia
(ARCHIBALD & MARSHALL, 1931; MOHANDAS, 1981) possui, bolsa pré-faringeal
com espinhos, e find-fold visivel apenas na extremidade posterior da cauda, como na larva
aqui descrita. Apesar disso, C. sudanensis apresenta medidas maiores € o nimero de
espinhos no colar cefalico desconhecido. Outra larva semelhante foi identifica como
Echinostoma hystricosum (LIE & UMATHEVY, 1966), encontrada em Radix rubiginosa
(Michelin, 1831) no Sudao. Neste caso, o numero de espinhos cefalicos ¢ diferente (47)
e as medidas do corpo e cauda também sdo maiores que Echinostomatidae gen. sp. 5. Na
América do Sul, OSTROWSKI DE NUNEZ (1974) descreveu uma cercaria similar
identificada como Episthmium suspensum (Braun, 1901) a partir de estudos
experimentais, mas sem o numero de espinhos na bolsa prefaringeal e do colar cefalico.
Uma outra larva com morfologia geral similar, mas apresentando 58 espinhos no colar
cefalico, foi reportada em B. tenagophila no Uruguai e identificadas como
Echinostomatidae N° 3 (MARTORELLI et al., 2013).

No que se refere a estudos moleculares, recentemente em um estudo realizado no
continente africano por LAIDEMITT et al. (2019), foram relatadas algumas cercarias

identificadas como pertencentes ao género Patagifer, as quais também apresentam bolsa
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pré-faringeal com espinhos, mas em menor nimero (20 no total). As espécies do género
Patagifer sdo parasitos que possuem ibis (familia Threskiornithidae) como hospedeiros
definitivos e moluscos dulceaquicolas como primeiros e segundos hospedeiros
intermediarios (FALTYNKOVA et al., 2008). No Brasil (e em outros paises da América
do Sul), existem relatos de duas espécies: Patagifer bilobus (Rudolphi, 1819) Dietz, 1909
e Patagifer consimilis Dietz, 1909 (revisado por FERNANDES et al., 2015). Destaca-se
que as cercarias de Patagifer descritas por LAIDEMITT et al. (2019) possuem numerosos
corpusculos calcarios (90-100 granulos a cada lado) em cada canal excretor principal,
como verificado no isolado do Brasil. A inexisténcia de dados morfométricos para essas
cercarias impossibilita a comparagdo. E possivel que a cercaria em estudo pertenga ao
género Patagifer, mas, estudos moleculares ou experimentais sdo indispensaveis para se
avancar na sua identificacdo. De qualquer forma, larvas com essa morfologia ndo foram
registradas até o momento no Brasil.

No presente estudo, larvas do tipo equindstoma sem espinhos no colar cefalico
foram encontradas infectando quatro espécies de caramujos planorbideos do Brasil. Os
estudos realizados por abordagem molecular revelou tratar-se de trematédeos do género
Rhopalias, parasitos intestinais de gambas (RADEV et al., 2005; HAVERKOST &
GARDNER, 2008). No geral, a analise morfoldgica ndo revelou diferengas morfologicas
ou morfométricas evidentes entre os diferentes isolados avaliados. A principal
caracteristica distintiva destas larvas ¢ a presenca poucas concregdes circulares (2 a 3) em
cada tibulo principal do sistema excretor, caracteristica que os separa de outros
equinostomatideos larvais conhecidos. As cercarias de Rhopalias spp. aqui identificados
sdo semelhantes a uma larva originalmente descrita como Cercaria macrogranulosa por
RUIZ (1953) encontrada em B. glabrata em Belo Horizonte.

Até o momento, os Unicos estudos experimentais envolvendo larvas identificadas
como Cercaria macrogranulosa foram realizados por OSTROWSKI DE NUNEZ et al.
(1990) na Argentina, que relataram a penetragdo e encistamento de cercarias em girinos,
revelando pela primeira vez o possivel envolvimento de anfibios na transmissao desse
parasito desconhecido. No presente estudo, metacercarias contendo 2-3 grandes
concregdes circulares em cada ducto coletor principal do sistema excretor foram
encontrados em girinos de Rhinella sp. naturalmente infectados coletados no mesmo
corpo d'dgua onde foram encontrados moluscos infectados por Rhopalias sp. 2. Este
achado sugere fortemente que anuros atuam como segundos hospedeiros intermediarios

no ciclo de vida de Rhopalias spp. Metacercarias morfologicamente semelhantes foram
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relatadas na faringe de girinos de Scinax nasicus (Cope, 1862) e Odontophrynus
americanus (Duméril e Bibron, 1841) na Argentina (HAMANN & GONZALEZ, 2009).
E importante notar que os anuros também estio envolvidos na transmissdo tréfica do
parasito ao hospedeiro definitivo em espécies de dois géneros filogeneticamente
relacionados a Rhopalias spp., isto €, Cathaemasia e Ribeiroia (SZIDAT, 1939;
YAMAGUTI, 1975; JOHNSON et al., 2004; TKACH et al., 2016). Os anfibios podem
fazer parte da dieta de gambas didelfideos (STIEGLTIZ & KLIMSTRA 1962; VALERIO
1969; TOLEDO et al., 2007), o que pode favorecer a transmissdo trofica de Rhopalias
spp. para o hospedeiro definitivo.

Com base nos dados morfoldgicos, todas as amostras avaliadas foram consideradas
indistinguiveis de C. macrogranulosa. Embora os genes nucleares tenham revelado
diferencas moleculares baixas entre as larvas presentes nas diferentes amostras, os dados
obtidos para o marcador Nad-1 revelam inequivocamente a ocorréncia de trés espécies de
Rhopalias no material estudado. As larvas identificadas como Rhopalias sp. 2, foram
encontradas em dois géneros diferentes de planorbideos (Biomphalaria e Drepanotrema)
em duas localidades distantes cerca de 600km. A divergéncia molecular verificada entre
esses isolados ¢ semelhante a divergéncia intraespecifica conhecida para outras espécies
de Echinostomatidae (KOSTADINOVA et al., 2003; LAIDEMITT et al., 2019;
MOHANTA et al. 2019). Curiosamente, 100% de similaridade em Nad-1 foi verificada
em Rhopalias sp. 1 encontrado em dois géneros de planorbideos distantes
filogeneticamente (Biomphalaria e Gundlachia), mas da mesma localidade. Os dados
aqui apresentados podem indicar baixa especificidade de Rhopalias spp. para os
planorbideos que atuam como primeiros hospedeiros intermediarios.

O presente estudo representa a primeira identificacdo da atuacao de moluscos como
primeiros hospedeiros intermediarios de trematddeos do género Rhopalias. No estado de
Minas Gerais, Brasil, R. coronatus ¢ a Gnica espécie do género anteriormente conhecida,
relatada no gamba de orelha branca, Didelphis albiventris Lund, 1840, de Belo Horizonte
(QUINTAO & SILVA & COSTA, 1999). Recentemente, sequéncias de Cox-/ foram
obtidas para isolados mexicanos de R. coronatus (LOPEZ-CABALLERO et al., 2019),
mas esta espécie ¢ distinta de Rhopalias sp. 1 e Rhopalias sp. 2. A possibilidade de
Rhopalias sp. 3 do presente estudo ser uma dessas espécies sequenciadas no México ndo
pode ser descartada. Por outro lado, as larvas aqui relatadas podem pertencer a algumas
das outras seis espécies de Rhopalias ja relatadas em marsupiais na América do Sul, a

saber: Rhopalias baculifer Braun, 1900, Rhopalias caballeroi Kifune & Uyema, 1982,
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Rhopalias caucensis Rivillas, Caro, Carvajal & Vélez, 2004, Rhopalias coronatus
(Rudolphi, 1819), Rhopalias horridus (Diesing, 1850) e R. macracanthus (FERNANDES
etal.,2015). Além disso, a possibilidade da existéncia de espécies cripticas em Rhopalias
ndo pode ser descartada.

Os resultados moleculares obtidos neste estudo revelam que apesar dos genes
nucleares permitirem uma identificacdo inequivoca em nivel genérico, as baixas
variagdes interespecificas verificadas em Rhopalias spp. dificultam o uso desses
marcadores para identificacdo especifica. As sequéncias Cox-/ (regido barcode) foram
obtidas para trés espécies de Rhopalias do México (LOPEZ-CABALLERO et al., 2019);
no entanto, os primers projetados por VAN STEENKISTE et al. (2015) para a mesma
regido apresentaram resultados satisfatorios no presente estudo, apenas duas espécies
(Rhopalias sp. 1 e Rhopalias sp. 2). Por outro lado, a obtengao de sequéncias do marcador
Nad-1, amplamente utilizado no estudo de Echinostomatoidea (LEDWON et al., 2016;
HENEBERG et al., 2018; MOHANTA et al., 2018; LAIDEMITT et al., 2019; ASSIS et
al., 2021), apresentou melhor performance, permitindo a amplificacdo de todas as
amostras.

Cercarias do tipo equindstoma sem espinhos no colar cefalico e com diverticulo
esofagiano foram encontradas em B. straminea e B. glabrata. As andlises morfologicas e
moleculares permitiram a identificacdo de Ribeiroia sp. A espécie tipo do género, R.
insignis Travassos, 1939, foi descrita de garcas no Brasil. Anos mais tarde, foi
considerada como sindnimo junior de R. ondatrae (Price, 1931) (DUBOIS & MAHON,
1959; JOHNSON et al., 2004). Outros relatos em aves na América do Sul foram
realizados na Argentina e Colombia (FERNANDES et al., 2015). Este género foi descrito
inicialmente como pertencente a familia Psilostomidae, porém, TKACH et al. (2016) na
revisdo mais recente da superfamilia Echinostomatoidea, determinaram a sua inclusdo na
familia Echinostomatidae. Nas ultimas décadas, o género Ribeiroia adquiriu importancia
ecologica e ambiental, uma vez que o envolvimento de R. ondatrae na ocorréncia de
malformagdes em membros de anfibios, e assim redugdo e mesmo extingao de espécies
de anfibios, foi demonstrado na América do Norte (JOHNSON et al., 2002; 2004; 2009).

Os primeiros hospedeiros intermedidrios de Ribeiroia spp. sdo moluscos
planorbideos do género Biomphalaria, sendo B. prona, B. orbignyi, B. straminea e B.
glabrata ja descritos como hospedeiros naturais na Argentina, Venezuela e Brasil
(NASIR et al., 1969; NASIR & DIAZ, 1973; OSTROWSKI DE NUNEZ, 1981a;
OSTROWSKI DE NUNEZ et al., 1991; PINTO et al., 2013b). No Brasil, além de
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cercarias e adultos, ha o registro do encontro de metacercarias em peixes, Oreochromis
niloticus (PINTO et al. 2014). Um fato novo inerente a biologia de Ribeiroia spp. foi o
achado de metacercarias de uma espécie deste género em Biomphalaria sudanica na
Africa (LAIDEMITT et al. 2019).

Na andlise molecular realizada com o marcador 28S, foi possivel confirmar que as
larvas encontradas pertenciam ao género Ribeiroia. Os resultados das analises
envolvendo a regido ITS2 evidenciaram que os isolados do presente estudo sao distintos
de R. ondatrae dos Estados Unidos, e de R. marini de Porto Rico, apresentando maior
similaridade com Ribeiroia sp. da Argentina (WILSON et al., 2005; DAVIES et al.,
2015). Finalmente, a anélise com o marcador mitocondrial Cox-/ demonstrou divergéncia
nucleotidica de 12% em relagdo a R. ondatrae dos Estados Unidos, indicando tratar-se de
espécies distintas. Assim, € possivel que a validade de R. insignis seja reestabelecida para

a espécie de Ribeiroia encontrada na América do Sul.
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5.2- CAPITULO 2: Larvas de trematédeos da Superfamilia Plagiorchioidea em

moluscos do Brasil

5.2.1- Revisdo da literatura

A superfamilia Plagiorchioidea est4 representada por parasitos dos tratos digestivo,
respiratorio urogenital de peixes e tetrapodes (BRAY er al., 2008). E atualmente
composta por 18 familias que incluem mais de 100 géneros. Estudos filogenéticos
robustos envolvendo representantes de varias espécies deste grupo foram realizados no
comeco dos anos 2000 e forneceram suporte para este taxon (TKACH et al., 2000; 2001;
CRIBB et al., 2001a; OLSON et al., 2003). Na América do Sul, 93 espécies ja foram
relatadas parasitando anfibios, répteis, mamiferos e peixes (58 delas no Brasil) (KOHN
et al., 2007; FERNANDES e KOHN, 2014; FERNANDES et al., 2015). Apesar deste
numero representativo de espécies conhecidas, a maioria nao possui moluscos
transmissores e ciclo bioldgico conhecidos. Na América do Sul ja foram relatadas 70
larvas do tipo xifidiocercaria em moluscos dulceaquicolas (Tabela 14). Destas, apenas 7
foram associadas aos adultos apos a elucidagdo experimental dos respectivos ciclos
bioldgicos. Do ponto de vista médico, existem alguns relatos de parasitos desta
superfamilia infectando seres humanos. Por exemplo, o potencial zoondtico de
Plagiorchis spp. foi caracterizado em alguns paises da Asia (ASADA et al., 1962; YU &
MOTT, 1994; HONG et al., 1996, GUK et al., 2007).

O ciclo bioldgico das espécies de Plagiorchioidea ¢ complexo, envolvendo até trés
hospedeiros intermediarios. Moluscos gastropodes sdo obrigatoriamente os primeiros
hospedeiros intermediarios. J& o segundo hospedeiro intermedidrio, a depender da
espécie, pode ser organismos de diferentes grupos zooldgicos como anfibios, moluscos,
anelideos e artropodes. O tipo cercariano tipico deste grupo sdo as xifidiocercérias, que
também ¢ verificado em outras trés superfamilias (Microphalloidea, Gorgoderoidea e
Allocreadioidea), que compdem a subordem Xiphidiata (OLSON et al., 2003). Estas
larvas apresentam estile na ventosa oral, sendo o proprio nome do tipo cercariano (Gr.
xiphos = espada) uma alusdo a presenca desta estrutura quitinosa que pode apresentar
tamanho e formato distintos, dependendo da espécie (NASIR, 1986; OSTROWSKI DE
NUNEZ & HAMANN, 2013). Acredita-se que o estilete ¢ uma adaptagio deste tipo de
cercarias para penetrar na cuticula de artropodes aquaticos que a maioria destes parasitos

utilizam como segundos hospedeiros intermediarios (MCMULLEN, 1937; OLSON et al.,
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2003). A morfologia destas larvas ¢ muito varidvel. A cauda, que ¢ simples, pode
apresentar membrana natatoria. Estas larvas podem apresentar ocelos pigmentados e
possuir ventosas de tamanho relativo diferente, além de glandulas de penetracdo com
nimero e disposi¢do variaveis. Um grupo particular de xifidiocercérias, denominado
virgulata, apresenta uma estrutura glandular na ventosa oral denominada de “6rgdo
virgula”.

No Brasil, embora existam diversos morfotipos de xifidiocercérias registrados
(CARVALHO et al., 2001; BOAVENTURA ef al., 2002; PAVIOTTI-FISHER et al.,
2019), os estudos visando a identificacdo taxonOmica destas larvas sdo escassos. A
maioria dos registros foram baseados em larvas identificadas como taxon de grupos
coletivos (Cercaria Miiller, 1774) (e.g. RUIZ, 1952 a;b; 1953) ou apenas em nivel de
tipos cercarianos (BOAVENTURA et al., 2002; SOUZA & MELO, 2012; SILVA &
MELO, 2013). Viarias xifidiocercarias ja tém sido associadas aos respectivos adultos
através de estudos experimentais (revisado por YAMAGUTI, 1975; NASIR, 1986).
Contudo, ressalta-se que este tipo de abordagem para a identificacdo de xifidiocercarias
encontra dificuldades logisticas, especialmente ao se considerar os tipos de hospedeiros
utilizados neste grupo de trematédeos, que inclui vertebrados de sangue frio (anfibios e
répteis) e artropodes aquaticos, grupos dificeis de se manter em condi¢des laboratoriais.

Recentemente a taxonomia integrativa tem sido utilizada para a identificacao e
avalia¢do da posicdo filogenética de espécies de trematddeos da subordem Xiphidiata
encontradas em diferentes partes do mundo (OTRANTO et al., 2007; MARTINEZ-
SALAZAR et al., 2016; AL QURAISHY et al., 2019; SOKOLOV et al., 2020). Com
relacdo aos estagios larvais, alguns avangos também tém sido alcangados (SOKOLOV et
al., 2020, DAVIES et al., 2021). Por outro lado, a auséncia de sequéncias referéncias para
os respectivos adultos frequentemente impossibilita a identificagdo de xifidiocercarias, as
quais permanecem identificadas apenas em nivel de género, familias ou superfamilias
(KUDLALI et al., 2015; ENABULELE et al., 2017; DELLAGNOLA et al., 2019;
SHCHENKOV et al., 2019; KRUPENKO et al., 2020; LOPES et al., 2021).

No Brasil, os estudos moleculares envolvendo larvas destes parasitos sdo escassos.
Em um trabalho recente, LOPES et al. (2021) relatam o encontro de uma xifidiocercaria
em Melanoides tuberculata. Esta larva, que provavelmente representa um novo parasito
invasor, foi identificada apenas como pertencente a familia Lecithodendriidae
(pertencente a superfamilia Microphaloidea). Larvas com similaridades genéticas com

espécies do género Paralecithodendrium foram encontradas no molusco tiarideo
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Aylacostoma chloroticum no Rio Parand (ONACA et al., 2020). Essa escassez no
conhecimento apontam o longo caminho a ser percorrido no que se refere ao estudo de

xifidiocercarias encontradas em moluscos no pais.



TABELA 14- Xifidiocercarias encontradas em moluscos dulceaquicolas na América do Sul
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Espécie Molusco Localidade Fig. Referéncia
Fig. 30
Heleobia australis; Heleobia conexa; Arcentina a Alda & Martorelli (2014); Martorelli
Levinseniella cruzi Heleobia parchappii & (1988)
Macrocercaria sp. 1 Pisidium sp. Argentina b Ostrowski de Nuifiez (1981b)
Magnivitellinum saltaensis Biomphalaria tenagophila Argentina c Davies et al. (2021)
Argentina d Etchegoin et al. (2012); Alda et al. (2013);
Maritrema bonariensis Heleobia australis; Heleobia conexa Parietti et al. (2013)
Maritrema orensensis Heleobia australis Argentina e Alda et al. (2013)
Argentina . Martorelli (1991); Merlo & Etchegoin
Microphallus simillimus Biomphalaria peregrina (2011); Etchegoin et al. (2012)
Heleobia australis; Heleobia conexa; Merlo et al. (2017; 2019); Parietti et al.
Heleobia parchappii (2020)
Etchegoin et al. (2012); Parietti et al
(2013); Martorelli (1986¢c;d); Merlo &
Argentina ok Etchegoin (2011); Etchegoin et al. (2012);
Heleobia australis; Heleobia conexa; Martorelli (1986¢;d); Merlo et al. (2017,
Microphallus szidati Heleobia parchappii 2019); Parietti et al. (2020)
Phaneropsolus sp. Asolene platae Argentina f Dellagnola et al. (2019)
Renicola sp. Heleobia australis Argentina g Alda & Martorelli (2014)
Travtrema stenocotyle Pomacea canaliculata Argentina h Ostrowski de Nufiez (1979)
Plagiorchiid Chilina dombeyana Argentina *x Flores & Semenas (2008)
n%;glel;ileocercarla Ief. Cercaria B. straminea; B. orbignyi Argentina i Ostrowski de Nufiez et al. (1990)
Xiphidiocercaria I1 B. straminea Argentina J Ostrowski de Nufiez et al. (1990)
Xiphidiocercaria sp. 111 Heleobia Piscium k Ostrowski de Nufiez (1975)




138

TABELA 14: Continuacdo...

Xiphidiocercaria sp. 1

Xiphidiocercaria sp. 2

Xiphidiocercaria sp. I

Xiphidiocercaria sp. 11
Xiphidiocercaria sp.

Haematholoechus

II aff.

Xiphidiocercaria sp. IV

Xiphidiocercaria V cf. lutzi
Xiphidiocercaria gen. sp. 1
Xiphidiocercaria gen. sp. 3
Xiphidiocercaria gen. sp. 4
Xiphidiocercéria sp. A
Xiphidiocercéria sp. B

Xiphidiocercaria sp. IV

Cercaria guaibensis 2
Cercaria guaibensis 7

Cercaria lutzi

Cercaria minense

Heleobia
peregrina
Heleobria australis; Heleobia conexa,
Biomphalaria orbignyi; Biomphalaria
tenagophila

Biomphalaria peregrina

Drepanotrema kermatoides

conexa, Biomphalaria

Drepanotrema lucidum

Heleobia piscium,
depressissimum

Drepanotrema

Biomphalaria occidentalis
Biomphalaria peregrina
Heleobia parchappii
Heleobia parchappii
Heleobia parchappii
Heleobia parchappii

Drepanotrema depressissimum

Biomphalaria tenagophila
Biomphalaria tenagophila
Biomphalaria peregrina

Biomphalaria glabrata; B. tenagophila

Biomphalaria glabrata;
tenagophila

Biomphalaria

Argentina

Argentina
Argentina
Argentina

Argentina

Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina

Argentina

Brasil
Brasil

Brasil

Brasil

Fig. 31
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Etchegoin & Martorelli (1998); Morris
(1976)

Etchegoin & Martorelli (1998)

Ostrowski de Nuiez (1974)
Ostrowski de Nufiez (1974)

Hamann et al. (1993)

Ostrowski de Nuifiez (1981b); Hamann et
al. (1993)

Ostrowski de Nufiez et al. (1991)

Parietti et al. (2015)

Merlo et al. (2014)

Merlo et al. (2014)

Morris (1976)

Morris (1976)

Ostrowski de Nunez (1993); Hamann et al.
(1993)

Veitenheimer-Mendes (1981)
Veitenheimer-Mendes et al. (1995)

Ruiz (1943; 1952); Moraes et al. (2009);
Ohlweiler et al. 2013

Ruiz (1953); Ohlweiler et al. (2013)
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TABELA 14: Continuacdo...

Cercaria ornata
Cercaria santense
Ornatae cercaria

Stomylotrema gratiosus
Virgulate cercaria
Xiphidiocercaria
Xiphidiocercaria S1
Xiphidiocercaria S2
Xiphidiocercaria SM2

Xiphidiocercaria SM3
Xiphidiocercaria I
Cercaria abdulwaheedi
Cercaria abdulwameedi
Cercaria allomacarapensis
Cercaria arismendi
Cercaria baldai

Cercaria chacaracualensis
Cercaria cumanensis
Cercaria etgesi

Cercaria farakhanweri
Cercaria guanipensis
Cercaria guaraunensis
Cercaria homocotylea

Pseudosuccinea columella

Biomphalaria glabrata

Stenophysa marmorata; Drepanotrema
Cimex; Pseudosuccinea columella
Pomacea maculata

Pomacea sp.

Stenophysa marmorata

Biomphalaria glabrata

Stenophysa marmorata

Biomphalaria glabrata

Stenophysa marmorata
Drepanotrema kermatoides
Biomphalaria straminea
Biomphalaria straminea
Marisa cornuaretis
Pomacea glauca
Biomphalaria glabrata
Marisa cornuarietis
Marisa cornuarietis
Pomacea glauca
Pomacea urceus
Pomacea glauca
Pomacea glauca
Pomacea urceus

Brasil
Brasil
Brasil

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil

Brasil

Brasil

Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela

=

*
rem o

Fig. 32
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Eduardo et al. (2012); Ohlweiler et al.
(2013)
Ruiz (1952a); Ohlweiler et al. (2013)

Ohlweiler et al. (2013)

Pinto et al. (2015c¢)
Ohlweiler et al. (2013)
Boaventura et al. (2002)
Silva & Melo (2013)
Silva & Melo (2013)
Souza & Melo (2012)

Souza & Melo (2012)
Veitenheimer-Mendes (1982)
Nasir (1982)

Nasir (1982)

Nasir & Diaz (1968)
Nasir & Diaz (1969)
Nasir (1964b)

Nasir & Acuiia (1966a)
Nasir (1965)

Nasir (1963)

Nasir (1971)

Nasir & Diaz (1973a)
Nasir & Diaz (1968)
Nasir & Acuiia (1966b)
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TABELA 14: Continuacdo...

Cercaria latigazica

Cercaria marisa
Cercaria paracumanensis
Cercaria pecularistilata
Cercaria pifanoi
Cercaria pseudopifanoi
Cercaria pseudopolyadena
Cercaria scorzai
Cercaria stenophvenezua
Cercaria unica

Cercaria urceus

Cercaria yacalicola
Xiphidocercaria sp. [
Xiphidocercaria sp. 11
Xiphidiocercaria sp. 111
Cercaria Xiphidiocerca

Pomacea glauca

Marisa cornuarietis
Marisa cornuarietis
Pomacea glauca
Pomacea glauca
Marisa cornuarietis
Marisa cornuarietis
Pachychilus laevissimus
Physa venezuelensis
Physa venezuelensis
Pomacea urceus
Pomacea glauca
Biomphalaria glabrata
Biomphalaria glabrata
Biomphalaria glabrata
Biomphalaria tenagophila

Venezuela

Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Uruguai

0
Fig. 33
a

= - Y - T =V T -

o5 B = K =

Nasir et al. (1969)

Nasir & Diaz (1968)

Nasir (1971)

Nasir & Acuna (1966b)
Nasir & Diaz (1967)

Nasir et al. (1969)

Nasir & Guevara (1968)
Nasir et al. (1966)

Nasir & Diaz (1973b)
Nasir & Diaz (1973b)
Nasir & Acuiia (1966a)
Nasir et al. (1969)
Ostrowski de Nuiez (1982)
Ostrowski de Nufez (1982)
Ostrowski de Nufiez (1982)
Martorelli et al. (2013)

*Figura de ma qualidade. **Figura nao disponivel.
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FIGURA 30- Xifidiocercarias encontradas em moluscos dulceaquicolas na América do Sul. a. Levinseniella cruzi; b. Macrocercaria sp. 1; c.
Magnivitellinum saltaensis; d. Maritrema bonariensis; e. Maritrema orensensis; f. Phaneropsolus sp.; g. Renicola sp.; h. Travtrema stenocotyle;
i. Xiphidiocercaria I cf. Cercaria minense; j. Xiphidiocercaria II; k. Xiphidiocercaria III; 1. Xiphidiocercaria sp. 1; m. Xiphidiocercaria sp. 2; n.
Xiphidiocercaria sp. I; 0. Xiphidiocercaria sp. II; p. Xiphidiocercaria sp. Il aff. Haematolocechus; q. Xiphidiocercaria sp. IV. Para informagdes

de cada uma das larvas consultar Tabela 14.
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FIGURA 31- Xifidiocercarias encontradas em moluscos dulceaquicolas na América do Sul a. Xifidiocercaria V cf. /utzi; b. Xiphidiocercaria gen.
sp. 1, ¢. Xiphidiocercaria gen. sp. 3, d. Xiphidiocercaria gen. sp. 4, e. Xiphidiocercaria sp. A; f. Xiphidiocercaria sp. B; g. Xiphidiocercaria sp.
IV; h. Cercaria guaibensis 2; i. Cercaria guaibensis 7; j. Cercaria lutzi; k. Cercaria minense; 1. Cercaria ornata; m. Cercaria santense; n.

Stomylotrema gratiosus,; 0. Xiphidiocercaria, p. Xiphidiocercaria S1; q. Xiphidiocercaria S2. . Para informacdes de cada uma das larvas consultar
Tabela 14.
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FIGURA 32- Xifidiocercarias encontradas em moluscos dulceaquicolas na América do Sul Xifidiocercarias encontradas em moluscos
dulceaquicolas na América do Sul a. Xiphidiocercaria SM3; b. Xiphidiocercaria I; ¢. Cercaria abdulwaheedi; d. Cercaria abdulwameedi, e.
Cercaria allomacarapensis; f. Cercaria arismendi; g. Cercaria baldai,; h. Cercaria chacaracualensis; i. Cercaria cumanensis, j. Cercaria etgesi;
k. Cercaria farakhanweri; 1.Cercaria guanipensis, m. Cercaria guaraunensis, n. Cercaria homocotylea, 0. Cercaria latigazica. . Para informacdes

de cada uma das larvas consultar Tabela 14.
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FIGURA 33- Xifidiocercarias encontradas em moluscos dulceaquicolas na América do Sul. a. Cercaria marisa; b. Cercaria paracumanensis; c.
Cercaria pecularistilata d. Cercaria pifanoi; e. Cercaria pseudopifanoi;, f. Cercaria pseudopolyadena; g. Cercaria scorzai; h. Cercaria
stenophvenezua; i. Cercaria unica; j. Cercaria urceus; K. Cercaria yacalicola; 1. Xiphidocercaria sp. I; m. Xiphidocercaria sp. II; n.

Xiphidiocercaria sp. III; 0. Cercaria Xiphidiocerca. Para informacdes de cada uma das larvas consultar Tabela 14.
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5.2.2- Resultados

Cinco larvas do tipo xifidiocercaria foram identificadas como pertencentes a
superfamilia Plagiorchioidea neste estudo. Os moluscos infectados foram identificados
como Pseudosuccinea columella, Biomphalaria tenagophila, Biomphalaria glabrata e
Stenophysa marmorata. As cinco espécies identificadas foram: Haematoloechus sp.,
Magnivitellinum sp., Haematoloechidae gen. sp., Plagiorchioidea gen. sp. e Renifer sp.

As informagdes obtidas para cada uma dessas sdo apresentadas a seguir.

5.2.2.1- Haematoloechus sp. (Plagiorchioidea: Haematoloechidae)

Localidade: Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.

Primeiro hospedeiro intermediario: Pseudosuccinea columella.

5.2.2.1.1- Caracteriza¢do morfologica

O estudo morfologico desta espécie (e de metacercarias obtidas experimentalmente)
foi previamente realizado por PINTO (2013), sendo a espécie identificada como

Haematoloechidae gen. sp.

5.2.2.1.2- Estudo molecular

Um fragmento de 1143 pb do gene 28S foi obtido para as cercarias emergidas de P.
columela. O alinhamento final utilizado nas anélises filogenéticas estava constituido por
1173 pb. Os resultados obtidos revelaram que o isolado brasileiro se agrupou em um clado
bem suportado contendo espécies de Haematoloechus (Figura 38). Além disso, foi
verificada a forma¢do de um subclado contendo a amostra do Brasil e a espécie tipo do
género, Haematoloechus complexus (divergéncia molecular de 3,8%). Considerando-se
as outras sequéncias de espécies do género Haematoloechus utilizadas para comparagao,
as divergéncias moleculares variaram entre 2,2% e 7,9%. Com relagdo a regido ITSI-
5.8S-ITS2, um fragmento de 1000 pb foi obtido (alinhamento final de 753 pb). As anélises
filogenéticas (Figura 39) também revelaram que o isolado brasileiro de Haematoloechus
sp. agrupou-se em um mesmo clado com H. complexus, porém com baixo suporte para a

analise de inferéncia bayesiana. A divergéncia molecular em relagdo a essa espécie foi de
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2,9%. Em relacdo a outras espécies do género, as diferencas variaram entre 2,7 € 9,6%.
Considerando-se os outros géneros utilizados para comparacdo, os percentuais de

divergéncias foram maiores (8,4-13,3%) (Anexo 2: Tabelas 15 e 16).

5.2.2.1.3- Comentarios taxonomicos

As caracteristicas das cercarias avaliadas no presente estudo estao de acordo com
as relatadas para espécies de Haematoloechus por diferentes autores. Cercarias
semelhantes foram encontradas em P. columella nos EUA e identificadas como
Haematoloechus complexus (Seely, 1906) por KRULL (1933). No Brasil, CARVALHO
et al. (2001) encontraram estado de Sao Paulo este mesmo limneideo albergando larvas
também identificadas como Haematoloechus sp. Outras larvas semelhantes foram
encontradas em moluscos planorbideos na Argentina e identificadas como
Xiphidiocercaria sp. Il (OSTROWSKI DE NUNEZ, 1974b) e Xiphidiocercaria sp. III
(OSTROWSKI DE NUNEZ, 1993). A auséncia de informagdes moleculares para as
espécies de Haematoloechus que ocorrem na América do Sul impossibilitaram o avango
na identificagdo especifica desta cercaria. De fato, apesar de 8 espécies deste género ja
terem sido reportadas infectando anfibios neste subcontinente (FERNANDES e KOHN,
2014), os dados aqui obtidos representam as primeiras sequéncias moleculares para o
género neste subcontinente. As andlises moleculares envolvendo ambos os marcadores
nucleares utilizados apontam que as cercarias encontradas em P. columella correspondem
a uma espécie de Haematoloechus diferente das 9 espécies norte-americanas com dados
disponiveis para comparacdo. Este achado presenta um avango em relagdo a identificagao

prévia realizada em nivel de familia (PINTO, 2013).
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5.2.2.2- Magnivitellinum sp. (Plagiorchioidea: Alloglossidiidae)

Localidade: Turiacu, Maranhao, Brasil.

Primeiro hospedeiro intermediario: Biomphalaria glabrata.

5.2.2.2.1- Caracterizag¢do morfologica

Xifidiocercaria com corpo oval e tegumento espinhoso (Figura 34). Ventosa oral
grande, subterminal, muscular, com estrutura glandular que provavelmente corresponde
a expansao dos canais das glandulas de penetracdo. Estilete pequeno, sem bulbo, com um
par de “shoulders” na porc¢ao anterior. Ventosa ventral equatorial, menor que a ventosa
oral. Pré-faringe curta, faringe muscular. Cecos nao visualizados. Trés pares de glandulas
maiores localizadas lateralmente a ventosa ventral, e quatro pares de glandulas menores
localizadas na por¢do pré-acetabular. Ambos os tipos de glandulas com canaliculos
direcionados para a regido anterior da ventosa oral. Vesicula excretora em forma de Y.
Cauda simples, menor que o corpo. As medidas das cercarias de Magnivitelinum sp. do

presente estudo sdo apresentadas na Tabela 15.

5.2.2.2.2- Estudo molecular

Um fragmento de 1232 pb do gene 28S foi obtido para esta cercaria. Nas analises
filogenéticas (Figura 38) verificou-se o agrupamento, com bom suporte, em um clado
contendo Magnivitellinum saltaensis Davies et al., 2021 recentemente descrita da
Argentina (divergéncia nucleotidica: 0,3%) e Magnivitellinum simplex Kloss, 1966 do
Meéxico (divergéncia nucleotidica: 1,3-1,6%) (Anexo 2: Tabela 15). Tentativa de

obtencao de sequéncias ITS para este isolado foram realizadas, porém, sem sucesso.

5.2.2.2.3- Comentarios taxonomicos

A cercéria de Magnivitellinum sp. encontrada em B. glabrata no presente estudo
assemelha-se a Cercaria minense Ruiz, 1952, larva descrita na mesma espécie de
planorbideo no estado de Minas Gerais, Brasil (RUIZ, 1953). Outros autores brasileiros
relataram C. minense ou Xxifidiocercarias do grupo Virgulata ndo identificadas,

provavelmente congenéricas com Magnivitellinum sp., em Biomphalaria spp. do Brasil
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(MELO & PEREIRA 1985; SOUZA et al., 1998, PINTO & MELO 2013b, SILVA &
MELO 2013). A possibilidade dessas cercarias serem espécies diferentes de
Magnivitellinum sp. ndo pode ser descartada. Trés outras xifidiocercarias semelhantes
foram descritas de Biomphalaria spp. na América do Sul. Cercaria abdulhameedi
encontrada B. straminea na Venezuela (NASIR, 1982), tem morfologia geral semelhante
as cercarias aqui caracterizadas, porém ¢ maior e apresenta glandulas de penetracao com
arranjo diferente. Xiphidiocercaria sp. encontrada em B. straminea e Biomphalaria
orbignyi Paraense, 1975 na Argentina por OSTROWSKI DE NUNEZ et al. (1990),
também revela algumas similaridades, contudo possui medidas um pouco menores e
apresenta cecos longos que quase atingem a extremidade posterior do corpo. Também na
Argentina, Cercaria xiphidiocerca foi encontrada em Biomphalaria tenagophila
(d'Orbigny, 1835) por MARTORELLI et al. (2013), apresentando medidas semelhantes
as aqui apresentadas para Magnivitellinum sp., porém, apresenta cecos. DAVIES et al.
(2021) descreveram recentemente o ciclo de uma nova espécie deste género na Argentina,
M. saltaensis, que diferentemente da larva aqui registrada, possui eséfago longo e cecos
intestinais. No Brasil, ndo existem até entdo, dados moleculares para as espécies de

Magnivitellinum.
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FIGURA 34- Magnivitellinum sp. Estadgios de desenvolvimento encontrados
Biomphalaria glabrata no estado do Maranhdo. (a) Visdo completa da cercaria. (b)

Detalhe do corpo. (c) Estilete. Escalas 50 pm (a). 10 um (b, c).
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TABELA 15- Dados morfométricos cercarias de Magnivitellinum sp. obtidas em Biomphalaria glabrata no estado do Maranhao, Brasil. Dados de

larvas semelhantes reportadas na América Sul sdo apresentadas para comparacao

Espécie Magnivitellinum Magnivitellinum Cercaria Cercaria Xiphidiocercaria Cercaria
sp. saltaensis minense abdulhameedi sp. 1 xiphidiocerca
Localidade Brasil Argentina Brasil Venezuela Argentina Argentina
Hospedeiro B. glabrata B. tenagophila. B. glabrata B. straminea B. straminea B. B. tenagophila
orbignyi
Referéncia Presente estudo DAVIES et al. RUIZ (1953) NASIR (1982) OSTROWSKIDE  MARTORELLI et
(2021) NUNEZ et al. (1990) al. (2013)
Corpo 168 £ 8 (152- 175 (152- 201) 185-215 182 + 18 (170-
180) 198-234 187+ 4 (180-190) 210)
68 + 5 (63-80) 68 (49-157) 98-123 93-109 86 + 2 (82-90) 86 + 9 (80-100)
Cauda 125+ 6 (108- 164 £ 6 (149-181) 153 111 £13(100-
134) 151-169 133 £7 (126-145) 125)
22 +2(19-26) 27+ 3 (18-33) - 21-73 24+ 1 (23-25) -
Ventosa 39+ 3 (36-46) 43 (39-47) 50-63
oral 52-57 43 +£2 (40-48) 43 + 3 (40-46)
38 £2(34-43) 40 (34-44) - 52-57 45 + 2 (42-48) 49 + 4 (45-46)
Ventosa 31 +2(26-34) 32 (29- 34) 40-50
ventral 34-43 35+ 1(34-38) 38 +£2(35-40)
31+2(2936) 31(27-34) - 34-43 37 + 3 (34-46) 42 + 2 (40-45)
Estilete 17+2 (14-19) 18 (17-20) 22 16-19 17 +1(15-19) -
6+1(5-7) 6 (5-7) - 6-8 - -
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5.2.2.3- Haematoloechidae gen. sp. (Plagiorchioidea: Haematoloechidae)

Localidade: Jacarepagua, Rio de Janeiro/RJ.

Primeiro hospedeiro intermediario: Biomphalaria tenagophila.

5.2.2.3.1- Caracterizag¢do morfologica

Corpo com forma variavel, dependendo do nivel de distensao (Figura 35).
Tegumento coberto de pequenos espinhos. Cauda mais ou menos do mesmo tamanho do
corpo, sem membrana natatéria. Ventosa oral subterminal, apresentando estilete
relativamente grande, afilado. Ventosa ventral pouco desenvolvida, post-equatorial. Pré-
faringe presente. Faringe muscular. Es6fago presente. Cecos intestinais ndo observados.
As glandulas de penetragdo se apresentam em numero de dez, cinco em cada lado da
regido acetabular. Células cistogénicas localizadas nas laterais da borda do corpo.
Vesicula excretora em forma de “Y”, e os ramos desta, ultrapassam a borda anterior do
acetabulo. As medidas das cercarias de Haematoloechidae gen. sp.do presente estudo sdo

apresentadas na Tabela 16.

5.2.2.3.2- Estudo molecular

Um fragmento de 1200 pb foi obtido para este isolado. Os resultados das andlises
do gene nuclear 28S (Figura 38) demonstraram que estas cercarias pertencem a familia
Haematoloechidae. Essa identificacdo ¢ suportada pela formagdo de um clado bem
suportado contendo representantes desta familia utilizados nas andlises. A espécie se
apresenta como uma linhagem distinta destes, sendo verificada divergéncias genéticas de
8,1-12%. A analise filogenética baseada em sequéncias ITS (Figura 39) também revelou
a inclusdo destas cercarias na familia Haematoloechidae. Neste caso, foi verificado o
agrupamento com Skrjabinoeces similis da Ucrania (AF316168), porém com uma
diferenca de 10,3%, o que sugere tratar-se de géneros distintos. As divergéncias
nucleotidicas em relagdo as outras espécies utilizadas para comparagdo, principalmente
as pertencentes ao género Haematoloechus, foram de 10-16% (Anexo 2: Tabelas 15 e

16).
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5.2.2.3.3- Comentarios taxonémicos

As cercéarias aqui identificadas como Haematoloechidae gen. sp. sdo similares a
Cercaria lutzi, larva descrita de Biomphalaria spp. no estado de Sdo Paulo por RUIZ
(1943). Posteriormente, larvas com essas caracteristicas foram registradas nestes mesmos
hospedeiros por outros autores no pais (RUIZ, 1952a; SOUZA et al., 1998a; MORAES
et al., 2009). Na Venezuela, OSTROWSKI DE NUNEZ (1982) descreveu uma larva
semelhante encontrada em B. glabrata, denominada Xiphidiocercaria sp. I. Esta difere da
larva aqui caracterizada pela presenca de pelos sensoriais laterais e pelo formato da
vesicula excretora. Adicionalmente, OSTROWSKI DE NUNEZ et al. (1991)
descreveram Xiphidiocercaria sp. V de Biomphalaria occidentalis na Argentina, que
difere das encontradas no Brasil pela disposi¢ao dos tubos excretores principais, que nao
ultrapassam a ventosa ventral. A cercaria aqui caracterizada pode ser facilmente
diferenciada de larvas do género Haematoloechus pela auséncia de membrana natatoria
na cauda. A escassez de dados moleculares para os representantes da familia
Haematoloechidae sul-americanos ¢ um empecilho para o avango na identificagdo. De
qualquer forma, os dados moleculares confirmam a suposi¢ao de RUIZ (1943) de que C.

lutzi poderia ser uma espécie desta familia.
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FIGURA 35- Haematoloechidae gen. sp. (a) Cercaria emergida de Biomphalaria
tenagophila naturalmente infectada (b) Detalhe do corpo da cercéria (c) Detalhe do

estilete. Escalas: 50 um (a, b). 20 um (c).
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TABELA 16- Dados morfométricos de cercarias de Haematoloechidae gen. sp. obtidas

em Biomphalaria tenagophila no Rio de Janeiro, RJ, Brasil

Haematoloechidae Cercaria lutzi  Xiphidioxercaria
gen. sp. sp. 11
Localidade Brasil Brasil Venezuela
Hospedeiro B. tenagophila. Biomphalaria B. glabrata
spp.
Referéncia Presente estudo RUIZIEII)952a) OSTROWSKI DE
NUNEZ (1982)
Corpo C 175 £ 6 (162-188) 159-205 141-182
L 93 +7(79-107) 86-96 66-99
Cauda C 164 + 6 (149-181) 148-159 108-166
L 27 £ 3(18-33) - 25-33
Ventosa oral C 40 + 4 (33-53) 42-47 33-46
L 42 £ 5(35-53) - 27-46
Ventosa C 10+ 2 (7-14) 16-20 15-17
ventral
L 10+ 2 (7-14) - 15-17
Estilete C 29 +3(19-35) 25 25-31
L 4 +0,6(4-5) - 4-6
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5.2.2.4- Plagiorchioidea gen. sp. (Plagiorchioidea)

Localidade: Jacarepagua, Rio de Janeiro/RJ.

Primeiro hospedeiro intermediario: Biomphalaria tenagophila.

5.2.2.4.1- Caracterizag¢do morfologica

Corpo alongado, tegumento com pequenos espinhos (Figura 36). Cauda
aproximadamente do mesmo tamanho do corpo, mais delgada na por¢do posterior.
Ventosa oral arredondada, subterminal, com um estilete relativamente pequeno. Ventosa
ventral localizada na regido equatorial, aproximadamente do mesmo tamanho da ventosa
oral. Pré-faringe curta. Faringe bem desenvolvida. Esofago presente. Cecos intestinais
nao observados. Glandulas de penetracdo (6 a 8 pares) localizadas na regido pré-
acetabular, com canaliculos que passam lateralmente a ventosa oral e se abrem na regido
anterior. As glandulas cistogénicas presentes, ovais, com conteudo granular, posicionadas
nas laterais do corpo, desde o nivel da faringe até a regido posterior. Vesicula excretora
em “Y. As medidas das cercarias de Plagiorchioidea gen. sp. do presente estudo sdo

apresentadas na Tabela 17.

5.2.2.4.2- Estudo molecular

Um fragmento de 1139 pb do gene 28S foi obtido para estas cercarias. A analise
filogenética (Figura 38) demonstrou que o isolado avaliado neste estudo agrupa-se em
um clado bem suportado com Travtrema Pereira, 1929 e Urotrema Braun, 1900, contudo,
com divergéncias nucleotidicas bastante expressivas (11% e 12%, respectivamente). As
divergéncias em relacdo a outras espécies da superfamilia Plagiorchioidea usadas para
comparag¢do variaram entre 6,2% e 12,8%. A analise de sequéncias da regido ITS1-5.8S-
ITS2 (Figura 39) ndo evidenciou agrupamento do isolado deste estudo com as espécies
com sequéncias disponiveis para compara¢ao. Comparando com os outros isolados da

superfamilia, as divergéncias foram de 6,8-11,8% (Anexo 2: Tabelas 15 e 16).

5.2.2.4.3- Comentarios taxonomicos

Esta cercaria ¢ semelhante a Cercaria santense descrita por RUIZ (1952a) a partir
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larvas encontradas em Biomphalaria sp. no Brasil. Uma larva semelhante, identificada
como Xiphidiocercaria sp. III, foi encontrada em Biomphalaria prona na Venezuela por
OSTROWSKI DE NUNEZ (1982). Esta é maior que Plagiorchioidea gen. sp., apresenta
estilete com bulbo basal e cauda ¢ menor do que o corpo. Os dados moleculares apontam
que se trata de um género de Plagiorchioidea ainda sem sequéncias disponiveis para

comparagao.

FIGURA 36- Plagiorchioidea gen. sp.: (a) Cercaria emergida de Biomphalaria
tenagophila naturalmente infectada (b) Detalhe do corpo da cercéria. (¢) Detalhe do

estilete. Escalas: 50 pum.
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TABELA 17- Dados morfométricos de cercérias de Plagiorchioidea gen. sp. obtidas em

Biomphalaria tenagophila no Rio de Janeiro, RJ, Brasil e de larvas semelhantes

registradas na América do Sul

Plagiorchioidea Cercaria Xiphidiocercaria sp.
gen. sp. santense 111
Localidade Brasil Brasil Venezuela
Hospedeiro B. tenagophila Biomphalaria sp. B. prona
Referéncia Presente estudo RUIZ (1952a) OSTROWSKI DE
NUNEZ et al. (1982)
Corpo C 204 +14(167-220) 216 215-282
L 69 + 20 (44-97) 98 83-108
Cauda C 133£16(109-165) - 174-207
L 19 + 3 (14-26) - 25
Ventosa oral C 42 £9 (25-53) 50 50-55
L 40 £ 8 (21-53) - 48-53
Ventosa C 39+ 7 (35-56) 53 42-48
ventral
L 39+ 7 (30-53) - 42-46
Estilete C 29 £ 1 (28-30) 14 13-19
L 4 5 4-5
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5.2.2.5- Renifer sp. (Plagiorchioidea: Reniferidae)

Localidade: Caeté, Minas Gerais, Brasil.

Primeiro hospedeiro intermediario: Stenophysa marmorata.

5.2.2.5.1- Caracterizag¢do morfologica

Corpo ovalado (Figura 37). Tegumento com pequenos espinhos. Cauda simples,
sem membrana natatoria, aproximadamente do mesmo tamanho do corpo. Ventosa oral
subterminal, com um estilete na por¢ao anterior, sem bulbo basal, relativamente pequeno
e fino. Pré-faringe curta. Faringe muscular. Nao foram observados o esofago e os cecos
intestinais. Ventosa ventral maior que a ventosa oral. As glandulas de penetracdo estdo
dispostas em dois grupos, um em cada lado do corpo, cada grupo constituido por 7
glandulas. Vesicula excretora em forma de “Y” com ramos que se estendem até a metade
da regido acetabular. As medidas das cercarias de Renifer sp. do presente estudo sdo

apresentadas na tabela 18.

5.2.2.5.2- Estudo molecular

A andlise de sequéncias 28S (1164 pb) (Figura 38), revelou que a xifidiocercaria
aqui reportada se agrupa em um mesmo clado contendo representantes da familia
Reniferidae Pratt, 1902 (géneros Lechriorchis Stafford, 1905, Dasymetra Nicoll, 1911 e
Renifer Pratt, 1902). Quando comparada com outras espécies do género Renifer
disponiveis no GenBank, Renifer kansense Crow, 1913 e Renifer aniarum Leidy, 1890,
obtidos de serpentes da América do Norte, foram verificadas divergéncias moleculares
de 1% e 1,8% respectivamente. As diferencas entre Renifer spp. € as duas outras espécies
de Reniferidae incluidas nas andlises, Lechriorchis tigarty Talbot, 1933 e Dasymetra
nicolli Holl & Allison, 1935 foram 1,4% e 1,7%, respectivamente. Os resultados das
analises com a regido ITS1-5.8S-ITS2 (Figura 39) confirmaram os resultados obtidos por
28S. O isolado aqui caracterizado agrupou no mesmo clado com R. aniarum, L. tigarty e
Telorchis bonnerensis Waitz, 1960, divergindo em 1,7%, 2% e 8,3%, respectivamente
(Anexo 2: Tabelas 15 e 16).

Adicionalmente, foi obtida uma sequéncia do marcador mitocondrial Cox-1 (regido

pos-barcode) (800 pb), porém sé foi possivel comparar com sequéncias disponiveis para
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Paralechriorchis syntomentera (Sumwalt, 1926), Unica espécie da familia Reniferidae
com sequéncias disponiveis para comparagdo (Figura 40). As divergéncias moleculares
em relagdo a esta espécie foram de 8,6-9,6%. Considerando-se outro membro da
superfamilia incluido nas analises, Plagiorchis sp., a diferenga foi de 17% (Anexo 2:

Tabela 17).

5.2.2.5.3 Comentarios taxonomicos

As larvas aqui caracterizadas se assemelham as descritas por BYRD (1935) como
Renifer aniarum, encontradas em Physella acuta nos EUA. Contudo, o isolado brasileiro
de Renifer sp. apresenta dois grupos de 7 glandulas de penetragdo, enquanto R. aniarum
apresenta dois grupos de 9. No Brasil, apenas uma espécie deste género, Renifer
heterocoelium (Travassos, 1921), foi relatada parasitando a cavidade oral de varias
espécies de serpentes (FERNANDES & KONH, 2014). Anfibios atuam como segundo
hospedeiros intermediarios (PINTO & MELO, 2012a). E provavel que as cercérias de
Renifer sp. pertencam a esta espécie, mas a auséncia de sequéncias referéncias para R.
heterocoelium impossibilitam esta associacdo. Os dados moleculares obtidos, além de
suportar a identificacdo do género, parecem indicar que ndo ha suporte filogenético para
a manutenc¢do dos géneros Lechriorchis € Dasymetra como sendo distintos de Renifer, o

que demanda estudos adicionais
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FIGURA 37- Renifer sp.: (a) Cercéria emergida de Stenophysa marmorata naturalmente
infectada coletada em Caeté¢, Minas Gerais (b) Detalhe do corpo da cercaria. (¢) Detalhe

do estilete. Escalas: 200 um (a), 50 um (b,c).
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TABELA 18- Dados morfométricos de cercarias de Renifer sp. de Stenophysa marmorata

de Caeté, Minas Gerais, Brasil

Renifer sp. Renifer aniarum

Localidade Brasil EUA
Hospedeiro Stenophysa marmorata Physella acuta
Referéncia Presente estudo BYRD (1935)
Corpo C 268 + 24 (206-309) 182

L 105+ 19 (102-137) 135
Cauda C 253 + 24 (206-288) 38

L 36 £3 (34-41) 45
Ventosa oral C 56 £9 (36-74) 54

L 51 +£8(34-69) 50
Ventosa ventral C 60 = 14 (43-103) 66

L 20 £ 5 (15-34) 57
Estilete C 21 £3(17-25) 21

L 4+1(3-6) 5
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FIGURA 38- Relacao filogenética baseada na andlise de sequéncias parciais da regido

28S para as amostras de Haematoloechus sp., Magnivitellinum sp., Haematoloechidae

gen. sp, Plagiorchioidea gen. sp. e Renifer sp. (em negrito) e outras espécies de

Plagiorchioidea com sequéncias disponiveis para comparacdo no GenBank. A arvore

representada foi obtida por Inferéncia Bayesiana (IB) utilizando-se o modelo GTR+G+I.

O suporte dos nds sdo fornecidos pelos valores de probabilidade posterior (L1) e bootstrap

(A), de acordo com a escala representada no canto superior esquerdo. A barra de escala

indica o nimero de substituigdes por site. Philophthalmus lucipetus foi usado como grupo

externo.
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FIGURA 39- Relacao filogenética baseada na andlise de sequéncias parciais da regido
transcrita interna ITS1-5.8S-ITS2 para as amostras de Haematoloechus sp.,
Haematoloechidae gen. sp. Plagiorchioidea gen. sp. e Renifer sp. (em negrito) e outras
espécies de Plagiorchioidea com sequéncias disponiveis para comparagao no GenBank.
A arvore representada foi obtida por Inferéncia Bayesiana (IB) utilizando-se o modelo
GTR+G. O suporte dos nos sdo fornecidos pelos valores de probabilidade posterior (L)
e bootstrap (A), de acordo com a escala representada no canto superior esquerdo. A barra
de escala indica o nimero de substitui¢des por site. Philophthalmus gralli foi usado como

grupo externo.
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FIGURA 40- Relagdo filogenética baseada na anélise de sequéncias parciais do gene
mitocondrial citocromo C oxidase Cox-I (Regido pos-barcode) para as amostras de
Renifer sp. (em negrito) e outras espécies de Plagiorchioidea com sequéncias disponiveis
para comparagdo no GenBank. A arvore representada foi obtida por Inferéncia Bayesiana
(IB) utilizando-se o0 modelo HKY+G. O suporte dos nos sdo fornecidos pelos valores de
probabilidade posterior ([J) e bootstrap (A), de acordo com a escala representada no
canto superior esquerdo. A barra de escala indica o numero de substitui¢cdes por site.

Philophthalmus lucipetus foi usado como grupo externo.
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5.2.3 Discussdo

Nas tltimas décadas, um incremento progressivo na producgao de dados moleculares
para espécies representantes da superfamilia Plagiorchioidea tem sido verificado
(TKACH et al., 2001; ENABULELE et al., 2018; SCHWELM et al., 2020;
SHCHENKOV et al., 2020;). Contudo, considerando estagios larvais, muitas dessas
identificacdes foram realizadas em nivel de familia ou géneros (SHCHENKOV et al.,
2020; SCHWELM et al., 2020), reflexo da escassez de estudos envolvendo a geragdo de
dados moleculares para as espécies do grupo. No Brasil, o panorama ¢ ainda mais
precario, tendo em conta que sequéncias referéncias para representantes desta
superfamilia sdo limitadas a dados recentes obtidos para Infidum infidum Faria, 1910
(Dicrocoeliidae) e Travtrema stenocotyle (Cohn, 1902) (Plagiorchiidae) (MULLER et al.,
2021). Apesar dos esforcos realizados para a elucidagdo experimental de ciclos de vida
de trematddeos nos tltimos anos no pais, estudos envolvendo espécies de Plagiorchioidea
sdo escassos. Essa lacuna no conhecimento estd relacionada principalmente a
complexidade dos ciclos bioldgicos verificada neste grupo, dificil de ser estabelecido em
laboratorio. Nesse sentido, a contribuicdo da biologia molecular para a elucidagdo de
novas interagdes bioldgicas entre esses parasitos e seus hospedeiros se torna promissora.
As informacodes obtidas a partir de estagios larvais permitem a realizagdao de inferéncias
sobre os possiveis hospedeiros que participam nos ciclos bioldgicos deste grupo de
trematodeos.

Do total de larvas encontradas no presente estudo, cinco xifidiocercarias foram
identificadas como pertencentes a superfamilia Plagiorchioidea. Estas larvas foram
encontradas em moluscos dos géneros Biomphalaria, Stenophysa, Pseudosuccinea e
Pomacea nos estados do Maranhdo, Minas Gerais € Rio de Janeiro. Entre as
xifidiocercérias encontradas em Minas Gerais, especificamente na Lagoa da Pampulha,
identificou-se a infec¢do de P. columela por Haematoloechus sp. A identificagdo prévia
deste cercaria em nivel de familia foi realizada através de analises morfologicas e estudos
experimentais realizados por PINTO (2013). No presente estudo, a identificagao em nivel
genérico do mesmo isolado foi possivel diante dos resultados das analises filogenéticas.

Os membros da familia Haematoloechidae sdo parasitos de anfibios anuros com
ampla distribuicao mundial (TKACH, 2008). Se caracterizam por apresentar poro genital
mediano, (entre a faringe e o esd6fago) e vitelaria em forma de rosetas ou cachos (TKACH,

2008). A primeira espécie foi descrita no inicio do século XIX, sendo originalmente
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denominada Distomum variegatum Rudolphi, 1819, a qual foi transferida para o género
Haematoloechus por LOOSS (1899). Atualmente, sdo reconhecidas como validas 70
espécies, sendo 8 delas, relatadas na América do Sul (LEON-REGAGNON & TOPAN,
2018). O ciclo biologico foi elucidado para algumas espécies, e envolve moluscos
Lymnaeidae e Planorbidae (GRABDA, 1960; DRONEN, 1975) como primeiros
hospedeiros intermediarios, sendo metacercarias encontradas em larvas de insetos das
ordens Odonata e Diptera (SNYDER & JANOVY, 1994; CARVALHO et al., 2002;
BOLEK et al., 2010). Nos EUA, o envolvimento de P. columella na transmissao de H.
complexus (Seely, 1906) foi reportado (KRULL, 1933). No Brasil, apenas duas espécies
deste género foram relatadas até o momento: H. freitasi Mané-Garzon & Gil, 1959 e H.
fuelleborni (Travassos e Darriba, 1930), ambas encontradas em de Leptodactylus latrans
(revisado por FERNANDES & KONH, 2014). Os ciclos biolégicos destas espécies sdo
ainda desconhecidos.

A analise de 28S revelou que as larvas de Haematoloechus sp. deste estudo
agruparam em um mesmo clado com H. complexus dos Estados Unidos (SNYDER &
TKACH, 2001), porém, com uma diferenga de 3%. Uma outra espécie, Haematoloechus
abbreviatus (Bychowsky, 1932), encontrada na Ucrania (TKACH et al., 2001) foi a que
apresentou menor divergéncia molecular (2,2%) em relagdo a espécie do Brasil,
agrupando-se, contudo, em outro clado. Da mesma maneira, a analise e sequéncias ITS
confirmou a identificacdo do isolado do presente estudo como pertencente ao género
Haematoloechus. Com este ultimo marcador foi possivel evidenciar divergéncias maiores
em relagdo as espécies do género disponiveis para comparagao (6-6,5%). A obtengao de
sequéncias do estagio adulto deste parasito se faz necessario para a identificagdo
especifica. Além disso, a possibilidade de se tratar de uma nova espécie de parasito
pulmonar de anfibios ndo pode ser descartada.

Os resultados obtidos na analise de 28S no presente estudo permitiram associar uma
xifidiocercéria encontrada em B. glabrata a trematddeos do género Magnivitellinum
Kloss, 1966. Morfologicamente, a cercaria aqui caracterizada ¢ indistinguivel de
Cercaria minense, descrita de B. glabrata no Brasil por RUIZ (1953) e registrada por
diversos autores. Larvas semelhantes foram encontradas na Argentina e Venezuela
(NASIR, 1982; OSTROWSKI DE NUNEZ et al., 1990). No presente estudo, a larva
obtida de B. glabrata agrupou-se no mesmo clado com isolados de Magnivitellinum
simplex do México (HERNANDEZ-MENA et al., 2016) e Magnivitellinum saltaensis da

Argentina (DAVIES et al., 2021). Contudo as divergéncias moleculares obtidas indicam
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tratar-se de outra espécie.

Os trematodeos do género Magnivitellinum infectam peixes de dgua doce da regiao
neotropical (FONT & LOTZ, 2008). Por muito tempo este género esteve inserido na
familia Macroderoididae McMullen, 1937. Contudo, andlises filogenéticas levaram a
criagdo da familia Alloglossidiidae para incluir os géneros Magnivitellinum e
Alloglossidium Simer, 1929 (HERNANDEZ-MENA et al. 2016). Atualmente no Brasil
sao conhecidas duas espécies: Magnivitellinum simplex Kloss, 1966, descrita de Astyanax
bimaculatus (Linnaeus, 1758) e reportada em outros peixes caraciformes e cipriniformes,
e M. corvitellinum Lacerda, Takemoto, e Pavanelli, 2009, descrita de Hoplosternum
littorale (Hancock, 1828) e Roeboides paranensis Pignalberi, 1975. Tanto M. simplex
quanto M. corvitellinum foram originalmente descritas na Bacia do Parand, Brasil
(KLOSS, 1966; LACERDA et al., 2009; KOHN et al., 2011), mas ainda ndo possuem
ciclo biolégico conhecido. Recentemente, DAVIES et al. (2021) descreveram através de
analises morfologicas e moleculares o ciclo de uma nova espécie denominada
Magnivitellinum saltaensis. Apesar da baixa divergéncia molecular no 28S entre estes
isolados sul-americanos de Magnivitellinum, a presenga ou nao de cecos ¢ uma diferenca
morfologica que sugere tratar-se de espécies distintas. E possivel que a cercaria em estudo
pertenca a outra espécie relatada para o género, M. corvitellinum. Os dados moleculares
obtidos neste estudo representam a primeira sequéncia para o género Magnivitellinum
gerada no Brasil.

Desde a descricao de Cercaria lutzi, uma xifidiocercaria encontrada RUIZ (1952)
em B. tenagophila e B. glabrata no estado de Sao Paulo, varias larvas semelhantes foram
relatadas no Brasil e em outros paises da América do Sul (OSTROWSKI DE NUNEZ et
al., 1974; HAMANN et al., 1993; CARVALHO et al.,, 2001; MORAES et al., 2009). Os
dados moleculares obtidos demonstraram que este parasito pertence a familia
Haematoloechidae, a qual inclui atualmente quatro géneros: Haematoloechus Looss,
1899, Metahaematoloechus Yamaguti, 1971, Skrjabinoeces Sudarikiov, 1950 e
Neohaematoloechus Odening, 1960. Este tltimo género, ¢ caracterizado pela presenga de
cecos intestinais longos, alcas uterinas extracecais e auséncia de ventosa ventral.
Neohaematoloechus estd intimamente relacionado ao género Haematoloechus,
diferenciando-se na presenca de uma ventosa ventral neste ultimo e sua auséncia no
primeiro. E interessante mencionar que RUIZ (1952a), sem nenhuma evidéncia
experimental sugeriu que C. [utzi corresponderia a larvas de Neohamatoloechus neivai

(Travassos & Artigas, 1927). As andlises moleculares deste estudo revelaram
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agrupamento da larva em estudo com sequéncias dos géneros Haematoloechus e
Skrjabinoeces, contudo, como uma linhagem independente. Nesse sentido, hd fortes
evidéncias de que se trata de um parasito pulmonar de anfibios e ainda, a possibilidade
de ser um representante do género Neohaematoloechus Odening, 1960, como sugerido
por RUIZ (1952a), ndo pode ser descartada. Este género foi descrito em ras na América
do Sul e possui como espécie tipo N. neivai. No Brasil, duas espécies do género
Neohamatoloechus foram relatadas: N. iturbei (Cordero e Vodgsang, 1939) de
Leptodactylus pipiens e N. neivai (Travassos e Artigas, 1927) de L. labyrinthicus
(revisado por FERNANDES & KONH, 2014). Assim, a obten¢do de sequéncias
moleculares das espécies listadas acima € necessaria para o avango na identificagdo desta
cercaria.

Outra xifidiocercaria encontrada em B. tenagophila no estado do Rio de Janeiro ¢é
morfologicamente indistinguivel de Cercaria santense descrita por RUIZ (1953). Outros
relatos de larvas similares foram feitos na Venezuela (OSTROWSKI DE NUNEZ, 1982).
A partir da analise das sequéncias 28S evidenciou-se o agrupamento desta espécie com
dois representantes dos géneros Travirema (parasitos de serpentes) e Urotrema (parasitos
de quiropteros), mas com divergéncias nucleotidicas significativas. J4 a andlise com
sequéncias ITS1-5.8S-ITS2 ndo revelou agrupamento com nenhuma das sequéncias
disponiveis para comparagdo. Assim, essas larvas provisoriamente identificadas como
Plagioichioidea gen. sp. correspondem a uma familia de trematédeo com nenhum
representante avaliado molecularmente. Entre as possibilidades, encontra-se a familia
Opisthogonimidae, parasitos de serpentes neotropicais ainda ndo sequenciados. A
possibilidade de se tratar de uma nova familia de trematdédeos também nao pode ser
descartada. Apenas estudos futuros poderdao desvendar a identidade deste parasito.

A quinta xifidiocercéria identificada no presente estudo foi encontrada em
Stenophysa marmorata em Caeté, Minas Gerais, e identificada como pertencente a
familia Reniferidae Pratt, 1902 e ao género Renifer Pratt, 1902. Estes trematddeos sdo
encontrados na cavidade oral e esofago de serpentes das regides neartica e neotropical,
com 9 espécies consideradas validas (DUBOIS & MAHON, 1959; TKACH, 2008). Estao
entre os trematodeos mais frequentemente encontrados em serpentes nas Américas, ja
tendo sido reportado em diferentes paises, inclusive no Brasil (THATCHER, 1963;
YAMAGUTI, 1971; DETTERLINE e? al., 1984; 1993; SILVA et al., 1999). E importante
mencionar que estes parasitos eram incluidos no género Ochetosoma e na familia

Ochetosomatidae. Contudo, uma homonimia foi detectada com Ochetosoma Ruppel &
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Leuckart, 1828 (Filo Echiura) sendo por isso a validade do género Renifer Pratt, 1902 e
da familia Reniferidae Pratt, 1902 reestabelecidos (TKACH, 2008).

O ciclo biologico, conhecido para apenas uma espécie norte-americana (Renifer
aniarum Leidy, 1891), envolve moluscos da familia Physidae, nos quais sdo formadas
xifidiocercérias que apds emergirem se desenvolvem em metacercarias em peixes ou
anfibios (BYRD, 1935; PINTO & MELO, 2012a). As anéalises moleculares deste estudo,
demonstraram que o isolado do presente estudo pertence ao género Renifer. E provavel
que corresponda a R. heterocoelium, espécie cujos adultos ja foram encontrados em
serpentes e metacercarias em anfibios do estado de Minas Gerais (PINTO & MELO,
2012a; PINTO et al., 2012b). Este ¢ o primeiro relato de S. marmorta como primeiro
hospedeiro intermedidrio de trematodeos do género Renifer. A futura obtencdo de
sequéncias moleculares de R. heterocoelium, Unica espécie descrita na América do Sul,

podera resultar na identificacdo especifica destas xifidiocercarias.
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5.3- CAPITULO 3: Larvas de trematédeos da superfamilia Diplostomoidea
em moluscos do Brasil

5.3.1- Revisdo da literatura

Os membros da superfamilia Diplostomoidea Poirier, 1886 sdo parasitos de aves,
mamiferos e répteis com distribuicao cosmopolita. Existem aproximadamente 250
espécies atualmente alocadas em 6 familias: Cyathocotylidae Miihling, 1898,
Brauninidae Wolffiigel, 1903, Bolbocephalodidae Strand, 1935, Diplostomidae Poirier,
1886, Protodiplostomidae Dubois, 1936 e Strigeidae Railliet, 1919 (NIEWIADOMSKA,
2002; BLASCO-COSTA & LOCKE, 2017). A presenca de uma estrutura semelhante a
uma ventosa, localizado ventralmente na linha mediana do corpo denominada o6rgado
tribocitico, ¢ uma caracteristica diferencial deste grupo. Esta estrutura, que apresenta
funcdes tanto adesiva quanto digestiva, possui glandulas proteoliticas que segundo alguns
autores, estdo associadas a digestdo de células epiteliais da mucosa intestinal do
hospedeiro (DAWES, 1968; TIESZEN et al., 1974; NIEWIADOMSKA, 2002). Este
grupo possui importancia médica, sendo casos humanos da infec¢do por Alaria spp.
devido ao consumo de hospedeiros intermedidrios e paraténicos infectados, relatados na
Europa (FREEMAN et al., 1976; FERNANDES et al., 1976; MOHL et al., 2009;
PORTIER et al., 2011). Do ponto de vista veterinario, pode-se considerar que a maior
importancia destes parasitos ¢ decorrente da participagdo de peixes como segundo-
hospedeiros intermedidrios de algumas espécies. De fato, alguns representantes dos
géneros Crassiphiala, Hysteromorpha, Posthodiplostomum, Ornithodiplostomum, e
Uvulifer, estao envolvidas na ocorréncia da “Doenga dos pontos pretos” (LANE &
MORRIS, 2000; NIEWIADOMSKA, 2002). Além disso, metacercarias de espécies de
alguns géneros como Diplostomum, Austrodiplostomum, Tylodelphys, dentre outros,
realizam o parasitismo ocular, causando cegueira e atraso de desenvolvimento de peixes
(LANE & MORRIS, 2000; THATCHER, 2006; LIMA et al, 2019; RUEHLE &
POULIN, 2020; CHARO-KARISA et al., 2021).

O ciclo de vida dos representantes da superfamilia Diplostomoidea ¢ muito
complexo, podendo envolver até 4 hospedeiros. Na maioria das espécies ¢ verificado o
envolvimento de um gastropode de dgua doce, no qual ocorre a fase de reproducdo
assexuada que culmina na producdo de cercarias. Estas, apOs emergirem, precisam

encontrar um segundo hospedeiro intermediario, que pode ser, dependendo da espécie do
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parasito, um peixe, anfibio, molusco, anelideo ou invertebrados de outros grupos
(OSTROWSKI DE NUNEZ, 1992; CHAPPELL, 1995; NIEWIADOMSKA, 2002). A
transmissdo ao hospedeiro definitivo ocorre apds a ingestdo do segundo hospedeiro
intermediario infectados, sendo o desenvolvimento dos vermes adultos verificado no trato
intestinal (HORAK et al.,, 2014; BLASCO-COSTA & LOCKE, 2017).

O tipo cercariano verificado nesta superfamilia sao as larvas do tipo Longifurcada.
A morfologia ¢ varidvel, sendo alguns parametros morfoldgicos, como a disposi¢cao das
glandulas de penetragdo, espinhos do tegumento, numero e distribuicdo de cerdas,
formula do sistema excretor, podem algumas vezes auxiliar na identificagdo de familias
e géneros (DAWES, 1968; DUBOIS, 1970; NIEWIADOMSKA, 2002). No caso das
metacercarias, fase larval encontrada no segundo hospedeiro intermediario, a morfologia
¢ variada, podendo ser denominadas de Diplostomulum Brandes, 1892, Tetracotyle De
Fillipi, 1895, Neascus Hughes, 1927, Prohemistomulum Ciurea, 1933 e Neodiplostomum
Dubois, 1938 (NIEWIADOMSKA, 2002). Estes diferentes morfotipos de metacercarias
se localizam em diferentes 6rgaos dos hospedeiros intermediarios, dependendo da espécie
de parasito.

Na América do Sul, mais de 110 espécies de 6 familias ja foram descritas em aves,
mamiferos e répteis (compilado por FERNANDES e KOHN, 2014; FERNANDES et al.,
2015). Destas, 65 ja foram relatadas em diferentes espécies de vertebrados no Brasil
(COHEN et al., 2022). Com relagdo aos estagios larvais em moluscos, na América do Sul
ja foram descritas cerca de 70 larvas identificadas como pertencentes a géneros de grupo
coletivo (Cercaria Muller, 1774 ¢ Furcocercaria Lamark, 1815) ou identificadas até
nivel de familia. Deste total, 26 foram descritas no Brasil. Além disso, a implementacao
de estudos experimentais possibilitou elucidacdo do ciclo bioldgico de 11 espécies na
América do Sul (revisado por LOPEZ-HERNANDEZ, 2018). Atualmente, com o uso da
taxonomia integrativa, um total de 138 sequéncias existentes para 23 espécies de
Diplostomoidea (isolados de vertebrados - parasitos em estagio adulto ou metacercarias)
foram obtidas na América do Sul (GARCIA-VARELA et al., 2015; LOCKE et al., 2015;
2018; BLASCO-COSTA e LOCKE, 2017; ACHATZ et al., 2019; PELEGRINI et al.,
2019; QUEIROZ et al., 2019; SERENO-URIBE et al., 2019; TKACH et al., 2020). Estes
dados indicam que a maior parte dos ciclos bioldgicos e moluscos transmissores destes
parasitos permanecem ainda desconhecidos neste continente. Apesar disso, nos ultimos
tempos, alguns avancos foram verificados pelo nosso grupo de pesquisa no estudo

molecular de cercarias e metacercarias de alguns representantes desta superfamilia no
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Brasil (LOPEZ-HERNANDEZ et al., 2018, 2019; QUEIROZ et al., 2019; LOCKE et al.,
2021).

5.3.2- Resultados

Trés morfotipos de cercarias pertencentes a superfamilia Diplostomoidea
provenientes de Belo Horizonte, Contagem, Janudria, Minas Gerais, Brasil, foram
avaliadas neste estudo. As cercarias foram encontradas infectando moluscos planorbideos
dos géneros Biomphalaria € Drepanotrema. Adicionalmente, dados moleculares obtidos
para metacercarias encontrada encistadas em peixes ornamentais, Etroplus maculatus
(Bloch, 1795), de um criatério da regido metropolitana de Belo Horizonte, foram também
obtidos e comparadas com as cercarias. As larvas analisadas foram identificadas até o

menor nivel taxondmico possivel e os resultados obtidos sao apresentados abaixo.

5.3.2.1- Crassiphiala sp. (Diplostomoidea: Diplostomidae)

Localidade: Belo Horizonte, Brasil.
Primeiro hospedeiro intermediario: Biomphalaria straminea.

Segundo hospedeiro intermedidrio: Etroplus maculatus.

5.3.2.1.1- Caracterizagdao morfologica

Cercdaria: a caracterizacdo morfologica desta larva do tipo Monostoma Longifurcada
Faringeada foi previamente realizada por LOPEZ-HERNANDEZ et al. (2018), sendo &

época identificada como Crassiphialinae gen. sp.

Metacercaria (Figura 41): cistos encontrados no tegumento e nadadeiras envolvidos por
reacdo do hospedeiro, com deposicdo de melanina produzida por melanomacrofagos,
resultando em manchas pretas medindo cerca de 0,5 mm. Morfologicamente os cistos sao
pequenos, com formato de oval a esférico medindo 337 + 19 (310-366) x 339 &+ 27 (295-
383). Parede cistica resistente, 33 £ 8 (26-47) de espessura, contendo um cisto interno
oval, 218 = 6 (212-224) por 158 = 1 (156-160), com uma membrana fina. As larvas
desensistadas sdo muito pequenas, do tipo Neascus, com corpo bipartido, 409 = 71 (303-

454) por 149 + 12 (135-163) (Figura 40 b). Segmento anterior alongado-oval, 216 + 37
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(163-245) x 101 + 16 (89-125). Segmento posterior oval, 194 +35 (141-219) x 149 £ 12
(135-163). Ventosa oral subterminal, oval, 36+3 (32-38) x 36£5 (29-41). Faringe
muscular, esférica, 25 + 3 (22-28) x 26 + 2 (24-29). Orgdo tribocitico oval, ocupando

50% do segmento anterior.

5.3.2.1.2- Estudo molecular

Na andlise filogenética baseada nos genes nucleares 28S e ITS1-5.8S-1TS2, foram
obtidas sequéncias nucleotidicas de 1227 pb (28S) e 1200 pb (ITS). Os alinhamentos
finais continham 1227 pb e 1039 pb, respectivamente. Verificou-se com ambos 0s
marcadores o agrupamento do parasito em clados bem suportados contendo Crassiphiala
spp. Na analise de sequéncias 28S (Figura 42)., ndo foram encontradas divergéncias
nucleotidicas em relacdo a um isolado previamente identificado como Crassiphiala sp.
linhagem 5 (MN200261), recuperado de martim-pescador, Megaceryle torquata, do
Pantanal brasileiro (ACHATZ et al., 2019). Ja na andlise de sequéncias ITS (Figuras 43),
também ndo foram verificadas divergéncias entre cercérias previamente encontradas em
Biomphalaria straminea em Belo Horizonte (MN179277) e as metacercarias
sequenciadas para este estudo (Anexo 2: Tabelas 18 ¢ 19).

A analise do gene mitocondrial Cox-/ resultou em um alinhamento contendo 372
pb, que incluiu duas espécies/linhagens do género Crassiphiala. Além disso, novas
sequéncias foram obtidas para a mesma regido do gene Cox-1 da cercaria previamente
encontrada em B. straminea da mesma éarea geografica (LOPEZ-HERNANDEZ et al.,
2019). Nao foram encontradas divergéncias nucleotidicas entre estes diferentes estagios
larvais oriundos de peixes e moluscos, indicando coespecificidade. Na andlise
filogenética (Figura 44), ambos isolados foram incluidos no mesmo clado com
Crassiphiala sp. linhagem 5 estudada por ACHATZ et al., (2019). Uma baixa divergéncia
(1,5-2,3%) foi verificada entre estes isolados brasileiros, indicando tratar-se de uma
mesma espécie do género Crassiphiala. Por outro lado, a espécie difere de Crassiphiala
sp. linhagem 2 em 6,4-7,4%. Além disso, a comparag¢ado das sequéncias de Cox-/ da regido
barcode (previamente caracterizada para cercarias de B. straminea -MN179323) também
confirma a relacdo com Crassiphiala sp. linhagem 5 (3-7,4% de divergéncia com os
isolados de M. torquata). As divergéncias nucleotidicas em relacdo a outras trés linhagens
de Crassiphiala dos EUA bem como de Crassiphiala lineage 4 também do Brasil, foram

maiores (12,3-17,3%, respectivamente) (Anexo 2: Tabelas 20 e 21).
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5.3.2.1.3- Comentarios taxonémicos

Estudos referentes a identificagdo de moluscos e peixes na transmissao de espécies
de género Crassiphiala Van Haitsma, 1925 sdo escassos. Os resultados obtidos
representam a primeira identificacdo deste género em hospedeiros intermedidrios na
América do Sul. Além disso, associacdo com uma das espécies recentemente reportadas
em aves no pais (ACHATZ et al., 2019) foi possivel mediante as analises moleculares.
As cercérias previamente identificadas como Crassiphialinae gen. sp. por LOPEZ-

HERNANDEZ et al. (2019) sdo agora associadas a este género.

FIGURA 41- Crassiphiala sp. (a) Metacercaria encistada encontrada em Etroplus

maculatus. (b) Metacercaria do tipo Neascus desencistada. Escalas: 200 pm (a), 50 um

(b).
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FIGURA 42- Relacao filogenética baseada na analise de sequéncias parciais do gene 28S
para as amostras de Crassiphiala sp. (em negrito) e outras espécies de Diplostomoidea
com sequéncias disponiveis para comparacao no GenBank. A arvore representada foi
obtida por Inferéncia Bayesiana (IB) utilizando-se o modelo HKY+G. O suporte dos nos
sdo fornecidos pelos valores de probabilidade posterior (1) € bootstrap (A), de acordo
com a escala representada no canto superior esquerdo. A barra de escala indica o nimero

de substitui¢des por site. Suchocyathocotyle crocodili toi usado como grupo externo.



176

ArCrassiphiala sp.

>70Mv A O Crassiphiala sp. MN179277

<70 Uvulifer sp. Lineage 1 MF568658
1B Uvulifer sp. Lineage 2 MF568635

>0,90 Uvulifer sp. Lineage 3 MF568647

<0,90 Uvulifer spinatus MF568654

A Posthodiplostomum nanum MH358392
e Posthodiplostomum sp. 6 HM064960

A -Alaria americana MH521246

L -Alaria mustelae JF820609

Austrodiplostomum ostrowskiae KT728776
— — ‘_A(j(/i ustrodiplostomum ostrowskiae KT728782
% . Tvlodelphys aztecae KT175371
—————ylodelphys cerebralis KX817188
(Hysteromarpha triloba JF769486
'Hysteromorpha triloba MG649487
a[Diplostomum baeri AY 123042
‘-hnlostomum phoxini MT990746
— -Diplostomum pseudospathaceum MG780487
- -Diplostomum mergi JX494233

Neodiplostomum cf. cratera OL799074
%F\fcadﬂ};/a.\'mmwm ct. lucidum OL799077
‘Neodiplostomum cf. lucidum OL799078
A[Pharyngostomum cordarum KJ137229
ﬁ&’har;vngox fomum cordatum KJ137230
-Pharyngostomum cordatum KJ137231

Neodiplostomum sp. OL799096
— /| ——Strigeidae sp. AY245711 ——

b

a)p

[ ]| 2

FIGURA 43- Relagao filogenética baseada na analise de sequéncias parciais da regido transcrita interna (ITS1-5.8S-ITS2) para as amostras para
as amostras de Crassiphiala sp. (em negrito) e outras espécies de Diplostomoidea com sequéncias disponiveis para comparagao no GenBank. A
arvore representada foi obtida por Inferéncia Bayesiana (IB) utilizando-se o modelo HKY+G+I. O suporte dos nds sao fornecidos pelos valores de
probabilidade posterior ((J) e bootstrap (A), de acordo com a escala representada no canto superior esquerdo. A barra de escala indica o niimero

de substituicdes por site. Strigeidae sp. foi usado como grupo externo.
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Crassiphiala sp. (Metacercaria)
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FIGURA 44- Relacao filogenética baseada na andlise de sequéncias parciais do gene mitocondrial Cox-/ (Regido pds-barcode) para as amostras
de Crassiphiala sp. (em negrito) e outras espécies de Diplostomoidea com sequéncias disponiveis para comparacao no GenBank. A arvore
representada foi obtida por Inferéncia Bayesiana (IB) utilizando-se o modelo HKY+G. O suporte dos nés sdo fornecidos pelos valores de
probabilidade posterior ((J) e bootstrap (A), de acordo com a escala representada no canto superior esquerdo. A barra de escala indica o niimero

de substitui¢des por site. Alaria alata foi usado como grupo externo.



178
5.3.2.2- Diplostomidae gen. sp. (Diplostomoidea: Diplostomidae)

Localidade: Sao Joaquim, Januaria, Minas Gerais, Brasil.

Primeiro hospedeiro intermediario: Drepanotrema lucidum

5.3.2.2.1- Caracterizag¢do morfologica

Larva do tipo distoma, faringeada, longifurcada (Figura 45). Corpo alongado, de
mais largo que o tronco da cauda. Tegumento espinhoso. Orgdo anterior subterminal,
oval, coberto por fileiras de pequenos espinhos. Faringe muscular, arredondada. Esofago
curto. Bifurcacdo dos cecos intestinais anterior a ventosa ventral. Cecos que se estendem
até a margem posterior da ventral. Ventosa ventral ligeiramente pds equatorial,
arredondada, com uma coroa de espinhos. Glandulas de penetracdo antero-laterais ao
acetabulo, de dificil visualizag@o, ndo sendo possivel determinar com exatidao se haviam
mais de dois pares. Os ductos das glandulas de penetracio se dirigem a regido anterior do
corpo, passando por tras da ventosa ventral e depois sinuosamente a cada lado do esofago
e faringe, formando reservatérios amplos antes e dentro do orgdo anterior que
desembocam em poros em cada lado do orificio oral. Furcas muito longas, do mesmo
tamanho que o tronco caudal. O canal excretor que parte da vesicula excretora, corre pela
linha meia do tronco caudal, se bifurca nas furcas, desembocando quase no final da
margem anterior destas. As medidas das cercarias de Diplostomidae gen. sp. do presente

estudo sdo apresentadas na Tabela 19.

5.3.2.2.2- Estudo molecular

A anadlise filogenética realizada com o marcador 28S (Figura 46) (1200pb) revelou
que o parasito em estudo ¢ um representante da familia Diplostomidae. Foi verificada a
formacao de um clado contendo espécies do género Neodiplostomum, sendo verificadas
divergéncias nucleotidicas de 2,2-5,4%. No caso do marcador ITS1-5.8S-ITS2 (Figura
47), foi possivel obter um fragmento de 993 pb. As andlises filogenéticas revelaram que
a espécie estudada forma um clado como espécies de Neodiplostomum e
Pharyngostomum cordatum (Diesing, 1850). A divergéncia nucleotidica em relagdo a trés
linhagens/espécies de Neodiplostomum incluidas nas analises foi de 8,8-9%. Ja a

comparagdo com isolados de Pharyngostomum cordatum (Diesing, 1850) da China
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resultou em divergéncias moleculares de 9,7-10,2%. Quando comparado com outras
espécies da familia Diplostomidae, as divergéncias neste marcador variaram de 12,7-
18%. As analises filogenéticas baseada em sequéncias do gene mitocondrial Cox-1 (508
pb da regido barcode), ndo revelaram agrupamento com nenhuma das espécies
disponiveis para comparacao (Figura 48) (divergéncias nucleotidicas de 15,6-20,9%).
Considerando-se as 7 espécies de Neodiplostomum incluidas nas andlises as diferengas
foram de 15,6-19%, superior as divergéncias interespecificas conhecidas para o género

(8,6-13,4%) (ACHATZ et al., 2022b) (Anexo 2: Tabelas 22, 23 ¢ 24).

5.3.2.2.3- Comentarios taxonomicos

A analise morfoldgica da larva identificada como Diplostomidae gen. sp. revelou
similaridade com uma identificada como Cercaria stephensi 2, encontrada em Lymnaea
stagnalis nos Estados Unidos e (BROOKS, 1943). Entretanto, estas larvas possuem
medidas do corpo e ventosas maiores do que as obtidas para a cercaria do presente estudo.
Algumas caracteristicas como a presenga de espinhos no 6rgado anterior e tegumento sao
compativeis com o conhecido para as cercarias dos géneros Alaria Schrank, 1788,
Pharyngostomum Ciurea, 1922, Neodiplostomum Railliet, 1919, Procyotrema Harkema
& Miller, 1959, Paralaria Kraus (1914) e Didelphodiplostomum Dubois, 1944. Os dados
obtidos nas andlises filogenéticas revelam maior proximidade com Neodiplostomum, mas
a possibilidade de se tratar de outro género nao pode ser descartada, especialmente pelo
fato de alguns géneros da familia endémicos da América do Sul ainda ndao foram
sequenciados. Deste modo, optou-se pela identificagdo desta larva apenas em nivel de

familia.
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FIGURA 45- Diplostomidae gen. sp. (a) Cercaria emergida de Drepanotrema lucidum
naturalmente infectado coletado em Januaria, Minas Gerais, Brasil. (b) Detalhe do corpo
cercariano. (c) Detalhe dos espinhos no 6rgao anterior. Escalas: 200 um (a), 50 um (b),

20 pm (c).
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TABELA 19- Dados morfométricos de cercarias de Diplostomidae gen. sp. obtidas de Drepanotrema lucidum em Januaria, Minas Gerais, Brasil e

dados sobre larvas similares para comparagao

Espécie Diplostomidae gen. sp. Pharyngostomum Neodiplostomum Neodiplostomum Cercaria stephensi n.
cordatum lucidum intermedium sp. 2
Localidade Brasil China EUA Australia EUA
Hospedeiro Drepanotrema lucidum Segmentina congener Physa ampullacea Posticobia brazier Lymnaea stagnalis
Referéncia Presente estudo WALLACE (1939) WEST (1935) PEARSON (1961) BROOKS (1943)
Corpo C 136 + 15 (106-156) 96-128 75-117 160 (123-190) 177 (140-210)
L 41 +£3 (36-43) 36-56 24-34 34 (30-40) 56 (44-76)
Tronco caudal C 188 + 29 (128-220) 170-210 131-173 224 (189-262) 180 (124-216)
L 26 £9 (14-43) 28-43 14-29 32 (24-41) 38 (36-40)
Orgio anterior C 30 £6 (20-36) 21-28 20 36 (31-44) 38 (36-45)
L 28 +£5 (20-36) - - 25 (22-31) 24 (20-25)
Ventosa ventral C 28 £ 10 (18-45) - 17 21 (20-24) 32 (28-38)
L 28 £ 10 (18-45) - - 22 (18-29)
Furcas C 158 + 33 (113-220) - 110-157 193 (177-231) 238
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FIGURA 46 - Relagao filogenética baseada na anélise de sequéncias parciais do gene 28S
para as amostras de Diplostomidae gen. sp. (em negrito) e outras espécies de
Diplostomoidea com sequéncias disponiveis para comparagdo no GenBank. A arvore
representada foi obtida por Inferéncia Bayesiana (IB) utilizando-se o modelo GTR+G+I.
O suporte dos nods sdo fornecidos pelos valores de probabilidade posterior (L1) e bootstrap
(A), de acordo com a escala representada no canto superior esquerdo. A barra de escala
indica o niimero de substitui¢cdes por site. Clinostomum tataxumui foi usado como grupo

externo.
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FIGURA 47- Relagdo filogenética baseada na andlise de sequéncias parciais da regido
transcrita interna ITS1-5.8S-ITS2 para as amostras de Diplostomidae gen. sp. (em
negrito) e outras espécies de Diplostomoidea com sequéncias disponiveis para
comparagdo no GenBank. A arvore representada foi obtida por Inferéncia Bayesiana (IB)
utilizando-se 0 modelo GTR+G. O suporte dos nds sdo fornecidos pelos valores de
probabilidade posterior () e bootstrap (A), de acordo com a escala representada no
canto superior esquerdo. A barra de escala indica o numero de substitui¢cdes por site.

Cyathocotyle prussica foi usado como grupo externo.
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FIGURA 48- Relacao filogenética baseada na andlise de sequéncias parciais da do gene mitocondrial Citocromo oxidase Cox-/ (regido barcode)
para as amostras de Diplostomidae gen. sp. (em negrito) e outras espécies de Diplostomoidea com sequéncias disponiveis para comparagdo no
GenBank. A arvore representada foi obtida por Inferéncia Bayesiana (IB) utilizando-se o0 modelo TN93+G+I1. O suporte dos nds sdao fornecidos
pelos valores de probabilidade posterior ([J) € bootstrap (A), de acordo com a escala representada no canto superior esquerdo. A barra de escala

indica o ntimero de substituicdes por site. Apharyngostrigea pipientis foi usado como grupo externo.
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5.3.2.3- Apharyngostrigea pipientis (Diplostomoidea: Strigeidae)

Localidade: Belo Horizonte e Contagem, Minas Gerais, Brasil.

Primeiro hospedeiro intermediario: Biomphalaria straminea.

5.3.2.3.1- Caracterizagdao morfologica

A avaliagao morfologica desta espécie foi previamente realizada por PINTO (2013)
quem identificou o parasito a época por abordagem experimental como Apharyngostrigea

sp. 2. A larva correspondente ao novo isolado analisado ¢ apresentada na Figura 49.

5.3.2.3.2- Estudo molecular

Um fragmento da regido ITS1-5.8S-ITS2 (1269 pb) (Figura 50) foi obtido de
cercarias provenientes de B. straminea em Contagem, Minas Gerais. O alinhamento final
foi de 1056 pb. O isolado analisado agrupou-se com bom suporte com os isolados Norte
Americanos de A4. pipientis. As divergéncias moleculares variaram de 0-0,1%. Além
disso, quatro sequéncias de parasitos identificados como A. cornu (JX977837-40) obtidos
de ardeideos no México (HERNANDEZ-MENA et al., 2014) também foram idénticos a
A. pipientis, sendo estes isolados mexicanos provavelmente identificados incorretamente.

J& para o gene mitocondrial Cox-1, foi obtido um fragmento de 557 pb. Nas
analises filogenéticas realizadas com um alinhamento de 420 pb (Figura 51) foi observado
o agrupamento da espécie avaliada neste estudo com os isolados de 4. pipientis oriundos
da Argentina, Canada e Tanzania, com divergéncias moleculares entre 0 e 1,5%. Além
disso, o isolado brasileiro de A4. pipientis difere significativamente de A. cornu (7,1-8,6%)
e de 4. simplex (13,6-14%), esta ultima espécie ja relatada no Brasil (Anexo 2: Tabelas

25 € 26).

5.3.2.3.3- Comentarios taxonomicos

As cercarias de A. pipientis aqui estudadas estdo de acordo com as descri¢des de
HUGHES (1929) e OLIVIER (1940). Elas também se assemelham as encontradas em B.
tenagophila no Brasil por LUTZ (1931), e identificadas como Hysteromorpha triloba

(Rudolphi, 1819), o que provavelmente trata-se de um erro de identificagdo, como ja
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discutido por outros autores (OLIVIER, 1940; HUGGHINS, 1954; PINTO, 2013). A
morfologia geral das cercérias, incluindo o numero e a disposi¢do das glandulas de
penetragdo ¢ a forma da cauda, sdo semelhantes a larvas identificadas como
Apharyngostrigea sp. encontradas em B. glabrata em Guadalupe (NASSI, 1987),
Cercaria hinchicauda em Biomphalaria kuhniana (Clessin, 1883) na Venezuela (NASIR
e DIAZ, 1973), Furcocercaria sp. Il em Biomphalaria occidentalis Paraense, 1981 e B.
tenagophila na Argentina (FERNANDEZ et al., 2016; OSTROWSKI DE NUNEZ et al.,
1991). Essas outras larvas relatadas na América do Sul podem também ser coespecificas
com A. pipientis. No entanto, evidéncias experimentais ou moleculares sdo necessarias
para uma identificacao inequivoca. Os dados moleculares obtidos possibilitaram a
identificacao destas cercarias como 4. pipientis, sendo esta a primeira confirmacao da

ocorréncia da espécie no Brasil.

FIGURA 49- Apharingostrigea pipientis (a) Cercaria emergida de Biomphalaria
straminea naturalmente infectada coletada em Contagem, Minas Gerais, Brasil. (b)
Detalhe do corpo cercariano. (c) Detalhe da largura do tronco caudal. Escalas: 200 um

(a), 50 um (b,c).
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FIGURA 50- Relacao filogenética baseada na andlise de sequéncias parciais da regido
espacadora transcrita interna (ITS1-5.8S-ITS2) para as amostras de Apharyngostrigea
pipientis (em negrito) e outras espécies de Diplostomoidea com sequéncias disponiveis
para comparacgao no GenBank. A arvore representada foi obtida por Inferéncia Bayesiana
(IB) utilizando-se o modelo K2+G. O suporte dos nds sao fornecidos pelos valores de
probabilidade posterior ([J) e bootstrap (A), de acordo com a escala representada no

canto superior esquerdo. A barra de escala indica o nimero de substitui¢des por site.

Tylodelphys aztecae foi usado como grupo externo.
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FIGURA 51- Relagdo filogenética baseada na analise de sequéncias parciais do gene
citocromo c¢ oxidase subunidade I Cox-I (regido barcode) para as amostras de
Apharyngostrigea pipientis (em negrito) e outras espécies de Diplostomoidea com
sequéncias disponiveis para comparagdo no GenBank. A arvore representada foi obtida
por Inferéncia Bayesiana (IB) utilizando-se o modelo HKY+G+I. O suporte dos nos sao
fornecidos pelos valores de probabilidade posterior ([1) e bootstrap (A), de acordo com
a escala representada no canto superior esquerdo. A barra de escala indica o nimero de

substitui¢des por site. Tylodelphys mashonensis foi usado como grupo externo
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5.3.3 Discussdo

Trés estrigeocercarias ¢ uma metacercaria do tipo Neascus, encontradas em
moluscos do género Biomphalaria e peixes ornamentais de Belo Horizonte e Contagem
foram identificadas neste estudo por abordagem morfoldgica e molecular

Cercarias encontradas em B. straminea € metacerarias aqui registradas causando a
doenca dos pontos pretos em peixes ornamentais, Etroplus maculatus, foram identificadas
através da analise molecular como Crassiphiala sp. As espécies deste género sdo, em seu
estagio adulto, parasitos de aves da familia Alecedinidae, popularmente conhecidos como
martins pescadores (DUBOIS, 1968). A espécie-tipo do género, Crassiphiala
bulboglossa Van Haitsma, 1925, foi descrita a partir de vermes encontrados no intestino
de Megaceryle alcyon (L.) nos EUA e desde entdo, relatada apenas na regiao Nedrtica
(SCOTT, 1984; NIEWIADOMSKA, 2002; MUZZALL et al,. 2011). No que se refere ao
ciclo biologico, C. bulboglossa apresenta um padrao de ciclo similar ao relatado para as
espécies da subfamilia Crassiphialinae, incluindo moluscos planorbideos como primeiros
hospedeiros intermediarios (HOFFMAN, 1956). Ressalta-se que algumas espécies de
diplostomideos pertencentes aos géneros Hysteromorpha Lutz, 1931, Uvulifer Dubois,
1988, Posthodiplostomum Dubois, 1936 e Crassiphiala (HOFFMAN, 1965), estdo
associadas a doenga dos pontos pretos em peixes. Nestes casos, o encistamento do
parasito e formagao de metacercarias no tegumento do peixe leva a reag¢ao inflamatoria
resultando em melanizagdo, ao redor do parasito (HUNTER, 1933; HOFFMAN, 1956;
NIEWIADOMSKA, 2002; MCALLISTER et al., 2013). As alteracdes patologicas
incluem ainda danos mecanicos, hemorragias e infec¢des secundarias. Estes processos
patologicos além de causar danos ao peixe, resultam em um aspecto repugnante, fazendo
que seja rejeitado pelos consumidores tanto para consumo quanto para fins ornamentais
(LANE & MORRIS, 2000).

No Brasil, o unico registro deste género em aves foi realizado recentemente por
ACHATZ et al. (2019), sendo duas linhagens (4 e 5) encontradas parasitando um
exemplar de martim-pescador-grande Megaceryle torquata, no Pantanal, no estado de
Mato Grosso. Quanto as metacercarias, existem varios relatos de metacercarias causando
a doencga dos pontos pretos em diferentes espécies de peixes no pais (CARVALHO et al.,
2008; FLORES-LOPES, 2014; BARRILLI et al., 2021), porém, nenhum desses trabalhos
identificou o agente causador da doenca. No caso das fases larvais encontradas em

moluscos, os dados obtidos no presente estudo permitiram associar a cercaria previamente
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caracterizada identificada como Crassiphialinae gen. sp. por LOPEZ-HERNANDEZ et
al. (2019) as metacercarias de E. maculatus. A obtencao de espécimes adultos, por
abordagem experimental ou a partir de aves naturalmente infectadas, seguida da geracdo
de sequéncias nucleotidicas se faz necessaria para a descri¢ao desta provavel espécie nova
de diplostomideo endémica do Brasil.

Estrigeocercarias encontradas em Drepanotrema lucidum em Januaria, Minas
Gerais, foram identificadas como Diplostomidae gen. sp. Algumas caracteristicas
morfologicas gerais desta larva sdo semelhantes a conhecida para determinadas larvas de
diplostomideos conhecidas (espécies dos géneros Alaria, Paralaria, Pharyngostomum,
Procyotrema e Neodiplostomum). Contudo, no estudo molecular, ndo foram geradas
informagdes que permitissem a associagdo inequivoca com estes géneros. O género
Neodiplostomum foi o que apresentou maior proximidade filogenética, tanto do marcador
28S quanto ITS1-5.8S-ITS2. Este grupo ¢ bastante diverso na América do Sul, sendo
conhecidas onze espécies (duas registradas em mamiferos e nove em aves), a maior parte
delas (7 espécies) relatadas no Brasil (LUNASCHI & DRAGO, 2005; FERNANDES et
al., 2015, GRANDON-OJEDA et al., 2018; ACHATZ et al., 2022b). Apesar disso, nao
existem relatos de larvas (cercarias e metacercarias) de espécies deste género no pais. Na
analise com o marcador mitocondrial Cox-/, foram encontradas divergéncias maiores
(15,6-20,9%) a relatada entre as espécies do género ja sequenciadas (8,6-13,4%)
(ACHATZ et al., 2022b). Nesse sentido, a possibilidade de se tratar de outro género
diferente de Neodiplostomum ndo pode ser descartada, tendo em conta o cendrio atual de
escassez de informagdes moleculares para os representantes da familia Diplostomidae,
varios ainda sem nenhuma informag¢ao molecular disponivel.

Um dado interessante de mencionar ¢ que, na arvore de ITS, as sequéncias de
Pharyngostomum e Neodiplostomum agruparam num mesmo clado que Diplostomidae
gen. sp. com um bom suporte. Contudo, segundo NIEWIADOMSKA (2002), estes
géneros pertencem a subfamilias diferentes (o primeiro Diplostominae e o ultimo
Alariinae). Além disso, como evidenciado por autores (ACHATZ et al., 2019, 2021a,
2021b; QUEIROZ et al., 2020), as andlises filogenéticas realizadas neste estudo também
ndo revelaram coeréncia no estabelecimento de subfamilias entre os membros da familia
Diplostomidae.

A cercéaria longifurcada com tronco caudal largo aqui estudada foi associada a
Apharyngostrigea pipientis através de estudo molecular. O primeiro relato desta espécie

foi realizado por FAUST (1918), quem encontrou metacercarias em anfibios, Lithobates
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pipiens Schreber, 1782, nos EUA, descrevendo-as como Tetracotyle pipientis. Anos mais
tarde no mesmo pais, OLIVIER (1940) descreveu todos os estagios de desenvolvimento
desta espécie, incluindo cercarias de Planorbula armigera (Say, 1821), metacercarias de
L. pipiens infectada natural e experimentalmente, e adultos recuperados de pombos
domésticos infectados experimentalmente.

Os registros de A4. pipientis em B. straminea e B. tenagophila sugerem que o
parasito estd presente hd muito tempo na regido Neotropical. Os moluscos do género
Biomphalaria estdo intimamente relacionados com Planorbula armigera, primeiro
hospedeiro intermedidrio de 4. pipientis na regido onde a espécie foi descrita (OLIVIER,
1940; ALBRECHT et al., 2007). No caso dos segundos hospedeiros intermediarios, ha
relatos de metacercarias de A. pipientis em anuros hilideos e ranideos da América do
Norte (OLIVIER, 1940; ULMER, 1970; MCALPINE, 1997; GOLDBERG et al., 2002;
SCHOTTHOEFER et al., 2009; LOCKE et al., 2011; PULIS et al., 2011).
Adicionalmente, no nordeste da América do Norte, MCALPINE (1997) registrou A.
pipientis em L. pipiens e Aquarana catesbeiana (Shaw, 1802), sendo esta ultima
globalmente invasiva (LOWE et al., 2000) ¢ estd estabelecida em todas as Américas,
incluindo Argentina e Brasil (KRAUS, 2009). A ocorréncia de A. pipientis no Brasil ¢
confirmada pela primeira vez neste estudo. Metacercarias de Apharyngostrigea com
morfologia compativel com essa espécie foram encontradas encistadas em Poecilia
reticulata na Lagoa da Pampulha, Belo Horizonte (PINTO & MELO, 2012c). E
importante destacar que os dados moleculares obtidos, associados a informagdes obtidas
de parasitos recuperados em diferentes paises, demonstram a ocorréncia de um mesmo
haplotipo de A. pipientis no Brasil, México, Canada, Argentina ¢ Tanzania (LOCKE et
al.,2021). Este achado pode indicar a participacao de aves migratdrias na manutengao da

espécie nestes locais.
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6.- CONSIDERACOES FINAIS

Apesar da importancia médica, veterindria e principalmente ecossistémica de
trematddeos pertencentes as superfamilias Echinostomatoidea, Plagiorchioidea e
Diplostomoidea, os resultados obtidos neste estudo apontam a necessidade de novas
pesquisas visando ampliar o conhecimento da biologia e taxonomia destes helmintos. De
fato, mais de 300 espécies de trematodeos adultos pertencentes a estes trés grandes grupos
jéa foram reportadas na América do Sul (KOHN et al., 2007; FERNANDES & KOHN,
2014; FERNANDES et al., 2015). Contudo, apenas 52 espécies (17%) possuem ciclo
biologico conhecido. Além disso, uma diversidade de larvas destes parasitos (mais de 230
registros) foi encontrada em moluscos e identificadas até nivel de familia, subfamilia ou
como taxon de grupo coletivo (Cercaria, Furcocercaria, Echinocercaria,
Xifidiocercaria). No Brasil, esfor¢os tém sido realizados nos ultimos anos visando
preencher esta lacuna no conhecimento de estagios larvais de trematdédeos encontrados
em moluscos. Trabalhos envolvendo a realizagdo de infec¢des experimentais lograram
sucesso em alguns casos (PINTO et al., 2010a, b, 2012; 2013c, 2015b, 2016), porém,
existem dificuldades para avangar com alguns grupos de trematodeos, como por exemplo,
parasitos de anfibios e répteis, ou espécies que necessitam de determinados grupos de
invertebrados como segundo hospedeiro intermediario. A criagdo e manutengdo
laboratorial desses invertebrados e vertebrados torna-se impeditiva para a realizagao de
infecgOes experimentais.

Nos ultimos tempos, alguns dos empecilhos relacionados ao estudo de larvas de
trematddeos encontradas em moluscos comecaram a ser superados com a biologia
molecular. Além disso, andlises filogenéticas fornecem subsidios para discutir as inter-
relagdes entre membros de diferentes grupos de trematddeos, desafiando os esquemas de
classificagio tradicionais baseados em morfologia classica (HERNANDEZ-MENA et al.,
2016). Assim, o uso da técnica de PCR e sequenciamento de DNA, associado a estudos
filogenéticos, tém se demostrado uma abordagem promissora para a identificacdo de
varias espécies de trematddeos ao redor do mundo (BRANT et al., 2006; LOCKE et al.,
2011; FALTYNKOVA et al., 2014; BLASCO-COSTA et al., 2016). No Brasil, algumas
poucas sequéncias destes trés grupos foram geradas recentemente, com uma participagao
significativa do nosso grupo de pesquisa (PINTO et al., 2013; 2016; LOPEZ-
HERNANDEZ et al., 2018; 2019; QUEIROZ et al., 2019; VALADAO et al., 2021).

Contudo, diante da grande riqueza de espécies previamente registradas no pais, esforgos



193

maiores ainda sdo necessarios para a geragao e interpretacdo das primeiras sequéncias a
serem obtidas para a maioria das espécies destas superfamilias, muitas delas, registradas
até o0 momento apenas no pais.

A abordagem molecular utilizada para o estudo de 67 amostras de cercérias
encontradas em moluscos no Brasil revelou, por um lado, alguns avangos. Contudo,
evidenciou-se também as dificuldades inerentes a identificacdo estadios larvais. Das
espécies encontradas, apenas 2 foram identificadas em nivel de espécie. Outras 9 espécies
foram determinadas em nivel de género, 8 como familia e 1 em nivel de superfamilia. A
auséncia de sequéncias referéncias baseadas em parasitos adultos para a fauna de
trematodeos neotropicais ¢ o principal desafio para a identificacao especifica de cercarias.
Contudo, a adicao e disponibilizacdo das novas sequéncias geradas podera resultar no
aprofundamento das identificagdes no futuro, a medida em que novas informagdes forem
geradas. Além disso os dados obtidos apontam, em varios casos, que a classificagdo
morfoldgica precisa ser revista e possiveis novos géneros de trematddeos ocorrem nesta
regido do globo. Sob essa perspectiva, estudos integrativos envolvendo trematddeos de
animais silvestres na América do Sul sdo necessarios para o avango de diversos aspectos
relacionados a taxonomia, filogenia e ciclo de vida deste fascinante grupo de helmintos.
Mesmo com os empecilhos aqui comentados, as novas informacdes obtidas contribuem
para conhecimento de alguns trematdodeos das superfamilias Echinostomatoidea,

Plagiorchioidea e Diplostomoidea que ocorrem em vertebrados e moluscos no Brasil.
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7.- CONCLUSOES

O estudo morfolégico e molecular de 28 amostras de cercéarias encontradas em 11
espécies de moluscos dulceaquicolas em diferentes colegdes aquaticas do Brasil revelou
a ocorréncia de 20 espécies de trematddeos pertencentes as superfamilias

Echinostomatoidea (12 espécies), Plagiorchioidea (5) e Diplostomoidea (3).

Pomacea maculata é o primeiro hospedeiro intermediario de Echinochasmidae gen. sp.,

provavelmente uma espécie do género Guaicaipuria.

Cercarias do tipo magnacauda com 19 espinhos no colar cefalico foram identificadas

como pertencentes ao género Neopetasiger.

Cercaria granulifera, previamente associada a Paryphostomum segregatum, ndo pode ser
associado a nenhum dos géneros com dados moleculares disponiveis para comparagao.
Provavelmente trata-se de um género ainda ndo relatado ou novo que ndo possui

sequéncias nucleotidicas disponiveis.

O estudo molecular de Echinostoma parcespinosum revela que esta espécie

provavelmente pertence a outro género da familia Echinostomatidae.

Moluscos planorbideos (B. glabrata, B. straminea, D. lucidum e G. ticaga) sdo 0s
hospedeiros intermedidrios de espécies do género Rhopalias. As larvas destes parasitos

correspondem a larvas anteriormente conhecidas como Cercaria macrogranulosa.

Pseudosuccinea columella atua como hospedeiro intermediario de uma espécie do género

Haematoloechus, parasitos pulmonares de anfibios.

Biomphalaria glabrata atua como o primeiro hospedeiro intermediario de

Magnivitellinum sp., cuja larva era anteriormente conhecida como Cercaria minense.

O estudo molecular de Cercaria santense e Cercaria lutzi, xifidiocercarias amplamente
encontradas em Biomphalaria spp. no Brasil, ndo resultou em avanco significativo na

identificagdo destes parasitos. A primeira revelou-se tratar de uma espécie da superfamilia
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Plagiorchioidea, enquanto a segunda, da familia Haematoloechidae. Adicionalmente,
Stenophysa marmorata atua como primeiro hospedeiro intermedidrio de trematddeos do

género Renifer no Brasil.
Biomphalaria straminea e Etroplus maculatus atuam como primeiro e segundo
hospedeiro intermediario, respectivamente, de Crassiphiala sp., espécie envolvida na

ocorréncia da Doenca dos Pontos Pretos em peixes ornamentais no Brasil.

Apharyngostrigea pipientis ¢ identificado pela primeira vez no Brasil.
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ANEXO 1: RESUMO DAS ANALISES

TABELA 1- Dados das analises morfologicas e moleculares realizadas nas diferentes

Marcadores moleculares
Larvas do presente estudo Analise LE | 288 Nad-1 1ITS Cox-1
morfologica

ECHINOSTOMATOIDEA
Echinochasmidae gen. sp. v v
Drepanocephalus spathans
Belo Horizonte

Contagem

Neopetasiger sp.

Belo Horizonte

Betim

Contagem
Echinostomatidae sp. 1
Belo Horizonte

Maranhao

Betim

Contagem
Echinostomatidae sp. 2
Echinostomatidae sp. 3
Echinostomatidae sp. 4
Echinostomatidae sp. 5
Rhopalias sp. 1

Rhopalias sp. 2

Rhopalias sp. 3

Ribeiroia sp.

Belo Horizonte

Contagem

Rio de Janeiro

Frutal
PLAGIORCHIOIDEA
Haematoloechus sp.
Magnivitellinum sp.
Haematoloechidae gen. sp.
Plagiorchioidea gen. sp.
Renifer sp.
DIPLOSTOMOIDEA
Crassiphiala sp.
Diplostomidae gen. sp.
Apharyngostrigea pipientis
larvas do presente estudo.
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<
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Legenda: v" dados obtidos, ¥l amostras nas quais ndo foi possivel obter sequéncias, ®
amostras exclusivamente para biologia molecular, - quando ndo foi necessario gerar

alguma sequéncia, I.E.: Infec¢do experimental.



ANEXO 2: TABELAS DE DIVERGENCIAS

250

TABELA 1- Estimativas de divergéncia evolutiva (distancia p ndo-corrigida, expressa em porcentagem) entre sequéncias parciais do gene 28s de

Echinochasmidae gen. sp. obtidas no presente estudo (em negrito) e sequéncias de outros Echinostomatoidea disponiveis no GenBank

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
1 Echinochasmidae gen. sp.
2 Echinochasmidae sp. MH532427 AR 1,0
3 Echinochasmidae sp. MH532428 AR 2,8 24
4 Echinochasmidae sp. MH532429 AR 1,0 0,0 24
5 Echinochasmus beleocephalus 4,0 3,6 42 3,6
KT956929 UC
6 Echinochasmus coaxatus KJ542643 5,0 4,6 53 4,6 1,7
ucC
7 Echinochasmus coaxatus KT956928 45 42 4,6 42 1,3 0,4
ucC
8 Echinochasmus donaldsoni 5,9 57 6,1 57 6,2 6,8 6,7
KT956930 EUA
9 Echinochasmus milvi KT873317 RUS 6,1 58 6,3 5,8 6,2 7,0 7,0 2,4
10 Echinochasmus sp. 1 MN726947 LT 56 56 61 56 6,4 6,6 6,8 2,4 1,5
11 Echinochasmus sp. 2 MN726948 AL 42 38 44 38 02 1,9 1,5 64 62 64
12 Echinochasmus sp. LC599526 JP 6,1 58 63 58 6,2 7,0 70 24 0,0 1,5 6,2
13 Echinochasmus sp. MN726946 AL 56 56 6,1 506 6,4 6,6 6,8 2,4 1,5 0,0 6,4 1,5
14 Echinochasmus suifunensis 6,1 58 63 58 6,2 7,0 7,0 2.4 0,0 1,5 6,2 0,0 1,5
MT447057 RUS
15  Echinochasmus japonicus JQ890579 4,1 39 46 39 0,5 2,0 1,6 5,7 6,1 6,1 0,7 6,1 6,1 6,1
VNM
16  Echinochasmus milvi KT873316 RUS 6,1 58 63 58 6,2 7,0 70 24 0,0 1,5 6,2 0,0 1,5 0,0 6,1
17 Echinochasmus milvi KT873318 RUS 6,1 58 63 58 6,2 7,0 70 24 0,0 1,5 6,2 0,0 1,5 0,0 6,1 0,0
18  Echinochasmus milvi KT873319 RUS 6,1 58 63 58 6,2 7,0 70 24 0,0 1,5 6,2 0,0 1,5 0,0 6,1 0,0 0,0
19 Echinochasmus mordax KT956931 51 49 54 49 54 62 5,7 L5 22 20 56 22 2,0 2,2 49 22 22 22
ucC
20  Echinochasmus sp. JQ088098 LT 54 50 55 50 5,8 6,5 6,2 1,4 1,7 1,7 6,0 1,7 1,7 1,7 5,4 1,7 1,7 1,7 1,0
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TABELA 2- Estimativas de divergéncia evolutiva (distdncia p ndo-corrigida, expressa em porcentagem) entre sequéncias parciais da regiao
transcrita interna 1 (ITS1) de Echinochasmidae gen. sp. obtidas no presente estudo (em negrito) e sequéncias de outros Echinostomatoidea
disponiveis no GenBank

1 | Echinochasmidae gen. sp.
Echinochasmidae sp. MH532423

2 | AR 5.4
Echinochasmidae sp. MH532422

3 |AR 2,5 6,5
Echinochasmidae sp. MH532421

4 | AR 2,7 6,5 0,0
Drepanocephalus spathans

5 | KP053260 BR 19,0 20,0 19,7 19,8
Drepanocephalus mexicanus

6 | KY636245 MX 19,0 20,0 19,7 198 04
Drepanocephalus sp. KP053261

7 |BR 19,0 20,0 19,7 198 04 0,0
Drepanocephalus spathans

8 | KY636260 BR 19,0 20,0 19,7 198 0,0 0,4 0,4
Echinochasmus milvi mt447046

9 |RUS 11,3 134 11,5 11,6 18,7 189 189 18,7

10 | Echinochasmus sp. KT989667 HU 12,2 149 12,6 12,7 20,2 204 204 202 57
11 | Echinochasmus sp. KT989665 HU 12,2 149 12,6 12,7 20,2 204 204 202 57 0,0

Echinochasmus suifunensis
12 | MT447049 RUS 11,3 134 11,5 11,6 18,7 189 189 18,7 0,0 5,7 5,7
Isthmiophora hortensis
13 | AB189982 JP 17,1 17,9 17,7 17,8 10,0 10,2 102 10,0 17,4 192 192 174
Paryphostomum radiatum
14 | AY245708 ISR 18,2 18,8 193 193 93 9,6 9,6 9,3 179 198 19,8 17,9 6,5
Petasiger exaeretus KY283998
15 | HU 184 193 19,1 19,1 89 9,1 9,1 8,9 151 17,7 17,7 151 9,1 7,1
Petasiger phalacrocoracis
16 | AY245709 ISR 17,5 182 182 182 8,0 8,2 8,2 8,0 179 194 194 179 49 2,9 6,6
17 | Petasiger sp. KM972995 HU 18,6 193 193 194 9,1 9,3 9,3 9,1 17,5 19,8 198 17,5 7,6 5,7 8,2 3,7
Rhopalias macracanthus
18 | MK982815 MX 17,8 189 18,7 188 7.8 7,6 7,6 7.8 17,1 183 183 17,1 99 9,0 9,0 8,5 8,9

Rhopalias coronatus MK982814
19 | MX 20,5 223 21,6 21,7 95 9,3 9,3 9,5 195 212 212 195 11,7 119 119 11,4 122 41
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TABELA 3- Estimativas de divergéncia evolutiva (distdncia p ndo-corrigida, expressa em porcentagem) entre sequéncias parciais da regiao
transcrita interna 2 (ITS2) de Echinochasmidae gen. sp. obtidas no presente estudo (em negrito) e sequéncias de outros Echinostomatoidea
disponiveis no GenBank

15

24

20

21

22

Echinochasmidae gen. sp.

Cathaemasia hians AY761146 EUA
Drepanocephalus spathans
KY677977 EUA

Drepanocephalus sp. KP053261 BR
Echinochasmus coaxatus KJ542641
ucC

Echinochasmus Jjaponicus
MT268119 VNM
Echinochasmus Jjaponicus

MW828605 CN
Echinochasmus milvi MT447047
RUS

Echinochasmus sp. KT989665 HU

Echinochasmus sp. KT989667 HU
Echinochasmus suifunensis
MT447049 RUS

Isthmiophora hortensis AB189982
JP

Paryphostomum radiatum
AY245708 ISR
Petasiger phalacrocoracis
AY245709 ISR

Rhopalias  coronatus MK982814
MX
Rhopalias macracanthus MK982815
MX

Ribeiroia marini AY761147 PR
Ribeiroia ondatrae HQ339962 EUA

Ribeiroia sp. KF525784 AR
Sphaeridiotrema  pseudoglobulus
GQ890330 CA

Stephanoprora amurensis
MT447045 RUS
Stephanoprora chasanensis

KT873321 RUS

26,0

19,4
19,8

8,1
8,7
8,7

14,0
14,9
153

142

20,2

23,6
242
14,1
24,2

20,8
14,5

14,9

9,3
10,1

14,5
14,7
15,1

14,3

223
226
147
22,6

16,6
14,1

14,1

4,7
43
5,5

10,1

9,6
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TABELA 4- Estimativas de divergéncia evolutiva (distancia p ndo-corrigida, expressa em porcentagem) entre o gene nuclear 28S de
Drepanocephalus spathans., Neopetasiger sp., ¢ Echinostomatidae gen. sp. 1 obtidas no presente estudo (em negrito) e sequéncias de outros
Echinostomatoidea disponiveis no GenBank

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
1 | Neopetasiger sp. CNT
2 | Neopetasiger sp. BT 0,1
3 | Echinostomatidae gen. sp. 1 BH 32 3,1
4 | Echinostomatidae gen. sp. 1 BT 33 32 0,0
5 | Echinostomatidae gen. sp. 1 CNT 3,3 32 0,0 0,0
6 | Drepanocephalus spathans BH 42 4,1 2,2 2,3 2,3
7 | Drepanocephalus spathans CNT 45 44 2,3 2,3 2.3 0,0
Drepanocephalus mexicanus MF351544
8 | MX 4,1 40 21 22 22 0,1 0,1
Drepanocephalus spathans MF351545
9 | MX 43 42 23 24 24 0,1 0,1 0,2
Drepanocephalus  spathans JN993269
10 | EUA 42 4,1 22 23 23 0,0 0,0 0,1 0,1

11 | Chaunocephalus ferox KT447522 UC 32 32 2,0 2,1 2,1 3,0 32 29 3,1 3,0
Drepanocephalus  spathans KP053260

12 | BR 42 41 22 23 23 00 00 o1 01 00 3,0
Drepanocephalus  spathans KP683117

13 | EUA 42 41 22 23 23 00 00 01 0,1 00 3,0 00
Drepanocephalus spathans KY677977

14 | EUA 44 43 22 23 23 00 00 o1 01 00 30 00 00

15 | Drepanocephalus sp. KP053261 BR 41 40 21 22 22 01 o1 00 02 01 29 01 01 0,1l

16 | Neopetasiger islandicus KT831344 CA 2,0 1,9 2,1 22 22 30 32 29 31 30 20 30 30 29 29
17 | Neopetasiger islandicus KT956924 EUA 2,0 19 2,1 22 22 30 32 29 31 30 20 30 30 29 29 00

18 | Neopetasiger sp. KT956925 EUA 0,1 0,0 3.1 32 32 4,1 44 40 42 41 32 41 4,1 43 40 1,9 1,9
19 | Petasiger sp. KM191807 CA 0,1 0,0 3,1 32 32 4,1 44 40 42 4] 32 4,1 4,1 43 40 1,9 L9 0,0
20 | Petasiger exaeretus KT956923 UC 46 46 3.1 32 32 35 37 34 36 35 29 35 35 34 34 32 32 46 46

21 | Petasiger phalacrocoracis KT956926 UC 4,8 4,7 3,0 3,1 3,1 36 38 35 37 36 30 36 36 37 35 34 34 47 47 1,5
22 | Petasiger radiatus KT956927 UC 47 46 30 3,1 3,1 34 37 33 35 34 32 34 34 35 33 34 34 46 46 1,5 1,0
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TABELA 5- Estimativas de divergéncia evolutiva (distancia p ndo-corrigida, expressa em porcentagem) entre o gene mitocondrial Nad-1 de
Drepanocephalus spathans, Neopetasiger sp., ¢ Echinostomatidae gen. sp. 1 obtidas no presente estudo (em negrito) e sequéncias de outros

Echinostomatoidea disponiveis no GenBank

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
1 Drepanocephalus spathans BH
2 Drepanocephalus spathans BH 0,0
3 Drepanocephalus spathans CNT 13 1,3
4 Neopetasiger sp. BH 27,1 27,1 29,0
5 Neopetasiger sp. BT 27,1 27,1 29,0 0,0
6 Neopetasiger sp. CNT 27,1 27,1 285 03 03
7 Echinostomatidae gen. sp. 1 BH 23,3 233 252 27,7 27,7 27,2
8 Echinostomatidae gen. sp. 1 SL 23,1 23,1 25,1 26,8 26,8 262 12
Drepanocephalus spathans
9 KP053263 BR 05 05 08 279 279 274 242 24,1
Drepanocephalus spathans
10 | KY677939 EUA 1,0 1,0 08 27,7 27,7 272 23,7 23,6 0,5
Drepanocephalus spathans
11 | KY677951 EUA 49 49 48 289 289 282 235 233 47 42
Drepanocephalus mexicanus
12 | KY636283 MX 12,5 12,5 12,5 28,6 28,6 27,9 252 248 12,6 12,1 11,9
Drepanocephalus mexicanus
13 | KY636298 MX 15,9 159 15,5 284 284 27,7 259 25,6 158 153 14,6 4,2
Drepanocephalus spathans
14 | KY636294 MX 08 08 05 279 279 274 240 238 02 02 44 123 156
Neopetasiger islandicus
15 | KT831342 CA 28,2 282 29,8 20,0 20,0 19,5 27,8 27,4 29,0 288 288 31,3 31,5 29,0
Neopetasiger neocomense
16 | JQ425591 RT 28,8 288 30,2 28,1 281 27,6 29,1 293 299 29,6 29,1 30,2 30,4 29,9 304
Neopetasiger sp. 4. MH369313
17 | CA 27,0 27,0 284 4,0 4,0 4,1 26,6 257 273 27,5 285 283 27,8 273 21,6 28,0
18 | Neopetasiger sp. 5 MZ4046871E 32,0 32,0 33,2 253 253 24,7 309 30,6 33,0 32,7 31,7 34,0 33,5 33,0 189 31,2 26,0
19 | Petasiger sp. KT831343 CA 29,7 29,7 30,6 4,1 4,1 42 286 27,6 30,0 303 31,5 31,2 309 30,0 224 29,7 03 274
20 | Petasiger sp. 1 KM191809 AL 33,1 33,1 345 27,1 27,1 26,3 31,2 30,8 343 340 343 353 36,3 343 18,8 32,7 29,3 19,8 30,0



21
22
23
24
25
26
27
28

Petasiger sp
Petasiger sp
Petasiger sp
Petasiger sp
Petasiger sp
Petasiger sp
Petasiger sp

Petasiger sp

.1 MK534361 AL
.2 KM191810 AL
.2 MK534386 QUE
.3 MK534364 QUE
.3KM191816 AL
.4KMI191817 CA
. 4 MK534379 QUE
.4 MH369617 CA

27,1
28,0
25,6
26,6
26,4
27,7
27,1
29,7

27,1
28,0
25,6
26,6
26,4
27,7
27,1
29,7

28,5
29,6
27,0
27,2
27,8
28,6
29,3
30,6

33,6
22,9
28,1
314
21,4
4,6

26,9
4,1

29,4
27,6
25,9
24,7
28,9
26,5
26,7
28,6

29,3
27,2
25,6
24,6
29,0
25,6
26,3
27,6

28,4
29,1
26,4
27,2
27,6
28,1
28,4
30,0

27,9
28,9
26,2
26,7
27,8
28,4
27,9
30,3

27,7
28,4
27,7
25,4
27,8
29,1
27,4
31,5

29,9
32,5
28,4
28,6
30,4
29,6
29,9
31,2

29,6
33,2
29,4
27,9
29,4
29,6
29,6
30,9

28,1
29,1
26,4
26,9
27,6
28,1
28,1
30,0

30,7
32,5
28,4
28,6
30,7
28,4
30,9
29,7

32,7
183
30,4
32,7
22,4
26,3
32,0
274

37,3
25,9
30,6
32,7
22,7
0,3

29,4
0,0

33,0
17,0
32,0
33,2
22,9
29,4
31,4
30,0

31,2
24,7
22,5
30,9
35,8
26,7
373

20,5
29,6
28,9
26,4
30,6

255

29,4

309 21,9

232 27,6 289

32,7 2277 03 294
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TABELA 6- Estimativas de divergéncia evolutiva (distdncia p ndo-corrigida, expressa em porcentagem) entre sequéncias parciais da regido
transcrita interna 2 (ITS2) de Echinostomatidae gen. sp. 1 obtida no presente estudo (em negrito) e sequéncias de outros Echinostomatoidea
disponiveis no GenBank

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1 | Echinostomatidae gen. sp. 1
2 | Drepanocephalus spathans KY677976 EUA 3,0
3 | Drepanocephalus spathans KY636271 MX 2,8 0,0
4 | Isthmiophora melis AY168932 RU 4,7 5,0 47
5 | Paryphostomum radiatum KM973000 HU 5,0 4,7 4.5 0,2
6 | Petasiger exaeretus KY283998 HU 6,5 6,9 6,7 5,8 5,6
7 | Petasiger radiatus MG183690 IN 5,2 5,0 4,7 0,4 0,2 5,4
8 | Petasiger phalacrocoracis MZ412885 TZA 13,0 14,4 14,2 15,0 15,3 15,3 15,0
9 | Petasiger sp. KM972995 HU 5,0 4,8 4,5 2,8 2,6 5.4 2,8 15,1
10 | Petasiger variospinosus KX034047 AS 4.8 5,0 4.8 3,2 3,0 5,6 2,8 15,3 1,3
11 | Pegosomum saginatum KY945918 AL 5,2 5,6 5.4 43 4,1 2.8 3,9 14,4 4,1 43
12 | Rhopalias coronatus MK982814 MX 4,5 43 4,1 3,7 3,4 5,6 3,7 13,0 4,1 4,7 4,1
13 | Rhopalias macracanthus MK982815 MX 49 5,4 5,2 43 4,1 6,2 43 13,9 43 4,5 4,7 32
14 | Rhopalias oochi MK982803 MX 4,5 43 4,1 3,7 3,4 5,6 3,7 13,0 4,1 4,7 4,1 0,0 32
15 | Rhopalias oochi MK982804 MX 45 43 4,1 3,7 34 5,6 3,7 13,0 4,1 4,7 4,1 0,0 32 0,0
16 | Fasciola hepatica MN970007 AUS 8,6 9,4 9,4 6,8 7,1 9,6 7,3 12,9 8,1 8,4 8,3 83 8,8 83 83
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TABELA 7- Estimativas de divergéncia evolutiva (distdncia p ndo-corrigida, expressa em porcentagem) entre o gene nuclear 28S de Echinostoma
parcespinosum, Echinostomatidae sp. 1 e Echinostomatidae sp. 2 obtidas no presente estudo (em negrito) e sequéncias de outros Echinostomatoidea
disponiveis no GenBank

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
1 Echinostomatidae gen. sp. 2
2 | Echinostomatidae gen. sp. 3 4,3
3 Echinostomatidae gen. sp. 4 22 4,6
4 | Echinoparyphium aconiatum KT956912 RT 32 43 33
5 | Echinoparyphium ellisi KY436410 NZ 33 43 34 1,1
6 | Echinoparyphium poulini KY436409 NZ 33 46 33 1,4 0,3
7 Echinoparyphium recurvatum KT956913 ESK 34 44 35 1,2 0,2 0,3
8 | Echinoparyphium rubrum JF820595 EUA 33 45 34 1,2 0,2 0,2 0,1
9 | Echinoparyphium sp. KT956914 EUA 33 45 34 1,1 0,0 0,3 0,2 0,3
10 | Echinostoma bolschewense KP065591 ESK 25 42 28 2,8 2,8 3,0 2,9 3,0 29
11 | Echinostoma caproni MK482490 QUE 24 42 28 2,6 2,6 2.8 2,8 29 2,8 0,7
12 | Echinostoma caproni MK482501 QUE 24 43 29 2,7 2,7 2,9 2,9 3,0 2,8 0,7 0,1
13 | Echinostoma cf. revolutum KT956915 EUA 3,1 47 36 3,5 3,5 3,7 3,7 3,8 3,5 1,6 1,1 1,2
14 | Echinostoma miyagawai KT956916 UC 24 43 29 2,8 2,8 3,0 3,0 3,1 2,9 0,8 0,5 0,6 0,9
15 | Echinostoma paraensei EU025867 BR 24 44 3,1 3,0 3,0 3,1 3,1 32 3,1 1,0 0,7 0,7 0,9 0,5
16 | Echinostoma revolutum KT971136 PL 39 58 43 4.5 4,5 4,6 4,6 4,7 4.6 2,6 2,1 2,2 1,4 1,8 2,1
17 | Echinostoma sp. KP065606 AL 25 44 30 3,1 3,1 33 33 34 33 1,3 1,2 1,2 1,4 1,0 1,1 2,2
18 | Echinostoma sp.n. KP065602 RT 23 42 27 2,8 2,8 3,0 3,0 3,1 2,9 1,0 0,5 0,6 0,9 0,3 0,3 1,9 1,1
19 | Echinostoma sp.n. KP065603 AL 23 42 27 2,8 2,8 3,0 3,0 3,1 2,9 1,0 0,5 0,6 0,9 0,3 0,3 1,9 L1 0,0
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TABELA 8- Estimativas de divergéncia evolutiva (distancia p ndo-corrigida, expressa em porcentagem) entre o gene mitocondrial Nad-1 de
Echinostomatidae sp. 1 e Echinostomatidae sp. 2 obtidas no presente estudo (em negrito) e sequéncias de outros Echinostomatoidea disponiveis
no GenBank

1 Echinostomatidae gen. sp. 2
2 Echinostomatidae gen. sp. 3 19,5
3 Echinostomatidae gen. sp. 4 24,0 21,7
4 Echinoparyphium sp. GQ463123 EUA 19,5 23,5 252
5 Echinoparyphium aconiatum AY 168945 F1 20,1 20,7 21,7 184
6 Echinoparyphium ellisi KY436405 NZ 242 21,8 255 18,7 20,1
7 Echinoparyphium poulini KY436401 NZ 23,0 23,5 236 173 20,7 15,6
Echinoparyphium  recurvatum  AY 168938
8 BGR 233 229 255 204 232 19,0 184
9 Echinoparyphium sp. GQ463106 EUA 222 21,0 233 17,6 17,3 13,9 144 156
10 | Echinoparyphium sp. GQ463122 EUA 204 224 248 23 193 181 173 19,8 17,0
11 | Echinoparyphium sp. JQ670863 EUA 21,6 21,0 23,0 173 19,5 13,3 159 181 142 16,7
12 | Echinostoma miyagawai KY436400 NZ 17,5 18,1 224 229 19,5 244 255 246 21,8 232 218
13 | Echinostoma sp.n. KP065676 RT 18,1 184 22,0 229 21,8 21,0 22,7 23,8 21,2 232 20,7 153
14 | Echinostoma bolschewense KP065608 ESK 17,8 17,6 20,8 224 19,3 20,7 229 232 19,5 21,8 204 144 144
15 | Echinostoma caproni AF025837 MDG 169 193 193 224 181 232 241 232 21,8 224 21,8 11,9 159 159
16 | Echinostoma cf. friedi AY 168937 UC 16,6 18,7 199 21,5 19,0 232 22,1 238 198 21,0 21,8 17,0 18,1 159 16,1
17 | Echinostoma malayanum JF412731 THA 20,7 21,1 21,6 222 242 242 236 242 228 21,1 234 194 214 205 188 19,
18 | Echinostoma miyagawai KY436400 NZ 17,5 18,1 224 229 19,5 244 255 246 21,8 232 21,8 00 153 144 119 170 194
Echinostoma novaezealandense KY436397
19 |NZ 17,8 18,1 19,6 229 18,7 23,8 249 238 22,7 232 227 82 12,7 12,7 11,3 181 19,7 8.2
20 | Echinostoma paraensei AF025834 BR 184 193 208 224 19,5 229 244 252 238 21,2 21,5 147 12,5 153 13,6 164 22,5 14,7 139
21 Echinostoma paraulum KP065677 AL 18,4 181 199 22,1 20,1 22,7 229 21,0 229 21,8 20,7 9,6 14,7 139 13,0 16,7 188 9,6 10,2 14,4
22 | Echinostoma revolutum GQ463057 EUA 15,7 20,1 21,7 23,5 22,7 224 241 246 21,0 235 238 108 13,0 125 144 173 199 108 102 156 13,0
23 | Echinostoma robustum GQ463053 EUA 17,8 184 22,0 22,1 21,0 252 249 255 224 229 232 377 147 147 127 16,7 19,1 37 82 147 9,1 11,0
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TABELA 9- Estimativas de divergéncia evolutiva (distancia p ndo-corrigida, expressa em porcentagem) entre o gene nuclear 28S de Rhopalias

spp. € Ribeiroia sp. obtidas no presente estudo (em negrito) e sequéncias de outros Echinostomatoidea disponiveis no GenBank

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
1 | Rhopalias sp. 1 BH
2 | Rhopalias sp. 2 JAN 0,0
3 | Rhopalias sp. 2 JAN 0,0 0,0
4 | Rhopalias sp. 2 PM 0,0 0,0 0,0
5 | Rhopalias sp. 3 DI 1,0 1,0 1,0 1,0
6 | Ribeiroia sp. BH 48 48 48 48 50
7 | Cathaemasia hians KT956947 RT 3,0 3,0 30 30 3,1 3,9
8 | Drepanocephalus sp. KP053261 BR 47 47 47 47 52 6,6 4,7
9 | Drepanocephalus spathans JN993269 EUA 48 4,8 48 48 53 6,7 48 3,1
10 | Echinostoma bolschewense KP065591 ESK 5,6 5,6 56 56 63 7,5 6,0 52 6,1
11 | Echinostoma paraensei EU025867 BR 58 58 58 58 63 7,8 6,1 54 64 6,3
12 | Isthmiophora melis KT359583 PL 35 35 35 35 41 60 41 27 32 31 31
13 | Isthmiophora sp. KT956920 EUA 33 33 33 33 38 58 38 26 30 29 29 3,0
14 | Neopetasiger sp. KT956925 EUA 48 48 48 48 51 62 54 34 45 44 44 45 64
15 | Petasiger exaeretus KT956923 UC 39 39 39 39 45 6,6 41 29 34 34 34 34 58 56
16 | Petasiger radiatus KT956927 UC 40 40 40 40 46 65 38 30 34 33 33 34 56 54 6,1l
17 | Rhopalias coronatus MK648281 MX 02 02 02 02 13 55 32 47 58 57 57 58 60 58 66 63
18 | Rhopalias macracanthus KT956959 EUA 06 06 06 06 05 47 27 39 46 45 45 46 57 51 58 55 57
19 | Rhopalias macracanthus MK648280 MX 07 07 07 07 12 48 28 39 50 49 49 50 55 52 59 56 57 35
20 | Ribeiroia ondatrae KT956956 EUA 43 43 43 43 47 06 35 50 61 60 60 61 68 68 71 69 69 55 52
21 | Ribeiroia sp. 2 MK482439 QUE 42 42 42 42 46 02 34 50 59 58 58 59 66 66 71 69 69 53 51 56
22 | Ribeiroia sp. 3 MK482461 QUE 45 45 45 45 49 09 37 53 62 61 61 62 67 67 72 70 70 56 54 59 59
23 | Fasciola gigantica EU025873 QUE 81 81 81 81 86 105 78 76 79 79 79 79 74 711 76 76 78 79 718 81 83 73
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TABELA 10- Estimativas de divergéncia evolutiva (distancia p ndo-corrigida, expressa em porcentagem) entre sequéncias parciais da regido
transcrita interna (ITS1-5.8S-ITS2) de Rhopalias spp. e Ribeiroia sp. obtidas no presente estudo (em negrito) e sequéncias de outros

Echinostomatoidea
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

1 | Rhopalias sp. 1 BH
2 | Rhopalias sp. 1 BH 0,0
3 | Rhopalias sp. 2 PM 0,2 02
4 | Rhopalias sp. 2 JAN 0,0 0,0 0,0
5 | Rhopalias sp. DI 1,7 1,7 1,5 1,4
6 | Ribeiroia sp. BH 75 713 7,4 7,2 7,3
7 | Ribeioria sp. F 76 714 7,5 7,3 7,4 0,0
8 | Ribeiroia sp. RJ 76 74 715 13 74 00 0,0

Drepanocephalus auritus KY677977
10 | EUA 81 74 74 72 71 99 98 94

Drepanocephalus spathans KY 636271
12 | MX 81 74 74 72 7,1 99 98 94 00
14 | Isthmiophora meliis KT359584 PL 78 77 76 15 70 88 87 85 93 93
16 | Isthmiophora melis AY 168932 JP 75 74 715 74 69 98 98 98 89 89 89
18 | Pegosomum saginatum KY945918 AL 8,8 8,4 8,4 8,2 7,9 9,8 9,8 9,5 9,5 9,5 9,5 9,5
20 | Petasiger exaeretus KY283998 HU 9,1 87 86 85 82 10,5 105 102 95 95 95 95 718
22 | Petasiger sp. KM972995 HU 79 79 78 718 72 96 95 94 86 86 86 86 59 49
24 | Rhopalias coronatus MK982813MX 0,7 07 08 06 14 74 75 75 80 80 80 80 77 75 1715
26 | Rhopalias coronatus MK982814MX 0,7 07 08 06 14 74 75 75 80 80 80 80 77 75 75 87

Rhopalias macracanthus MK982815
28 | MX 65 65 63 58 55 114 11,5 11,5 11,0 11,0 11,0 11,0 10,5 10,7 11,0 122 124
30 | Rhopalias oochi MK982800 MX 07 07 08 06 14 74 75 75 80 80 80 80 7,7 715 75 87 90 7,6
32 | Rhopalias oochi MK982802 MX 07 07 08 06 14 74 75 75 80 80 80 80 7,7 75 75 87 90 76 0,0
34 | Rhopalias oochi MK982803 MX 07 07 08 06 14 74 75 75 80 80 80 80 7,7 715 75 &7 90 76 00 0,0
36 | Rhopalias oochi MK982804 MX 07 07 08 06 14 74 75 75 80 80 80 80 7,7 75 75 87 90 76 00 0,0 00
38 Fasciola hepatica MN970007 AUS 129 12,3 124 12,0 12,0 13,8 14,1 13,7 134 134 134 134 139 129 13,7 145 151 134 129 129 129 129




261

TABELA 11- Estimativas de divergéncia evolutiva (distancia p ndo-corrigida, expressa em porcentagem) entre sequéncias parciais da regido
transcrita interna (ITS2) de Rhopalias spp. € Ribeiroia sp. obtidas no presente estudo (em negrito) e sequéncias de outros Echinostomatoidea
disponiveis no GenBank

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
1 | Rhopalias sp. 1 BH
2 | Rhopalias sp. 1 BH 0,0
3 | Rhopalias sp.2 PM 0,0 0,0
4 | Rhopalias sp. 2 JAN 0,0 0,0 0,0
5 | Rhopalias sp. DI 2,4 2,4 2,4 2,4
6 | Ribeiroia sp. BH 7,7 7,7 7,7 7,7 6,9
7 | Ribeiroria sp. F 7,7 7,7 7,7 7,7 6,9 0,0
8 | Ribeiroia sp. RJ 7,7 7,7 7,7 7,7 6,9 0,0 0,0
9 | Cathaemasia hians AY761146 EUA 6,9 6,9 6,9 6,9 5,3 9,1 9,1 9,1
10 | Echinostoma caproni AJ564382 EG 14,7 14,7 14,7 14,7 14,1 16,8 16,8 16,8 16,8
11 | Echinostoma caproni ECU58098 MDG 14,4 14,4 14,4 14,4 13,9 16,3 16,3 16,3 16,6 0,3
12 | Echinostoma malayanum JF412730 THA 13,6 13,6 13,6 13,6 13,1 14,7 14,7 14,7 14,1 7,7 7,5
13 | Echinostoma miyagawai MH796365 CN 13,9 13,9 13,9 13,9 13,3 15,7 15,7 15,7 16,0 29 2,7 6,4
14 | Rhopalias coronatus MK982814 MX 0,8 0,8 0,8 0,8 1,8 72 7,2 72 6,4 14,1 13,9 13,1 13,3
15 | Rhopalias macracanthus MK982815 MX 7,4 7.4 7.4 7.4 5,5 9,8 9,8 9,8 8,0 17,3 17,1 16,5 160 74
16 | Rhopalias oochi MK982804 MX 0,8 0,8 0,8 0,8 1,8 72 7,2 72 6,4 14,1 13,9 13,1 133 0,0 7,4
17 | Ribeiroia marini AY761147 PR 8,0 8,0 8,0 8,0 7,2 0,5 0,5 0,5 9,3 16,5 16,0 14,4 15,5 7.4 10,1 7.4
18 | Ribeiroia ondatrae AY761142 EUA 8,8 8,8 8,8 8,8 8,0 1,1 1,1 1,1 9,9 16,8 16,3 14,7 15,7 8.2 10,9 8,2 1,1
19 | Ribeiroia sp. KF525784 AR 7,7 7,7 7,7 7,7 6,9 0,0 0,0 0,0 9,1 16,8 16,3 14,7 157 1712 9,8 7,2 0,5 1,1
20 | Fasciola gigantica AM850108 NG 12,4 12,4 12,4 124 11,1 13,7 13,7 13,7 11,1 154 15,1 13,7 15,0 12,1 14,3 12,1 14,3 14,7 13,7
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TABELA 12- Estimativas de divergéncia evolutiva (distancia p ndo-corrigida, expressa em porcentagem) entre o gene mitocondrial Nad-1 de
Rhopalias spp. obtidas no presente estudo (em negrito) e sequéncias de outros Echinostomatoidea disponiveis no GenBank

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

1 | Rhopalias sp. 1 BH
2 | Rhopalias sp. 1 BH 0,0
3 | Rhopalias sp. 2 JAN 89 83
4 | Rhopalias sp. 2 JAN 8.3 7,7 1,8
5 | Rophalias SP. 2 PM 8,4 84 24 21
6 | Rhopalias SP. 3 DI 99 99 98 99 99

Artyfechinostomum malayanum JF412731
7 | THA 25,8 21,9 28,7 28,0 259 229
8 | Drepanocephalus spathans KP053262 EUA 28,0 25,6 29,0 29,0 27,1 234 2973
9 | Drepanocephalus sp. KP053264 BR 29,0 27,6 29,5 302 27,7 269 328 134
10 | Echinoparyphium aconiatum AY 168945 F1 28,2 233 29,0 29,2 24,7 24,6 27,0 28,0 30,0
11 | Echinoparyphium sp. GQ463106 EUA 254 21,9 26,1 262 232 21,3 255 282 320 29,7
12 | Echinostoma miyagawai KY436400 NZ 26,4 22,7 274 262 238 23,1 220 242 270 242 242
13 | Echinostoma revolutum KP455633 THA 26,7 23,5 27,7 264 247 227 21,5 246 288 254 246 28,0
14 | Echinostoma paraulum KP065677 AL 252 21,9 27,7 264 247 208 202 267 282 272 267 28,0 234
15 | Echinostoma revolutum GQ463057 EUA 26,4 23,6 27,7 27,0 256 24,0 21,5 244 29,0 249 244 28,7 24,7 247
16 | Echinostoma robustum GQ463053 EUA 26,2 22,7 28,7 27,5 262 24,0 21,7 252 27,5 252 252 26,7 237 27,5 275
17 | Echinostoma sp. AF026285 AUS 244 21,0 251 252 226 193 253 30,0 31,0 29,2 30,0 30,2 21,4 209 232 244
18 | Echinostoma trivolvis AF025831 EUA 249 22,7 274 27,0 265 228 225 280 29,7 282 28,0 29,0 23,7 252 247 254 234
19 | Isthmiophora hortensis AB189981 JP 36,1 353 351 343 353 334 354 338 351 34,6 33,8 34,1 379 348 359 34,6 359 348
20 | Isthmiophora melis KU516829 LT 36,1 353 356 356 344 339 342 326 340 32,1 326 323 37,8 345 364 364 36,7 34,0 332
21 | Neopetasiger islandicus KT831342 CA 30,0 28,7 31,1 305 29,2 25,1 30,8 29,0 325 29,5 29,0 322 285 30,7 31,7 31,0 30,7 28,0 269 272
22 | Petasiger islandicus JQ425590 IS 30,0 28,7 31,1 30,7 292 263 298 285 31,7 29,0 28,5 31,2 28,7 31,0 322 30,7 302 27,5 269 272 285
23 | Petasiger sp.4 KM191817 CA 31,2 29,8 32,1 322 289 29,5 31,1 29,7 30,0 28,7 29,7 29,7 31,2 312 345 32,0 30,0 30,0 29,8 282 29,0 30,0
24 | Fasciola hepatica MF287675 BR 25,7 21,0 258 257 214 20,5 22,7 275 292 280 27,5 28,7 249 264 290 28,0 272 21,7 21,5 237 247 249 332
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TABELA 13- Estimativas de divergéncia evolutiva (distdncia p ndo-corrigida, expressa em porcentagem) entre o gene mitocondrial Cox [/ de
Rhopalias spp. obtidas no presente estudo (em negrito) e sequéncias de outros Echinostomatoidea disponiveis no GenBank

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
1 | Rhopalias sp. 1 BH
2 | Rhopalias sp. 2 JAN 7,3
3 | Rhopalias sp. 2 PM 7,9 1,3
4 | Drepanocephalus mexicanus KY 636229 MX 25,1 25,5 25,4
6 | Echinoparyphium sp. MH369310 CA 22,3 23,2 22,6 23,9
8 | Echinostoma trivolvis KM538091 CA 22,2 22,3 22,7 27,8 25,8
9 | Hypoderaeum conoideum KM538101 CA 24,0 25,1 24,2 26,8 27,1 18,2
10 | Rhopalias coronatus MK982772 MX 9,3 9,5 9,5 24,4 22,1 23,6 23,8
11 | Rhopalias coronatus MK982773 MX 9,3 9,5 9,5 24,4 22,1 23,6 23,8 21,8
12 | Rhopalias coronatus MK982774 MX 9,5 9,7 9,7 24,2 22,4 23,1 23,9 22,0 24,6
13 | Rhopalias macracanthus MK982783 MX 16,3 15,2 15,5 23,4 22,3 21,7 22,0 20,3 22,3 16,9
14 | Rhopalias macracanthus MK982784 MX 16,5 15,4 15,7 232 22,4 21,9 21,8 20,4 223 17,0 17,0
15 | Rhopalias macracanthus MK982785 MX 16,3 15,1 15,4 23,6 223 21,5 21,6 20,1 22,2 16,7 16,7 16,7
16 | Rhopalias oochi MK982780 MX 9,0 10,1 9,5 24,7 22,7 23,9 243 234 22,9 7,5 7,7 7,7 7,7
17 | Rhopalias oochi MK982781 MX 9,0 10,1 9,5 24,7 22,7 23,9 24,3 23,4 22,9 7,5 7,7 7,7 7,7 7,7
18 | Rhopalias oochi MK982782 MX 9,0 10,1 9,5 24,7 22,7 23,9 243 234 22,9 7,5 7,7 7,7 7,7 7,7 7,7
19 | Fasciola hepatica M93388.1 20,0 19,6 20,0 24,7 23,1 20,9 21,5 19,2 22,3 20,6 20,8 20,8 20,8 20,8 20,8 20,8
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TABELA 14- Estimativas de divergéncia evolutiva (distdncia p ndo-corrigida, expressa em porcentagem) entre o gene mitocondrial Cox [/ de
Ribeioria sp. obtidas no presente estudo (em negrito) e sequéncias de Ribeiroia ondatrae disponiveis no GenBank.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 Ribeiroia sp.
2 Ribeiroia ondatrae MW042977 EUA 12,3
3 Ribeiroia ondatrae MW042976 EUA 12,5 0,2
4 Ribeiroia ondatrae MW042975 EUA 12,5 0,2 0,0
5 Ribeiroia ondatrae MW 042974 EUA 12,5 0,2 0,0 0,0
6 Ribeiroia ondatrae MW042973 EUA 12,3 0,0 0,2 0,2 0,2
7 Ribeiroia ondatrae MW042972 EUA 12,3 0,0 0,2 0,2 0,2 0,0
8 Ribeiroia ondatrae MW042971 EUA 12,3 0,0 0,2 0,2 0,2 0,0 0,0
9 Ribeiroia ondatrae MW 042970 EUA 12,3 0,0 0,2 0,2 0,2 0,0 0,0 0,0
10 | Fasciola hepatica AP017707 15,0 14,7 15,0 15,0 15,0 14,7 14,7 14,7 14,7
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TABELA 15- Estimativas de divergéncia evolutiva (distancia p ndo-corrigida, expressa em porcentagem) entre o gene nuclear 28S das
xifidiocercarias obtidas no presente estudo (em negrito) e sequéncias de outros Plagiorchioidea disponiveis no GenBank

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
1 Haematoloechus sp.
2 | Magnivitellinum sp. 12,5
3 | Haematoloechidae gen. sp. 94 133
4 | Plagiorchioidea gen. sp. 9,5 11,3 103
5 | Renifer sp. 9,5 124 114 89
6 | Dasymetra nicolli AF433672 EUA 8,9 114 103 8,4 1,7
Glypthelmins brownorumae
7 | AY875674 MX 12,0 149 11,6 11,3 12,1 135
Glypthelmins tuxtlasensis AY278047
8 | MX 11,5 141 114 10,7 11,6 13,1 133
Haematoloechus abbreviatus
9 | AF184251 UC 2,2 12,0 85 8,8 9,2 11,5 11,5 11,8
Haematoloechus asper AF151934
10 | UC 79 126 89 93 91 119 120 11,7 12,0
Haematoloechus breviplexus
11 | AF387800 EUA 44 132 92 93 102 124 124 124 12,7 126
Haematoloechus complexus
12 | AF387797 EUA 38 13,6 11,1 10,7 11,2 134 134 135 134 13,6 9,1
13 | Infidum infidum MW317230 BR 89 11,0 102 73 66 109 11,0 11,1 11,1 11,1 6,9 7,0
14 | Infidum similis KU726885 MX 94 11,1 10,7 7,7 67 112 11,3 114 114 114 72 70 76
15 | Lechriorchis tygarti JF820603 EUA 9,0 11,3 10,5 82 14 11,3 11,5 11,3 11,0 11,5 7,1 70 84 84
Magnivitellinum saltaensis MN7443 1
16 | AR 124 03 136 115 120 81 80 &1 79 &1 11,3 10,7 12,0 12,0 12,0
Magnivitellinum saltaensis
17 | MN744313 AR 124 03 136 115 120 81 80 &1 79 &1 11,3 10,7 120 120 120 10,8
Magnivitellinum simplex KU535678
18 | MX 129 1,3 135 11,7 126 86 84 86 79 86 114 108 120 120 11,9 109 109
Magnivitellinum simplex KU535683
19 | MX 130 1,6 139 118 12,7 86 85 86 80 86 114 11,0 12,1 12,1 12,0 109 109 114
Metaleptophallus gracillimus
20 | AF151912UC 1,8 85 11,8 102 118 81 83 86 81 83 93 89 11,3 11,3 11,2 92 87 94 110
21 | Neoglyphe locellus AF300330 UC 90 109 89 75 91 101 10,1 104 102 103 6,6 62 85 85 87 57 60 63 84 112
Ochetosoma  kansense  AF433671
22 | EUA 87 11,1 102 78 1,0 11,0 11,1 11,0 108 11,1 67 6,7 83 83 86 66 63 69 08 108 107
23 | Opisthioglyphe ranae AF151929 UC 8,5 10,7 93 72 65 101 103 104 10,0 103 61 61 69 69 63 54 54 59 54 11,0 10,8 11,1



24
25
26
27
28
29

30

Plagiorchis neomidis KJ533397 ESK

Plagiorchis vespertilionis AF151931

ucC

Rauschiella tineri AY875677 MX

Renifer aniarum HQ665459 EUA

Renifer aniarum HQ665460 IT

Renifer kansensis LC557511 JP

Rubenstrema
AY222275 BGR

exasperatum

10,3
10,2
9,4
9,1
9,1
8,7

9,0

10,7
10,3
9,5

10,4
104
10,2

8,9

8,9
8,2
7.8
8,2
8,2
7.8

7,5

94
9,2
93
1,8
1.8
1,0

9.2

118
11,6
10,8
112
112
11,0

9,9

11,7
11,5
11,0
113
113
10,8

10,0

8.2
74
6,2
7.0
7,0
6,7

6,6

8.1
7.6
72
6,9
6.9
6,7

6.2

9.2
8,9
9,1
7,9
79
8,3

8,6

9.2
8,9
9,1
7,9
7,9
8,3

8,6

9,2
9,1
9,1
8,5
8,5
8,6

8,7

7,7
6,8
6,7
6,9
6,9
6,6

5.7

7.6
6.8
6.4
6,6
6,6
6,3

6,0

8,2
7.3
6,7
7.2
72
6,9

6.3

8,7
8.4
8,3

1,5
0,8

8,5

12,7
12,0
11,5
10,6
10,6
10,5

10,5

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

6,7

11,1
11,1
10,7

10,7

10,7
104 8,0

106 8.6

266

8,7
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TABELA 16- Estimativas de divergéncia evolutiva (distancia p ndo-corrigida, expressa em porcentagem) entre sequéncias parciais da regido
transcrita interna (ITS1-5.8S-1TS2) das xifidiocercarias obtidas no presente estudo (em negrito) e sequéncias de outros Plagiorchioidea disponiveis
no GenBank

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
1 | Haematoloechus sp.
2 | Haematoloechidae gen. sp. 9,5
3 | Plagiorchioidea gen. sp. 14,1 16,1
4 | Renifer sp. 142 16,5 16,0
Alloglossidium progeneticum MHO041382
5 | EUA 158 156 16,8 149
6 | Aptorchis aequalis EF014729 AUS 12,6 15,6 14,0 154 155
7 | Aptorchis aequalis EU334369 AUS 12,6 156 140 154 155 0,0
8 | Choanocotyle hobbsi EU196356 AUS 12,8 154 12,7 140 154 42 4,2
Haematoloechus abbreviatus AF316156
9 |UC 2,8 10,0 134 144 154 12,0 12,0 124
10 | Haematoloechus asper AF316164 UC 9,6 13,9 152 142 162 142 142 14,1 9.2
Haematoloechus breviplexus AF387796
11 | EUA 4,1 11,1 13,7 13,8 16,0 12,8 12,8 12,6 49 9,1
Haematoloechus complexus AF316155
12 | EUA 2,9 11,0 148 13,8 159 13,1 13,1 13,7 4,7 10,9 5,6
13 | Lechriorchis tygarti JF820600 EUA 143 16,0 157 2,0 153 15,5 155 142 14,6 143 13,8 14,0
14 | Lechriorchis tygarti JF820601 EUA 143 16,0 158 2,0 153 15,5 155 143 14,6 144 138 140 14,0
15 | Macroderoides sp. HQ680850 EUA 104 12,8 11,8 13,0 154 11,7 11,7 108 10,6 11,9 10,1 11,4 114 10,6
16 | Macroderoides spiniferus EU850403 EUA 10,0 12,8 12,1 12,8 152 11,6 11,6 11,1 10,6 11,7 10,0 11,3 11,1 10,5 10,3
17 | Macroderoides texanus EU850398 EUA 10,0 12,8 11,9 129 154 11,8 11,8 11,0 10,6 11,8 10,2 11,3 11,0 10,7 104 10,6
Paramacroderoides echinus MH041375
18 | EUA 11,0 13,3 14,0 145 157 12,6 126 12,5 11,2 130 109 11,8 126 11,8 11,8 114 143
Paramacroderoides kinsellai HM137664
19 | EUA 11,1 13,3 140 145 159 128 128 126 11,3 13,1 109 11,9 12,7 11,8 11,9 11,3 143 143
20 | Renifer aniarum HQ665459 EUA 13,5 156 154 1,7 150 144 144 134 13,7 13,5 129 13,1 13,1 134 130 13,1 14 1,4 12,6
21 | Skrjabinoeces similis AF316168 UC 8,4 10,3 144 13,0 15,5 13,7 13,7 13,0 838 104 8,7 9,4 9,3 9,3 8,9 9,1 13,0 13,0 11,2 10,6
22 | Telorchis bonnerensis JF820593 EUA 13,3 14,7 157 83 151 13,9 13,9 12,5 129 13,7 122 132 140 129 129 12,6 382 8,2 11,7 11,5 11,5
23 | Philophthalmus gralli JQ627832 PE 253 26,1 26,0 255 239 245 245 245 249 249 244 254 26,0 25,1 256 247 255 256 257 258 257 250
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TABELA 17- Estimativas de divergéncia evolutiva (distancia p ndo-corrigida, expressa em porcentagem) entre sequéncias parciais do gene nuclear
Cox-1 de Renifer sp. obtida no presente estudo (em negrito) e sequéncias de outros representantes de Plagiorchioidea disponiveis no GenBank

1 2 3 4 5 6 7 8
1 | Renifer sp.
2 | Paralechriorchis syntomentera MW042982 EUA 8,6
3| Paralechriorchis syntomentera MW042981 EUA 8,6 0,0
4 | Paralechriorchis syntomentera MW042980 EUA 8,6 0,0 0,0
5| Paralechriorchis syntomentera MW042979 EUA 8,6 0,0 0,0 0,0
6 | Paralechriorchis cf. syntomentera MW042997 EUA 9,6 10,2 10,2 10,2 10,2
7 | Paralechriorchis cf. syntomentera MW042996 EUA 9,6 10,2 10,2 10,2 10,2 0,0
8 | Plagiorchis sp. LC599793 JP 17,0 16,1 16,1 16,1 16,1 14,1 14,1
9 | Philophthalmus lucipetus KX672828 PT 26,1 26,1 26,1 26,1 26,1 229 229 212
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TABELA 18- Estimativas de divergéncia evolutiva (distancia p ndo-corrigida, expressa em porcentagem) entre o gene nuclear 28S das amostras
de Crassiphiala sp. obtidas no presente estudo (em negrito) e sequéncias de outros Plagiorchioidea disponiveis no GenBank

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

1 Crassiphiala sp.
2 | Alaria alata AF184263 EUA 6,5
3 | Alaria mustelae JF820605 EUA 6,1 1,2
4 | Austrodiplostomum mordax MH373582 MX 6,4 5,7 5,1

Austrodiplostomum  ostrowskiae  KT728780
5 | EUA 6,6 5,6 5,1 1,1
6 | Bolbophorus damnificus AF470570 EUA 7,4 6,2 5,8 7,3 7,5
7 | Crassiphiala sp. Lineage 1 MN200253 EUA L1 5,7 52 5.8 6,1 6,9
8 | Crassiphiala sp. Lineage 2 MN200254 EUA 0,2 6,3 5,8 6,1 6,4 7,1 0,9
9 | Crassiphiala sp. Lineage 3 MN200257 EUA 0,4 6,4 6,0 6,3 6,5 7.3 1,1 0,2
10 | Crassiphiala sp. Lineage 4 MN200258 BR 2,4 5,4 5,0 5,7 6,2 5,7 2,2 2,2 2,4
11 | Crassiphiala sp. Lineage 4 MN200260 BR 2,4 5,5 5,1 5,7 6,2 5,7 2,2 2,2 2,4 0,0
12 | Crassiphiala sp. Lineage 5 MN200261 BR 0,0 6,3 5,8 6,3 6,4 7,1 1,1 0,2 0,4 2,3 2,3
13 | Diplostomum pseudospathaceum KR269766 CT 6,2 3,9 4,0 4,6 4,7 6,7 52 5,7 5.8 5,1 5,1 5.8
14 | Diplostomum spathaceum KR269765 CT 5,9 4,0 3,9 4,5 4,6 6,6 4,9 5,4 5,6 4,8 4.8 5,6 0,2
15 | Hysteromorpha triloba MF398336 MX 58 4,7 4.4 5,9 5,8 6,4 5,5 5,5 5,7 4,7 4,7 5,5 4,7 4,7
16 | Neodiplostomum americanum KY851307 EUA 7,9 53 5,4 7,1 7,0 7,9 7,4 7,7 7,8 7,0 7,0 7,6 6,2 6,1 5,6

Posthodiplostomum brevicaudatum KX931426
17 | CT 6,5 6,5 6,2 6,5 6,6 6,2 6,1 6,3 6,4 5,6 5,6 6,3 7,0 7,0 6,5 8,2
18 | Posthodiplostomum sp. MF398331 MX 5,5 5,4 52 5.4 5,7 5,6 52 53 53 4,9 5,0 53 6,0 6,1 5,6 6,8 2,5
19 | Tylodelphys immer MH521252 CA 7,1 52 4.8 2,0 1,9 7,2 6,1 6,7 6,9 6,1 6,1 6,9 5,0 5,1 6,1 6,9 6,4 5,5
20 | Uvulifer sp. 4 MK604825 AS 2,9 5,6 5,0 5.8 6,2 6,3 2,6 2,7 2,9 2,2 2,2 2,8 5,0 4,9 5.4 7,0 5.8 52 6,0
21 | Uvulifer sp. MF398332 MX 3,0 52 4,8 5,9 59 5,7 2,7 2,7 2,9 2,2 2,2 2,9 4,9 4,7 4,9 6,5 5.4 4,9 6,0 1,4
22 | Uvulifer spinatus MF568582 MX 3,1 5,2 4,8 6,0 6,0 5,7 2,8 2,8 3,0 2,3 2,3 3,0 5,0 4,7 4,9 6,5 5,5 5,0 6,1 1,4 0,1
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TABELA 19- Estimativas de divergéncia evolutiva (distancia p ndo-corrigida, expressa em porcentagem) entre o gene nuclear [TS1-5.8S-ITS2
das amostras de Crassiphiala sp. obtidas no presente estudo (em negrito) e sequéncias de outros Plagiorchioidea disponiveis no GenBank

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
1 | Crassiphiala sp. (Cercaria)
Crassiphiala sp.
2 | (Metacercaria) 0,1
Alaria americana MH521246
3 |CA 148 14,8
Alaria  mustelae  JF820609
4 | EUA 14,1 141 3,1
Austrodiplostomum
5 | ostrowskiae KT728776 EUA 163 163 106 11,3
Austrodiplostomum
6 | ostrowskiae KT728782 EUA 163 16,3 10,6 11,3 0,0
Diplostomum baeri AY 123042
7 | EUA 15,7 157 89 9,0 11,6 11,6
Diplostomum mergi JX494233
8 | DK 168 16,8 9,5 9.4 1,5 11,5 35
Diplostomum phoxini
9 | MT990746 FI 16,5 16,5 93 9,8 11,9 119 1.2 3,6
Diplostomum
pseudospathaceum
10 | MG780487 CN 164 164 9,7 10,0 11,9 119 22 4,1 2,2
Hysteromorpha triloba
11 | JE769486 CA 154 154 13,0 12,8 150 150 133 13,6 13,6 13,1
Hysteromorpha triloba
12 | MG649487 MX 166 16,6 13,5 133 154 154 134 139 13,7 133 0,0
Neodiplostomum cf. cratera
13 | OL799074 EUA 152 152 10,1 10,2 13,0 13,0 103 11,0 108 11,0 144 145
Neodiplostomum cf. lucidum
14 | OL799077 EUA 150 150 103 103 13,1 13,1 104 112 11,0 11,1 145 146 0,
Neodiplostomum cf. lucidum
15 | OL799078 EUA 151 151 102 102 13,0 13,0 103 11,1 10,9 11,0 144 145 0,0 0,1
Neodiplostomum sp.
16 | OL799096 EUA 155 156 102 104 129 129 10,7 109 11,0 108 142 146 47 48 47
Pharyngostomum  cordatum
17 | KJ137229 CN 16,5 16,5 11,8 11,6 148 148 120 122 128 124 153 156 64 65 64 6,1
Pharyngostomum  cordatum
18 | KJ137230 CN 16,6 16,6 11,9 11,7 149 149 12,0 122 12,8 124 154 157 64 65 64 59 08
Pharyngostomum  cordatum
19 | KJ137231 CN 16,5 16,5 122 12,1 151 151 122 125 130 126 156 159 6,6 6,7 66 64 1,0 04
Posthodiplostomum — nanum
20 | MH358392 BR 148 148 162 163 176 176 178 175 181 178 187 198 175 174 175 171 175 17,6 178
Posthodiplostomum  sp. 6
21 | HM064960 CA 135 13,5 147 152 17,5 175 159 164 162 160 175 18,7 155 154 155 155 16,6 168 17,0 38,0



22

23

24

25

26

27
28

Tylodelphys aztecae
KT175371 MX

Tylodelphys cerebralis
KX817188 IN

Uvulifer  sp. Lineage 1
MF568658 MX

Uvulifer  sp. Lineage 2
MF568635 MX

Uvulifer  sp. Lineage 3

MF568647 MX

Uvulifer spinatus MF568654
MX

Strigeidae sp. AY245711

16,8
172
74
6,5
6.9

7,7
16,6

16,8

152
16,5

12,9
14,4

13,5
15,7

12,6
132
14,0
13,0
14,5

13,6
15,6

14,7

15,1
159

42
44 24

54 53 49
142 148 156

271

16,3
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TABELA 20- Estimativas de divergéncia evolutiva (distincia p ndo-corrigida, expressa em porcentagem) entre sequéncias parciais do gene
mitocondrial Cox-1 (reigido pos barcode) das amostras de Crassiphiala sp. obtidas no presente estudo (em negrito) e sequéncias de outros
Diplostomidae disponiveis no GenBank

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
1 | Crassiphiala sp. C
2 | Crassiphiala sp. M 0,0
3 | Crassiphiala Linagem 2 EUA 7.4 6,4
4 | Crassiphiala Linagem 5 BR 2,3 1,5 5,8
5 | Uvulifer sp. MF568661 MX 10,2 9,5 11,9 10,3
6 | Uvulifer sp. MF568664 MX 10,2 9,5 11,9 10,3 0,0
10 | Uvulifer sp. MF568667 CR 11,3 10,8 11,6 10,6 1,3 1,3
11 | Uvulifer sp. MF568665 NC 11,3 10,8 11,6 10,6 1,3 1,3 1,3
12 | Uvulifer spinatus MF568677 MX 11,1 11,1 12,5 10,6 9,9 9,9 9,9 9,9
13 | Uvulifer spinatus MF568676 MX 11,3 11,4 12,5 10,6 9,7 9,7 9,7 9,7 9,1
14 | Uvulifer spinatus MF615998 MX 12,9 12,3 11,9 13,2 9,4 9,4 9,4 9,4 9,1 9,1
15 | Uvulifer sp. MF568660 MX 14,3 14,5 16,4 14,8 13,4 13,4 134 134 134 134 13,4
16 | Uvulifer sp. Lineage 1 MF568659 MX 14,3 14,5 16,4 14,8 134 13,4 13,4 13,4 13,4 134 13,4 13,4
17 | Posthodiplostomum sp. KF738453 IN 15,2 14,8 16,7 15,6 16,9 16,9 16,9 16,9 17,5 17,5 17,5 17,5 17,8
18 | Bolbophorus damnificus AF470597 EUA 15,7 14,8 15,8 14,5 15,3 15,3 15,3 15,3 16,2 16,2 16,2 16,2 15,6 15,6
19 | Bolbophorus sp. AF470563 EUA 15,1 14,5 15,4 15,8 13,7 13,7 13,7 13,7 13,7 13,7 13,7 13,7 15,1 15,1 15,1
20 | Alaria alata HM022223 AL 154 15,1 16,1 14,8 13,7 13,7 13,7 13,7 13,4 134 134 134 15,3 15,3 15,3 15,3
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TABELA 21- Estimativas de divergéncia evolutiva (distincia p ndo-corrigida, expressa em porcentagem) entre sequéncias parciais do gene
mitocondrial Cox-1 (regido barcode) das amostras de Crassiphiala sp. obtidas no presente estudo (em negrito) e sequéncias de outros Diplostomidae
disponiveis no GenBank

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
1 | Crassiphiala sp. MN179323 BR
2 | Crassiphiala sp. Lineage 1 MN193951 EUA 14,8
3 | Crassiphiala sp. Lineage 2 MN193953 EUA 12,3 11,8
4 | Crassiphiala sp. Lineage 2 MN193952 EUA 12,8 11,7 0,2
5 | Crassiphiala sp. Lineage 3 MN193956 EUA 153 16,1 12,7 13,0
6 | Crassiphiala sp. Lineage 4 MN193958 EUA 17,3 148 153 158 19,5
7 | Crassiphiala sp. Lineage 5 MN193959 BR 33 139 10,7 11,0 12,7 159
8 | Crassiphiala sp. Lineage 5 MN193960 BR 3,5 13,9 109 11,2 13,0 16,1 0,5
9 | Uvulifer weberi MK871335 BR 16,9 154 164 17,0 17,0 150 148 150
10 | Uvulifer prosocotyle MK871334 BR 16,7 16,0 153 16,5 159 132 152 154 93
11 | Uvulifer prosocotyle HM064721 CA 16,7 16,0 153 16,5 159 132 152 154 93 0,0
12 | Ornithodiplostomum sp. 8 MH368944 CA 19,7 186 17,6 194 21,3 204 192 192 18,6 188 188
13 | Ornithodiplostomum sp. 3 MF124280 CA 20,3 18,6 18,1 20,0 21,1 200 196 200 17,8 189 189 11,6
14 | Ornithodiplostomum scardinii KX931425 CT 199 18,6 172 18,7 202 196 192 192 17,6 18,7 187 11,2 11,5
15 | Posthodiplostomum centrarchi MH581291 CA 189 189 18,7 189 200 183 18,7 189 16,5 169 169 16,5 16,1 155
16 | Posthodiplostomum nanum MH355582 BR 20,5 203 17,1 185 20,7 188 202 203 19,6 19,0 19,0 16,6 164 162 16,5
17 | Mesoophorodiplostomum pricei HM064863 CA 21,3 19,1 17,5 192 204 202 202 208 188 19,0 19,0 17,0 16,1 17,3 156 15,1
18 | Posthodiplostomum sp. 7 HM064865 CA 203 19,7 17,2 183 20,5 192 187 189 194 21,6 21,6 168 17,6 16,7 173 17,7 175
19 | Apharyngostrigea cornu JX977778 MX 189 169 152 16,0 19,1 184 193 19,5 180 16,7 16,7 21,8 212 214 197 206 20,8 19,7
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TABELA 22- Estimativas de divergéncia evolutiva (distancia p ndo-corrigida, expressa em porcentagem) entre sequéncias parciais do gene nuclear
28S da sequéncia de Diplostomidae gen. sp. obtida no presente estudo (em negrito) e sequéncias de outros Diplostomidae disponiveis no GenBank

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
1 Diplostomidae gen. sp.
2 Alaria alata AF184263 UC 4,1
3 | Alaria mustelae JF820607 EUA 3,5 1,3
4 Australapatemon sp. MF124269 CA 6,4 5.9 6,0
5 Austrodiplostomum compactum MH373586 BR 5,5 5,6 52 6,4
6 Bolbophorus damnificus AF470570 EUA 5,9 6,4 5,8 7,4 7,0
7 Braunina cordiformis KM258670 AR 138 13,6 138 14,5 143 14,6
8 Cardiocephaloides longicollis MN820662 UC 4.6 4.4 4,1 6,4 5,9 5,5 53
9 Cardiocephaloides physalis MN820665 CL 52 5,0 4,6 6,8 6,3 6,0 5,6 7.4
10 | Codonocephalus urniger MN250790 UC 5,7 52 5,1 6,1 6,2 6,2 6,5 7,3 7,5
11 | Cotylurus cornutus KY513180 NO 5,8 5,6 53 6,1 64 67 6,5 74 74 74
12 | Cotylurus marcogliesei MH521248 CA 5,8 5,6 53 6,1 6,2 6,6 6,4 7,3 7,3 7,2 6,5
13 | Crassiphiala sp. Lineage 2 MN200256 EUA 53 6,1 5,7 7,0 6,4 6,6 52 7,1 7,0 6,3 6,8 144
14 | Crassiphiala sp. Lineage | MN200252 EUA 52 5,5 5,1 6,5 5,9 6,1 4,7 6,6 6,7 6,0 6,5 142 50
15 | Crassiphiala sp. Lineage 3 MN200257 EUA 5,7 6,4 60 74 68 6,8 5,5 7,5 74 65 7,1 143 56 62
16 | Crassiphiala sp. Lineage 4 MN200260 EUA 50 57 53 6,2 5,7 6,0 48 6,7 6,6 6,1 5,7 148 48 56 62
17 | Crassiphiala sp. Lineage 5 MN200261 BR 5,6 6,3 59 7,0 64 68 54 72 7,1 64 70 147 56 62 7,1 7.3
18 | Cyathocotyle bushiensis MK650440 EUA 147 143 14,1 148 146 145 13,6 151 146 156 153 7,7 15,1 153 150 152 149
21 | Neodiplostomum americanum KY851307 EUA 5,4 5,5 5,6 6,4 6,5 6,4 6,4 7,0 6,9 7,1 8,0 149 64 7,2 6,7 7,3 7,0 7,5
22 | Neodiplostomum cf. cratera OL799099 EUA 2,2 32 3,1 5,1 48 43 4,6 60 60 45 58 141 37 40 54 56 55 53 52
23 | Neodiplostomum cf. lucidum OL799102 EUA 2,2 32 3,1 5,1 48 43 4,6 60 60 45 5,8 14,1 3,7 40 54 56 55 53 52 54
24 | Neodiplostomum microcotyle OL799079 EUA 2,6 3,6 3,6 54 52 47 5,0 64 64 51 6,0 145 40 44 56 56 55 5.8 55 6,1 53
25 | Neodiplostomum reflexum OL799091 EUA 22 32 3,1 5,1 4.8 43 4,6 6,0 6,0 4,5 5,8 14,1 3,7 4,0 5,4 5,6 5,5 53 52 54 49 55
26 | Neodiplostomum sp. OL799096 EUA 24 36 33 5,7 53 4,8 5,0 6,5 6,5 54 60 146 3,7 41 56 57 5,5 56 51 58 51 57 148
27 | Neodiplostomum vaucheri OL799108 EUA 24 35 34 55 5,1 46 47 64 64 51 5,9 142 36 43 54 53 5,3 5,3 50 56 48 55 145 142
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TABELA 23- Estimativas de divergéncia evolutiva (distancia p ndo-corrigida, expressa em porcentagem) entre sequéncias parciais da regido
transcrita interna (ITS1-5.8S-ITS2) da sequéncia de Diplostomidae gen. sp. obtida no presente estudo (em negrito) e sequéncias de outros
Diplostomidae disponiveis no GenBank

1 | Diplostomidae gen. sp.
2 | Crassiphiala sp. BR 17,6
3 | Hysteromorpha triloba HM064926 CA 14,7 13,5
4 | Hysteromorpha triloba HM064927 MX 14,7 13,5 13,5
S | Hysteromorpha triloba JF769486 CA 143 13,0 12,9 13,1
6 | Hysteromorpha triloba MG649487 MX 14,7 13,5 13,4 134 175
Neodiplostomum cf. cratera OL799074
7 | EUA 9,2 10,0 10,4 9,5 14,5 13,7
Neodiplostomum cf. lucidum OL799077
8 | EUA 9,3 10,1 10,5 9,6 146 13,8 15,6
Neodiplostomum cf. lucidum OL799078
9 | EUA 9,2 10,0 104 9,5 14,5 13,7 15,5 13,7
10 | Neodiplostomum sp. OL799096 EUA 9,3 10,5 10,8 9,6 144 13,5 154 139 139
Ornithodiplostomum scardinii MW001051
11 | DK 174 14,5 14,7 13,6 148 14,0 158 17,3 17,3 173
12 | Parastrigea cincta JX977817 MX 17,1 143 14,0 13,1 6,8 7,0 7,2 17,5 17,5 17,5 17,5
13 | Parastrigea diovadena JX977809 MX 17,3 14,7 144 13,5 6,7 7,0 7,3 17,4 174 174 174 183
14 | Parastrigea plataleae JX977836 MX 17,2 147 144 135 7,1 7,2 7,7 17,6 176 17,6 17,6 182 18,2
15 | Parastrigea robusta MF537208 AL 17,0 13,6 13,8 12,1 6,0 60 7,6 17,5 17,5 17,5 17,5 168 168 156
16 | Pharyngostomum cordatum KJ137229 CN 10,4 11,7 11,8 11,2 149 144 16,1 155 155 155 155 158 158 12,1 123
17 | Pharyngostomum cordatum KJ137230 CN 10,2 11,8 11,9 11,3 153 148 164 156 156 156 156 16,1 16,1 12,1 123 12,7
18 | Pharyngostomum cordatum KJ137231 CN 10,6 12,1 12,2 11,6 155 150 16,6 158 158 158 158 16,3 16,3 124 12,7 13,0 129
19 | Posthodiplostomum nanum MH358392 BR 18,3 16,0 16,5 144 16,1 16,1 173 178 178 178 17,8 194 194 17,5 17,5 17,8 17,5 14,7
20 | Posthodiplostomum sp.6 HM064960 CA 17,0 14,1 14,7 13,1 16,0 148 16,9 17,2 172 172 172 17,8 17,8 155 157 157 155 124 184
21 | Strigeidae sp. AY245711 ISR 17,3 14,1 142 129 29 28 03 174 174 174 174 183 183 16,2 16,6 164 16,8 16,2 182 182
22 | Tylodelphys aztecae KT175371 MX 159 11,5 11,7 108 160 147 170 60 60 60 6,0 179 179 112 11,7 114 11,6 159 157 157 156
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TABELA 24- Estimativas de divergéncia evolutiva (distdncia p ndo-corrigida, expressa em porcentagem) entre sequéncias parciais do gene
mitocondrial Cox-/ da sequéncia de Diplostomidae gen. sp. obtida no presente estudo (em negrito) e sequéncias de outros Diplostomidae
disponiveis no GenBank

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
1 | Diplostomidae gen. sp.
2 | Alaria americana MH536507 CA 19.4
3 | Alaria americana MH581265 CA 19,4 0,0
4 | Alaria mustelae MH581269 CA 19,6 10,9 10,9
5 | Alaria sp. 2 JF904532 EUA 17,6 9,7 9,7 10,7
6 | Bolbophorus sp. 3 MK605690 AS 20,2 18,0 18,0 19,6 17,6
7 | Cardiocephaloides physalis MW365508 AS 17,0 16,2 16,2 162 158 16,0
8 | Diplostomum spathaceum MZ323276 UC 17,2 139 13,9 149 149 156 16,2
9 | Dolichorchis lacombeensis MZ323298 BR 18,8 158 158 174 152 19,8 16,6 158
10 | Neodiplostomum americanum KY851304 EUA 17,6 139 13,9 13,1 133 17,6 158 147 152
11 | Neodiplostomum cf. cratera OL770020 EUA 17,6 13,7 13,7 13,9 14,1 182 158 13,5 17,0 147
12 | Neodiplostomum cf. lucidum OL770032 EUA 17,8 143 143 13,5 150 18,2 16,2 13,7 16,8 150 2,0
13 | Neodiplostomum banghami OL770054 EUA 190 11,3 11,3 11,7 13,1 16,8 149 149 16,2 11,3 12,7 129
14 | Neodiplostomum microcotyle OL770044 BR 17,6 133 13,3 133 13,5 194 164 145 16,8 143 109 11,1 129
15 | Neodiplostomum sp. OL770068 EUA 156 139 139 133 129 172 141 147 174 129 105 109 10,3 10,7
16 | Neodiplostomum vaucheri OL770065 EC 17,6 12,3 12,3 12,7 123 174 145 154 152 125 9,1 93 11,3 10,7 8,9
17 | Sphincterodiplostomum musculosum MW410855 BR 240 17,8 17,8 184 198 236 20,6 192 188 20,0 17,0 174 19,0 192 194 18,0
18 | Tylodelphys immer MH536513 CA 18,2 149 149 147 145 16,8 150 14,1 172 147 143 14,7 13,7 13,7 129 13,3 20,0
19 | Hysteromorpha triloba JF769473 CA 20,9 14,0 14,0 150 13,7 190 17,1 144 173 154 14,0 13,7 144 150 129 148 17,8 150
20 | Apharyngostrigea pipientis MT943786 AR 196 188 188 184 180 190 162 180 20,0 16,8 182 184 17,6 172 147 154 228 17,6 19,2




277

TABELA 25- Estimativas de divergéncia evolutiva (distancia p ndo-corrigida, expressa em porcentagem) entre sequéncias parciais da regido
transcrita interna (ITS) das amostras de Apharyngostrigea pipientis obtidas no presente estudo (em negrito) e sequéncias de outros Strigeidae
disponiveis no GenBank

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

1 | Apharyngostrigea pipientis
2 | Apatemon fuligulae MW244656 PL 7,0
3 | Apharyngostrigea pipientis MT974151 BR 0,0 7,0
4 | Apharyngostrigea pipientis HM064966 CA 0,1 6,8 0,1
5 | Apharyngostrigea cornu JX977837 MX 0,0 7,0 0,0 0,1
6 | Apharyngostrigea cornu JX977838 MX 0,0 7,0 0,0 0,1 0,0
7 | Apharyngostrigea cornu JX977839 MX 0,0 7,0 0,0 0,1 0,0 0,0
8 | Apharyngostrigea cornu JX977840 CA 02 70 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2
9 | Apharyngostrigea simplex MK510081 AR 5,3 9,9 5,3 3,0 4,5 4.5 4.5 4,5
10 | Apharyngostrigea sp. MN179273 BR 2,8 81 29 2.8 3,0 3,0 3,0 3,0 3,1
11 | Australapatemon burti KY207626 CA 7,5 1,0 7,5 6,9 7,5 7,5 7,5 7,5 9,9 8,7

Australapatemon niewiadomski KT334175
12 |NZ 6,6 1,3 6,6 6,7 6,6 6,6 6,6 6,5 9,5 7,7 1,4
13 | Australapatemon sp. MW001127 DK 6,1 44 6,2 5,8 6,6 6,6 6,6 6,4 10,5 7,8 4,3 3,8
14 | Cotylurus sp. MT276343 AR 15,5 158 158 14,5 15,8 158 158 157 180 17,0 16,4 13,6 152
15 | Parastrigea brasiliana MT276343 MX 14 72 1,5 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 3,5 3,0 7,7 6,6 6,9 15,8
16 | Parastrigea brasiliana MZ614718 MX 14 72 1,5 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 3,5 3,0 7,7 6,6 6,9 15,8 0,0
17 | Parastrigea cincta JX977817 MX 6,6 9,0 6,7 7,0 6,6 6,6 6,6 6,8 8,8 7,2 9,2 8,2 8,6 16,9 74 7,4
18 | Parastrigea diovadena JX977815 MX 6,5 93 6,6 7,0 6,5 6,5 6,5 6,7 8,9 7,3 9,5 8,6 8,8 17,2 17,5 7,5 0,6
19 | Parastrigea plataleae JX977836 MX 6,9 92 6,9 7,2 6,9 6,9 6,9 7,1 9,1 7,8 9,4 8,4 8,5 17,2 17,5 7,5 1,2 1,3
20 | Strigea robusta MF537205 AL 56 92 5,9 6,0 6,0 6,0 6,0 6,2 9,8 6,9 9,6 8,4 7,6 16,2 6,6 6,6 7,1 7,1 7,4
21 | Tylodelphys aztecae KT175385 MX 155 156 156 149 157 157 157 158 186 162 16,0 150 153 169 159 159 164 16,7 171 17,3
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TABELA 26- Estimativas de divergéncia evolutiva (distincia p ndo-corrigida, expressa em porcentagem) entre sequéncias parciais do gene
mitocondrial Cox-1/ (regido barcode) das amostras de Apharyngostrigea pipientis obtidas no presente estudo (em negrito) e sequéncias de outros
Diplostomidae disponiveis no GenBank

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
1 | Apharyngostrigea pipientis
2 | Apatemon sp. HM064636 CA 14,5
Apatemon sp. 3 HMO064644
3 |CA 143 104
Apharyngostrigea  pipientis
4 | HM064883 CA 0,0 146 144
Apharyngostrigea  pipientis
5 | HM064884 CA 1,4 148 145 14
Apharyngostrigea  pipientis
6 | HM064885 CA 1.4 148 145 14 0,0
Apharyngostrigea  pipientis
7 | HM064886 CA 0,2 148 145 02 1,2 1,2
Apharyngostrigea  pipientis
8 | MT943784 CA 1,5 140 143 15 0,0 0,0 1,3
Apharyngostrigea  pipientis
9 | HM064887 CA 0,0 146 143 0,0 1,4 1.4 0,2 1,5
Apharyngostrigea  pipientis
10 | MT943772 TZA 0,7 150 150 07 1,7 1,7 0,5 1,8 0,7
Apharyngostrigea  pipientis
11 | MT943785 AR 0,0 145 143 0,0 1,4 1.4 0,2 1,5 0,0 0,7
Apharyngostrigea cornu
12 | JX977778 MX 0,3 140 142 03 1,1 1,1 0,0 1,1 0,3 0,5 0,3
Apharyngostrigea cornu
13 | JX977779 MX 0,0 13,7 140 0,0 1,3 1,3 0,3 1,3 0,0 0,8 0,0 0,3
Apharyngostrigea cornu
14 | JX977777 MX 0,3 140 142 03 1,6 1,6 0,5 1,6 0,3 1,1 0,3 0,5 0,3
Apharyngostrigea cornu
15 | JX977780 MX 7,1 150 150 7.1 6,6 6,6 6,9 6,6 7,1 7.4 7,1 6,9 7,1 7,4
Apharyngostrigea cornu
16 | JF769451 CA 8,6 162 157 84 83 8,3 8,3 8,0 8,6 8,6 8,6 7,7 7,9 8,2 9,0
Apharyngostrigea cornu
17 | JF769450 CA 82 155 159 80 8,0 8,0 8,0 7.8 8,2 82 8,2 7.4 7,7 7,9 8,4 1,0
Apharyngostrigea simplex
18 | MK570088 AR 140 157 155 14,1 136 13,6 140 13,0 14,1 145 140 132 132 13,5 124 124 118
Apharyngostrigea sp.
19 | MH777791 BR 13,6 158 15,1 13,7 13,6 13,6 136 13,1 13,7 136 136 12,7 12,7 13,0 122 119 114 17
Australapatemon mclaughlini
20 | KY587405 CA 152 148 145 153 152 152 152 155 153 157 152 16,1 16,1 164 164 164 162 157 151
Australapatemon sp.
21 | KY207596 CA 153 146 11,5 15,1 15,3 153 153 153 153 158 153 153 153 156 159 158 155 162 163 11,5
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