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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo principal avaliar a transmissdo de trematodeos
digeneicos por moluscos no Rio Sdo Francisco, na cidade de Januaria, Minas Gerais,
Brasil. Coletas malacologicas foram realizadas nas margens do rio e em colegdes
aquaticas proximas, entre julho de 2017 e agosto de 2019. Foram coletados e avaliados
11.690 exemplares de moluscos gastropodes pertencentes a nove espécies. Destes, 369
(3,16%) foram encontrados infectados por larvas de trematddeos. Inicialmente, as
cercarias foram estudadas morfologicamente em microscopio optico para a determinacao
dos tipos cercarianos. Quando possivel, foram realizados estudos de infeccdo
experimental com as larvas visando a obtengdo de outros estagios evolutivos
(metacercaria e adulto). Outros organismos obtidos na mesma area, como larvas de
Odonata (n=21), girinos (n=78) e peixes (n=160), também foram avaliados quanto a
infeccdo por trematddeos. Adicionalmente, sequéncias genéticas dos genes 28S, ITS1-
5.85-ITS2, coxI e nadl foram obtidas para a maioria das espécies de trematodeos
encontradas (29/31), sendo utilizadas para identificacdo ¢ analises filogenéticas. Esta
abordagem taxondomica integrativa revelou a ocorréncia de 31 espécies de trematddeos
em moluscos gastropodes na localidade. Nos ambientes 1énticos avaliados, a maior
diversidade de trematodeos foi verificada em Biomphalaria straminea, encontrada
atuando como primeiro hospedeiro intermediario de 16 espécies destes parasitos
(Aporocotylidae gen. sp. 1, Austrodiplostomum compactum, Clinostomum heluans,
Cotylurus sp., Drepanocephalus sp., Echinostoma sp., Echinostomatidae gen. sp.,
Hysteromorpha sp., Notocotylidae gen. sp., Parastrigea sp., Ribeiroia sp.,
Schistosomatidae gen. sp. 1, Schistosomatidae gen. sp. 2, Spirorchiidaec gen. sp,
Tylodelphys sp. e Zygocotyle lunata). Em outros dois planorbideos, Ancylinae gen. sp. e
B. occidentalis, foram encontradas larvas de Choledocystus sp. e Spirorchiidae gen. sp.,
respectivamente. O tiarideo nativo Aylacostoma tuberculatum foi encontrado infectado
por 11 espécies de trematddeos (Aporocotylidae gen. sp. 2, Cryptogonomidae gen. sp.,
Echinochasmidae gen. sp., Lecithodendriidae gen. sp. 1, Lecithodendriidae gen. sp. 2,
Neocladocystis sp., Phaneropsolidae gen. sp., Philophthalmus sp. nov., Pseudosellacotyla
lutzi, Stephanoprora sp. 1 e Stephanoprora sp. 2). Cercarias de quatro espécies de
trematodeos (Heterophyidae gen. sp., Lecithodendriidae gen. sp. 1, Phaneropsolidae gen.
sp. € Philophthalmus sp. nov) foram encontradas em Aylacostoma chloroticum. No

tiarideo invasor, Melanoides tuberculata, foi detectada a infec¢do por Centrocestus



formosanus. Entre os organismos avaliados como potenciais segundos hospedeiros
intermediarios dos parasitos encontrados nos moluscos, foi detectada a infeccdo de
peixes, Australoheros sp. por metacercarias de A. compactum e C. heluans, e Myleus pacu
por Cryptogonimidae gen. sp. Além disso, B. straminea foi encontrada infectada por
Cotylurus sp. e Echinostomatidae gen. sp., larvas de Odonata por Phaneropsolidae gen.
sp., e girinos de Rhinella sp. por metacercaria de Parastrigea sp. Destaca-se que Hoplias
malabaricus foi identificado como hospedeiro definitivo de P. lutzi. Adicionalmente,
foram recuperados estagios evolutivos de outros quatros trematdodeos em peixes
(Apharyngostrigea sp., Crassiphialinac gen. sp., Posthodiplostomum nanum e
Neocladocystis intestinalis), porém, sem identificacio dos primeiros hospedeiros
intermediarios. Desta forma, as diferentes abordagens utilizadas neste estudo
possibilitaram caracterizar a ocorréncia de uma rica fauna trematdédeos no Rio Sdo
Francisco, resultando em novos registros de hospedeiros e parasitos, na elucidagdo de
aspectos de ciclos bioldgicos e na identificagdo de uma nova espécie de trematédeo. Além
disso, os dados moleculares obtidos poderdo subsidiar estudos futuros visando avangar o
conhecimento sobre a biologia e taxonomia da diversa, mas ainda pouco conhecida fauna

de trematddeos que ocorre em ambientes fluviais no Brasil.

Palavras-chave: cercarias, trematodeos, gastropodes, taxonomia integrativa, Januaria, Rio

Sdo Francisco.



ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the transmission of digenetic trematodes transmitted
by mollusc in the Sdo Francisco River, in Januaria city, State of Minas Gerais, Brazil.
Malacological surveys were carried out on the riverbank and nearby aquatic collections,
between July 2017 and August 2019. A total of 11,690 specimens of gastropod molluscs
belonging to nine species were collected and evaluated. From them, 369 (3.16%) were
found infected with larval trematodes. Initially, cercariae were studied morphologically
under an optical microscope to determine cercarian types. When possible, experimental
infection studies were carried out with the larvae in order to obtain other developmental
stages (metacercariae and adult). Other organisms from the same area, such as Odonata
larvae (n=21), tadpoles (n=78) and fish (n=160), were also examined for infection with
trematodes. Additionally, genetic sequences of 28S, ITS1-5.8S-ITS2, cox! and nadl
genes were obtained for most species of trematodes found (29/31), which were used for
identification and phylogenetic analysis. This integrative taxonomic approach revealed
the occurrence of 31 species of trematodes in gastropod molluscs from the locality. The
highest trematode diversity was verified in Biomphalaria straminea, which was found
infected with16 species of these parasites (Aporocotylidae gen. sp. 1, Austrodiplostomum
compactum, Clinostomum heluans, Cotylurus sp., Drepanocephalus sp., Echinostoma
sp., Echinostomatidae gen. sp., Hysteromorpha sp., Notocotylidae gen. sp., Parastrigea
sp., Ribeiroia sp., Schistosomatidae gen. sp. 1, Schistosomatidae gen. sp. 2, Spirorchiidae
gen. sp, Tylodelphys sp. and Zygocotyle lunata). In two other planorbids, Ancylinae gen.
sp. and Biomphalaria occidentalis, it was verified the infection with larvae of
Choledocystus sp. and Spirorchiidae gen. sp., respectively. The native thiarid
Aylacostoma tuberculatum was found infected with 11 species of trematodes
(Aporocotylidae gen. sp. 2, Cryptogonomidae gen. sp., Echinochasmidae gen. sp.,
Lecithodendriidac gen. sp. 1, Lecithodendriidae gen. sp. 2, Neocladocystis sp.,
Phaneropsolidae gen. sp., Philophthalmus sp. nov., Pseudosellacotyla lutzi,
Stephanoprora sp. 1 and Stephanoprora sp. 2). Cercariae of four trematode species
(Heterophyidae gen. sp., Lecithodendriidae gen. sp. 1, Phaneropsolidae gen. sp and
Philophthalmus sp. nov) were found in Aylacostoma chloroticum. In the invasive thiarid,
Melanoides tuberculata, it was detected the infection with Centrocestus formosanus.

Among the organisms evaluated as potential second intermediate hosts for the parasites



found in molluscs, it was detected in fish, the infection of Australoheros sp. with
metacercariae of A. compactum and C. heluans, and Myleus pacu with Cryptogonimidae
gen. sp. Moreover, B. straminea was found infected with metacercariae of Cotylurus sp.
and Echinostomatidac gen. sp.; Odonata larvaec with Phaneropsolidae gen. sp., and
tadpoles of Rhinella sp. with Parastrigea sp. It is also noteworthy that Hoplias
malabaricus was identified as the definitive host for P. lutzi. Additionally, developmental
stages of other four trematodes (Apharyngostrigea sp., Crassiphialinae gen. sp.,
Posthodiplostomum nanum e Neocladocystis intestinalis) were found in fish, however,
without identification of their first intermediate hosts. Thus, the different approaches used
in this study enable to characterize the occurrence of a rich diversity of trematodes in
molluscs in the S3o Francisco River, resulting in new hosts and parasites records, as well
as in the elucidation of aspects of the life cycles and the identification of a new species of
trematode. In addition, the molecular data obtained may support future studies aimed at
advancing knowledge about the biology and taxonomy of this diverse but still poorly

known fauna of trematodes that occurs in river environments from Brazil.

Keywords: cercariae, trematodes, gastropods, integrative taxonomy, Janudria, Sao

Francisco River.
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1 INTRODUCAO

No filo Platyhelminthes Gegenbaur, 1859, o subfilo Neodermata Ehlers, 1985 ¢
um taxon monofilético representado por organismos que apresentam uma epiderme
especializada (neoderme) a vida parasitaria. Atualmente esta constituido por trés classes:
Cestoda Rudolphi, 1808, Monogenea van Beneden, 1858 e Trematoda Rudophi, 1808
(CRIBB etal.,2003; BISEROVA, 2015). Dentro desta ultima, a subclasse Digenea Carus,
1863 representa um grupo diversificado entre os platelmintos, com 2.500 géneros
nominais e 18.000 espécies descritas parasitando todas as classes de vertebrados
(WHITFIELD, 2009; KOSTADINOVA; PEREZ-DEL-OLMO, 2014).

Os trematddeos digeneicos apresentam ciclos bioldgicos complexos, envolvendo
a alternancia de geragodes. A fase de reprodugdo sexuada ocorre em hospedeiro definitivo,
no qual é encontrado o estagio adulto, enquanto a fase de geracdo assexuada corresponde
aos estagios larvais localizados no primeiro hospedeiro intermedidrio, usualmente um
molusco e ocasionalmente um anelideo, nos quais ocorre a formacdo de larvas
denominadas cercarias (MADHAVI; BRAY, 2018). Na maior parte dos casos, estas
larvas necessitam atingir um novo hospedeiro intermediario (invertebrado ou vertebrado)
para o desenvolvimento da forma infectante denominada metacercaria. Quando o
segundo hospedeiro intermediario for predado pelo hospedeiro definitivo, o parasito
atingird a forma adulta (SCHELL, 1970; POULIN; CRIBB, 2002). Existem ainda
espécies em que (i) as cercarias infectam ativamente o hospedeiro definitivo por
penetracdo cutanea, (ii) ha o encistamento na agua ou vegetagdo que servira de alimento
ao hospedeiro definitivo, (iii) metacercarias sdo formadas no mesmo molusco que age
como primeiro hospedeiro intermediario, (iv) cercarias sdo ingeridas pelo hospedeiro
definitivo (GALAKTIONOV; DOBROVOLSKIJ, 2003; CRIBB et al., 2003).

Helmintos parasitos como os trematddeos digeneicos sdo componentes integrais
de todos os ecossistemas (MARCOGLIESE, 2005). Eles sdo unidades bioldgicas que
possuem valiosas informacdes que permitem a aplicacdo de adequadas medidas de
controle, ndo s6 de doengas de importancia médica, mas também para a protecdo e
conservagdo de animais domésticos e silvestres (MARCOGLIESE, 2004). Ao longo dos
anos, pesquisas com diferentes abordagens t€ém contribuido no conhecimento de
trematddeos, permitindo ampliar a compreensdo de aspectos de biologia, biodiversidade,

a interacdo hospedeiro-parasito, assim como de aspectos evolutivos.
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O Brasil, um pais de dimensdo continental, ¢ considerado um dos mais diversos
biologicamente, com seis biomas terrestres e trés ecossistemas marinhos, contando com
uma rica fauna (BRASIL, 2010). O esfor¢o de diversos parasitologistas em conhecer a
diversidade de trematddeos digeneicos que ocorrem no territorio brasileiro é refletido na
quantidade de espécies ja reportadas no pais, atualmente composta por mais de 750
espécies e aproximadamente 20% delas foram encontradas em organismos vertebrados
de ambientes dulciaquicolas (KOHN et al., 2007; FERNANDES; KOHN, 2014;
FERNANDES et al., 2015; COHEN et al., 2020). Estudos malacolédgicos realizados
principalmente em lagoas e riachos tém sido realizados ao longo de mais de um século
no Brasil, estando geralmente associados a epidemiologia da esquistossomose mansoni
(PINTO; MELO, 2013a, c). Tais estudos revelaram a ocorréncia de uma diversidade de
formas larvais em moluscos do pais, a maior parte ainda ndo associada aos respectivos
parasitos adultos (PINTO; MELO, 2013b). Em se tratando de rios, as pesquisas
malacoldgicas sdo escassas, destacando o trabalho realizado por Lutz (1924), avaliando
a infec¢do de moluscos do rio das Velhas, no estado de Minas Gerais. Mais recentemente,
Onaca et al. (2020) detectaram com o auxilio da biologia molecular a transmissao de trés
espécies de trematodeos no rio Parana (Mato Grosso), uma delas com potencial zoonotico
(Philophthalmus sp.).

Frente a isso, tornam-se necessarios estudos que visem detectar os moluscos que
ajudam na manutengdo dos ciclos bioldgicos de trematddeos digeneicos em diversos
ecossistemas, incluindo a fauna ocorrente nos grandes rios brasileiros. Adicionalmente, a
implementagdo do uso de ferramentas moleculares no estudo destes parasitos poderia
ajudar a explorar melhor a diversidade e ciclos bioldgicos destes parasitos que ocorrem

em ambientes fluviais e que sdo ainda pouco conhecidos em nosso meio.

1.1 Estudo de trematodeos na bacia do Rio Sao Francisco

1.1.1 O Rio Sao Francisco

A bacia do Rio Sao Francisco constitui a terceira maior bacia hidrografica do
Brasil (ANA/GEF/PNUMA/OEA, 2004) e apresenta uma extensao de 2.863 km e possui
uma area de drenagem de 639.219 km? (ROSA, 2019). O Rio Séo Francisco (RSF) ocupa
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aproximadamente 8% do territério nacional e é conhecido como o rio da Integragdo
Nacional por percorrer 507 municipios de sete Unidades da Federagdo: Minas Gerais,
Bahia, o Distrito Federal, Goias, Pernambuco, Alagoas ¢ Sergipe (CBHSF, 2016).
Caracteriza-se por albergar uma rica diversidade de flora e fauna em virtude da extensa
area abarcada, atravessando trés biomas (Cerrado, Caatinga e Mata Atlantica) (ROSA,
2019). Aproximadamente 19 milhdes de pessoas habitam esta bacia (CBHSF, 2016),
utilizando os recursos hidricos de diferentes formas: abastecimento, irrigacao, geragdo de
energia, navegacao, saneamento, pesca e aquicultura, assim como atividades turisticas e
de lazer (CBHSF, 2016; CODEVASEF, 2016).

O RSF apresenta uma ampla riqueza de ambientes, o que lhe confere uma
abundante fauna silvestre, destacando-se a diversidade de aves (135 espécies)
(SCHUNCK et al., 2012) e peixes (304 espécies) (BARBOSA et al., 2017). Do ponto de
vista parasitologico, os estudos envolvendo o inventdrio da fauna helmintologica de
vertebrados neste rio sdo focados maioritariamente em peixes devido aos impactos na
piscicultura e ao encontro de algumas espécies com potencial zoondtico (BRASIL-
SATO, 2003). Com relagdo a este ultimo aspecto, esses estudos apresentam uma grande
importancia por causa do consumo de peixes pela populagdo. Entre as espécies mais
representativas da culinaria das populagdes ribeirinhas do RSF, encontram-se: curimata
(Prochilodus spp.), dourado (Salminus franciscanus), pintado ou surubim
(Pseudoplatystoma corruscans), matrinxas (Brycon spp.), mandi-amarelo (Pimelodus
maculatus), mandi-agu (Duopalatinus emarginatus), pird (Conrhynchus conirostris),
piaus (Leporinus spp.), pacamao (Lophiosilurus alexandri), traira (Hoplias spp.), corvina

(Pachyurus spp.) e piranha (Pygocentrus piraya) (BARBOSA; SOARES, 2009).

1.1.2 Estudo de trematodeos no RSF

Estudos sobre a fauna de helmintos parasitos de peixes revelaram que, até o
momento, 27 trematdodeos digeneicos (estagio de metacercaria ou adulto) foram
reportados em 23 espécies de peixes da bacia do RSF (Tabela 1). A maioria quase que
absoluta destes registros foram realizados em peixes coletados em localidades do estado
de Minas Gerais. Entre as formas adultas encontram-se representantes de onze familias,
22 géneros e 16 espécies. Ja os relatos do encontro de metacercarias nio sdo infrequentes,

sendo relatados membros das familias Clinostomidae Liihe, 1901, Diplostomidae Poirier,
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1886 e Echinostomatidae Looss, 1899, destacando as duas primeiras por apresentarem
importancia na aquicultura.

Os clinostomideos encontrados pertencem aos géneros Clinostomum Leidy, 1856
e Ithyoclinostomum Witenberg, 1925. Sabe-se que as metacercarias de Clinostomum spp.
podem se encistar na superficie corporal, 6rgdos viscerais ou na musculatura do
hospedeiro (WANG et al., 2017), e comumente é referida pelos aquaculturistas e
parasitologistas como o causante da doenca dos pontos amarelos (ROSSER et al., 2018).
Adicionalmente, Clinostomum complanatum Rudolphi, 1814 ¢ considerada zoonotica,
ocasionando casos de laringite em paises como Coréia (PARK et al., 2009) e Japao
(HARA et al., 2014) devido a ingestdo de peixe cru. No caso dos diplostomideos, os
representantes dos géneros Austrodiplostomum Szidat & Nani, 1951 e Tylodelphys
Diesing, 1850 ja relatados no RSF sdo considerados agentes etiologicos de diplostomose
ocular em peixes de diferentes partes do mundo, ocasionado deficiéncia visual ou
cegueira, inclusive a morte (ROSSER et al., 2016; BLASCO-COSTA; LOCKE, 2017).
Em se tratando da familia Echinostomatidae, Vasconcelos et al. (2013) reportaram com
auxilio de técnicas moleculares a presenga da metacercaria de uma representante nas
branquias do lambari (Astyanax aff. bimaculatus) no baixo Sao Francisco. Ressalta-se
que vinte equinostomatideos possuem potencial zoonotico, e a maioria de casos tém sido
reportados no continente asiatico pelo consumo de moluscos e peixe cru contendo a forma
larval (CHAL 2009).

E inegivel o aporte dos estudos ictioparasitologicos para conhecimento da
diversidade de trematédeos digeneicos no RSF. Ainda assim, esta poderia ser
complementada através da exploragdo de outros organismos. Como exemplo, apesar de
possuir uma rica avifauna, apenas existe o relato de biguas, Nannopterum brasilianus
(Gmelin, 1789), atuando como hospedeiro definitivo natural de Austrodiplostomum
compactum Szidat & Nani, 1954 (MONTEIRO et al., 2016). Em se tratando dos
moluscos, primeiros hospedeiros intermediarios, os estudos com enfoque parasitologico
sdo raros no RSF. Estes podem fornecer informagdes sobre os vetores de trematodeos
com importancia médico-veterinaria além de conhecer aspectos dos ciclos biologicos

deste grupo de parasitos neste ambiente.



Tabela 1 — Trematodeos digeneicos encontrados em peixes da bacia do Rio Sao Francisco. A: adulto; M: metacercaria; MG: Minas Gerais; SE:

Sergipe.
Trematdédeos Estagio Hospedeiros Sitio de infeccio Estado Referéncias
evolutivo
Allocreadiidae
Auriculostoma platense A Pimelodus pohli Intestino MG SABAS & BRASIL-SATO,
2014
Creptotrema creptotrema A Conorhynchos conirostris  Intestino MG BRASIL-SATO; SANTOS,
2005
Pimelodus maculatus Intestino BRASIL-SATO;
PAVANELLI, 2004
Tetragonopterus chalceus  Intestino e ceco MG ALBURQUERQUE et al.,
2016
Crepidostomum platense A Pimelodus maculatus Intestino BRASIL-SATO;
PAVANELLI, 2004
Aporocotylidae
Plehniella coelomica A Pimelodus maculatus Cavidade MG BRASIL-SATO;
celomatica PAVANELLI, 2004
Bucephalidae
Bellumcorpus major A Salminus brasiliensis Vesicula biliar MG BRASIL-SATO, 2002
Callodistomidae
Prosthenhystera obesa A Leporinus reinhardi Vesicula biliar MG MARTINS et al., 2012
Pimelodus pohli MG
Pimelodus maculatus MG BRASIL-SATO;
PAVANELLI, 2004
Pseudoplatystoma MG KOHN et al., 1997
corriscans
Salminus brasiliensis MG BRASIL-SATO, 2002




Tabela 1 — Continuagao...

Trematdédeos Estagio Hospedeiros Sitio de Estado Referéncias
evolutivo infeccao
Cladorchiidae
Dadaytrema oxycephala A Myleus micans Intestino MG BRASIL-SATO; SANTOS, 2003
Dadayius sp. A Metynnis lippincottianus Intestino ALMEIDA-BERTO et al., 2018
Microrchis sp. A Trachelyopterus galeatus Intestino MG BRASIL-SATO, 2003
Travassosinia dilatada Myleus micans Intestino MG BRASIL-SATO; SANTOS, 2003
Clinostomidae
Clinostomum sp. M Pimelodus maculatus Branquias MG BRASIL-SATO; PAVANELLLI,
2004

Conorhynchos conirostris MG BRASIL-SATO; SANTOS, 2005

Ithyoclinostomum sp. M Hoplias intermedius Cavidade MG COSTA etal., 2015
celomica e

Hoplias malabaricus estomago
Cryptogonimidae
Acanthostomum gnerii A Pseudoplatystoma corruscans Intestino MG CORREA; BRASIL-SATO, 2008
Acanthostomum sp. A Pseudoplatystoma carruscans Intestino MG CORREA; BRASIL-SATO, 2008
Neocladocystis intestinalis A Salminus brasiliensis Intestino MG BRASIL-SATO, 2002
Pseudosellacotyla lutzi A Hoplias intermedius Ceco pilorico MG COSTA etal., 2015
Palaeocryptogonimus A Conorhynchos conirostris Intestino MG BRASIL-SATO; SANTOS, 2005
claviformis

Leporinus obtusidens MG

Leporinus reinhardti MG

Moenhkhaysia costae MG

Pachyrus squanmipennis MG

Pimelodus maculatus MG

Pygocentrus piraya MG

30
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Trematédeos Estagio Hospedeiros Sitio de Estado Referéncias
evolutivo infeccao
Trachelyopterus galeatus MG
Derogonidae
Thometrema overstreeti A Pimelodus maculatus Estomago MG BRASIL-SATO, 2003
Diplostomidae
Diplostomidae sp. M Astyanax aff. bimaculatus Bexiga MG VASCONCELOS et al., 2013
(Tipo Neascus) natatoria
Austrodiplostomum sp. M Conorhynchos conirostris Branquias e MG BRASIL-SATO & SANTOS, 2005
olhos
Hoplias intermedius Olhos MG COSTA etal., 2015
Hoplias malabaricus Olhos e MG CORREA et al., 2014
cavidade
cranial
Austrodiplostomum Cichla kelberi MG SANTOS-CLAPP &  BRASIL-
campactum SATO, 2014
Pimelodus pohli Olhos MG SABAS & BRASIL-SATO, 2014
Astyanax bimaculatus MG MONTEIRO etal., 2016
Bryconops affinis MG
Cephalosilurus fowleri MG
Curimatella lepidura MG
Duopalatinus emarginatus MG
Leporinus obtusidens MG
Leporinus reinhardti MG
Moenhkhaysia costae MG
Pachyrus squanmipennis MG




Tabela 1 — Continuacdo...

Trematdodeos Estagio  Hospedeiros Sitio de Estado Referéncias
evolutivo infeccao
Pimelodus maculatus MG
Pygocentrus piraya MG
Trachelyopterus galeatus MG
Tylodelphys sp. M Pseudoplatystoma corruscans Intestino e MG CORREA; BRASIL-SATO, 2008
bexiga
natatoria
Echinostomatidae
Echinostomatidae sp. M Astyanax aft. bimaculatus Branquias SE VASCONCELOS et al., 2013
Fellodistomidae
Kalipharynx sp. A Pimelodus pohli Ceco MG SABAS; BRASIL-SATO, 2014
Gorgoderidae
Phyllodistomum spatula A Hoplias intermedius Bexiga MG COSTA etal., 2015
urindria e
cavidade
celomica
Haploporidae
Saccocoelioides nanii A Prochilodus argenteus Intestino MG MONTEIRO; BRASIL-SATO, 2010
Opisthorchidae
Witenbergia witenbergi A Pseudoplatystoma corruscans Intestino MG CORREA; BRASIL-SATO, 2008

32
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1.1.3 Moluscos como hospedeiros intermediarios e digenéticos associados

Uma diversidade composta por 37 espécies de moluscos dulciaquicolas (24
bivalves e 13 gastropodes) ja foi registrada na bacia do RSF (Tabela 2). Apesar desta
consideravel malacofauna, estudos visando avaliar a participacdo destes moluscos na
transmissdo de trematodeos sdo escassos. Entre eles, encontram-se trabalhos que visaram
detectar os moluscos transmissores de Schistosoma mansoni Sambon, 1907 em
municipios situados proximos ao RSF, nos estados de Bahia (BARRETTO et al., 1981) e
Minas Gerais (LIMA E COSTA et al., 2016). Em um outro estudo, Barbosa et al. (2011)
reportaram Biomphalaria straminea (Dunker, 1848) como hospedeiro intermediario de
Zygocotyle lunata (Diesing, 1836), parasito intestinal de aves e mamiferos, em lagoas
adjacentes ao RSF no municipio de Iguatama, regido centro-oeste de Minas Gerais.
Recentemente, Melo (2018) detectou em Nossa Senhora de Lourdes, estado de Sergipe,
a transmissdo de larvas do tipo pleurolofocerca e xifidiocercaria por Melanoides
tuberculata (Miiller, 1774) e Vivax Cercaria por B. straminea. No entanto, dados
morfométricos desses parasitos ndo foram mencionados na dissertacdo realizada por este
autor.

Entre os moluscos ja relatados no RSF e que apresentam potencial na transmissao
de trematodeos, ressalta-se o gastropode B. straminea, que além de ser o um dos trés
planorbideos vetores de S. mansoni no Brasil, ¢ reconhecido como hospedeiro
intermediario de representantes das familias Diplostomidae, Echinostomatidae,
Notocotylidae, Spirorchiidae, entre outras (PINTO et al., 2013b; PINTO et al., 2015b,
PINTO etal., 2016; ASSIS et al., 2019; LOPEZ-HERNANDEZ et al., 2019; CICCHETO
et al., 2021). Um outro grupo de moluscos com potencial de atuarem na transmissao de
trematodeos no RSF sdo as espécies do género Aylacostoma Spix, 1827. Como exemplo,
Aylacostoma chloroticum Hylton Scott, 1954 vem sendo estudado desde 2008 no
territério argentino com a implementacdo de trabalhos experimentais em modelos
bioldgicos, onde tem sido relatada a sua participagdo no ciclo de vida de dois
criptogonomideos, Neocladocystis intestinais (QUINTANA; OSTROWSKI DE
NUNEZ, 2016) e Pseudosellacotyla lutzi (QUINTANA; OSTROWSKI DE NUNEZ,
2014), e de duas novas espécies, Stephanoprora aylacostoma (OSTROWSKI DE
NUNEZ; QUINTANA, 2008) ¢ Heterophyes yacyretana (OSTROWSKI DE NUNEZ et
al., 2020). Ja no Brasil, estudos realizados no rio Parana, estado de Mato Grosso do Sul,

identificaram através do uso de ferramentas moleculares a infec¢do de 4. chloroticum por
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formas larvais de Paralecithodendrium sp., P. lutzi e Philophthalmus sp. (ONACA et al,
2020). Adicionalmente, sabe-se sobre a presenca do molusco invasor M. tuberculata nas
aguas do RSF (LIMA et al., 2013), conhecido por ser responsavel pela transmissao dos
trematodeos zoonoéticos Centrocestus formosanus (Nishigori, 1924) (PINTO; MELO,
2010a), Haplorchis pumilio (Looss, 1896) (LOPES et al., 2020) ¢ Philophthalmus gralli
Mathis & Leger, 1910 (PINTO; MELO, 2010b) no territério brasileiro. Estes dados
reforcam que estudos malacologicos associados com abordagens parasitologicas sdo
essenciais para ampliar o conhecimento da interacdo entre moluscos e trematddeos em

rios brasileiros.
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Tabela 2 — Lista de moluscos dulciaquicolas reportados na bacia do Rio Sdo Francisco.

Moluscos Origem Referéncias
CLASSE BIVALVIA

Cyrenidae

Corbicula fluminea Invasor ~ PEREIRA etal., 2012
Corbicula largillierti Invasor ~ PEREIRA etal., 2012
Hyriidae

Castalia ambigua Nativo SIMONE, 2006
Diplodon ellipticus Nativo SIMONE, 2006
Diplodon funebralis Nativo PEREIRA et al., 2012
Diplodon rhombeus Nativo PEREIRA et al., 2012
Diplodon rotundus Nativo PEREIRA et al., 2012
Rhipidodonta rhombea Nativo SIMONE, 2006
Rhipidodonta suavidica Nativo SIMONE, 2006
Mycetopodidae

Anodontites moricandi Nativo SIMONE, 2006
Anodontites obtusus Nativo SIMONE, 2006
Anodontites patagonicus Nativo SIMONE, 2006
Anodontites soleniformis Nativo PEREIRA et al., 2012
Anodontites tenebricosus Nativo SIMONE, 2006
Anodontites trapesialis Nativo SIMONE, 2006
Anodontites trapezeus Nativo PEREIRA et al., 2012
Fossula fossiculifera Nativo PEREIRA et al., 2012
Mycetopoda siliquosa Nativo SIMONE, 2006
Monocondylaea paraguayana Nativo SIMONE, 2006
Monocondylaea franciscana Nativo PEREIRA et al., 2012
Mytilidae

Limnoperna fortunei Invasor  BARBOSA etal., 2016
Sphaeriidae

Eupera bahiensis Nativo PEREIRA et al., 2012
Pisidium pulchellum Nativo SIMONE, 2006
Psidium punctiferum Nativo PEREIRA et al., 2012
CLASSE GASTROPODA

Ampullariidae

Asolene meta Nativo MELO, 2018
Pomacea lineata Nativo MELO, 2018
Thiaridae

Aylacostoma brasiliensis Nativo SIMONE, 2006
Aylacostoma tuberculatum Nativo SIMONE, 2006
Aylacostoma tenuilabris Nativo SIMONE, 2006
Melanoides tuberculata Invasor  LIMA etal., 2013




Tabela 2 — Continuacdo...

36

Moluscos Origem  Referéncias
Planorbidae

Biomphalaria straminea Nativo MELO, 2018
Drepanotrema cimex Nativo MELO, 2018
Drepanotrema depressissimum Nativo MELOQO, 2018
Drepanotrema lucidum Nativo MELOQ, 2018
Ferrissia fragilis Nativo LACERDA et al, 2015
Pomatiopsidae

Idiopyrgus rudolphi Nativo SIMONE, 2006
Physidae

Stenophysa acuta Invasor  MELO, 2018
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1.2 Abordagem taxondmica integrativa na identificacdo de trematodeos

digeneicos

A taxonomia ¢ a ciéncia responsavel pela classificagdo e nomeagdo dos seres
vivos, permitindo conhecer a biodiversidade existente. Taxonomistas t€ém descrito
milhares de espécies a cada ano e os nimeros tém incrementado em diversos grupos de
organismos devido a implementacdo de avangos tecnologicos (PADIAL et al., 2010).
Além disso, ela ainda encontra-se evoluindo através da interagdo sinérgica com outras
areas como a ecologia, genética e estatistica (PANTE, et al., 2015). Como resultado, isto
tem levado ao surgimento da taxonomia integrativa, nome dado a abordagem que tem a
finalidade de descrever e delimitar espécies a partir de multiplas perspectivas que se
complementam (DAYRAT, 2005).

No caso dos trematodeos digeneicos, a identificacdo taxondmica até o nivel de
espécie, de forma tradicional, ¢ realizada em base a morfologia dos estagios adultos.
Porém, a obtencdo destas formas parasitarias ¢ dificultada pelo acesso aos hospedeiros,
principalmente em espécies de vertebrados da fauna silvestre. Outros estagios evolutivos,
como cercarias € metacercarias, também sdo alvos de estudo, que apesar de ndo garantir
na maior parte dos casos uma identificacdo especifica, podem dar uma nog¢do em
categorias taxondmicas superiores. A primeira, apresenta caracteristicas morfologicas
abruptamente diferentes do estdgio adulto. Mesmo assim, a contribuicdo de diversos
pesquisadores tem permitido a distingdo de tipos cercarianos que caracterizam
determinadas familias ou superfamilias de trematodeos (DAWES, 1946; COMBES et al.,
1980; OSTROWSKI DE NUNEZ, 1992). Em se tratando de metacercarias, estes estagios
infectantes podem apresentar, em alguns casos, caracteristicas morfologicas proximas a
fase adulta, o que pode auxiliar na categorizacdo taxondmica (género ou familia)
(CAFFARA et al, 2017; GALAKTIONOV; BLASCO-COSTA, 2018; OLSON;
PIERCE, 1997). Apesar disso, frequentemente existem limitagdes no estudo de
metacercarias, devido a fatores como o tamanho e fragilidade do espécime e o nivel de
desenvolvimento em que se encontra (SCHOLZ et al., 2000).

Diante das dificuldades inerentes ao estudo de formas larvais deste grupo de
parasitos, a realizagdo de trabalhos experimentais em modelos bioldgicos se apresenta
como uma possibilidade para a obtencdo do estagio adulto e assim a identificacdo
taxondmica do parasito. Na literatura, destaca-se a revisdo realizada por Yamaguti (1975),

apresentando os trematddeos digeneicos com ciclos bioldgicos elucidados
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experimentalmente. Estes tipos de pesquisas fornecem informagdes cruciais, ndo s6 na
resolugdo dos ciclos de vida dos trematddeos, mas também uma maior compreensdo de
sua historia evolutiva (PEARSON, 1972; CRIBB et al., 2003). Contudo, ¢ importante
mencionar que o sucesso neste tipo de abordagem experimental ¢ dependente da
complexidade do ciclo de vida, da especificidade do parasito pelo hospedeiro e das
variagdes no desenvolvimento induzidas pelo modelo experimental (BLASCO-COSTA;
POULIN, 2017).

A incorporacdo de técnicas moleculares na distingdo de espécies de trematddeos
vem sendo atualmente uma abordagem frequente (OLSON; TKACH, 2005; BLASCO-
COSTA et al. 2016). Entre clas, destacam-se a Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR)
e o sequenciamento com alvo no acido desoxirribonucleico (DNA, deoxyribonucleic
acid), que hoje em dia sdo ferramentas consideradas essenciais na rotina dos taxonomistas
(PRASAD et al., 2009; PEREZ-PONCE DE LEON & HERNANDEZ-MENA, 2019). As
informagdes obtidas através da comparacao de sequéncias moleculares sdo utilizadas para
a exploragdo da diversidade de trematodeos, elucidacdo de ciclos biologicos e estudos
filogenéticos (NOLAN; CRIBB, 2005). Os genes mais utilizados para estes propositos
s80 os ribossomais ¢ mitocondriais (BLASCO-COSTA et al., 2016; MOSZCZYNKSA et
al., 2019; VAN STEENKISTE et al., 2015).

A unidade ribossomica nuclear esta compreendida pelas subunidades menor (18S)
e maior (28S), espagadores internos transcritos (ITS, internal transcribed spacer) e
regides de espagamento intergénico (IGS, intergenic spacer) (BLAIR, 2006;
LITTLEWOOD, 2008). Os marcadores ribossomais apresentam regides altamente
conservadas, o que permite que o desenho de primers universais seja relativamente
simples, e também possuem regides varidveis, contendo informacdes filogenéticas
(PERKINS etal., 2011). Do DNA ribossomal, sequéncias das subunidades 18S e 28S tém
sido usadas para estimar a historia evolutiva da classe Digenea, obtendo resultados
consistentes e sendo possivel emendar categorias taxondmicas superiores, assim como a
revisdo e descri¢do de tixons (OLSON et al., 2003; PEREZ-PONCE DE LEON &
HERNANDEZ-MENA, 2019).

Com relagcdo aos genes do DNA mitocondrial, eles apresentam uma taxa de
mutagdo maior em comparacdo aos nucleares, possuindo varias vantagens, como um
melhor conhecimento da diversidade, identificacdo de espécies e deteccdo de variacdo
genética de populagdes (BLASCO-COSTA et al., 2016). Uma abordagem de importancia

taxonémica ¢ o DNA barcoding, cujo objetivo é amplificar um fragmento de
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aproximadamente 600 nucleotideos da subunidade I da enzima citocromo oxidase (cox1),
conhecida como codigo de barra (KRESS et al., 2015). O desenho de primers universais
para esta regido tem permitido incrementar o numero de sequéncias para trematddeos
digeneicos (FOLMER et al., 1994; MOSZCZYNSKA et al., 2009; VAN STEENKISTE
et al., 2015). Adicionalmente, nos ultimos anos, o gene da subunidade I da nicotinamida
adenina dinucleotideo (nadl) vem recebendo ateng¢do de pesquisadores no estudo de
representantes da familia Clinostomidae (ROSSER et al., 2018) e da superfamilia
Echinostomatoidea Looss, 1899 (GEORGIEVA et al., 2014; HERNANDEZ-CRUZ et
al., 2018).

No Brasil, os estudos moleculares envolvendo trematodeos sdo escassos e
recentes, sendo verificado um aumento na geracao de sequéncias nos ultimos anos. Apds
uma revisdo bibliografica de trabalhos que abordaram a caracterizagdo molecular de
trematodeos digeneicos no pais (Apéndice), observou-se um aumento significativo a
partir do ano 2018, como representado na figura 1. Essa tendéncia também ¢ verificada
no uso de genes (Figura 2), com um incremento no caso de cox/, e a implementacao do
uso do marcador nadl. Contudo, os genes nucleares como 28 ¢ ITS ainda sdo
fundamentais, principalmente em estudos filogenéticos a nivel de familia ou superfamilia
(PANTOJA et al., 2019; ALVES et al., 2020). Assim, o uso de ferramentas moleculares,
associado a descricdo morfologica de formas larvais no territorio tem permitido a
detec¢do de moluscos vetores de alguns representantes das familias Clinostomidae
(PINTO et al., 2015a), Echinostomatidae (PINTO et al., 2013, 2016), Notocotylidae
(ASSIS et al., 2019), Schistosomatidae (PINTO et al., 2017), Spirorchiidae (PINTO et
al., 2015b; CICCHETO et al., 2020), e da superfamilia Diplostomoidea (LOPEZ-
HERNANDEZ et al., 2019; QUEIROZ et al., 2019). Estudos experimentais, apesar da
complexidade, ainda estdo sendo aplicados a este tipo de enfoque, possibilitando a
identificacdo de novas interagdes bioldgicas (PINTO et al., 2017; LOPES et al, 2020;
LOPEZ-HERNANDEZ et al., 2018; 2019).
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Figura 1 — Numero de espécies de trematddeos digenéticos caracterizados
molecularmente em estudos taxondémicos brasileiros desde 2001 até 2021.
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Figura 2 — Uso de marcadores nucleares (188S, 28S, ITS) e mitocondriais (cox! e nadl)
na caracterizacdo de trematddeos digeneicos em publicacdes cientificas realizadas entre
2001 e 2021 no territorio brasileiro.
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2  JUSTIFICATIVA

A bacia do Rio Sido Francisco, localizada inteiramente no territorio brasileiro,
apresenta uma grande importancia ecoldgica além da relevancia social, economica e
cultural para a populag@o. Apesar da diversificada fauna de vertebrados que ocorre neste
rio que atravessa diferentes biomas brasileiros, ha lacunas no conhecimento sobre a
taxonomia e biologia das espécies de helmintos existentes neste ambiente fluvial. De fato,
estudos visando caracterizar a diversidade de trematodeos digeneicos na bacia do RSF
tém sido focados exclusivamente em peixes, com relatos de espécies de importancia na
piscicultura ou com potencial zoonético. Apesar da malacofauna existente neste rio ser
rica, pesquisas envolvendo a participa¢ao de moluscos na transmissdo de trematddeos sdo
escassas. Por outro lado, o estudo morfolégico do estagio larval emergente do molusco,
a cercaria, ndo possibilita na maioria das vezes uma identificagdo especifica. Contudo,
outras abordagens como a realizagdo de infecgdo experimental e o uso de marcadores
moleculares vém apresentando excelentes resultados na identificacdo de interagdes entre
moluscos e trematddeos bem como na elucidagdo de novos ciclos biologicos destes
parasitos. Sendo assim, estudos visando explorar estes aspectos podem contribuir para
ampliar o conhecimento da fauna de trematédeos neste que ¢ um dos rios mais

importantes do Brasil.
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3 OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar a transmissdo de trematodeos digeneicos por moluscos dulciaquicolas do

Rio Sao Francisco, na cidade de Januaria, Minas Gerais, Brasil.

Objetivos especificos

Avaliar a infec¢do natural de moluscos por larvas de trematddeos;

e Pesquisar estagios evolutivos de trematodeos em outros hospedeiros (peixes,
girinos e insetos aquaticos) potencialmente envolvidos nos ciclos bioldgicos dos
parasitos detectados nos moluscos;

e Realizar estudos de infec¢do experimental a partir das larvas de trematddeos
encontradas (cercaria ou metacercaria) visando a obtengdo de outros estagios
evolutivos;

e (Caracterizar por abordagem morfoldgica e molecular os estagios evolutivos dos

trematodeos obtidos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Area de estudo

O municipio de Januaria esta localizado no norte do estado de Minas Gerais, a 596
km de Belo Horizonte. Faz divisa com o estado de Bahia e esta situado na margem
esquerda da Bacia do Rio Sao Francisco, na regido do Médio Sao Francisco. Apresenta
uma extensdo de 6.661,588 km? e conta com uma populacdo de 65.463 habitantes
(Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, IBGE, 2021). A economia ¢ baseada na
agropecuaria, industria e servigos gerais. Além disso, a pesca artesanal ¢ uma atividade
praticada pela populacdo, sendo uma fonte de renda e sustento. Como atrativos turisticos,
destacam-se o Parque Nacional Cavernas do Peruagu e o pantano do rio Pandeiros. Em
2013 foi inaugurada a praia de Januaria, um espago de lazer para atividades recreativas e
esportivas, que recebe turistas durante os meses de junho e agosto

(https://januaria.mg.gov.br).

O clima de Januaria, de acordo com a classificagdo de K&ppen (1900), ¢ Aw o que
corresponde a um clima tropical, com inverno seco e estacdo chuvosa entre os meses de
novembro e marcgo. Segundo a Norma Meteorologica (periodo de 1981-2010) do Instituto

Nacional de Meteorologia (INMET, http://www.inmet.gov.br/portal/), a temperatura

média anual é de 24,1°C (temperatura minima de 13,7°C, ¢ a maxima 34°C), com
precipitagdo média anual de 586,7 mm e umidade relativa média de 65,4%. Nesta regido
norte do estado, ocorre o encontro de dois biomas, o Cerrado e a Caatinga, apresentando
uma vegetacdo predominantemente xerofitica e caducifolia (LOMBARDI et al., 2005).
Para as atividades de campo, foram selecionados trés pontos accessiveis as
margens do rio (Figura 3). As coordenadas geograficas foram obtidas com auxilio do

servidor Google Earth (https://earth.google.com/web/). O ponto de coleta A (15° 29’

43,537S; 44° 21’ 45,410) encontra-se proximo a uma estagao de captagdo de agua pela
Companhia de Saneamento de Minas Gerais (COPASA — MG) no Rio S2o Francisco
(Figura 4A), o ponto B (15°29° 4.02”’S; 44° 20’ 21,46”0) localiza-se na praia de Januaria
(Figura 4B) e o ponto C (15° 28’ 54,80”S; 44° 20’ 30,80”0) corresponde a um canal
lateral a calha principal do rio que origina lagoas marginais durante a estagdo seca (Figura

4,CeD)
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Figura 3 — Vista area dos trés pontos de coletas malacologicas (A, B e C) localizados no municipio de Januaria. Fonte: Google Earth.
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Figura 4 — Vistas panorémics dos pontos de coletas selecionados no municipio de Januaria. (A) Ponto proximo da estagdo de captacdo de agua
pela COPASA, (B) praia de Januaria e o canal lateral a calha principal (C) na época chuvosa e (D) seca.
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4.2 Coletas de moluscos

Entre julho de 2017 e agosto de 2019 foram realizadas 14 visitas a cidade de
Januaria com uma duragdo aproximada de uma semana em cada ocasido e com um
intervalo de 30 a 60 dias. Durante esse periodo, foram feitas 64 coletas malacoldgicas:
nove no ponto A, 23 no ponto B e 32, no C. Cabe ressaltar que as coletas em cada ponto
foram realizadas em diferentes dias. No més de fevereiro de 2018 foram executadas
coletas, porém, foi verificado que condi¢des climaticas foram desfavoraveis as atividades
(chuvas intensas), dificultando o acesso aos pontos de amostragem. Assim, foi descartada
a realizagdo de atividades de campo na época chuvosa no seguinte ano.

Os moluscos foram coletados com auxilio de uma rede de nylon em forma de D,
a qual foi passada pelas margens do Rio Sdo Francisco e das lagoas marginais temporarias
proximas, percorrendo entre 30 a 50 metros em cada ponto. Foi considerado um esforgo
amostral entre 60 e 90 minutos.

Todo o material coletado em cada dia foi depositado em um balde plastico
(volume 10 L) e transportado ao Centro Avancado de Tratamento e Pesquisa em
Leishmaniose Martha Bethania Lima, localizado no centro da cidade de Januaria, onde
uma estacdo de trabalho contendo os aparatos necessarios para as analises parasitologicas
era montada em cada ocasido. Ressalta-se que os moluscos procedentes do Rio Sdo
Francisco foram transportados submersos em agua do mesmo para garantir a
sobrevivéncia, enquanto os coletados nas lagoas, foram acondicionados em sacos de
plastico. No mesmo dia das coletas, realizou-se o processo de triagem, em que oS
moluscos eram separados de materiais organicos diversos, sendo lavados em agua

corrente ¢ submetidos a avaliacdo da infecgdo por larvas de trematddeos.

4.3 Avaliacio da infeccio dos moluscos por larvas de trematodeos

Os moluscos foram colocados individualmente em placas de poliestireno para
cultura de células de seis, 12 ou 24 pogos, contendo 4gua mineral comercial. Em seguida,
para detectar a emergéncia de cercarias, foram expostos a fotoestimulacdo artificial
(lampada de 60W) por duas horas e examinados com auxilio de microscopio

estereoscopico. Novos exames foram realizados na manhd seguinte, antes e apods
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fotoestimulagdo, assim como a contagem dos moluscos. Os exemplares infectados foram
separados, codificados e transportados individualmente (envoltos em algoddo timido)
para o Laboratorio de Biologia de Trematoda do Departamento de Parasitologia,
ICB/UFMG, onde foram realizados os estudos morfologicos, experimentais e
moleculares visando a identificagdo dos tipos cercarianos encontrados.

As formas intramolusco da maioria dos tipos cercarianos detectados foram
observadas apds compressdo mecénica, entre laminas ou placas de vidro, exemplares de

moluscos infectados.

4.4 Identificacdo morfolégica dos moluscos

Para o processo de identificacdo taxonomica dos moluscos foram utilizados
exemplares de cada morfotipo encontrado. De forma geral, a identificacdo das espécies
foi baseada segundo critérios conquiolédgicos, de acordo com Simone (2006). No caso de
representantes género Biomphalaria, uma amostra de exemplares de cada morfotipo foi
avaliada. Os moluscos selecionados foram mortos em agua a 70°C, e em seguida as partes
molesdos animais foram cuidadosamente removidas com o auxilio de pinga e fixadas em
liquido de Railliet-Henry. Posteriormente, os animais foram dissecados em microscopio
estereoscopico de acordo com Deslandes (1951). A identificacdo das espécies através de
critérios conquilioloégicos e de morfologia interna segundo Paraense (1975). Para
confirmacao da identificacdo dos tiarideos nativos, conchas dos moluscos foram enviadas
ao Laboratorio de Malacologia do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, para a

determinac¢do taxondmica e depdsito em colegdo malacologica.

4.5 Pesquisa de formas evolutivas em outros hospedeiros

Larvas de Odonata (Insecta) e girinos (Anura) coletados durante os estudos
malacoldgicos foram dissecados visando a procura de metacercérias. Para isso, foram
colocados em placas de Petri, submersos em solu¢do salina e dissecados em

estereomicroscopio com o auxilio de estiletes.
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Peixes pequenos (geralmente menores que 10 centimetros) coletados
acidentalmente durante as atividades de campo, também foram avaliados quanto a
infecgcdo por trematdodeos. De forma complementar, peixes adquiridos por pescadores
artesanais foram também avaliados quanto a infec¢do por trematddeos [Autorizacdo
nuamero 65447-1 do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente ¢ dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA) (Anexo)]. Foi realizado um exame macroscopico da superficie
externas dos exemplares. Posteriormente, as visceras (trato intestinal, globo ocular e
cérebro) dos exemplares foram extraidas, colocadas de forma separadas em placas,

submersos em solugdo salina (NaCl 0,85%) e analisados em estereomicroscopio.

4.6 Estudos experimentais

4.6.1 Obtencao de metacercarias

Trabalhos experimentais visando a obtengdo de outros estdgios de
desenvolvimento foram realizados a partir das larvas de trematddeos encontradas. O
provavel padrdo de ciclo biologico foi inferido pela identificagdo preliminar dos tipos
cercarianos encontrados. Assim, determinou-se que entre as larvas encontradas havia
espécies em que o ciclo bioldgico envolve a formagdo de metacercarias, em peixes
(estrigeocercaria, lofocercaria, pleurolofocerca com ou sem ocelos, ¢ magnacauda) ou em
substrato solido (anfistoma, megalura e monostoma). Visando recuperar uma quantidade
suficiente de cercarias para estes estudos, foram realizadas novas fotoestimulagoes dos
moluscos previamente encontrados infectados.

No caso daquelas cercarias que formam metacercarias em substrato soélido, o
encistamento das larvas nos pogos das placas ou nas conchas dos mesmos moluscos foi
observado em estereomicroscopio. A recuperacao das metacercarias dos tipos cercarianos
anfistoma e monostoma foi realizada cuidadosamente com auxilio de estiletes de ponta
fina. Para o tipo megalura, as larvas encistadas foram submetidas a agua quente (42°C),
de acordo com Cheng e Thakur (1967).

Para os tipos cercarianos em que foi possivel inferir o envolvimento de peixes
como segundo hospedeiro intermediario, utilizou-se como modelo experimental Poecilia

reticulata Peters 1859 (Pisces: Poeciliidae) criados e mantido em laboratorio isentos de
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infec¢d@o por trematddeos. Nos ensaios biologicos para cada trematddeo avaliado, foram
utilizados grupos de 5 — 10 exemplares adultos (de ambos os sexos) com 2 a 4 cm de
comprimento total. Os peixes foram colocados individualmente em placas de poliestireno
para cultura de células de seis pogos (contendo agua isenta de cloro), sendo adicionada
em seguida uma aliquota de solug¢@o com aproximadamente 50 ou 100 cercarias. Apés 24
horas, os animais foram transferidos para aquérios devidamente rotulados. Em alguns
casos em que se verificou a ocorréncia de poucas larvas emergidas, optou-se pela
realizacdo de infeccdo em massa. Para isso, grupos de P. reticulata foram colocados em
um aquario juntamente com o molusco infectado por 2-3 dias. Os peixes expostos as
cercarias foram mantidos entre 15-25 dias em aquarios aerados com capacidade de 1L-
2L e alimentados diariamente com racao em flocos para peixes ornamentais (Nutra Fish,
Campinas, SP).

Visando a pesquisa de metacercarias, os peixes experimentalmente infectados
foram anestesiados por meio de imersdo em uma solucdo de benzocaina na concentracdo
de 25 mg/L (Sigma-Aldrich, EUA). Os 6rgdos da cavidade abdominal, branquias e as
aletas foram transferidos para placas de vidro contendo solug@o fisiologica (NaCl 0,85%)

e examinadas em estereomicroscopio para a pesquisa das formas parasitarias.

4.6.2 Infeccio experimental de hospedeiros definitivos

Visando a obtengdo de parasitos adultos, amostras das metacercarias obtidas em
laboratorio ou recuperadas em organismos naturalmente infectados (moluscos ou girinos)
encontrados durante as coletas, foram utilizadas em tentativas de infec¢do de modelos
experimentais.

Mus musculus (Linnaeus, 1758) (Rodentia: Muridae) da linhagem Swiss foram
infectados por metacercarias provenientes do tipo cercariano anfistoma, assim como as
encontradas naturalmente em B. straminea (Echinostomatidae) e em girinos (Strigeidae).
Para cada uma destas espécies de trematddeos foram utilizados dois camundongos, nos
quais as formas infectantes foram inoculadas por via oral com auxilio de uma
micropipeta. Desde o primeiro dia de infecgdo, os roedores receberam uma dose diaria de
50mg/kg, por via subcutanea, de fosfato dissodico de dexametasona (Decadron®, Aché,

Brasil). Durante o tempo do experimento, os camundongos foram mantidos em condi¢des
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de laboratorio, com agua e alimentagdo (ragdo para animais de laboratorio Labina,
Purina®, Brasil) ad libitum.

Para o tipo cercariano megalura, as metacercarias termicamente desencistadas
foram inoculadas em Gallus gallus domesticus (Linnaeus, 1758) (Galliformes:
Phasianidae) jovens. Neste caso, duas aves foram infectadas pela via ocular, recebendo
30 e 45 metacercarias em cada olho com auxilio de uma micropipeta. As aves foram
adquiridas em um estabelecimento comercial da cidade de Belo Horizonte e mantidas em

gaiolas, sendo agua e alimenta¢do fornecida ad libitum até a conclusdo do ensaio.

4.6.3 Exame parasitolégico

A avaliagdo do sucesso das infecgOes experimentais realizadas foi realizada
segundo o modelo de hospedeiros definitivos utilizado. Para o modelo murino, amostras
de fezes foram coletadas a partir do quinto dia pos-infeccdo (DPI) e processadas pelo
método de sedimentagdo espontanea (Lutz, 1919). Nas aves infectadas, foram realizadas
observagdes do saco conjuntival e membrana nictitante na terceira semana pds-infecgao,

para determinar a presenga ou auséncia de vermes.

4.6.4 Recuperaciio de parasitos adultos

Os animais infectados experimentalmente foram eutanasiados pela administragdo
intraperitoneal de uma superdosagem de pentobarbital sodico. A cavidade abdominal dos
camundongos foi exposta, as visceras removidas e transferidas uma placa de Petri
contendo solugdo fisiologica. O intestino delgado foi dividido em trés por¢des (anterior,
médio e posterior) e aberto longitudinalmente com auxilio de tesoura e pingas. O ceco
intestinal foi dilacerado cuidadosamente com estiletes. Em seguida, a mucosa intestinal
foi raspada com ajuda de laminas de vidro ¢ o conteudo foi examinado em
estereomicroscopio. Os parasitos encontrados foram coletados mediante o uso de pincéis.
Em relagdo as aves, em cada olho foi realizada uma sec¢@o do saco conjuntival e da

palpebra superior com auxilio de uma tesoura para a recuperacdo de parasitos.
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4.6.5 Comité de ética

Os ensaios experimentais utilizando-se vertebrados foram realizados de acordo
com os principios éticos em experimentagdo animal e aprovados pelo Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais (protocolo 20/2016)
¢ tomando em conta as consideragdes do Conselho Nacional de Controle de

Experimenta¢do Animal (CONCEA, 2013).

4.7 Estudo morfolégico dos estagios evolutivos

Para o estudo dos tipos cercarianos, as larvas emergidas dos moluscos
naturalmente infectados foram coletadas com auxilio de micropipeta para a confecc¢do de
preparacdes ndo-permanentes. Para isso, um pequeno volume de solugdo contendo
algumas cercdrias era transferido para lamina de vidro e em seguida adicionava-se uma
gota de corante vital (solugdo aquosa de vermelho neutro e sulfato azul do Nilo a 0,05%)
e em seguida cobria-se com uma laminula antes da visualizagdo em microscopio de luz.
Além disso, cercarias foram mortas em agua a 70°C e fixadas em formalina 10%
(formaldeido a 4 %). Este ultimo material foi utilizado para a obten¢do de dados
morfométricos. No caso das formas intramolusco (esporocisto ou rédia), foram feitas
observagdes em microscopio de luz do material a fresco e conservados no fixador.

As metacercarias obtidas experimentalmente e as encontradas em hospedeiros
naturalmente infectados, foram fixadas como descrito acima para cercarias. Para o
procedimento de fixagdo de parasitos adultos, os exemplares foram distendidos entre
laminas de vidro, mortos em 4gua a 70°C e fixados em formalina 10%.

O material fixado (cercarias, metacercarias e formas adultas) foi utilizado para a
confec¢do de preparagdes permanentes. Para isso, os parasitos foram submetidos a
processo de coloragdo pelo carmim aceto-alimen, desidratados em série crescente de
etanol (70°, 80°, 90° ¢ 99.8°), clarificados em creosoto de Faia ¢ montados entre lamina
e laminula em balsamo do Canada.

As mensuragdes dos estagios evolutivos foram realizadas com auxilio de ocular

micrometrada em microscopio Olympus BH2. Os dados morfométricos foram expressos
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em micrometros (um), tabulados e analisados em software Microsoft ® Excel 2016. Os
registros fotograficos dos parasitos obtidos (fixados e/ou in vivo) foram obtidos com
camera digital Leica ICC50 HD e analisados em software Leica Application Suite (LAZ
EZ), versdao 2.0. No caso de parasitos maiores que 2 mm, as fotografias foram obtidas
com auxilio de camera digital (Sony Cyber-shot DSC-W320 14.1 Megapixels) acoplada
em microscopio estereoscopico Leica EZ4. Posteriormente, as imagens obtidas foram
editadas com o programa Photoshop CC versao 23.0.0.

A identificagdo dos tipos cercarianos foi realizada segundo descricdes
morfoldgicas preconizadas por diversos autores (DAWES, 1946; SCHELL, 1970;
FRANDSEN; CHRISTENSEN, 1984; PINTO; MELO, 2013c). A determinagdo dos
parasitos adultos obtidos experimentalmente até a categoria taxondmica de género foi
realizada segundo chaves de identificacdo de trematddeos (GIBSON et al., 2002; JONES
et al., 2005; BRAY et al., 2008). Para a identificacio em nivel especifico, trabalhos
descritos por diversos autores foram considerados para comparagdo e caracterizacdo dos
parasitos.

Preparagdes permanentes, assim como material fixado em formalina, foram
depositados na Colecdo de Trematddeos da Universidade Federal de Minas Gerais

(UFMG-TRE).

4.8 Caracterizacio molecular

4.8.1 Fixacio de amostras, extracio e quantificacio de DNA

Amostras dos parasitos recuperados, tanto dos moluscos como de outros
organismos naturalmente infectados, foram inicialmente transferidas para tubos de
microcentrifuga de 1,5 mL. Quando necessario, o sobrenadante foi removido com auxilio
de uma micropipeta de 50 uL apos centrifugacdo. Apds esta etapa, ImL de etanol a 99,8%
foi adicionado em cada tubo, os quais foram rotulados e conservados a -20°C até o
processamento das amostras.

Antes da extragdo de DNA, as amostras foram lavadas trés vezes com 200 pL de
agua destilada para retirar o etanol. O material genético foi obtido através do uso de dois

kits, selecionados de acordo com a quantidade de material disponivel: Wizard ® Genomic
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DNA Purification (Promega, EUA) e QIAamp® DNA Micro (Qiagen, EUA). O primeiro
foi utilizado quando da existéncia de um numero elevado de cercarias (>300) e parasitos
adultos (>2mm). Pare este kit, seguiu-se o protocolo de isolamento de DNA gendémico
descrito para tecido animal (cauda de camundongo), conforme orientagdo do fabricante.
Ja o kit QIAamp® DNA Micro foi usado nos casos de pouca recuperagio das larvas (<20)
e outras formas parasitarias menores a 200 um, de acordo com o protocolo de isolamento
de DNA genomico de tecidos. A concentragdo do DNA extraido foi determinada pelo
espectofotdmetro de microvolume NanoDrop Lite (Thermo Scientific, EUA). A pureza

do DNA extraido levou em conta a relacdo 260/280 nm.

4.8.2 Amplificacdo de DNA

Para a amplificagdo do DNA dos trematodeos encontrados pela técnica de PCR,
foram selecionadas regides que sdo extensivamente empregadas na identificacdo
molecular e em inferéncias filogenéticas (BLASCO-COSTA et al., 2016). Do DNA
ribossomico, a regido compreendida por ITSI-5.8S-ITS2 e sequéncia parcial da
subunidade maior (28S, regido V1-V3) foram consideradas. Além disso, fragmentos de
dois genes mitocondriais foram selecionados: subunidade I da proteina citocromo oxidase
(coxI) e da subunidade I da NADH desidrogenase (nadl). Os iniciadores utilizados nas
amplificacdes sdo apresentados na tabela 3, assim como as referéncias bibliograficas das
condi¢des de PCR (especificadas com asterisco).

As reagdes de PCR foram realizadas em um volume total de 25 pL, que incluiu:
12, 5uL. de Platinum Hot Start PCR Master Mix (2X) (Invitrogen, EUA) ou Phusion®
High-Fidelity DNA Master Mix (2X) (Thermo Scientific, EUA), 0,625 pl de cada primer
(com uma concentragdo final de 0,1 uM cada), 8,75 pL de agua ultrapura (Milli-Q) e 2,5
pL de DNA, com uma concentracao entre 25 — 50 ng. Adicionalmente, foi incluido o uso
de controles, tanto positivo (da biblioteca molecular do laboratorio) e negativo
(substitui¢do de DNA por agua). A PCR foi realizada em um termociclador Labcycler
Basic (SensoQuest, Alemanha). Para evidenciar o sucesso das reagdes, 2,5 pL dos
produtos da PCR foram misturados com 0,5 uL. com tampao de amostra (0,1% de azul de
bromofenol, 0,1% de xilenocianol, 10% Ficoll 400), submetidos a eletroforese em gel de

agarose 1,0% (m/v) (Promega, EUA) contendo 1,5 pL do corante de acidos nucleicos
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Unisafe Dye® (Uniscience, Brasil). A corrida eletroforética foi realizada a 100 V por 30
minutos em TAE 0,5X (Tris-Acido acético-EDTA). Em seguida o gel foi visualizado em
transluminador de luz UV. Nos casos em que as bandas de interesse eram fracas ou foi
observada a presenca de bandas inespecificas, uma nova PCR foi realizada visando

garantir quantidade suficiente de DNA ap0s a etapa de purificagao.

4.8.3 Purificaciio dos produtos de PCR

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

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

descrito.
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Tabela 3 — Primers utilizados para a amplificagdo e sequenciamento de genes ribossomais e mitocondriais dos parasitos encontrados no presente
estudo. *: Referéncias consideradas para as condi¢cdes de PCR para cada par de primers, pb: pares de bases nucleotidica

Gene Nome do primer Direcao Familia alvo Tamanho (pb) Uso Referéncias

Ribossomal

28S Digl2 Forward  Universal ~1200 PCR/Seq TKACH et al., 2003*
1500R Reverso PCR/Seq

ITS1-5.8S-1TS2 BD1 Forward Echinostomatidae ~1000 PCR/Seq LUTON etal., 1992
BD2 Reverso MORGAN; BLAIR, 1995*
Dl Forward Diplostomidae ~900 PCR/Seq GALAZZO etal., 2002*
D2 Reverso PCR/Seq

Mitocondrial

coxl Plat-diploCOX1dF Forward Diplostomidae ~500 PCR/Seq MOSZCZYNSKA et al., 2009*
Plat-diploCOX1dR Reverso PCR/Seq
DicelF Forward Universal ~600 PCR VAN STEENKISTE et al., 2015*
Dicel 1R Reverso PCR
T3 Forward  Universal ~600 Seq
T7 Reverso Seq
JB3 Forward  Universal ~800 PCR/Seq BOWLES etal., 1993
COI-R-Trema Reverso PCR/Seq MIURA etal., 2005%*
JB4.5/COI-R-Trema  Forward ~400 PCR/Seq BOWLES et al., 1993

nadl ND1J Forward Echinostomatidae ~500 PCR/Seq BRAY etal., 1999*
ND1JA2 Philophthalmidae MORGAN; BLAIR, 1998




56

4.8.4 Sequenciamento de DNA

Os produtos da PCR purificados foram sequenciados bidirecionalmente (forward
e reverso) pelo método de Sanger. O sequenciamento foi realizado por eletroforese capilar
com o sequenciador automatico ABI3730, utilizando-se polimero BigDye v3.1 e POP7.A
quantidade de DNA purificado e concentragdo de primers seguiram as orientagdes

fornecidas pelas empresas envolvidas na realizacdo desta etapa.

4.8.5 Edicao de sequéncias e analise filogenética

O programa ChromasPro versdo 2.0.1 (Technelysium Pty Ltd, Australia) foi
utilizado para a avaliacdo e edi¢do dos cromatogramas (formato abl). As sequéncias
consenso foram inicialmente submetidas a pesquisa de similaridade na base de dados do
National Center for Biotechnology Information (NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
(National Library of Medicine, EUA), utilizando o servidor BLAST (Basic Alignment
Search Tools) (ALTSCHUL et al., 1990). Alinhamentos das sequéncias obtidas no
presente trabalho com as recuperadas do GenBank foram feitos pelo algoritmo
CLUSTAL W (THOMPSON et al.,, 1994) implementado no programa MEGA 7.0
(KUMAR et al., 2016). Apds esta etapa, os alinhamentos foram cortados em cada
extremidade.

Para as analises filogenéticas, os modelos evolutivos de substituicdo nucleotidica
foram selecionados segundo o critério de Inferéncia Bayesiana (SCHWARZ, 1978),
implementado no MEGA 7. As arvores filogenéticas foram construidas pelos métodos de
Maéxima Verossimilhanga (MV) e Inferéncia Bayesiana (IB), usando os programas
MEGA 7 e MrBayes 3.2.6 (RONQUIST et al., 2012), respectivamente. Na MV, a
confiabilidade e robustez dos suportes nodais foram estimados por replicagdes ndo
paramétricas de bootstrap (FELSENSTEN, 1985) com 1000 repetigdes. Na andlise
Bayesiana, os suportes nodais foram estimados pela probabilidade posterior Bayesiana,
através das cadeias de Markov Chain Monte Carlo (MCMC), rodadas em duplicatas,
quatro cadeias, 1000000 geracdes, com uma frequéncia de amostragem a cada 100
geragoes. A convergéncia dos parametros de cada corrida das cadeias de Markov foi

verificado no programa Tracer 1.7.1 (RAMBAUT et al., 2018). Das arvores geradas, o
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25% foi considerado como burn-in e descartado. As arvores consenso foram visualizadas
em FigTree 1.4.3 e editadas em Photoshop CC.

Adicionalmente, as divergéncias genéticas entre os isolados encontrados com as
demais espécies incluidas nas analises filogenéticas foram determinadas pelo calculo das

distancias patristicas (p) ndo-corrigidas no MEGA 7.
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S RESULTADOS

5.1 Coletas de moluscos e infeccio por larvas de trematédeos

Em 14 expedicdes cientificas na cidade de Januaria, Minas Gerais, entre julho de
2017 e agosto de 2019, foram realizadas 64 coletas malacologicas nas margens do RSF.
Um total de 11.690 exemplares de moluscos gastropodes foram avaliados quanto a
infeccdo por larvas de trematodeos, sendo identificadas 9 espécies pertencentes as
familias Ampullariidae, Lymnaeidae, Physidae, Planorbidae e Thiaridae (Figura 5,
Tabela 4).

As espécies Aylacostoma chloroticum Hylton Scott, 1954 (Figura 5B) e
Aylacostoma tuberculatum Wagner 1827 (Figura 5C) foram encontrados exclusivamente
nos Pontos A e B, sendo detectada a participag@o destes tiarideos na transmissdo 5 e 11
morfotipos de cercérias, respectivamente. Destaca-se que dois morfotipos sdo
transmitidos pelas ambas espécies de moluscos. Entre estes tiarideos, A. tuberculatum foi
a espécie predominante (74%) em ambas as areas.

O molusco coletado em maior niimero e detectado apenas no ponto C foi
Biomphalaria straminea (Dunker, 1848) (Figura SE), sendo responsavel pela transmissao
de 16 espécies de trematodeos. Biomphalaria occidentalis Paraense, 1981 (Figura 5B),
Ancylinae gen. sp. (Figura 5A), Stenophysa marmorata (Guilding, 1828) (Figura 5G) e
Pseudosuccinea columella (Say, 1817) (Figura 5I) foram outras espécies encontradas na
area de estudo. As duas primeiras demonstraram-se infectadas por uma larva de
trematédeo cada. E importante mencionar que o tUnico morfotipo detectado em B.
occidentalis também foi encontrado em B. straminea. Os exemplares de B. occidentalis
e S. marmorata foram coletados de forma esporadica em pequenos charcos proximos a
beira do rio, ndo sendo observada a emergéncia de larvas de trematddeos nestas espécies.

Entre os moluscos coletados nos trés pontos de amostragem, encontram-se
Melanoides tuberculata (Miiller, 1774) (Figura 5F), S. marmorata e Pomacea sp. (Figura
5H). Destas, apenas na primeira espécie foi verificada a infec¢do por um tnico morfotipo
de cercaria nos pontos A e C. Casos de co-infec¢do foram detectados de forma exclusiva

em A. chloroticum (1/1281, 0,78%) ¢ A. tuberculatum (3/3725, 0,80%).
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A analise morfologica das cercarias revelou a ocorréncia de 31 morfotipos sendo
transmitidas por moluscos no RSF, na cidade de Janudria, Minas Gerais. Os tipos
cercarianos identificados foram: Anfistoma (1), Brevifurcada (5), Equinostoma (6),
Estrigeocercéria (5), Gimnocéfala (2), Lofocercaria (1), Megalura (1), Monostoma (1),
Pleurolofocerca (5), Xifidiocercaria (4).

O total de moluscos coletados em cada dia nos trés diferentes pontos de
amostragem avaliados no presente estudo sdo apresentados nos Apéndices 1 (Pontos A e

B) e 2 (Ponto C).



Figura 5 — Moluscos dulciaquicolas coletados no Rio Sdo Francisco, Januaria, Minas
Gerais. (A) Ancylinae gen. sp., (B) Aylacostoma chloroticum, (C) Aylacostoma
tuberculatum, (D) Biomphalaria occidentalis, (E) Biomphalaria straminea, (F)
Melanoides tuberculata, (G) Stenophysa marmorata, (H) Pomacea sp. e (I)
Pseudosuccinea columella.

60
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Tabela 4 — Espécies de moluscos coletadas, nimero absoluto e relativo de exemplares
infectados por larvas de trematddeos e nimero de espécies destes helmintos verificadas
durante as atividades de campo realizados no Rio S2o Francisco, Januaria, Minas
Gerais, entre julho de 2017 e agosto de 2019.

Molusco Familia Coletados Infectados % de N°de

infeccdo  morfotipos
cercarianos

Ancylinae gen. sp.  Planorbidae 144 5 3,47 1

Aylacostoma Thiaridae 1292 11 0,85 5

chloroticum

Aylacostoma Thiaridae 3725 238 6,39 11

tuberculatum

Biomphalaria Planorbidae 672 1 0,15 1

occidentalis

Biomphalaria Planorbidae 4806 112 2,33 16

straminea

Melanoides Thiaridae 590 2 0,34 1

tuberculata

Stenophysa Physidae 289 0 - 0

marmorata

Pseudosuccinea Lymnaeidae 28 0 - 0

columella

Pomacea sp. Ampullaridae 144 0 0

Total 11.690 369 3,16
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5.2 Outros hospedeiros infectados por trematodeos

Foram avaliados 160 exemplares de peixes pertencentes a 25 espécies. Destes, 18
individuos (11,25%) apresentaram-se infectados por trematddeos, sendo detectada a
ocorréncia de 9 espécies (6 metacercarias e trés formas adultas). Na tabela 5 sdo
apresentados os parasitos identificados, os hospedeiros e sitios de infecgao.

Um total de 78 girinos de Rhinella sp. foram avaliados quanto a presenca de
trematodeos, sendo verificada a presenga de metacercaria do tipo “Tetracotyle”
(Parastrigea sp.) em todos os exemplares. Adicionalmente, 26 larvas de Anisoptera
(Odonata) foram examinadas, sendo observada a presenca de um morfotipo de
metacercaria (Phaneropsolidae gen. sp.) em 9 (34,6%) espécimes. Os cistos foram

encontrados aderidos ao tecido da regido abdominal destes insetos.

5.3 Espécies encontradas em moluscos

Um total de 31 espécies de trematodeos foi verificado em moluscos no RSF
durante o presente estudo. Destas, 29 tiveram a identificacdo taxondmica complementada
através de caracterizacdo molecular. Ademais, ferramenta possibilitou detectar outros
hospedeiros intermedidrios ou definitivos de trés destes tipos cercarianos. Dois
morfotipos foram identificados em nivel especifico exclusivamente pela obtencdo de
parasitos adultos em modelos experimentais. Metacercaria de trés espécies foram obtidas
experimentalmente em P. reticulata. Na tabela 6 sdo listados os trematodeos identificados
até a menor categoria taxondmica possivel, além dos respectivos tipos cercarianos,
moluscos hospedeiros, hospedeiros intermedidrios e/ou definitivos (naturais ou
experimentais).

A seguir, sdo apresentadas as espécies de trematodeos agrupadas pelas
superfamilias a que pertencem, seguindo uma ordem alfabética. Sdo indicados o
percentual de infecgdo total e o obtido em cada dia de coleta, com o respectivo ponto de
amostragem. Os tipos cercarianos sdo descritos morfoldgica ¢ molecularmente (quando
possivel), assim como dos estagios encontrados em outros hospedeiros naturais ou

obtidos de forma experimental.
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Tabela 5 — Lista de outros hospedeiros procedentes do Rio Sdo Francisco avaliados no

presente estudo.

Hospedeiros Col Inf Forma parasitaria Estagio Sitio de
infeccdo
Pisces
Acestronrhynchus sp. 1 0o - -
Astyanax bimaculatus 19 0 - -
Astyanax sp. 4 0o - -
Australoheros sp. 12 1 Crassiphialinae gen. sp. M Olho
1 Austrodiplostomum M Olho
compactum
Clinostomum heluans M Nadadeiras
Cichla temensis 1 0o - -
Cichlidae gen. sp. 4 0o - -
Hoplias malabaricus 1 1 Pseudosellacotyla lutzi A Intestino
Leporinus taeniatus 2 0o - -
Leporinus sp. 9 0o - -
Myleus pacu 4 3 Criptogonimidae gen. M nadadeiras
sp.
Oreochromis niloticus 29 0 - -
Pimelodus fur 4 0o - -
P. maculatus 7 0o - -
Plagioscion 1 0o - -
SqQUAMmMoSsiLSSImus
Poecilidae gen. sp. 39 1 A compactum M Olho
1 Apharyngostrigea sp. M Superficie
visceral
8  Posthodiplostomum Superficie
nanum visceral
Prochilodus argenteus 1 0 - -
Prochilodus sp. 8 0 - -
Pterygoplichthys sp. 1 0 - -
Pygocentrus piraya 1 0 - -
Salminus franciscanus 2 2 Neocladocystis A Intestino
intestinalis
Serrapinus sp. 3 0o - -
Serrasalmus brandtii 3 0o - -
Serralsalmus sp. 1 0o - -
Siluriformes gen. sp. 1 0o - -
Synbranchus sp. 2 0o - -
Amphibia
Rhinella sp. (girinos) 78 78  Parastrigea sp. M Superficie
visceral
Insecta
Anisoptera gen. sp. 26 9  Phaneropsolidae gen. sp. M Tecido da
(larvas) regiao

abdominal
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Tabela 6 — Lista dos 31 trematddeos detectados durante as coletadas realizadas no Rio Sdo Francisco, Januaria, Minas Gerais, entre os meses de
julho de 2017 e agosto de 2019, considerando os respectivos hospedeiros naturais e experimentais. N: Natural; E: Experimental

Parasitos detectados Tipo cercariano 1° Hospedeiro intermediario 2° Hospedeiro Hospedeiro defintivo
intermediario

Superfamilia Clinostomatoidea

Familia Clinostomidae

Clinostomum heluans Lofocercaria B. straminea Australoheros sp. (N) -
P. reticulata (E)

Familia Diplostomidae

Austrodiplostomum compactum  Estrigeocercaria Biomphalaria straminea Australoheros sp. (N) -
Poecilidae gen. sp. (N)

Hysteromorpha sp. Estrigeocercaria B. straminea - -

Tylodelphys sp. Estrigeocercaria B. straminea Poecilia reticulata (E) -

Familia Strigeidae

Cotylurus sp. Estrigeocercaria B. straminea B. straminea (N) -

Parastrigea sp. Estrigeocercaria B. straminea Girinos (N) -

Superfamilia Echinostomatoidea

Familia Echinochasmidae

Echinochasmidae gen. sp. Equinocercéria Aylacostoma tuberculatum - -

Stephanoprora sp. 1 Equinocercaria A. tuberculatum - -

Stephanoprora sp. 2 Equinocercaria A. tuberculatum - -

Familia Echinostomatidae

Drepanocephalus sp. Equinocercaria B. straminea - -

Echinostoma sp. Equinocercaria B. straminea - -

Echinostomatidae gen. sp. Equinocercaria B. straminea B. straminea (N) -

Ribeiroia sp. Gimnocéfala B. straminea -
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Parasitos detectados Tipo cercariano 1° Hospedeiro intermediario 2° Hospedeiro Hospedeiro definitivo
intermediario
Familia Philophthalmidae
Philopthalmus sp. nov Megalura A. chloroticum/A. tuberculatum — Gallus gallus domesticus
E)
Superfamilia Microphalloidea
Microphalloidea gen. sp. Xifidiocercaria A chloroticum - -
Familia Lecithodendriidae
Lecithodendriidae gen. sp. 1 Xifidiocercaria A. chloroticum/A. tuberculatum — -
Lecithodendriidae gen. sp. 2 Xifidiocercaria A. tuberculatum - -
Familia Phaneropsolidae
Phaneropsolidae gen. sp. Xifidiocercaria A chloroticum/ A. tuberculatum Larva de Odonata (N) —
Superfamilia Opisthorchioidea
Familia Cryptogonimidae
Cryptogonimidae gen. sp. 1 Pleurolofocerca A. tuberculatum - -
Cryptogonimidae gen. sp. 2 Pleurolofocerca A. tuberculatum Myleus pacus (N) -
Pseudosellacotyla lutzi Pleurolofocerca A. tuberculatum - Hoplias malabaricus (N)
Familia Heterophyidae
Centrocestus formosanus Pleurolofocerca Melanoides tubercula - -
Heterophyidae gen. sp. Pleurolofocerca A. chloroticum - -
Superfamilia Plagiorchioidea
Familia Plagiorchiidae
Choledocystus sp. Gimnocéfala Ancylinae gen. sp. - -
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Tabela 6 — Continuacdo...

Parasitos detectados Tipo cercariano 1° Hospedeiro intermediario 2° Hospedeiro Hospedeiro defintivo
intermediario

Superfamilia Pronocephaloidea

Notocotylidae gen. sp. Monostoma B. straminea - -
Superfamilia Paramphistomoidea

Familia Zygocotylidae

Zygocotyle lunata Anfistoma B. straminea - Mus musculus (E)
Superfamilia Schistosomatoidea

Familia Aporocotylidae

Aporocotylidae gen. sp. 1 Brevifurcada A. tuberculatum - -
Aporocotylidae gen. sp. 2 Brevifurcada B. straminea - -
Familia Schistosomatidae

Schistosomatidae gen. sp. 1 Brevifurcada B. straminea - -
Schistosomatidae gen. sp. 2 Brevifurcada B. straminea - -

Familia Spirorchiidae
Spirorchiidae gen. sp. Brevifurcada B. occidentalis/B. straminea - -
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5.3.1 Supermilia Clinostomatoidea Liihe, 1901

5.3.1.1 Familia Clinostomidae Liihe, 1901

5.3.1.1.1 Clinostomum heluans Braun, 1901

Tipo cercariano: Lofocercaria.

Primeiro hospedeiro intermediario: B. straminea.

Percentual de infecgdo total: 0,02% (1/48006).

Local de coleta: Ponto C.

Coletas positivas e percentuais de infec¢ao: 21/08/2019 (0,38%).

Segundo hospedeiro intermediario: Australoheros sp. (1/7, 14,8%) (Natural); Poecilia

reticulata (Experimental).

Estudo experimental: 5 exemplares de P. reticulata foram expostos a uma solugdo de 50
cercarias, de forma individual. Aos 30 DPI, foi detectada a presencga de um cisto de cor

esbranquicado na base da nadadeira caudal de um unico individuo.

Caracteriza¢do morfologica

Cercaria (n=20): Larva com cauda bifurcada (Figura 6A). Corpo cercariano alongado,
133 (125—145) x 40 (36—45), com membrana dorsal estendida desde a extremidade
posterior do oOrgdo anterior até a regido posterior do corpo (Figura 6B). Ocelos
pigmentados, 6 (5-7) x 7 (5-9), pré-equatoriais. Orgdo anterior oval, 43 (39-50) x 21
(20-25), coberto com microespinhos. Abertura oral localizada ventralmente na regido
posterior do 6rgdo anterior. Es6fago de aspecto tubular que termina em uma dilatagdo
(p6s-equatorial). Ventosa ventral rudimentar, 13 (13—16) x 16 (13—20). Presenca de cinco
pares de glandulas de penetragdo localizadas na regido pos-equatorial. Tronco caudal, 307
(263-327) x 31 (25-38), com tegumento espinhoso ¢ estriagdes transversais. Furcas
curtas, 117 (93—134) x 20 (18-23), coberto com microespinhos (Figura 6C). As larvas
emergem apos fotoestimulagdo e sdo produzidas por rédias alongados (Figura 6D).
Comparagdes morfologicas da cercaria com semelhantes reportadas por outros autores

sdo apresentadas na tabela 7.
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Metacercaria (n=12): A descricdo do estagio larval foi feita em base a espécimes
coletados em Australoheros sp., encistados nas nadadeiras, com coloragdo amarelada.
Corpo linguiforme, 2981 (2300—3192) x 582 (446—678), com a maior largura na regido
pré-acetabular (Figura 6E). Colar oral visivel. Par de ocelos pigmentados, localizados
antes da bifurcagdo intestinal. Presenca de estruturas glandulares entre as ventosas.
Ventosa oral, subterminal, 43 (38—48) x 33 (28-35). Faringe ndo observada. Cecos
intestinais longos, laterais a ventosa ventral, com diverticulos laterais, estendendo-se
proximo do extremo posterior do corpo. Ventosa ventral arredondada, 333 (282—359) x
348 (260—380), pré-equatorial, no primeiro ter¢o do corpo, com abertura triangular.
Presenca de dois testiculos, pequenos, em tandem, com projecdes digitiformes, na tltima
porcao do corpo. Testiculo anterior, 56 (48—66) x 95 (78—131); testiculo posterior 51
(38—64) x 100 (76—124). Ovario ovalado, 54 (47—66) x 30 (21—-38), inter-testicular. Saco
do cirro desenvolvido, 122 (112—138) x 44 (38—48). Utero tubular. As medidas da

metacercaria com as de Clinostomum spp. sdo apresentadas na tabela 8.

Caracterizagdo molecular

Foram obtidos fragmentos do gene coxl (regido barcode) da cercaria (336 bp) e
metacercaria (370 bp). Foi construido um alinhamento com sequéncias de Clinostomum
spp. € submetido a analise filogenética. Na reconstrucdo filogenética (Figura 7),
evidenciou-se que ambos estagios larvais formaram um clado com isolados de C. heluans,
com alto suporte nodal. A sequéncia obtida da metacercaria apresentou 100% de
identidade com um isolado de C. heluans previamente estudado no Brasil (BRIOSIO-
AGUILAR et al., 2018). A divergéncia genética para o isolado dessa espécie reportada
no México foi 0,3%. Nao foi definida uma relacdo préxima com outra espécie do género
pela presenca de politomia. Apesar disso, foi observada a formacdo de um clado com
espécies reportadas em Israel (C. phalacrocoracis), Nigéria (C. tilapiae e C. ukoli),
Quénia (C. cutaneam) e Roménia (C. sinensis), com bom suporte. A divergéncia genética

em relagdo a outras espécies relatadas no continente americano variou entre 15% e 22%.

Comentdrios: A cercaria foi identificada como do tipo Lofocercaria pela presenga de
membrana natatéria dorsal no corpo cercariano (PINTO; MELO, 2013c). E semelhante
as outras cercarias descritas para Clinostomum spp. por diferentes autores (KRULL,
1934; CHUNG, 1998; PINTO et al., 2015). Difere das larvas de C. marginatum Rudolphi,

1819 e C. complanatum Rudolphi, 1814 por possuir furcas maiores. Experimentalmente,
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foi possivel observar a formagao de um unico cisto na nadadeira caudal de P. reticulata.
Metacercarias encistadas nas nadadeiras de Australoheros sp. assim como a cercaria do
tipo lofocerca foram analisadas molecularmente, o que suportou a identificagdo de C.

heluans.
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Figura 6 — Clinostomum heluans. (A) Cercaria emergida de Biomphalaria straminea
coletada no Rio Sdo Francisco, Januaria, Minas Gerais. (B) Detalhe da membrana
ondulante no corpo cercariano (C) Furca com microespinhos no tegumento, corada com
vermelho neutro. (D) Esporocisto recuperado de molusco infectado. (E) Estagio adulto
recuperado de Australoheros sp., corado pelo carmim.



Tabela 7 — Comparagdo morfométrica da larva emergida de B. straminea e de Clinostomum spp. reportados por diferentes autores. C:

Comprimento; L: Largura.

Clinostomum heluans

C. marginatum

C. complanatum

Clinostomum sp.

Presente estudo KRULL, 1934 CHUNG et al., 1998 PINTO et al.,
2015a
Localidade EUA Coreia Brasil
1° Hospedeiro Biomphalaria Helisoma antrosa Radix auricularia B. glabrata, B.
intermediario straminea straminea, B.
tenagophila
Corpo C 133 (125-145) 130 (120-138) 127 (119-147) 110 (98-128)
L 40 (36-45) 31 (30-32) 34 (33-36) 35(32-42)
Orgio anterior C 43 (39-50) 39 (37-40) 37 (33-41) 38 (33-47)
L 21 (20-25) - 23 (21-26) 24 (20-27)
Ventosa C 13 (13-16) - - 15 (12-18)
ventral L 16 (13-20) - - 16 (12-18)
Tronco caudal C 307 (263-327) 268 (250-285) 320 (275-370) 288 (273-307)
L 31 (25-38) - 23 (19-26) 27 (22-34)
Furcas C 117 (93-134) 88 (75-98) 85 (72-104) 95 (86-106)
L 20 (18-23) - - 12 (7-17)
Ocelos C 6 (5-7) 7-8 5 (4-6) 8 (7-10)
L 7 (5-9) - - 7 (7-10)
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Tabela 8 — Comparagdo morfométrica da metacercaria de Clinostomum heluans encontrado em Australoheros sp. e de Clinostomum spp.
reportados por diferentes autores. C: Comprimento; L: Largura; D: Distancia

Clinostomum heluans

C. detruncatum

C. marginatum

C tataxumui

Clinostomum sp.

Presente estudo VICENTE ACOSTA etal., SERENO.URIBE SERENO-URIBE PINTO; MELO,
etal., 1978 2016 etal., 2013 etal., 2013 2015b
Localidade Brasil Brasil México México
2°Hospedeiro Cichla Synbranchus Diversos Dormitator Poecilia
intermediario temensis marmoratus maculatus reticulata
(Experimental)
Sitio de Nadadeiras - - - Mesentério Musculatura
infeccao Cabega
Nadadeiras
Corpo C 2981 (2300-3192)  2000-2200 8435 (8022-9270) 3300 (2770-4100) 2940 (2390-3950) 4224 (3610-5553)
L 582 (446-678) 640-740 3410 (3220-3695) 730 (600-850) 593 (340-840) 1215 (1031-1616)
Ventosa oral C 177 (155-197) 120-150 382 (315-405) 183 (160-220) 160 (140-210) 213 (170-239)
VO) L 135 (113-141) 120-140 433 (421-441) 196 (170-220) 174 (150-210) 251 (232-273)
Ventosa C 333 (282-359) 200-420 1041 (1020-1072) 496 (430-620) 420 (250-560) 685 (602-746)
ventral (VV) L 348 (260-380) 230-290 1096 (1050-1149) 530 (450-620) 431 (320-570) 684 (602-756)
VO > VV D 427 (352-465) - 892 (763-1000) 539 (380-700) 468 (350-610) 659 (515-860)
Testiculo C 56 (48-66) 56 498 (359-655) 224 (180-370) 171 (120-250) 159 (137-206)
anterior L 95 (78-131) 84-120 1113 (890-1266) 247 (200-350) 200 (140-275) 142 (137-226)
Testiculo C 51 (38-64) 56 601 (528-708) 214 (170-270) 172 (115-230) 217 (178-259)
posterior L 100 (76-124) 84-120 1020 (802-1318) 280 (250-400) 230 (180-320) 172 (116-311)
Ovario C 54 (47-66) 50-110 185 (157-205) 98 (80-120) 96 (72-130) 110 (89-147)
L 30 (21-38) 90-150 131 (103-156) 73 (60-90) 70 (42-111) 85 (68-120)
Sacodocirro C 122 (112-138) - 649 (604-685) 200 (180-220) 179 (137-225) 183 (150-205)
L 44 (38-48) - 201 (180-226) 106 (90-120) 91 (65-125) 121 (89-164)




Clinostomum heluans MG860852 - Brasil
Clinostomum heluans MG860853 - México
-197 | Clinostomum marginatum MH282538 - EUA
ﬂﬁ Clinostomum marginatum JF718600 - Canada
Clinostomum marginatum JX630991 - México
& Clinostomurm caffarae KU156786 - México
i Clinostomum arquus KU156800 - México
Clinostomum sp. KU156807 - México
. Clinostomum cichlidorum KU156794 - México
Clinostomum tataxumui JX631000 - México
Clinostomum sp. KP110533 - Bolivia
— Clinostomum sp. KP110531 - Peru
Clinostomum brieni MH253046 - Congo
o’ Clinostomum ukoli MN044387 - Nigeria
- = Clinostomum cutaneum KP110516 - Quénia
+ 10| [~ Clinostomum phalacrocoracis KJ786974 - Israel
— Clinostomum sinensis MK801719 - Roménia
Clinostomum tilapiae KY649357 - Nigeria
1199 Clinostomum sp. KJ818259 - Brasil
/ 11100 r Clinostomum sp. KJ818260 - Brasil
{ Clinostomum sp. KU156782 - México
Clinostomum detruncatum KP110517 - Brasil
Euclinostomum heterostomum KP721421
Icthyoclinostomum sp. MH159752
T 11100 — Tylodelphys sp. MZ323306

1 Grupos externos
—  — Austrodiplostomum compactum MF124271

.| Clinostomum heluans ex Biomphalaria straminea
—”;9’ Clinostomum heluans ex Australoheros sp.

092 —

|

Figura 7 — Arvore filogenética obtida pelos métodos de Inferéncia Bayesiana e Maxima Verossimilhanca de representantes da familia
Clinostomidae, inferida através de cox/ (306 bp, modelo evolutivo: HKY + G). Os valores de probabilidade posterior (>0,90) e bootstrap
(>70%) sdo representados na parte superior de cada no. (*) Asteriscos nos nos sinalizam diferencas na topologia recuperada por MV. A barra
indica o niimero de substitui¢des por nucleotideo.
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5.3.2 Superfamilia Diplostomoidea Poirier, 1886

5.3.2.1 Familia Diplostomidae Poirier, 1886

5.3.2.1.1 Austrodiplostomum compactum (Lutz, 1928)

Tipo cercariano: Estrigeocercaria.

Primeiro hospedeiro intermediario: B. straminea.

Percentual de infecgdo total: 0,08% (4/48006).

Local de coleta: Ponto C.

Coletas positivas e percentuais de infec¢ao: 29/05/2018 (1,92%); 11/08/2018 (0,22%);
22/05/2019 (0,99%).

Segundo hospedeiro intermediario natural: Oreochromis niloticus (1/7, 14,3%),

Poecilidae gen. sp. (1/40, 2,5%)

Caracterizagdo morfologica

Cercaria (n=15): larva com cauda bifurcada (Figura 8 A). Corpo cercariano alongado, 156
(142-169) x 39 (34—45), com tegumento coberto de microespinhos na regido anterior
(Figura 8B). Presenca de dois pares de glandulas de penetragio pré-acetabulares. Orgio
anterior subterminal, ovalado, 26 (25-29) x 20 (18-21). Pré-faringe curta, seguida de
faringe muscular, 8 (7-9) de diametro. Es6fago curto que bifurcagdo na regido anterior
as glandulas de penetragdo. Os cecos intestinais alongados e sinuosos. Ventosa ventral
pos-equatorial, 20 (20—21) x 22 (20—23), com uma fileira de 26 espinhos na abertura
(Figura 8C). Furcas longas, 206 (196—218) x 16 (14—18). Tronco caudal, 181 (170—196)
x 29 (25—34), com 5 pares de corpos caudais. Sdo produzidas por esporocistos alongados

(Figura 8D).

Metacercaria (n=6): Tipo “Diplostomulum”. Corpo foliaceo, bipartido, 1697
(1551-1819) x 692 (642—713) (Figura 8E). Ventosa oral subterminal, 75 (69—81) x 69
(64—78). Par de pseudoventosas bem desenvolvidas, 99 (90—112) x 96 (86—112), situadas
lateralmente a ventosa oral. Faringe, 80 (73—86) x 49 (45-55). Esofago curto. Cecos
intestinais simples, estendendo-se até o nivel do primordio genital. Ventosa ventral
ausente. Orgdo tribocitico alongado, 343 (310—373) x 144 (134—155). Primérdios das

glandulas vitelinicas estendem-se entre o esdfago e 6rgdo tribocitico, ocupando entre 45



75

e 55% do corpo. Primdrdio genital presente, conformada por duas massas arredondadas,
localizadas posteriormente ao 6rgdo tribocitico. Segmento conico posterior curto, 160
(125-214) x 190 (143—214). Na tabela 9 sdo comparados os dados da metacercaria com

as de A. compactum e A. mordax descritas por outros autores.

Caracterizagdo molecular

A sequéncia parcial do marcador 28S (1224 bp) apresentou 100% de identidade
com isolados de 4. compactum obtidos no Brasil (ACHATZ etal., 2022), EUA (ROSSER
et al., 2016) e México (SERENO-URIBE et al., 2019) como verificado através do
BLAST. Posteriormente, foram executadas as analises filogenéticas incluindo diferentes
isolados de Austrodiplostomum spp. e de espécies de outros géneros da familia
Diplostomidae (Diplostomum, Hysteromorpha e Tylodelphys). A arvore obtida revelou
que o parasito obtido forma parte de um clado bem suportado conformado por espécies
do género Austrodiplostomum (Figura 9). Encontra-se inserido no clado da espécie 4.
compactum, contudo, com baixos valores de suportes. A divergéncia genética entre A.
compactum e A. mordax Szidat & Nani, 1951 (SERENO-URIBE et al., 2019) foi de 1,1%.
No caso da comparagdo com duas espécies que foram detectadas no México e que ainda
ndo possuem descri¢do morfologica das formas adultas (SERENO-URIBE et al., 2019),
Austrodiplostomum sp. 1 e Austrodiplostomum sp. 2, as divergéncias foram 0,4% ¢ 0,3%,
respectivamente. Para este marcador apenas esta disponivel a sequéncia de uma espécie
Austrodiplostomum detectado fora do continente americano (Ucrania) (ACHATZ et al.,

2022), e a divergéncia genética com 4. compactum foi de 0,2%.

Comentdrios: As caracteristicas morfométricas da cercaria estdo de acordo com as obtidas
por Pinto e Melo (2013b) na mesma espécie de molusco oriundo de Belo Horizonte,
Minas Gerais. A identificacdo especifica da larva como 4. compactum foi possivel com
com auxilio do marcador ribossomal. No caso das metacercarias encontradas em O.
niloticus e Poecilidae gen. sp., estas foram coletadas no globo ocular, diferentemente de
A. mordax Szidat & Nani, 1951, cujas larvas localizam-se no cérebro (OSTROWSKI DE
NUNEZ, 2017). A identificagio da metacercaria foi exclusivamente pelas caracteristicas
morfoldgicas, distinguindo-se de 4. mordax por apresentar um maior tamanho e possuir

primordio genital ocupando um menor espago em relacdo ao corpo.
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200 ym

Figura 8 — Austrodiplostomum compactum. (A) Cercaria emergida de Biomphalaria
straminea coletada no Rio Sdo Francisco, Januaria, Minas Gerais. (B) Detalhe do corpo
cercariano corado por sulfato azul de Nilo. (C) Detalhe da ventosa ventral com
microespinhos. (D) Esporocisto obtido em molusco infectado. (E) Metacercaria corado
com carmim obtida do globo ocular de um exemplar de Australoheros sp. procedente do

ponto C.



Tabela 9 — Dados morfométricos de metacercarias de Austrodiplostomum compactum obtidas naturalmente em no presente estudo e de outros
isolados da mesma espécie e de A. mordax reportados por diferentes autores. C: Comprimento; L: Largura; *: Informagdo obtida por

OSTROWSKI DE NUNEZ (2017)

Austrodiplostomum compactum

Austrodiplostomum mordax

Presente estudo PINTO; MELO, GARCIA-VARELA et OSTROWSKI OSTROWSKI DE NUNEZ,
2013 al., 2016 DE NUNEZ, 2017
2017
Localidade Brasil México Venezuela Argentina
Hospedeiro Oreochromis Rhamdia guatemalensis ~ Geophagus sp. Odonthestes bonariensis
niloticus

Sitio de Olho Olho Olho Olho Cérebro
infeccao
Corpo C 1697 (1551-1819) 1469 (1116-2232) 1400 (1300-1500) 1429 (1280-1537) 1056 (864-1216)

L 692 (642-713) 722 (481-1288) 540 (480-610) 619 (512-720) 339 (304-432)
Ventosa oral C 75 (69-81) 58 (47-95) 72 (62-82) 71 (64-77) 58 (48-67)

L 69 (64-78) 68 (53-107) 66 (50-75) 67 (61-74) 62 (58-67)
Faringe C 80 (73-86) 71 (50-108) 64 (52-75) 57 (48-64) 49 (38-64)

L 49 (45-55) 50 (35-75) 53 (42-60) 47 (42-48) 41 (35-48)
Orgio C 343 (310-373) 337 (246-444) 270 (200-300) 336 (288-384) 208 (192-224)
tribocitico

L 144 (134-155) 229 (164-321) 115 (100-130) 170 (144-224) 117 (96-144)
Primordio % 6 (5-6) - 8,1* 6 (4,1-7,3) 13 (12-14)

genital/Corpo

77
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Austrodiplostomum compactum ex Biomphalaria straminea
Austrodiplostomum compactum MZ314149 - Brasil
g0 Austrodiplostomum compactum KT728776 - EUA
Austrodiplostomum compactum MH373586 - Meéxico
Austrodiplostomum compactum KT728781 - EUA
1/90 | Austrodiplostomum sp. 1 MH373587 - México
15 Austrodiplostomum sp. 1 MH373589 - México

Austrodiplostomum sp. 1 MH373588 - México

Austrodiplostomum sp. 2 MH373592 - México
0.97/-

O30 0 991 #Austrodiplostomum sp. 2 MH373591 - México

Austrodiplostomum sp. 2 MH373590 - México

- Austrodiplostomum sp. MZ314150 - Ucrania
1/99

w[/lustrodfplostomum mordax MH373583 - Argentina
Austrodiplostomum mordax MH373582 - Argentina

0.91/68 -
ﬂLTylodelphys scheuringi M2314188

Tylodelphys robrauschi MZ314187
11100

4 — Diplostomum phoxini AY222173

L Diplostomum rauschi MZ314169
Hysteromorpha sp. MF398334

—— }——— Posthodiplostomum brevicaudatum KX931426
0.009

Figura 9 —Arvore filogenética obtida pelos métodos de Inferéncia Bayesiana e Maxima Verossimilhanga (1141 pb, modelo evolutivo HKY + G)
de representantes da subfamilia Diplostominae, inferida através do marcador 28S. Os valores de probabilidade posterior (>0,90) e bootstrap
(>70%) sao representados na parte superior de cada no. A barra indica o nimero de substitui¢cdes por nucleotideo.
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5.3.2.1.2 Hysteromorpha sp.

Tipo cercariano: Estrigeocercaria.

Primero hospedeiro intermediario: B. straminea.

Percentual de infecgdo total: 0,12% (6/4806).

Local de coleta: Ponto C.

Coletas positivas e percentuais de infec¢ao: 11/09/2018 (0,22%); 13/09/2018 (0,40%);
19/06/2019 (2,04%); 20/07/2019 (0,41%).

Caracterizagdo morfologica

Cercaria (n=20): Larva com cauda bifurcada (Figura 10A). Corpo cercarianos alongado,
177 (159-192) x 43 (38—47) (Figura 10B). Tegumento com fileiras transversais de
microespinhos na area corresponde ao 6rgao anterior. Presenca de dois pares de glandulas
de penetragdo proeminentes com conteudo granular, um par pré-acetabular e outro para-
acetabular. Pré-faringe curta, faringe muscular, 11 (10—12) de diametro, seguida de
esofago curto. Bifurcacdo dos cecos intestinais anterior as glandulas de penetracdo. Cecos
alongados, terminando antes da vesicula excretora. Ventosa ventral pds-equatorial,
arredondada, 18 (16-21) x 19 (16—21). Tronco caudal, 248 (228-252) x 36 (31-43),
desprovido de corpos caudais. Furcas longas, 241 (228-252) x 19 (17-24). Na tabela 10
sdo apresentados os dados da larva e de outras semelhantes descritas no continente

americano.

Caracterizacdo molecular

A regido que compreende ITS1-5.8S-ITS2 foi obtida para esta larva (1277 bp).
Através da comparagdo com sequéncias disponiveis no GenBank, foi evidenciado que
esta apresentou 100% de similaridade com isolados de Hysteromorpha corti (Hughes,
1929) (JE769486, HM064925-26, MG649485-92) e Hysteromorpha sp. (MN179274-26)
reportadas no México e Brasil, respectivamente (SERENO-URIBE et al., 2018; LOPEZ-
HERNANDEZ et al., 2019). A divergéncia genética com a espécie tipo do género,
Hysteromorpha triloba (Rudolphi, 1819) (MH521250), foi extremamente baixa (0,1%)
(LOCKE etal., 2018).

Comentarios: As caracteristicas morfométricas estdo de acordo com a descricdo de

Hysteromorpha sp. feita por Pinto (2013) e Lopez-Hernandez et al. (2019) no Brasil,
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apesar de variagdes do drgdo anterior e ventosa ventral no ultimo trabalho. Em ambos os
estudos, B. straminea foi reportado como primeiro hospedeiro intermedidrio. Nao foram
evidenciadas diferencas morfométricas quando comparado com a cercaria de H. corti
(HUGGHINS, 1974). E provéavel que o isolado do presente estudo seja coespecifico com
os isolados previamente reportados no Brasil, o que podera ser confirmado no futuro com

a obtengdo de sequéncias cox].
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Figura 10 — Hysteromorpha sp. (A) Cercaria emergida de Biomphalaria straminea
coletada no Rio Sdo Francisco, Januaria, Minas Gerais, corada por sulfato azul do Nilo.
(B) Corpo cercariano corado com vermelho neutro.



Tabela 10 — Dados morfométricos de cercaria de Hysteromorpha sp. no presente estudo e outras espécies do género reportados por diferentes
autores. C: Comprimento; L: Largura

Hysteromorpha sp. H. corti
Presente estudo PINTO, 2013 LOPEZ-HERNANDEZ et HUGGHINS, 1954
al., 2019

Localidade Brasil Brasil EUA
1° hospedeiro Biomphalaria B. straminea B. straminea Gyraulus deflectus
intermediario straminea
Corpo C 177 (159-192) 175 (143-205) 187 (137-2006) 196 (168-221)

L 43 (38-47) 44 (37-53) 51 (34-69) 45 (41-50)
Orgio C 41 (35-45) 46 (33-58) 32 (14-41) 50 (42-53)
anterior L 26 (24-31) 26 (23-28) 27 (21-34) 24 (20-28)
Faringe C 11(10-12) 12 (12-13) - 13d (11-14)

L 11(10-12) 12 - -
Ventosa C 18 (16-21) 18 (17-20) 30 (27-41) 18d (17-20)
ventral L 19 (16-21) 18 (15-23) 28 (21-41) -
Tronco C 248 (228-259) 236 (205-266) 231 (192-274) 237 (226-260)
caudal L 36 (31-43) 38 (33-47) 37 (27-48) 36 (28-42)
Furcas C 241 (228-252) 213 (184-239) 221 (205-267) 216 (196-227)

L 19 (17-24) 22 (17-27) 16 (14-27) 14
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5.3.2.1.3 Tylodelphys sp.

Tipo cercariano: Estrigeocercaria.

Primeiro hospedeiro intermediario: B. straminea.

Percentual de infecgdo total: 0,02% (1/4806).

Local de coleta: ponto C.

Coletas positivas e percentuais de infeccao: 28/05/2018 (2%).
Segundo hospedeiro intermediario: Poecilia reticulata (Experimental).

Sitio de infec¢do: Cavidade abdominal.

Estudo experimental: 12 exemplares de P. reticulata foram expostos a solugdo de
cercarias. Aos 14 DPI, foi realizada a necropsia de um peixe infectado, sendo detectada
a presenca de metacercarias na cavidade abdominal. Posteriormente, a forma parasitaria

foi recuperada nos demais exemplares aos 21 DPI.

Caracterizag¢do morfologica

Cercdria (n=20): Larva com cauda bifurcada (Figura 11A). Corpo cercariano alongado,
139 (131-147) % 34 (33— 36) (Figura 11B), com tegumento coberto por microespinhos,
distribuidos densamente ao nivel do 6rgdo anterior. Presenca de dois pares de glandulas
de penetragdo localizados entre a bifurcagdo dos cecos intestinais € a ventosa ventral.
Orgio anterior ovalado, 24 (22-26) x 19 (17-21). Pré-faringe curta. Faringe oval, 7 x 7
(7-9), seguida de esdfago curto. Ventosa ventral arredondada, 17 (16—19) de didametro,
com uma fileira de 27 espinhos ao redor da abertura (Figura 11C). Os cecos intestinais
ndo atingem a vesicula excretora. Tronco caudal, 210 (201-221) x 25 (24—28), com um
par de corpos caudais. Furcas maiores que o tronco, 221 (211-235) x 15 (14—17). Sao
produzidas por esporocisto alongados (Figura 11D). Na tabela 11 sdo apresentados os

dados da larva e de outras semelhantes descritas por outros autores.

Metacercaria (n=11) (Figura 11E, F): Tipo “Diplostomulum”. Espécimes in vivo
apresentavam granulos de inclusdo ovalados. Corpo linguiforme, 636 (570—-704) x 183
(155-204), levemente concavo na face ventral. Extremidade anterior arredondada.
Segmento posterior (Hindbody) com uma proeminéncia conica. Ventosa oral subterminal,
48 (40—54) x 46 (33—52). Presenca de um par de pseudoventosas, pouco diferenciadas,
situadas lateralmente a ventosa oral. Faringe oval, 25 (21-29) x 18 (16—22), seguida de
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esofago, 23 (17-28) de largura. Cecos intestinais longos e lisos, terminando
posteriormente ao 6rgdo tribocitico. Ventosa ventral arredondada, 29 (24—33) x 33
(22-36), localizada na metade do corpo. Orgio tribocitico muscular, eliptico, 70 (59—80)
x 45 (35—-52), posterior a ventosa ventral. Primordio genital situado posterior ao 6rgao
tribocitico. Na tabela 12 sdo apresentadas as comparagdes morfométricas da metacercaria

com as de Tylodelphys spp. descritas por outros autores.

Caracterizacdo molecular

Um fragmento do gene 28S (995 bp) foi obtido para esta cercaria. As analises
filogenéticas, que incluiram membros da subfamilia Diplostominae (4ustrodiplostomum,
Diplostomum, Dolichorchis, Hysteromorpha e Sphincterodiplostomum, Tylodelphys)
revelaram que o parasito avaliado neste estudo se encontra inserido num clado com
representantes do género Tylodelphys Diesing, 1850 (Figura 12), mas com valores de
suporte baixos (probabilidade posterior = 0,82; bootstrap = 61). O isolado deste estudo
agrupou-se em um subclado com Tylodelphys ct. americana (diferenga genética de 0,2%)
(ACHATZ et al., 2022). Adicionalmente, o clado formado pelo presente parasito e
Tylodelphys cf. americana € grupo irmdo de uma espécie identificada como
Diplostomidae sp. 1 (=Tvlodelphys sp.), transmitida por Biomphalaria havanensis nos
Estados Unidos (ROSSER, 2016). A divergéncia genética entre 7ylodelphys sp. e
Diplostomidae sp. 1 foi de 0,6%. Ja as espécies do género detectados no México (7.
aztecae) e Estados Unidos (7. conifera, T. immer, T. robrauschi, T. scheuringi)
(ACHATZ et al., 2022), formaram um clado com bom suporte, com maiores valores de
divergéncia genética (1,2% e 1,8%), em relacdo a Tylodelphys sp. Tentativas na obtengado
de sequéncias cox! (primers Plat-diploCOX1dF/Plat-diploCOX1dR, DicelF/Dicel 1R)

foram realizadas, porém, sem sucesso.

Comentdrios: A presenca de dois pares de glandulas de penetracdo anterior & ventosa
ventral na cercaria obtida no presente estudo esta de acordo com o reportado para larvas
dos membros do género Tylodelphys como reportado por outros autores
(NIEWIADOMKSA, 1960; OSTROWSKI DE NUNEZ; QUAGGIOTTO, 1995;
FALTYNKOVA et al., 2008) A cercaria de Austrodiplostomum compactum também se
caracteriza pela mesma disposicdo das glandulas de penetracdo (pré-acetabulares),
contudo a relagdo do corpo cercariano ¢ o tronco caudal de Tylodelphys sp. ¢ menor

(0,62-0,73 vs 0,82-0,94). Por outro lado, a cercaria do presente estudo distingue-se de
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Tylodelphys sp. detectado em Chilina sp. na Argentina (OSTROWSKI DE NUNEZ;
QUAGGIOTTO, 1995), por possuir dados morfométricos menores. Ja a cercaria de
Diplostomidae sp. 1 detectada em B. havanensis nos EUA (ROSSER, 2016) apresenta
corpo cercariano maior, porém, o tronco caudal e furcas sdo menores. No entanto,
ressalta-se que ditas variacdes devem-se ao método de fixagdo (diretamente em alcool
70°).

As metacercarias obtidas experimentalmente no presente estudo apresenta
morfologia compativel com as descri¢des gerais de representantes do género Tylodelphys:
corpo linguiforme, segmento posterior conico e presenca de pseudoventosas
(NIEWIADOMSKA, 2002a). Uma metacercaria também identificada como Tylodelphys
sp. foi reportada em Hoplias malabaricus no estado de Sdo Paulo (PELEGRINI et al.,
2019), a qual apresentam a maior parte das medidas semelhantes as obtidas no presente
estudo. A possiblidades destes isolados serem coespecificos ndo pode ser descartada,

demandando novos estudos moleculares.



86

400 pm

200 pm

Figura 11 — Tylodephys sp. (A) Cercaria emergida de Biomphalaria straminea coletada
no Rio Séo Francisco, Januaria, Minas Gerais. (B) Regido anterior corada pelo
vermelho neutro. (C) Detalhe da ventosa ventral com espinhos. (D) Esporocisto obtido
de molusco infectado. Metacercaria obtida experimentalmente em Poecilia reticulata
apos 21 dias de infecgdo, (E) in vivo e (F) corado pelo carmim.
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Tabela 11 — Dados morfométricos da cercaria de Tylodelphys sp. obtida no presente estudo e de outras espécies do género reportados por
diferentes autores no continente americano, incluindo os dados de Austrodiplostomum compactum. C: Comprimento; L: Largura. * Dado obtido

do trabalho de Ostrowski de Nufiez e Quaggiotto (1995).

Tylodelphys sp. Furcocercaria sp. A (cf. Diplostomidae sp.1 Austrodiplostomum
Tylodephys) (Tylodelphys sp.) compactum
Presente estudo OSTROWSKI DE ROSSER et al., Presente estudo
NUNEZ; 2016
QUAGGIOTTO, 1995

Localidade Argentina EUA
1° hospedeiro Biomphalaria Chilina sp. Biomphalaria B. straminea
intermediario straminea havanensis
Corpo C 139 (131-147) 206 (189-231) 189 (175-207) 157 (142-169)

L 34 (33-36) 43,9 (39-52) 37 (33-43) 39 (34-45)
Ventosa oral C 24 (22-26) 50,7 (42-55) - 26 (25-29)

L 19 (17-21) 22,9 (21-26) - 20 (18-21)
Faringe C 7 - - 8 (7-9)

L 7 (7-9) - - 8 (7-9)
Ventosa ventral C 17 (16-19) 22,6 (21-23) 20 (18-22) 20 (20-21)

L 17 (16-19) 23,5 (21-26) 20 (17-22) 22 (20-23)
Tronco caudal C 210 (201-221) 266,4 (231-284) 165 (152-180) 181 (170-196)

L 25 (24-28) 32,2 (26-42) 29 (27-35) 29 (25-34)
Furcas C 221 (211-235) 231,1 (179-252) 175 (168-181) 206 (196-218)

L 15 (14-17) 16 (14-17) 16 (14-18)

Corpo/Tronco caudal

0,66 (0,62-0,73)

0,77*

0,87 (0,82-0,94)
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Tabela 12 — Dados morfométricos de metacercaria de Tylodelphys sp. obtida
experimentalmente no presente estudo e de metacercarias do mesmo género encontradas
na cavidade visceral de peixes no continente americano. C: Comprimento; L: Largura.

Tylodelphys sp. Tylodelphys aztecae Tylodelphys sp.
Presente estudo GARCIA-VARELA PELEGRINT et
etal., 2016 al., 2019
2° hospedeiro Poecilia reticulata Goodea atripinnis Hoplias
intermediario (Experimental) malabaricus
Sitio de Cavidade visceral Cavidade visceral Cavidade visceral
infecgdo
Corpo C 636 (570-704) 1230 (940-1530) 684 (551-1033)
L 183 (155-204) 444 (290-590) 151 (91-195)
Ventosaoral C 48 (40-54) 55 (40-80) 33 (11-54)
L 46 (33-52) 45 (30-72) 32 (15-56)
Faringe C 25 (21-29) 32 (22-60) 25 (23-28)
L 18 (16-22) 17 (12-22) 30 (24-37)
Ventosa C 29 (24-33) 83 (45-157) 36 (21-66)
ventral L 33 (22-36) 64 (37-90) 10 (17-53)
Orgio C 70 (59-80) 207 (170-245) 47 (30-65)
tribocitico L 45 (35-52) 88 (67-140) 93 (71-145)
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1/991 Diplostomidae sp. 1 KT728779 - EUA

Diplostomidae sp. 1 KT728778 - EUA
1100 — Tylodelphys aztecae MF398337 - México
Tylodelphys aztecae MF624787 - México
L = Tylodelphys immer MZ314186 - EUA
Tylodelphys sp. MZ314189 - EUA
Tylodelphys robrauschi MZ314187 - EUA
Tylodelphys conifera MZ314185 - EUA
Tylodelphys scheuringi MZ314188 - EUA

77— Tylodelphys sp. ex Biomphalaria straminea
ﬁﬂlodelphys of. americana MZ314184 - Brasil

0915

1182

09971 — Austrodiplostomum sp. 2 MH373592
1193 Austrodiplostomum sp. 1 MH373589
= Austrodiplostomum compactum MH373586

Austrodiplostomum mordax MH373583

Diplostomum spathaceum MZ314171
Diplostomum huronense MZ314160
Diplostomum rauschi MZ314169
Diplostomum indistinctum MZ314165
Diplostomum gavium MZ314157
Diplostomum scudderi MZ314170

Diplostomum marshaili MZ314167
Diplostomum alascense MZ314153

Diplostomum alarioides MZ314152
11100 — Dolichorchis lacombeensis MZ314181

Dalichorchis sp. MZ314182

Sphincterodiplostomum musculosusm MW411445
Sphincterodiplostomum joaopinhoi MW411441
Hysteromorpha triloba MF398336
Ornithodiplostomum scardinii KX931427
Posthodiplostomum sp. KF738450

Grupos externos

Figura 12 — Arvore filogenética obtida pelos métodos de Inferéncia Bayesiana e Maxima Verossimilhanga (996 bp, modelo HKY + G) de
diplostomideos, inferida através do marcador 28S. Os valores de probabilidade posterior (>0,90) e bootstrap (>70%) sdo representados na parte
superior de cada n6. A barra indica o nimero de substitui¢des por nucleotideo.
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5.3.2.2 Familia Strigeidae Railliet, 1919

5.3.2.2.1 Cotylurus sp.

Tipo cercariano: Estrigeocercaria.

Primero hospedeiro intermediario: B. straminea.

Percentual de infecgdo total: 0,21% (10/4806).

Local de coleta: Ponto C.

Coletas positivas e percentuais de infecgdo: 20/08/2019 (1,19%); 21/08/19 (3,02%).
Segundo hospedeiro intermediario: B. straminea.

Sitio de infec¢do: Intramolusco

Caracterizag¢do morfologica

Cercaria (n=3): Larva com cauda bifurcada (Figura 13A). Corpo (Figura 13B), 125
(121-128) x 34 (29-36), com tegumento espinhoso, mais densos na regido anterior.
Presenga de dois pares de glandulas de penetragio anteriores a ventosa ventral. Orgdo
anterior ovalado, 33 (31-26) x 18 (17-21). Pré-faringe curta. Faringe oval, 7 (7-9) de
diametro, seguida de esofago curto. Ventosa ventral esférica, 21 (21-22) x 20 (19-22),
pos-equatorial, com presenca de espinhos finos ao redor da abertura (Figura 13C). Os
cecos intestinais sdo alongados e ndo atingem a vesicula excretora. As cercarias sao

produzidas por esporocistos alongados (Figura 13D).

Metacercaria (n=20): Tipo “Tetracotyle” (Figura 13E). Formato piriforme, 319
(296—352) x 262 (232—296). Parede cistica hialina, observada in vivo. O parasito foi

recuperado apds esmagamento do molusco.

Na tabela 13 sdo comparados os dados dos estagios larvais e de outras semelhantes

descritas por outros autores.

Caracterizagdo molecular

Foi obtido um fragmento de 563 bp do gene cox! (regido barcode) a partir da analise
desta cercaria. A sequéncia foi comparada com outras disponiveis para espécies dos
géneros Cotylurus Szidat, 1928 e Ichthyocotylurus Odening, 1969. Foi observado que o

isolado deste estudo se encontra inserido um clado bem suportado com espécies de
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Cotylurus (Figura 14). Além disso, verificou-se que forma um subclado com um isolado
de Cotylurus sp. reportando na cidade de Belo Horizonte (LOPEZ-HERNANDEZ et al.,
2019), cuja diferenca genética foi de 1,7%, revelando coespecificidade. As divergéncias
genéticas com relagdo a Cotylurus spp. reportadas no Canada (LOCKE et al., 2018) e
Japdo (NAKAOQO; SASAKI, 2021) foram maiores, variando entre 9,7% e 11%. A diferenga

entre Cotylurus sp. e as espécies do género Ichthyocotylurus foi de 14—16%.

Comentdrios: A morfologia da cercaria e metacercaria detectadas em B. straminea estdo
de acordo com o descrito para representantes do género Cotylurus, incluindo a presenca
de dois pares de glandulas de penetragdo anteriores a ventosa ventral
(NIEWIADOMSKA, 2002b). Os dados moleculares revelam que se trata de Cotylurus
sp., previamente reportada em Belo Horizonte (LOPEZ-HERNANDEZ et al., 2018), com
dados morfométricos semelhantes. Esta cercaria foi previamente descrita como Cercaria
caratinguensis por Ruiz (1953), que descreve a posigdo das glandulas como sendo pos-
acetabular. Contudo, este mesmo autor salienta as dificuldades na caracterizacdo da
disposi¢do das glandulas de penetragdo desta cercaria. No presente estudo, a posi¢ado pre-
acetabular destas glandulas pode ser demonstrada de maneira inequivoca. A analise
molecular também permitiu a diferenciag@o de outras espécies relatadas no Brasil, como
C. cornutus (Rudolphi, 1808) e C. gallinulae Lutz, 1928 (FERNANDES et al., 2015).
Adicionalmente, a cercaria do presente estudo diferencia-se de C. flabelliformis (Faust,
1917), reportada nos Estados Unidos (OLIVIER; CORT, 1941), por apresentar menores
dimensdes nas estruturas. Recentemente, na Argentina, foram descritos em B. straminea
estagios larvais de Cotylurus sp. (FERNANDEZ; HAMANN, 2017), porém, a cercéria
apresenta um maior tronco caudal e furcas, e uma menor metacercaria, quando comparada

com a do presente estudo.
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Figura 13 — Cotylurus sp. (A) Cercaria emergida de Biomphalaria straminea coletada
no Rio Sao Francisco, Januaria, Minas Gerais. (B) Corpo cercariano corado com sulfato
azul do Nilo. (C) Detalhe da ventosa ventral. (D) Esporocisto recuperado de molusco
infectado. (E) Metacercaria encistada in vivo.



Tabela 13 — Dados morfométricos de cercaria e metacercaria de Cotylurus sp. obtidos no presente estudo e de larvas semelhantes descritas por
outros autores no continente americano. C: Comprimento; L: Largura; d: didmetro.

Cotylurus sp. C. flabelliformis C. lutzi Furcocercaria V
Presente estudo LOPEZ-HERNANDEZ OLIVIER; BASCH, 1969 FERNANDEZ;
etal., 2019 CORT, 1941 HAMANN, 2017

Localidade Brasil EUA Brasil Argentina
1° hospedeiro Biomphalaria B. straminea Lymnaea B. glabrata B. straminea
intermediario straminea stagnalis
Corpo C 180 (175-185) 172 (158-185) 217 (185-250) 151 (130-174) 155 (120-195)

L 54 (54-55) 48 (34-62) 39 (32-51) 34 (31-49) 56 (46-96)
Orgio C 35 (33-38) 32 (21-41) 40 (32-47) 31 (26-34) 38 (32-44)
anterior L 25 (24-26) 24 (14-34) 20 (18-23) 23 (21-26) 31 (25-39)
Faringe C 13 (12-14) - - - 14 (11-16)

L 9 (9-10) - - - 14 (14-16)
Ventosa C 25 (24-26) 32 (21-43) 24 (21-26)d 30 (22-31)d 25 (20-30)
ventral L 24 30 (21-43) - - 26 (23-30)
Tronco C 160 (156-164) 193 (165-247) 238 (211-256) 156 (115-166) 209 (140-235)
caudal L 33 (29-36) 41 (34-48) 36 (32-45) 32 (29-39) 43 (32-55)
Furcas C 182(176-185) 213 (185-226) 239 (211-262) 160 (143-174) 204 (154-230)

L 16 (16-17) 15 (14-21) - 15 (13-16) 27 (20-34)
Metacercaria

C 319(296-352) 302 (279-329) - 220-240 195 (180-210)

L 262(232-296) 255 (237-277) - 160-200 139 (135-165)




1197

94

1100 Colylurus sp. ex Biomphalaria straminea
" Cotylurus sp. MN179322 - Brasil

0_99,97{ Cotylurus sp. MH368593 - Canada
Cotylurus sp. MH369565 - Canada

1/100

1/94 097197 { Cotylurus flabelliformis MH369519 - Canada
Cotylurus flabelliformis MH581275 - Canada

Cotylurus cornutus MH369502 - Canada
Coty!urus cornutus MH369516 - Canada
g:otylurus cornutus MH369487 - Canada

I Cotylurus sp. LC599692 - Japao

—— Cotylurus sp. LC599709 - Japao
1/98 F Cotylurus gallinulae JX977781 - Canada
— Cotylurus strigeoides MH369600 - Canada

—— Cotylurus marcogliesei MH536509 - Canada
1/94 ,7 Ichthyocotylurus sp. HM064731

/85|  0.98/96

Ichthyocotylurus pileatus FJ477204

0.08

Austrodiplostomum compactum MF124271

y - Grupos externos
Ornithodiplostomum scardinii KX931425

Figura 14 — Arvore filogenética obtida pelos métodos de Inferéncia Bayesiana e Maxima Verossimilhanga (462 bp, modelo evolutivo GTR + G)
espécies do género Cotylurus, inferida através do marcador cox/. Os valores de probabilidade posterior (>0,90) e bootstrap (>70%) sao
representados na parte superior de cada no. A barra indica o numero de substitui¢des por nucleotideo.
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5.3.2.2.2 Parastrigea sp.

Tipo cercariano: Estrigeocercaria.

Primeiro hospedeiro intermediario: B. straminea.

Percentual de infecgdo total: 0,37% (18/4806).

Local de coleta: Ponto C.

Coletas positivas e percentuais de infec¢do: 07/10/2017 (1,37%); 30/07/2018 (0,23%);
20/08/2019 (2,98%); 21/08/2019 (4,15%).

Segundo hospedeiro intermediario: Girinos de Rhinella sp. (78/78, 100%).

Sitio de infec¢do: Cavidade visceral.

Caracterizag¢do morfologica

Cercaria (n=20): Larva com cauda bifurcada (Figura 15A). Corpo cercariano alongado,
163 (149—173) x 48 (43—54). Presenca de microespinhos ao nivel do 6rgdo anterior
(Figura 13C). Presenca de oito pares de glandulas de penetragdo: um par pré-acetabular,
trés para-acetabulares, e os restantes, pos-acetabulares (Figura 15B). Pré-faringe curta,
faringe ovalada, 9 x 8 (7-9), esofago curto. Ventosa ventral esférica, 21 (19-22) x 22
(19-22), post-equatorial, com presenca de microespinhos finos na abertura (Figura 15D).
Ocelos sem pigmentagdo, anteriores a ventosa ventral. Tronco caudal, 153 (142—168) x
39 (33—45), com dois pares de corpos caudais. Furcas maiores que o tronco, 171
(161-183) x 13 (12—14). Cercarias formadas por esporocistos (Figura 15E). Na tabela 14
sdo comparadas as medidas com as de uma larva semelhante relatada na Argentina

(FERNANDEZ; HAMANN, 2017).

Metacercaria (n=20): Tipo “Tetracotyle” (Figura 15F). Formato ovalado, 406 (359—444)
x 228 (197-253), com parede cistica espessa.

Caracterizacdo molecular

Foram obtidas sequéncias de ITS1-5.8S-ITS2 da cercaria (1263 bp) e metacercaria (1262
bp). Foi construido um alinhamento com sequéncias disponiveis de Parastrigea spp. e
outros membros da familia Strigeidae (Apharyngostrigea, Australapatemon, Apatemon,
Cotylurus e Cardiocephaloides). Na arvore filogenética obtida (Figura 16A), observou-
se que os isolados formam um subclado, formando parte do clado constituido por espécies

do género Parastrigea Szidat, 1928 reportadas no México (HERNANDEZ-MENA et al.,
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2014), com alto suporte nodal. Foi detectada uma diferenca molecular de 0,2% entre os
parasitos recuperados de Rhinella sp. e B. straminea. Evidenciou-se que ambos os
isolados tém uma relacdo proxima com P. plataleae, com uma divergéncia genética
variando entre 0,1% e 0,4%. A diferenca genética com P. cincta Szidat, 1928 ¢ P.
diovadena Dubois & Macko, 1972 foram 0,9-1,2% e 1,2-1,6%, respectivamente. Foi
observada variacdo intraespecifica em P. plataleae Hernandez-Mena et al., 2014 (0,1%)
e P. diovadena (0,3%). Além disso, foi calculada a variagdo interespecifica: P. cincta vs
P. diovadena, 0,5-0,8%; P. cincta vs P. plataleae, 0,8-0,9%; P. diovadena vs. P.
plataelae, 1,1-1,3%.

Sequéncia parcial de cox! (599 bp) foi amplificada apenas para a forma
parasitaria encontrada no molusco e alinhada com as de espécies do género Parastrigea.
Na reconstrugdo filogenética (Figura 16B) foi observado que o parasito ¢ tdxon irmao de
P. plataleae, porém, com suporte baixo. A divergéncia molecular de ambos parasitos foi
8,1-8,7%. Quando comparada com P. cincta ¢ P. diovadena, os valores foram 11% e 11-

12%.

Comentdrios: A analise filogenética permitiu identificar a B. straminea e Rhinella sp.
como o primeiro e segundo hospedeiro intermediario de Parastrigea sp, respectivamente.
Morfologicamente, a cercaria ¢ semelhante com a descrita por Fernandez e Hamann
(2017) pelo nimero de glandulas de penetragdo e presenca de ocelos sem pigmentacao,
porém, com maiores medidas em relacdo ao corpo cercariano, tronco caudal e furcas.
Ressalta-se que os representantes do género Parastrigea t€m como segundo hospedeiro
intermediario anuros (NIEWIADOMSKA, 2002b), dando suporte a presente
identificacdo. Baseado nos dados moleculares, a diferenga observada entre as sequéncias
de ITS de ambos os isolados obtidos no presente estudo, pode-se tratar de uma variagao
intraespecifica, como observado no caso de P. diovadena. No caso do marcador
mitocondrial, as divergéncias moleculares detectadas, indicam que o presente parasito ¢

diferente de P. plataleae.
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Figura 15 — Parastrigea sp. (A) Cercaria emergida de Biomphalaria straminea coletada
no Rio Sdo Francisco, Januaria, Minas Gerais. (B) Detalhe das glandulas de penetragao.
(C) Detalhe do tegumento espinhoso na regido anterior do corpo cercariano. (D)
Microespinhos na abertura da ventosa ventral. (E) Esporocisto encontrado em moluscos
infectado. (F) Metacercaria obtida de cavidade visceral de girinos de Rhinella sp.
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Tabela 14 — Dados morfométricos da cercaria e metacercaria de Parastrigea sp. do
presente estudo e de Furcocercaria XX reportado na Argentina. C: Comprimento; L:

Largura.
Parastrigea sp. Furcocercaria XX
(=Parastrigea sp.)
Presente estudo FERNANDEZ; HAMANN,
2017

Localidade Argentina
1° Hospedeiro Biomphlaria straminea B. straminea
intermediario
N¢ glandulas 8 8
de penetracdo
Corpo C 163 (149-173) 117 (99-131)

L 48 (43-54) 45 (39-53)
Orgio anterior C 39 (36-41) 30 (23-37)

L 25(22-28) 26 (23-30)
Faringe C 9 11 (9-14)

L 8 (7-9) 10 (9-11)
Ventosa C 21 (19-22) 23 (21-30)
ventral L 22 (19-22) 23 (18-25)
Tronco C 153 (142-168) 120 (115-126)

L 39 (33-45) 34 (30-41)
Furcas C 171 (161-183) 142 (126-149)

L 13 (12-14) 14 (11-18)
Ocelos C 6 (5-7) -

L

6 (5-7)
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0.96/- { Parastrigea sp. ex Biomphalaria straminea (Cercaria)
A Parastrigea sp. ex Girino (Metacercéria)
0.98/97 - Parastrigea plataleae JX977835 - México
Parastrigea plataleae JX977836 - México
Parastrigea plataleae JX977821 - México
{Parastrigea cincta JX977817 - México
093047 Parastrigea cincta JX977816 - México
+- 1|, Parastrigea diovadena MW293775 - México
0.98/92| |' Parastrigea diovadena JX977808 - México
Parastrigea diovadena MW293769 - México
1182 Parastrigea diovadena MW293763 - México
Parastrigea diovadena MW293757 - México
Parastrigea diovadena JX977806 - México
Strigea robusta MF537205
Apharyngostrigea brasiliana MZ614718
Apharyngostrigea simplex MK510081
Apharyngostrigea pipientis MT774151
Apharyngostrigea cornu HM064969
1199 — Australapatemon burti MW000945
1/100 4| [ Apatemon fuligulae MW244656
BR Apatemon sp. MT446447
100 [ Cotylurus marcogliesei MH521248
\_‘j Colylurus sp. MT276343
i e Cotylurus gallinulae JX977841
T Cardiocephaloides physalis MW370433
E Cardiocephaloides longicollis MN820663
" Cardiocephaloides medioconiger MH521247
1100 Diplostomum huronense AY 123044
Austrodiplostomum compactum MH373573

0.99-

1/99

11100 1/99

-181

Grupos externos

0.04

Parastrigea sp. ex Biomphalaria straminea
Parastrigea plataleae JX977776

0.99/99
Parastrigea plataleae JX977761

0.1 {LParasrrigea plataleae JX977773

-183

- 0.9t | 1 Parastrigea plataleae JX977774
099- L Parastrigea plataleae JX377775
r Parastrigea diovadena KX977755
Parastrigea diovadena JX977735

1100 Lol

Earastrfgea diovadena JX977740
Parastrigea diovadena JX977730
" Parastrigea diovadena JX977754

~ Parastrigea cincta JXO77760
ki
s ‘ Parastrigea cincta JX977756
- Parastrigea cincta JX977758

Cotylurus gallinulae JX977781  Grupo externo

0.06

Figura 16 — Reconstrugdes filogenéticas obtidas pelos métodos de Inferéncia Bayesiana
e Maxima Verossimilhanca para Parastrigea sp., inferidas através dos marcadores
ITS1-5.8S-1TS2 (994 bp, modelo evolutivo GTR + G) e cox! (298 bp, modelo evolutivo
HKY + G +I). Os valores de probabilidade posterior (>0,90) e bootstrap (>70%) sdo

representados na parte superior de cada nd. A barra indica o nimero de substituigdes
por nucleotideo.
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5.3.3 Superfamilia Echinostomatoidea Looss, 1899

5.3.3.1 Familia Echinochasmidae Odhner, 1910

5.3.3.1.1 Echinochasmidae gen. sp.

Tipo cercariano: Gimnocéfala.

Hospedeiro intermediario: 4. tuberculatum.
Percentual de infecgdo total: 0,05% (2/3725).
Local de coleta: Ponto B.

Coletas positivas e percentuais de infecgdo: 01/08/2017 (1,45%); 01/09/2017 (0,73%).

Caracterizagdo morfologica

Cercéria (n=8): Larva com cauda simples (Figura 17A). Corpo cercariano com colar
cefalico sem espinho (Figura 17B). Ventosa oral arredondada, 29 (24 —31) x 35 (33-36).
Células cistogénicas distribuidas lateralmente, desde a regido posterior da ventosa oral
até a extremidade posterior do corpo. Ventosa ventral pés-equatorial, 35 (33—40) x 33
(29-38), com fileira de espinhos dentiformes. Concregdes circulares no interior dos
ductos excretores principais, presente em niimero que varia de 10-12 (Figura 17C). Cauda
longa, com extremidade afilada, 273 (239-293) x 32 (31-35). A comparagdo dos dados
morfométricos desta larva com outros representantes da familia Echinochasmidae sdo

apresentadas na tabela 15.

Caracterizagdo molecular

Foi obtido para este parasito sequéncias de um fragmento do gene 28S (1190 bp). Para
determinar a posicao filogenética, foi construido um alinhamento com outros membros
da superfamilia Echinostomatoidea. Na arvore filogenética obtida (Figura 20), foi
observado que o parasito se encontra inserido em um clado com outros representantes da
familia Echinochasmidae, apresentando um bom suporte. No entanto, este parasito
apresentou-se em um clado isolado, ndo sendo verificada uma relagdo proxima com
nenhum dos géneros com sequéncias disponiveis para comparacdo. As divergéncias
genéticas dos parasitos com os géneros Echinochasmus Dietz, 1909, Stephanoprora

Odhner, 1902 e Microparyphium Dietz, 1909 foram de 7,1-7,3%, 7,2-7,4% e 7,1%,
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respectivamente. Além disso, foram calculadas as diferencas genéticas entre os géneros:
Stephanoprora vs Echinochasmus, 5,3-6,5%; Microparyphium vs Echinochasmus, 3,8-

4,7%; Microparyphium vs Stephanoprora, 4,9-5,4%.

Comentario: O parasito detectado em A. tuberculatum foi identificado como um membro
da familia Echinochasmidae com auxilio do marcador 28S. A arvore filogenética obtida
revela que o parasito pertence a um género que ainda ndo possui informagdo molecular
para comparagdo. Morfologicamente, a larva possue microespinhos na abertura da
ventosa ventral, como as dos géneros FEchinochasmus (SCHOLZ et al., 1996;
BESPROZVANNYKH, 2009) e Microparyphium (KOGA, 1952), assim como por serem
transmitidos por moluscos caenogastropodes. Nao obstante, a cercaria do presente estudo
distingue-se desses géneros por apresentar uma cauda longa, maior do que o corpo

cercariano.
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200 pm

50 um

Figura 17 — Echinochasmidae gen. sp. (A) Cercéria emergida (fixada em formalina) de
Aylacostoma tuberculatum coletada no Rio Sao Francisco, Januaria, Minas Gerais. (B)
Corpo cercariano. (C) Detalhe das concregdes circulares e células cistogénicas em
cercaria corada com sulfato azul do Nilo.
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Tabela 15 — Dados morfométricos da cercaria de Echinochasmidae gen. sp. e outras espécies da mesma familia descritas por diferentes autores.
C: Comprimento; L: Largura.

Echinochasmidae gen. sp. Echinochasmus E. leopoldinae Microparyphium
japonicus kyushuense
Presente estudo BESPROZVANNYKH, SCHOLZ etal., 1996 KOGA, 1952
2009
Localidade Russia México Japido
1° hospedeiro Aylacostoma Parafossarulus Pyrgophorus Semisulcospira
intermediario tuberculatum spiridonovi coronatus libertina
Corpo C 112(100-126) 121-124 98-163 90-110
L 96 (81-112) 63-74 85-148 27,5-37,5
Ventosa oral C 29(24-31) 27-33d 30-38 37,5-47,5
L 35(33-36) - 32-43 44,5-57,5
Faringe C 15(014-17) 8-11d - 17,5-22,5
L 11(9-12) - - 17,5-20
Ventosa ventral C 35(33-40) 22-27 36-38 37,5-52,5
(VV) L 33(29-3%) 22-33 36-39 44,5-57,5
Microespinhos na Presentes - Presentes Presentes
abertura da VV
Cauda C 273 (239-297) 89-121 82-89 -
L 32(31-35) 25-27 24-38 -
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5.3.3.1.2 Stephanoprora sp. 1

Tipo cercariano: Equinocercéaria — Grupo Magnacauda.

Hospedeiro intermediario: 4. tuberculatum.

Percentual de infecgdo total: 0,40% (14/3725).

Local de coleta: Pontos A e B.

Coletas positivas e percentuais de infec¢do: 02/08/2017 (0,57%); 31/08/2017 (1,94%);
02/02/2018 (0,65%); 29/03/2018 (1,05%); 25/07/2018 (1,71%); 20/10/2018 (0,42%);
20/04/2019 (0,90%); 23/06/2019 (0,82%); 21/07/2019 (1,2%); 23/08/2019 (0,96%);
24/08/2019 (0,79%).

Estudo experimental: 8 exemplares de P. reticulata foram expostos a uma solugdo
contendo 150 cercarias. As 48 horas pos infec¢io, em dois individuos foi detectada o
encistamento do parasito nas branquias do hospedeiro. No entanto, aos 7 DPI, foi
realizada a necropsia dos exemplares restantes, os quais ndo apresentaram metacercarias

nas branquias.

Caracterizag¢do morfologica

Cercaria (n=20): Larva com cauda extremamente grande, 1896 (1748-2057) x 180
(149-227), com coloracdo levemente amarronzada e com movimento em S (Figura 18A).
Corpo pequeno, 212 (200-229) x 88 (80—95), com tegumento sem microespinhos (Figura
18B). Colar cefalico pouco desenvolvido e sem espinhos. Ventosa oral subterminal, 44
(41-48) x 42 (39-45), com dez espinhos achatados na borda anterior (Figura 18C). Corpo
pré-faringeal pequeno, 10 (7-14) x 14 (11-16), com duas inclusdes globulares. Faringe
muscular, 26 (23—29) x 12 (11-14). Es6fago alongado que se bifurca antes do acetabulo.
Ventosa ventral levemente maior que a oral, 47 (45—52) x 48 (45—50), com uma fileira
de 31 espinhos achatados na abertura (Figura 18D). Células cistogénicas distribuidas
entre a faringe a extremidade posterior do corpo. As cercarias sdo produzidas por rédias
(Figura 18E). As medidas obtidas do estagio larval e com cercarias semelhantes

reportadas por outros autores sao apresentadas na tabela 16.

Caracterizagdo molecular

Foram obtidos fragmentos dos marcadores 28S (1184 bp) e nadl (336 bp). A analise da

sequéncia de 28S demonstrou que o parasito se encontra inserido em um clado bem
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suportando formado por membros do grupo Stephanoprora proposto por Tatonova et al.
(2020) (Figura 20). As divergéncias genéticas foram baixas em relagdo a S
pseudoechinata (0,2%), S. amurensis (0,4%) e S. chasanensis (0,4%). Jano caso de outras
espécies que formam parte desse grupo, foram detectados valores maiores (E. donaldsoni,
1,2%; E. milvi, 1.7%; E. mordax, 1,1%; E. suifunensis, 1,7%). Comparado a espécies dos
géneros Echinochasmus ¢ Microparyphium, as diferengas genéticas foram 5,3-6,3% e

4,9-5,2%, respectivamente.

Comentarios: Molecularmente foi determinado que o parasito ¢ um membro do género
Stephanoprora. Comparando com cercarias com caudas proeminentes, presenga de corpo
pre-faringeal e ventosa oral com espinhos na borda anterior, a larva do presente estudo
diferencia-se por apresentar maior tamanho que a de S. uruguayense, assim como por ser
transmitido por tiarideo (vs. Hydrobiidae) (OSTROWSKI DE NUNEZ, 2007).
Morfometricamente, a larva é quase idéntica a de S. aylacostoma detectada em A.
chloroticum na Argentina (OSTROWSKI DE NUNEZ; QUINTANA, 2008). E possivel
que as larvas encontradas em Januaria correspondam a S. aylacostoma, porém, a obtencao
de parasitos adultos ou dados moleculares para a espécie sdo necessarios para a
confirmacdo desta identificagdo. No territorio brasileiro, Lutz (1924) reportou a infec¢do
de uma espécie de Aylacostoma, a época como Hemisinus sp., por Echinocercaria stylites.
Esta larva também possui uma cauda proeminente e movimento vermiforme, podendo se
tratar de uma espécie de Stephanoprora. No entanto, a auséncia de dados morfométricos

impossibilitou a comparagdo com a cercdria aqui caracterizada.
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200 pm

500 pm

Figura 18 — Stephanoprora sp.1. (A) Cercaria emergida (in vivo) de Aylacostoma
tuberculatum coletada no Rio Sdo Francisco, Januaria, Minas Gerais. (B) Corpo
cercariano corado com vermelho neutro. (C) Espinhos localizados na borda anterior da
ventosa oral. (D) Detalhe dos espinhos presentes na abertura da ventosa ventral. (E)

Rédia coletada em molusco infectado.
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5.3.3.1.3 Stephanoprora sp. 2

Tipo cercariano: Equinocercaria — Grupo Magnacauda.
Hospedeiro intermediario: Aylacostoma tuberculatum.
Percentual de infecgdo total: 0,08% (3/3725).

Local de coleta: Ponto B.

Coletas positivas e percentuais de infecgdo: 23/08/2019 (0,96%); 24/08/2019 (0,79%).

Caracterizag¢do morfologica

Cercaria (n=20): Larva com cauda proeminente, com uma colora¢cdo amarronzada (Figura
19A). Corpo cercariano, 215 (204-229) x 95 (88-102), com tegumento sem
microespinhos (19B). Colar cefalico levemente desenvolvido e sem espinhos. Ventosa
oral subterminal, 42 (39—45) x 40 (36—45), com dez espinhos achatados na borda anterior
(Figura 19C). Corpo pré-faringeal pequeno, 10 (9—14) x 10 (9-13), com duas inclusdes
globulares. Faringe muscular, 26 (23—27) x 13 (11—-14). Ventosa ventral, 47 (45—52) x
47 (45-52), com uma fileira de espinhos achatados na abertura (Figura 19D). Células
cistogénicas distribuidas entre a faringe a extremidade posterior do corpo. Canais
excretores principais contendo numerosas granulos refratarios pequenos. As cercarias sdo
produzidas por rédias (Figura 19E). As medidas obtidas do estagio larval e com cercarias

semelhantes reportadas por outros autores sdo apresentadas na tabela 16.

Caracterizagdo molecular

Foram obtidos fragmentos dos marcadores 28S (1245 bp) e nadl (507 bp). A sequéncia
do gene ribossomal foi incluida na analise de Echinochasmidae gen. sp e Stephanoprora
aylacostoma, detectadas no presente estudo. Na arvore filogenética obtida (Figura 20),
foi evidenciado que o parasito forma um clado com outros representantes do género
Stephanoprora. A sequéncia do parasito apresentou 100% de identidade com S.
aylacostoma. Ja na comparacdo através do marcador nadl com esta espécie, a diferenga

genética foi de 10%, sugerindo tratar-se de uma espécie diferente.

Comentdrio: As caracteristicas morfoldgicas gerais desta cercaria concordam com as
descritas para Stephanoprora sp. 1 e S. aylacostoma. No entanto, as suas medidas sdo
menores. A diferenciacdo entre as duas larvas deste género encontradas em Janudria foi

confirmada pelo uso do marcador mitocondrial nadl. Outra espécie deste género
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registrada na América do Sul, S. uruguayense, apresenta medidas ligeiramente menores,
contudo, diferencia-se por ter como primeiro hospedeiro intermedidrio a Heleobia

parchappei (Hydrobiidae vs. Thiaridae) (OSTROWSKI DE NUNEZ, 2007).
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200 ym

200 pm

Figura 19 — Stephanoprora sp. 2 (A) Cercaria emergida (in vivo) de Aylacostoma
tuberculatum coletado no Rio Sao Francisco, Januaria, Minas Gerais. (B) Corpo
cercariano corado com Vermelho Neutro. (C) Espinhos localizados na borda anterior da
ventosa oral. (D) Abertura da ventosa ventral com espinhos. (E) Rédia coletada de

molusco infectado.
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Tabela 16 — Dados morfométricos das cercaria de Stephanoprora spp. encontrados no presente estudo e de outras espécies do género relatadas na
Argentina. C: Comprimento; L: Largura; d: didmetro.
Stephanoprora sp.1 Stephanoprora sp. 2

S. aylacostoma S. uruguayense

Presente estudo Presente estudo OSTROWSKI DE OSTROWSKI DE
NUNEZ; QUINTANA, NUNEZ, 2007
2008

Localidade Argentina Argentina
1° Hospedeiro Aylacostoma A. tuberculatum A. chloroticum Heleobia parchappei
intermediario tuberculatum
Corpo C 212 (200-229) 215 (204-229) 250 (239-264) 183 (170-198)

L 88 (80-95) 95 (88-102) 88 (82-94) 71 (57-79)
Ventosa oral C 44 (41-48) 42 (39-45) 39 (35-47) 31 (28-32)

L 42 (39-45) 40 (36-45) 40 (38-44) 32 (28-35)
Corpo C 10 (7-14) 10 (9-14) 14 (9-16) 13d
prefaringeal L 14 (11-16) 10 (9-13) 12 (9-13) -
Faringe C 26 (23-29) 26 (23-27) 20 (16-25) 16 (13-19)

L 12 (11-14) 13 (11-14) 14 (13-16) 14 (13-16)
Ventosa C 47 (45-52) 47 (45-52) 46 (41-47) 35 (32-38)
ventral L 48 (45-50) 47 (45-52) 42 (38-44) 34 (32-38)
Cauda C 1896 (1748-2057) 1035 (929-1113) 1919 (1792-2224) 991 (800-1088)

L 180 (149-227) 104 (79-129) 161 (138-192) 96 (64-112)
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Figura 20 — Arvore filogenética obtida pelos métodos de Inferéncia Bayesiana e Maxima Verossimilhanga para representantes da familia
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Echinochasmidae, inferida através de 28S (1064 bp, modelo evolutivo GTR + G + I). Os valores de probabilidade posterior (>0,90) e bootstrap
(>70%) sdo representados na parte superior de cada n6. A barra indica o nimero de substitui¢des por nucleotideo.
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5.3.3.2 Familia Echinostomatidae Looss, 1899

5.3.3.2.1 Drepanocephalus sp.

Tipo cercariano: Equinocercaria.

Hospedeiro intermediario: B. straminea.

Percentual de infecgdo total: 0,46% (22/4806).

Local de coleta: Ponto C.

Coletas positivas e percentuais de infec¢do: 13/09/2018 (0.20%); 18/10/2018 (3,28%);
19/10/2018 (3,96%); 22/05/2019 (0,99%); 23/05/2019 (6,45%); 21/06/2019 (0,48%);
22/06/2019 (0,56%).

Caracterizagdo morfologica

Cercéria (n=20): Larva com cauda simples (Figura 21). Corpo, 258 (246—276) x 131
(122—-141), com colar cefalico conformado por 27 espinhos. Ventosa oral subterminal, 36
(34-39) x32 (28—36). Faringe muscular, 30 (26—32) x 30 (26—32). Eso6fago longo que se
bifurca na regido anterior & ventosa ventral. Cecos intestinais terminam proximos ao
extremo posterior do corpo. Numerosas células cistogénicas distribuidas no corpo.
Ventosa ventral arredondada, 39 (34—45) x 48 (43-51), pos-equatorial. Presenca
concregdes circulares no interior dos ductos excretores principais, entre 20 a 25. Cauda,
438 (407-456) x 42 (36—48). Na tabela 17 s@o apresentados os dados morfométricos

comparados com as de cercarias do género Drepanocephalus Dietz, 1909.

Comentario: A morfologia geral, incluindo o nimero de espinhos no colar ceféalico (27)
desta cercaria concordam com o reportado por Pinto et al. (2016) para larvas de duas
espécies do género Drepanocephalus encontradas em Biomphalaria spp. na cidade de
Belo Horizonte. Na compara¢do morfométrica, foi observado que a larva encontrada no
presente estudo € menor que as de D. mexicanus e D. spathans transmitidas também por
B. straminea (PINTO et al., 2016). Contudo, na auséncia de informa¢ao molecular, a larva

aqui encontrada ¢ identificada como Drepanocephalus sp.
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Figura 21 — Drepanocephalus sp. Cercaria emergida de Biomphalaria straminea
coletada no Rio Sao Francisco, Januaria, Minas Gerais, corado com sulfato azul do

Nilo.

Tabela 17 — Dados morfométricos da cercaria de Drepanocephalus sp. e de outras

espécies do género reportadas no Brasil. C: Comprimento; L: Largura

Drepanocephalus sp. D. spathans D. mexicanus
Presente estudo PINTO et al., PINTO et al., 2016
2016
Localidade Brasil Brasil
1° Hospedeiro Biomphalaria B. straminea B. straminea
intermediario straminea
Corpo C 258 (246-276) 339 (314-362) 317 (307-334)
L 131 (122-141) 171 (164-177) 146 (137-164)
Ventosa oral  C 36 (34-39) 42 (37-45) 42 (37-45)
L 32 (28-36) 39 (35-43) 39 (37-42)
Faringe C 30 (26-32) 25 (20-30) 25 (22-27)
L 16 (13-19) 16 (15-17) 16 (13-18)
Ventosa C 39 (34-45) 53 (50-58) 52 (48-58)
ventral L 48 (43-51) 58 (47-67) 55 (50-58)
Cauda C 438 (407-456) 539 (512-573) 482 (471-498)
L 42 (36-48) 53 (48-60) 49 (45-53)
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5.3.3.2.2 Echinostoma sp.

Tipo cercariano: Equinocercaria.

Hospedeiro intermediario: B. straminea.
Percentual de infecgdo total: 0,02% (1/48006).
Local de coleta: Ponto C.

Coletas positivas e percentuais de infec¢ao: 11/09/2018 (0,22%).

Caracterizag¢do morfologica

Cercéria (n=10): Larva com cauda simples (Figura 22A). Corpo, 294 (282—-315) x 125
(121-135), com colar cefalico contendo 37 espinhos. Ventosa oral subterminal, 43
(40—47) x 40 (36—43). Pré-faringe curta, 16 (14—17). Faringe arredondada, 26 (24-29) x
16 (14—17). Esofago alongado, 88 (81—95) de comprimento, com bifurcagdo anterior ao
acetabulo. Ventosa oral arredondada, 55 (52-59) x 52 (48—57), pés-equatorial. Células
cistogénicas distribuidas entre o espago compreendido entre a faringe a extremidade
posterior do corpo. Canais excretores principais contendo numerosas concrec¢des
circulares na regido pré-acetabular. Cauda cilindrica, 367 (341-391) x 42 (38—47), com
membranas natatorias e terminacao atenuada (Figura 22B). Sao produzidas por rédias. Na
tabela 18 sdo comparados os dados morfométricos com larvas de 37 espinhos do género

Echinostoma Rudolphi, 1809 reportados no Brasil.

Caracterizagdo molecular

Foi obtida uma sequéncia parcial do marcador 28S para esta larva (1123 bp). A mesma
foi alinhada com sequéncias de representantes da familia Echinostomatidae. Na arvore
filogenética (Figura 25), se evidenciou que o parasito forma parte de um clado com outras
espécies do género Echinostoma. A divergéncia genética entre a sequéncia de
Echinostoma sp. e as outras 12 espécies com sequéncias disponiveis para comparagao
variou entre 1,4% e 2,5%. Ja na comparag@o com outras duas espécies descritas do Brasil,
E. paraensei Lie & Bash, 1967 e E. pseudorobustum (VALADAO et al., 2021), a

diferenga genética foram de 1,8% e 2,1%, respectivamente.

Comentdrios: A presenca de 37 espinhos no colar cefalico e cauda com membranas

natatorias foram indicativos que o parasito se tratava de um membro do género
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Echinostoma (GEORGIEVA et al., 2014), sendo confirmado posteriormente com auxilio
do dado molecular. Na comparagdo morfométrica com cercarias de Echinostoma spp.,
reportadas no Brasil, foi observado que a larva é menor do que as de E. barbosai, E.
luisreyi ¢ E. rodriguesi. Além disso, diferencia-se de E. paraensei por possuir corpo

cercariano maior e cauda menor.
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200 pm

Figura 22 — Echinostoma sp. (A) Cercaria emergida (fixada em formol) de
Biomphalaria straminea coletada no Rio Sdo Francisco, Januaria, Minas Gerais. (B)

Detalhe das membranas natatorias na cauda.



Tabela 18 — Dados morfométricos das cercaria de Echinostoma sp
Brasil. C: Comprimento; L: Largura.
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. encontrado no presente estudo e de outras espécies do género relatados no

Echinostoma sp. E. barbosai E. paraensei E. luisreyi E. rodriguesi
LIE; BASCH, 1966 LIE; BASCH, 1967 MALDONADO JR. HSU et al., 1968
etal., 2003

Localidade Presente estudo Brasil Brasil Brasil Brasil
1° Biomphalaria B. glabrata B. glabrata P. marmorata P. marmorata
Hospedeiro straminea
intermediario
Corpo C 294 (282-315) 335-423 228-275 417 (326-482) 480-546

L 125 (121-135) 169-196 117-136 181 (139-252) 189-228
Ventosaoral C 43 (40-47) 40-52 35-40 57 (48-69) 51-63

L 40 (36-43) - - - 48-60
Faringe C 26 (24-29) 23-33 16-25 21 (13-30) 30-36

L 16 (14-17) 19-24 17-22 - 24-30
Ventosa C 55 (52-59) 53-65 41-51 71 (61-87) 63-78
ventral L 52 (48-57) - 41-51 - 66-81
Cauda C 367 (341-391) 404-539 412-490 545 (391-673) 540-642

L 42 (38-47) 38-50 41-47 - 45-57
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5.3.3.2.3 Echinostomatidae gen. sp.

Tipo cercariano: Equinocercaria.

Hospedeiro intermediario: B. straminea.

Percentual de infecgdo total: 0,25% (12/4806).

Local de coleta: ponto C.

Coletas positivas e percentuais de infecgdo: 20/08/2019 (2,38%); 21/08/2019 (3,02%).

Segundo hospedeiro intermediario e sitio de infeccdo: B. straminea, intramolusco.

Estudo experimental: 48 e 56 metacercarias deste equinostomatideo foram inoculados via
oral em dois camundongos. Aos 7 DPI, foi realizada a necropsia dos roedores, ndo sendo

detectada a presenca de formas parasitarias.

Caracterizag¢do morfologica

Cercaria (n=20): Larva com cauda simples (Figura 23A). Corpo cercariano, 239
(208—257) x 144 (133—158), com colar cefalico desenvolvido, contendo entre 60 a 64
espinhos (Figura 23B, C). Tegumento coberto de microespinhos triangulares. Ventosa
oral ovalada, 39 (34—43) x 38 (36—41). Corpo pré-faringeal pequeno, 7 (6—8) x 10 (9—11),
contendo numerosos espinhos. Pré-faringe curta, faringe muscular, 25 (23—-26) x 17
(15—19). Esofago alongado que se bifurca antes de atingir o acetabulo. Cecos intestinais
atingem a vesicula excretora. Ventosa ventral arredondada, 56 (53—58) x 56 (54—60),
pos-equatorial. Células cistogénicas numerosas, ocupando o espago compreendido entre
a faringe e a extremidade posterior do corpo. Canais excretores principais contendo
numerosas concregoes circulares na regido pré-acetabular. Cauda longa, 419 (394—439)
x 44 (39—47), com duas membranas natatdrias e terminagdo puntiforme. Sio produzidas
por rédias (Figura 23D). Na tabela 19 ¢ apresentada a comparagdo morfométrica com
cercarias semelhantes encontradas na Argentina (OSTROWSKI, 1974; OSTROWSKI et
al., 1997; FERNANDEZ et al., 2014).

Metacercaria (n=11): Cisto arredondado, 162 (149—-186) de diametro, com parede cistica

fina (Figura 23E). O estagio larval foi encontrado ap6s dissecagdo do molusco.

Comentarios: Pela presenca de colar cefalico, a cercaria foi identificada como do tipo

Equinocercaria (PINTO; MELO, 2013c). Esta apresentou corpo pré-faringeal, também
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reportado em Echinocercaria XIIl emergida de B. straminea mna Argentina
(FERNANDEZ et al., 2014). Porém, a cercaria do presente estudo diferencia-se por
apresentar menor tamanho e maior numero de espinhos no colar cefalico (60—64 vs
53—54). Outra cercaria reportada no territorio argentino, e que possui corpo pré-faringeal
com pequenos espinhos formando roseta, espinhos numerosos no colar cefalico (>50) e
membranas natatorias na cauda é Echinocercaria sp. V (OSTROWSKI et al., 1997).
Contudo, esta larva distingue-se por apresentar corpo ¢ cauda maiores. Adicionalmente,
na Argentina foi descrita a presenca de corpo pré-faringeal na cercaria de Echinochasmus
suspensum (Braun, 1901), mas a larva diferencia-se por também possuir dimensdes
maiores (OSTROWSKI, 1974).

No continente africano, Laidemitt et al. (2019) reportaram a transmissao de larvas
semelhantes em planorbideos, identificadas molecularmente como Patagifer sp. 1 e
Patagifer sp. 2. Ressalta-se que a primeira possui quase o mesmo numero de espinhos no
colar cefalico (58—62). Contudo, os autores ndo apresentaram as medidas da larva,

impossibilitando a comparag@o com a caracterizada no presente estudo.
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Figura 23 — Echinostomatidae gen. sp. (A) Cercaria emergida de Biomphalaria
straminea coletada no Rio Sao Francisco, Janudria, Minas Gerais. (B) Corpo cercariano
corado com vermelho neutro. (C) Detalhe do colar cefalico com espinhos. (D) Rédia.

(E) Metacercaria encistada, recuperada de B. straminea.



Tabela 19 — Comparacdo morfométricas da cercaria de Echinostomatidae gen. sp
Brasil. C: Comprimento; L: Largura.
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. encontrado no presente estudo com semelhantes relatadas na

Echinostomatidae Echinochasmus Echinocercaria sp. V Echinocercaria sp. X111
gen. sp. (=Episthmium) suspensum
OSTROWSKI, 1974 OSTROWSKI et al., FERNANDEZ et al., 2014
1997
Localidade Presente estudo Argentina Argentina Argentina
1°Hospedeiro Biomphalaria B. orbignyi B. straminea
intermediario straminea
N° de espinhos no 60-64 - >50 53-54
colar cefélico
Corpo C 239 (208-257) 592-666 412 (361-479) 650 (540-780)
L 144 (133-158) 189 (168-210) 166 (150-220)
Ventosa oral C 39 (34-43) 52-65 59 (50-67) 47 (46-67)
L 38 (36-41) 50 (42-59) 47 (41-57)
Corpo C 7 (6-8) - 16 (15-17)
prefaringeal L 10 (9-11) - 14 (13-16)
Faringe C 25 (23-26) 27-29 28 (23-32)
L 17 (15-19) 17-21 18 (16-18)
Ventosa ventral C 56 (53-58) 65-91 75 (67-84) 67 (61-73)
L 56 (54-60) 74 (67-84) 66 (57-74)
Cauda C 419 (394-439) 555-592 603 (546-672) 595 (490-712)
L 44 (39-47) 59 (50-67) 49 (30-58)
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5.3.3.2.4 Ribeiroia sp.

Tipo cercariano: Gimnocéfala.

Hospedeiro intermediario: B. straminea.
Percentual de infecgdo total: 0,02% (1/48006).
Local de coleta: Ponto C.

Coletas positivas e percentuais de infec¢ao: 22/06/2019 (0,28%).

Caracterizagdo morfologica

Cercaria: Larva de cauda simples (Figura 24A). Corpo espinhoso. Ventosa oral
subterminal. Faringe muscular. Es6fago com um par de diverticulos laterais e bifurca¢do
pré-acetabular. Cecos intestinais sinuosos que terminam proéximos a vesicula excretora.
Ventosa ventral equatorial, com membrana pregueada nas margens (Figura 24B).
Concregdes circulares numerosas presentes nos condutos excretores principais. Sdo
produzidas por rédias alongadas (Figura 24C). Dados morfométricos ndo foram obtidos

devido a emergéncia de poucas larvas.

Caracterizacdo molecular

Foram obtidas sequéncias dos marcadores 28S (1005 bp) e ITS2 (398 bp) do parasito. Na
arvore filogenética construida a partir de sequéncias 28S, foi observado que o parasito se
encontra agrupado em um clado com outras espécies do género Ribeiroia (Figura 25). Os
isolados norte-americanos de R. ondatrae agruparam-se em um clado separado, sendo
verificado uma divergéncia genética de 0,3% em relagdo ao isolado de Januaria. Além
disso, evidenciou-se que o parasito forma um clado com espécies reportada no Quénia
(LAIDEMITT et al., 2019), porém, com valor de probabilidade posterior inferior a 0,90.
Foi detectado 100% de similaridade com Ribeiroia sp. 2. As divergéncias genéticas com
relagdo a Ribeiroia sp. 1 e Ribeiroia sp. 3 relatados nesse pais foram de 0,6% e 0,8%,
respectivamente. No caso do gene ITS2, foi possivel realizar a comparacdo com trés
espécies relatadas no continente americano. As divergéncias genéticas com R. marini e
R. ondatrae (WILSON et al., 2005) foram 0,8% e 1,3%, respectivamente. Ja na
comparag¢do com Ribeiroia sp. detectado em Biomphalaria sp. na Argentina (DAVIES et

al., 2015), a diferenga molecular foi de 0,3%.
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Comentdrios: As caracteristicas morfologicas estdo de acordo com as descrigdes para
Ribeiroia sp. realizadas por Pinto et al. (2013) e Davies et al. (2015). A presenca de
diverticulos laterais no es6fago e de membrana pregueada na ventosa oral sdo
caracteristicas das larvas deste género. A identificagdo foi complementada através da
analise molecular, porém, apenas a futura obtengdo de sequéncias mitocondriais permitira

a identificacdo até o nivel de espécie.



124

200 pm

500 pm

Figura 24 — Ribeiroia sp. (A) Cercaria emergida de Biomphalaria straminea coletada no
Rio S&o Francisco, Januaria, Minas Gerais, corada com vermelho neutro. (B) Detalhe da
membrana pregueada na ventosa ventral (C) Rédia recuperada de molusco infectado.
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Figura 25 — Arvore filogenética obtida pelos métodos de Inferéncia Bayesiana e Maxima Verossimilhanga para representantes da familia
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Echinostomatidae, inferida através de 28S (729 bp, modelo evolutivo GTR + G + I). Os valores de probabilidade posterior (>0,90) e bootstrap
(>70%) sao representados na parte superior de cada no. (*) Asteriscos nos nds sinalizam diferengas na topologia recuperada por MV. A barra

indica o niimero de substitui¢des por nucleotideo.
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5.3.3.3 Familia Philophthalmidae Looss, 1899

5.3.3.3.1 Philophthalmus sp. nov

Tipo cercariano: Megalura.

Hospedeiro intermediario: Aylacostoma chloroticum, A. tuberculatum.

Percentual de infecgdo total: 0,04% (2/5017)

Local de coleta: Ponto B.

Coletas positivas e percentuais de infec¢do: 02/08/2017 (0,53%); 21/04/2019 (1,19%).

Hospedeiro definitivo experimental: Gallus gallus domesticus.

Estudo experimental: Foi realizada a infeccdo de dois exemplares de Gallus gallus
domesticus, inoculando 30 e 45 metacercarias pela via ocular, respectivamente. Foi
detectada a presenga do verme adulto no saco conjuntival das aves, sendo realizadas as
necropsias aos 36 e 45 DPI. As formas de ovo e miracidio também foram observados e

submetidas a analise morfologica.

Caracterizagdo morfologica

Cercaria (emergida de A. tuberculatum, n=8): Larva com cauda simples (Figura 26A).
Corpo alongado, 374 (317-415) x 118 (107-125), com tegumento com finos
microespinhos ¢ uma constricdo ao nivel da ventosa ventral. Ventosa oral subterminal,
61 (53-67) x 59 (56—63). Pré-faringe curta. Faringe muscular, 61 (53—67) x 59 (56—63),
seguida de es6fago com bifurcagdo anterior a ventosa ventral. Cecos intestinais longos,
com terminagdo proxima da vesicula excretora. Ventosa ventral arredondada, 70 (66—73)
x 75 (67-80), levemente pos-equatorial. Cauda cilindrica, 376 (353—406) x 39 (36—43),

com glandulas adesivas na por¢do terminal.

A cercaria emergida de 4. chloroticum (n=4): apresentou as mesmas caracteristicas que
a encontrada em A. tuberculatum, mas com algumas variagdes nas medidas. Corpo
cercariano mais alongado, 459 (440—475) x 96 (88—100). Ventosa oral, 69 (66—71) x 54
(52-55). Faringe, 36 (32—38) x 20 (18—21). Ventosa ventral, 71 (68—75) % 75. Cauda,
372 (340-404) x 37 (34-41). Na tabela 20 s3o apresentadas as comparagdes
morfométricas das larvas emergidas de Aylacostoma spp. com as de espécies de

Philophthalmus relatados no continente americano.
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Metacercaria (n=4): Cisto piriforme (Figura 26B), 336 (310—-366) x 196 (188—-205).

Rédia (recuperada de A. chloroticum, n=20): Corpo alongado, 1385 (1220—1602) x 302
(255-355) (Figura 26C). Faringe pequena, 59 (54—71) x 59 (52—71). Ceco intestinal
longo, ocupando 47—57% do corpo. Presenga de um par de apéndices locomotores

laterais, préxima do apéndice caudal.

Adultos (baseado em exemplares recuperados no dia 45, n=5): Corpo alongado, 4114
(3823—4405) x 1392 (1312—1453), com uma constri¢do ao nivel do acetabulo, atenuado
no extremo anterior, por¢ao posterior arredondada (Figura 26D). Maxima largura na
regido pos-acetabular. Tegumento liso. Ventosa oral subterminal, 301 (284—312) x 366
(312-390), seguida de faringe curta, 17 (12—22). Faringe muscular, 255 (248—262) x 274
(262—291). Relagdo da largura da ventosa oral/faringe 1:0.8 (0.7—0.9). Esbfago, 56
(29—-100), com bifurcagado dos cecos anterior a ventosa ventral. Cecos intestinais simples,
estendendo-se proximo da margem posterior do testiculo posterior. Ventosa ventral maior
que a ventosa oral, 598 (567—610) x 576 (560—588), pré-equatorial. Relagdo da largura
das ventosas 1:1.6 (1.4—1.9). Poro genital bifurcal. Saco do cirro alongado, 919
(759-1064) x 143 (118—164), correspondendo ao 22% (18—26) do comprimento do
corpo, sem exceder o borde posterior da ventosa ventral (excecdo verificada em um
exemplar). Cirro sem espinhos. Vesicula seminal alongada. Ovario ovalado, 217
(191-255) x 274 (255-291), pré-testicular. Utero enovelado, ocupando o espago entre a
ventosa ventral e o testiculo anterior. Receptaculo seminal ovalado ou levemente
alongado. Testiculos em tandem, lisos ou levemente lobulados. Testiculo anterior, 492
(425-553) x 594 (532—695); testiculo posterior, 545 (489-610) x 580 (532—638).
Vitelaria tubular, extracecal, ocupando entre 72% a 89% do espago compreendido entre
a ventosa ventral e o testiculo anterior. Poro excretor terminal. Vesicula excretora em

forma de Y. Os ductos excretores estendem-se proximo ao nivel da faringe.

Espécimes adultos recuperados no dia 36 pi (n=10): Morfologicamente semelhantes aos
exemplares descritos acima, porém, apresentando menor tamanho. Contudo, a relagdo das
ventosas e as dimensdes dos ovos maduros foram similares. Na tabela 21 sdo apresentadas
as comparagdes morfométricas do parasito com outras reportadas em ambiente
dulciaquicolas (P. gralli e P. megalurus) e com as que se desconhece o molusco

transmissor (P. lachrymosus ¢ P. semipalmatus).
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Ovos maduros (n=10): formato ovalado, 108 (93—125) x 47 (43-55), ndo operculados,

de coloragdao amarelada, contendo miracidio (Figura 26E).

Miracidio (n=23): Corpo ovalado, 158 (148—168) x 64 (57-75), com tegumento ciliado
(Figura 26F). Presenca de ocelo, 20 (16—23) x 15 (11-21). Rédia desenvolvida no

interior.

Caracterizacdo molecular

Um fragmento de 28S (1143 pb) foi obtido para a cercaria emergida de A. tuberculatum.
Foi construido um alinhamento com sequéncias de representantes da familia
Philophthalmidae, o qual foi utilizado nas analises filogenéticas A arvore obtida mostrou
que o parasito se encontra inserido em um clado contendo os membros do género
Philophthalmus Looss, 1899 (Figura 27A). A presente espécie apresenta-se como grupo
irmédo do clado formado por P. lucipetus (Rudolphi, 1819) + (Philophthalmus sp. + P.
lachrymosus Braun, 1902). A divergéncia interespecifica variou entre 0,7% e 1,7%. Ja as
diferengas genéticas com relagdo as espécies do género Parorchis e Cloacitrema foram

de 5,9-6,9% e 3,9-5%, respectivamente.

Sequéncias parciais do gene cox/ para larvas coletadas 4. chloroticum (784 bp) e
A. tuberculatum (793 bp) foram obtidas. A divergéncia molecular entre ambos isolados
foi de 2,1%, indicando coespecificidade. As sequéncias foram alinhadas com as de outros
filoftamideos e submetidas a analise filogenética que evidenciou que o parasito
encontrado em Janudria forma um clado com um isolado identificado como
Philophthalmus sp. recuperado de A. chloroticum no Rio Parana (ONACA et al., 2020)
(Figura 27B). A divergéncia entre estes isolados brasileiros foi relativamente baixa (0,16-
2,27%). Adicionalmente, foi observado que este parasito ¢ grupo irmao de P. gralli, com
bom suporte no nd. A divergéncia genética entre ambas taxas foi 11,97-12,29%. Foi
calculada a divergéncia interespecifica entre as espécies do género, variando entre
11,97% e 14,72%. Ja no caso da comparacdo com o Parorchis sp., a diferenca foi maior

(17%).

Comentdrio: As caracteristicas morfologicas da forma adulta como vitelaria formando
tubulos ininterruptos extracecais, ventosa ventral pré-equatorial, testiculos em tandem na

extremidade posterior, ovario pré-testicular, e o sitio de infec¢do, estdo de acordo com a
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diagnose do género Philophthalmus (KANEV et al., 2005; DRONEN; FRIED, 2008),
sendo corroborado pela analise molecular. Morfologicamente, Philophthalmus sp. nov.
compartilha o mesmo tipo de vitelaria com P. gralli, mas difere pela relacdo das larguras
das ventosas e ovos maiores (em espécimes corados) (MUNIZ-PEREIRA; AMATO,
1993; PINTO; MELO 2010b). Philophthalmus lachrymosus diferencia-se por possuir
vitelaria folicular, com menor extensdo no espaco compreendido entre a ventosa ventral
e testiculo anterior, e a largura da faringe ¢ igual ou levemente maior a da ventosa oral
(FREITAS, 1955; NASIR; DIAZ, 1972). Na comparagdo com P. semipalmatus, outra
espécie reportada em América do Sul (NASIR; DIAZ, 1972), o parasito do presente
estudo apresenta uma ventosa ventral menos proeminente, menor relagdo entre as
ventosas, além de ovos maiores. Philophthalmus megalurus diferencia-se pelo maior

comprimento do corpo e ovos (WEST, 1961; MCMILLAN, 1971).

De forma complementar, a comparacdo morfométrica da cercaria do presente
estudo diferencia-se de Philophthalmus sp. reportado no Rio Parana por apresentar um
corpo cercariano mais estreito e cauda maior. A larva de P. gralli distingue-se por possuir
corpo e cauda maiores. Ja a cercaria de P. megalurus se caracteriza por possuir uma
proeminente cauda. Adicionalmente, esta ultima espécie é transmitida por moluscos das
familias Pleuroceridae [Goniobasis virginica (Gmelin, 1791) and Pleurocera acuta
Rafinesque, 1831] e Semisulcospiridae [Juga plicifera (Lea, 1838)] (WEST, 1961;
MCMILLAN 1971; HUFFMAN; FRIED, 1983). As caracteristicas morfologicas da
forma adulta e do estagio de cercaria deste parasito, associadas aos dados moleculares,

revelaram que se trata de uma nova espécie do género Philophthalmus.
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Figura 26 — Philophthalmus sp. nov. (A) Cercaria emergida de Aylacostoma
tuberculatum coletada no Rio Sao Francisco, Januaria, Minas Gerais. (B) Metacercaria

encistada em substrato solido. (C) Rédia recuperada de 4. chloroticum. (D) Espécime
recuperado de Gallus gallus domesticus no dia 45 pds-infecgao corado pelo carmim. (E)

Ovo maturo. (F) Miracidio.
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Tabela 20 — Dados morfométricos da cercaria de Philophthalmus sp. nov. encontrada no presente estudo e de outras espécies do género
reportadas em ambiente dulciaquicolas no continente americano. C: Comprimento; L: Largura; d: didmetro.

Philophthalmus sp. P. gralli P. megalurus
Presente estudo ONACA etal.,, DIAZ etal., PINTO; MELO, WEST, 1961 MCMILLAN, 1971
2019 2002 2010

Localidade Brasil Venezuela Brazil EUA EUA
Hospedeiro Aylacostoma A. A. chloroticum Melanoides M. tuberculata Goniobasis sp.,  Juga (=Oxytrema)
intermediario chloroticum tuberculatum tuberculata Pleurocera acuta plicifera
Corpo C 459 (440-475) 374 (317-415) 487 (420-553) 456—598 535 (420-580) 540-670 550 (470-790)

L 96 (88—100) 118 (107-125) 157 (145-171) 101-162 128 (110—140) 120—130 120 (110—120)
Ventosaoral C 69 (66—71) 61 (53—67) - 55-64 58 (50-69) 60 50 (50—-60)

L 54 (52-55) 59 (56—63) - 51-61 55 (49-65) 40-50 40 (30-60)
Faringe C 36(32-3%) 32 (28-34) - 26—40 - 3040 30

L 20(18-21) 20 (17-23) - 1828 - 1020 20
Ventosa C 71(68-75) 70 (66—73) - - 68 (65-78) 60—70d 60 (50-70)d
ventral L 75 75 (67-80) - - 75 (60—80) - -
Cauda C 372 (340-404) 376 (353-406) 259 (206—318) 294-446 434 (302—-485) 930—-1140 630 (470—890)

L 3734-41) 39 (36—43) 46 (43-53) 30-50 54 (36—62) 40-50 20 (10—20)
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Tabela 21 — Comparagao morfométrica de Philophthalmus spp. reportados no continente americano por diferentes autores. C: Comprimento; L:
Largura,; d: didmetro. *Medidas obtidas de ilustragdes.

Philophthalmus n. sp. P. gralli P. lachrymosus P. megalurus P. semipalmatus
Presente estudo MUNIZ-PEREIRA;  PINTO; MELO; FREITAS,  NASIR; WEST, MCMILLAN NASIR; DIAZ,
AMATO, 1993 2010a 1955 DIAZ, 1972 1961 1971 1972

Localidade Brasil Brasil Brasil Brasil Venezuela EUA EUA Venezuela
Corpo C 4114 (3823-4405) 2860 (2257-3404) 2710 (2120-3710) 3610 (3100—4070) 4190-4620 4000 3420-8360 48006000 2624-4475

L 1392 (1312-1453) 759 (631-950) 834 (604-1280) 1020 (860—1210)  1380-1640 1500 670-2070  1530-2000 960—1794
Ventosa oral  C 301 (284-312) 244 (206-277) 260 (204-329) 330 (316-339) 300-310  416d 200-370  280-370  216-363
(VO) L 366 (312-390) 277 (234-319) 332 (277-421) 401 (374-421) 360—430 210470 300470  253-485
Faringe (FA) C 255 (248-262) 170 (142-191) 226 (183-293) 299 (279-316) 310-350  543d 190-350  290-330  225-333d

L 274 (262-291) 194 (163-213) 277 (183-403) 339 (326-358) 380460 - 170-310  270-370 -
Ventosa C 598 (567-610) 486 (425-546) 418 (343-549) 514 (479-542) 610-690d  782d 430-700d  480-670d 889
ventral (VV) 1 576 (560-588) 448 (404-496) 391 (343-494) 514 (479-542) - - - - 944
Ovario C 217(191-255) 130 (99-156) 153 (88-219) 237 (211-258) 200-210  400d 120-370d  220-320 188-394d

L 274(255-291) 167 (121-213) 181 (88—256) 266 (245-300) 180-220 - 280-300 -
Testiculo C 492 (425-553) 291 (184-347) 258 (161-416) 222 (179-263) 360-480  347d 270-1100  370-600 188-297
anterior L 594 (532-695) 387 (305-432) 329 (241-504) 403 (279-453) 460-550  — 250-870  630-740 206-563
Testiculo C 545 (489-610) 320 (262-440) 248 (161-438) 216 (174-247) 380480  347d 250-1010 380590 188454
posterior L 580 (532-638) 372 (305-468) 319 (241-504) 351 (268-421) 450-530 210-890 480830  216-669
Ovos C 108 (104-114) 106 (100-114) 70 (64—90) 73 (60-87) 94-97 - 80 - 60—69

L 37(36-38) 38 (36-40) Colapsado 32 (27-36) 38-42 40 - 18-30
VO/VV 1:1.6 (1.4-1.9) 1:1.6 (1.5-1.8) 1:1.1-1.3 1:1.2 (1-1.5) 1:1.5-1.7%  1:1.9 1:1.4% 1:1.6-1.8  1:22%
VO/FA 1:0.8 (0.7-0.9) 1:0.7 1:0.6-1 1:0.9 (0.5-1.1) L:1-1.1% 1:1.3% 1:0.7* L:1.1%* 1:0.7*
Vitelaria % 82 (72-89) 74 (61-84) 79-89 87 (73-87) 45 (37-54)% 41 & 54*% 92 & 84%  85%* 63 & 74*
Tipo de Tubular Tubular Tubular Tubular Folicular Folicular Tubular ou Tubularou -
vitelaria folicular folicular
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Philophthalmus sp. ex Aylacostoma tuberculatum
‘ Philophthalmus lucipetus (KX672818)
‘ Philophthalmus sp. (LC4747511)
—— Philophthalmus lachrymosus (KX672819)
Phtfophtha!mus gralli (JQ627832)
- Philophthalmus gralli (JQ246435)
Philophthalmus gralli (JQ246434)
Philophthalmid sp. (AY222247)
1/93 ’— Cloacitrema michiganensis (KT956948)
1/82 Cloacitrema narrabeenensis (AY222248)
—— Parorchis acanthus (KT956949)
—— Parorchis sp. (LC438643)
1/99 Parorchis sp. (KF451929)
Parorchis sp. (KP903407)
1/99L Parorchis sp. (KJ868209)
11100 Typhlocoelum cucumerinum (MZ262701)
Morishitium polonicum malayense (LC520231)

A 0.99/-

198

0.93/85

1100

0.95/76.

0.03

B ool Philophthalmus ex Aylacostoma chloroticum
Philophthalmus ex Aylacostoma
u Philophthalmus sp. (MK629635)
Philophthalmus sp. (MK629696)
Phifophthalmus gralli (JQ675731)
’ /gé Philophthalmus gralli (JX113673)
4[ Philophthalmus gralli (JX113674)
- Philophthalmus sp. (JN621324)
] 1100 Philophthalmus attenuatus (MK482102)
H Philophthalmus attenuatus (MK482103)
Philophthalmus sp. (GQ868079)
i " 00{ Philophthalmus lucipetus (KX925572)

o
1175 0.99/73

Philophthaimus lucipetus (KX925594)
Philophthalmus lucipetus (KX925598)
Philophthalmus sp. (LC474512)
1/100 | Phitophthalmus lachrymosus (KX925599)
! Philophthalmus lachrymosus (KX925600)
1/100 [ Cercaria shikokuensis (AY626530)
L Cercaria shikokuensis (AY626531)
11100 — Parorchis sp. (KJ868194)
—— Parorchis sp. (KP903416)
1/100 Morishitium polonicum malayense (LC517300)
Typhlocoelum cucumerinum (MZ254996)

1/96

0.09

Figura 27 — Arvores filogenéticas obtidas pelos métodos de Inferéncia Bayesiana e
Maxima Verossimilhanga para representantes da familia Philophthalmidae, inferida
através de 28S (903 bp, modelo evolutivo GTR + G) (A) e cox! (618 bp, modelo
evolutivo HKY + G) (B). Os valores de probabilidade posterior (>0,90) e bootstrap
(>70%) sdo representados na parte superior de cada nd. (*) Asteriscos nos nos sinalizam
diferencas na topologia recuperada por MV. A barra indica o numero de substituigdes
por nucleotideo.
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5.3.4 Superfamilia Microphalloidea Ward, 1901

5.3.4.1 Microphalloidea gen. sp.

Tipo cercariano: Xifidiocercaria.

Hospedeiro intermediario: 4. chloroticum.
Percentual de infecgdo total: 0,08% (1/1292).
Local de coleta: Ponto B.

Coletas positivas e percentuais de infec¢do: 20/04/2019 (1,19%).

Caracterizagdo morfologica

Cercaria (n=20): Larva de cauda simples (Figura 28 A). Corpo ovalado, 148 (139—157) x
67 (57-73) (Figura 28B). Presenca de trés pares de glandulas de penetragdo ocupando o
espaco compreendido entre a ventosa oral e o acetabulo. Ventosa oral arredondada, 30
(28—34) x 29 (27-31). Estilete pequeno, 9,3 (8,4— 10,5) x 3,8 (3,5— 4,3) (Figura 28C).
Pré-faringe curta, 11 (9—14). Faringe muscular, 11 (10—-12) x 10 (8—11). Ventosa ventral
desenvolvida, 24 (21-26) x 23 (20-26), pds-equatorial. Goticulas de gordura (Fat
droplets). Cauda, 110 (93— 108) x 16 (15— 17) (Figura 28D).

Caracterizagdo molecular

Foi obtida a sequéncia parcial de 28S do parasito (1178 bp). Esta foi alinhada com
membros da subordem Xiphidiata e analisada filogeneticamente. Na arvore filogenética
obtida (Figura 29), foi evidenciado, pelo método de Inferéncia Bayesiana, que o parasito
estd inserido no clado contendo representantes da superfamilia Microphalloidea.
Contudo, ndo foi verificado agrupamento com nenhuma das familias incluidas nas
analises. Além disso, divergé€ncias genéticas elevadas foram verificadas em relagdo as
espécies das familias Pachypsolidae (12%). Eucotylidae (14% a 18%), Faustulidae (20-
23%) e Zoogonidae (18-20%).

Comentarios: As caracteristicas morfologicas permitiram a identificacdo desta larva
como do tipo xifidiocercaria pela presenca de estilete (PINTO; MELO, 2013). Com
auxilio do dado molecular foi possivel determinar que o parasito pertence a superfamilia

Microphalloidea. Cercérias apresentando goticulas de gordura no corpo cercariano foram
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reportadas em caenogastropodos nos Estados Unidos (SEITNER, 1945) e Russia
(SHCHENKOV et al., 2020). Contudo, estas larvas se diferenciam por possuir 6rgao
virgula, e as descritas por Schenkov et al. (2020), molecularmente foram identificadas
como representantes da familia Pleurogenidae, distante em relagdo a deste estudo. Outra
cercaria com goticulas de gordura reportada no trabalho mencionado anteriormente foi
identificada como Cercaria nigrospora, que ndo apresenta de o6rgdo virgula, porém, a
disposicao das glandulas de penetracdo (1 par pré-acetabular, 1 par para-acetabular, 1 par
pos-acetabular) ¢ diferente da larva reportada no presente estudo (3 pares pré-
acetabulares). A diferenciacdo entre ambas larvas também foi corroborada na analise

molecular, encontrando-se inseridos em diferentes clados e com alta divergéncia genética

(11%).
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Figura 28 — Microphalloidea gen. sp. (A) Cercaria emergida de Aylacostoma
chloroticum coletada no Rio Sao Francisco, Janudria, Minas Gerais. (B) Corpo
cercariano corado pelo sulfato azul de Nilo. (C) Detalhe do estilete. (D) Cauda com
tegumento liso.
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Figura 29 — Arvore filogenética obtida pelos métodos de Inferéncia Bayesiana e Maxima Verossimilhanga para representantes da
subordem Xiphidiata inferida através de 28S (1186 bp, modelo evolutivo: GTR+G+I). Os valores de probabilidade posterior
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5.3.4.2 Familia Lecithodendriidae Liihe, 1901

5.3.4.2.1 Lecithodendriidae gen. sp. 1

Tipo cercariano: Xifidiocercaria.

Hospedeiro intermediario: A. chloroticum e A. tuberculatum.

Percentual de infecgdo total: 1,02% (51/5017).

Local de coleta: Pontos A e B.

Coletas positivas e percentuais de infec¢do: 31/07/2017 (2,9%); 01/08/2017 (1,46%);
02/08/2017 (0,53%); 31/08/2017 (1,82%); 01/09/2017 (179%); 02/09/2017 (0,57%);
06/10/2017 (0,58%); 09/10/2017 (0,56%); 02/02/2018 (1,09%); 28/03/2018 (5,26%);
25/05/2018 (0,56%); 26/05/2018 (0,55%); 28/07/2018 (1,48%); 15/09/2018 (1,71%);
20/10/2018 (0,42%); 22/10/2018 (0,62%); 20/04/2019 (1,54%); 21/04/2019 (3,57%);
25/04/2019 (1,68%); 23/06/2019 (1,89%); 21/07/2019 (2,94%); 22/07/2019 (0,61%);
22/08/2019 (1,94%); 24/08/2019 (0,83%).

Caracterizag¢do morfologica

Cercaria (n=20): Larva de cauda simples (Figura 30A). Corpo ovalado, 108 (103—112) x
45 (41-49), com tegumento liso (Figura 30B). Ventosa oral subterminal, 26 (24—29) %
26 (24-29), com estilete (16,4 x4,4) na regido anterior. Faringe ndo desenvolvida.
Ventosa ventral rudimentar, 15 (14—16) x 17 (15—18), equatorial. Trés pares de glandulas
de penetragdo, as duas primeiras para-acetabular, e a terceira, pos-acetabular. Sdo
produzidas por esporocistos ovalados (Figura 30C). Na tabela 22 sdo apresentadas as
medidas da larva junto com as de outras xifidiocercarias semelhantes reportadas por

outros autores.

Caracterizacdo molecular

Foi amplificado um fragmento do gene 28S do parasito (1000 bp). Um alinhamento foi
construido, incluindo sequéncias de representantes superfamilia Microphalloidea
(Lecithodendriidae, Microphallidae, Phaneropsolidae, Pleurogenidae e
Prosthogonimidae). Na arvore filogenética obtida (Figura 32), se evidenciou que o
parasito esta inserido em um clado bem suportado formado por outros membros da familia
Lecithodendriidae, porém, em um ramo isolado. As divergéncias genéticas entre o

parasito com as espécies dessa familia variaram entre 9,8% e 12%. Na andlise filogenética
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ndo foi incluida a sequéncia de Paralecithodendrium sp. encontrada em Aylacostoma
chloroticum no rio Parana no Brasil (ONACA et al., 2020) por apresentar menor tamanho
(502 bp). Contudo, comparando isoladamente ambos os parasitos, foi detectada uma

diferenga molecular de 13%.

Comentarios: A presenga de estilete na ventosa oral permitiu identificar preliminarmente
o tipo cercariano, xifidiocercaria (PINTO; MELO, 2013c). De acordo com Shchenkov et
al. (2020), a presenca de trés pares de glandulas de penetragdo € caracteristica nas
cercarias de Lecithodendriidae e Pleurogenidae. Além disso, é distante de uma espécie
relatada recentemente em Melanoides tuberculata (LOPES et al., 2020), apesar de

apresentarem caracteristicas morfométricas semelhantes.
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Figura 30 — Lecithodendriidae gen. sp. 1. (A) Cercaria emergida de Aylacostoma
tuberculatum coletada no Rio Sdo Francisco, Januaria, Minas Gerais, cerada pelo
vermelho neutro. (B) Corpo cercariano corado pelo vermelho neutro. (C) Esporocisto

recuperado de molusco infectado.
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5.3.4.2.2 Lecithodendriidae gen. sp. 2

Tipo cercariano: Xifidiocercaria.

Hospedeiro intermediario: A. chloroticum e A. tuberculatum.

Percentual de infecgdo total: 0,60% (30/5017).

Local de coleta: Pontos A e B.

Coletas positivas e percentuais de infec¢dao: 31/07/2017 (1,45%); 02/09/2017 (0,57%);
01/02/2018 (2,18%); 28/03/2018 (5,26%); 25/05/2018 (1,12%); 26/05/2017 (0,55%);
28/07/2018 (0,49%); 22/10/2018 (1,86%); 20/04/2019 (2,56%); 25/05/2019 (1,68%);
23/06/2019 (1,14%); 21/07/2019 (0,74%); 22/07/2019 (0,65%); 22/08/2019 (0,65%);
23/08/2019 (0,24%); 24/08/2019 (0,41%).

Caracterizagdo morfologica

Cercaria (n=20): Larva de cauda simples (Figura 31A). Corpo esferoidal, 108 (101-115)
x 63 (57-68), com tegumento sem espinhos (Figura 31B). Ventosa oral subterminal, 47
(44-52) x 47 (42-53), com estilete na regido anterior (13 x 4,6). Orgio virgula
proeminente, lobulado. Faringe muscular, 11 (9—11) x 10 (8—11). Ventosa ventral
rudimentar, 16 (14-18) x18 (16—19), equatorial. Presenca de trés pares de glandulas de
penetracdo: primeiro par paracetabular, os dois restantes, pos-acetabulares e levemente
lobulados. Cauda menor que o corpo, 83 (75—94) x 16 (14—18), com tegumento coberto
com microespinhos finos. As larvas sdo produzidas por esporocistos ovalados (Figura
31C). Na tabela 22 sao comparados os dados morfométricos desta cercaria e de outras

xifidiocercarias semelhantes reportadas por outros autores.

Caracterizagdo molecular

Foi obtida uma sequéncia parcial do gene 28S (1128 bp) para esta larva. Nas analises
filogenéticas foi observado que este parasito também se encontra inserido no clado da
familia Lecithodendriidae (Figura 32). Adicionalmente, foi evidenciado que ¢ taxon
irmdo de Paralecithodendrium parvouterus (Bhalerao, 1926), detectando 5% de
diferenga molecular entre eles. A divergéncia molecular do presente parasito com
Lecithodendriidae gen. sp. reportado em Melanoides tuberculata no Brasil (LOPES et al.,
2020) foi 8,5%. Quando comparada com outras espécies do género Paralecithodendrium
Travassos, 1921 (P. chilostomum e P. longiforme), a diferenca genética foi 8,5-8,6%.

Quando comparada isoladamente com a sequéncia de Paralecithodendrium sp. (502 bp)
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encontrada em Aylacostoma chloroticum no rio Parana no Brasil (ONACA et al., 2020),

foi detectada uma divergéncia molecular de 1,6%.

Comentarios: De acordo com Shchenkov et al. (2020), a presenca de trés pares de
glandulas de penetracdo e oOrgdo virgula sdo caracteristicas gerais das cercarias de
Lecithodendriidae e Pleurogenidae. O uso do marcador 28S permitiu determinar a familia
a qual pertence o parasito (Lecithodendriidae). A complexa taxonomia deste grupo, com
a ocorréncia de parafilia no género Paralecithodendrium Odhner 1911, dificulta avangar
na identificagdo até o nivel de género. A comparagdo das sequéncias do presente parasito
com Paralecithodendrium sp. relatado em A. chloroticum no territdrio brasileiro, indicam
a proximidade entre ambos isolados. Desafortunadamente, encontrar diferencas
morfologicas entre eles ndo foi possivel devido aos autores apresentaram poucos dados
(apenas comprimento e largura do corpo cercariano e cauda), e principalmente, pela
fixagdo de larvas intramolusco. Morfologicamente, a cercaria do presente parasito ¢é
semelhante com a de Paralecithodendrium dollfusi (BESPROZVANNYKH, 1990) pelo
formato do corpo cercariano (esferoidal), presen¢a de orgdo virgula, trés pares de
glandulas de penetragdo ¢ cauda com microespinhos. Porém, a cauda dessa espécie é

menor (28-46 vs 126-140).
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Figura 31 — Lecithodendriidae gen. sp. 2 (A) Cercaria emergida de Aylacostoma
tuberculatum coletada no Rio Sdo Francisco, Januaria, Minas Gerais, corada pelo
sulfato azul de Nilo. (B) Corpo cercariano corado pelo vermelho neutro. (C) Detalhe da
cauda com microespinhos. (D) Esporocisto recuperado de molusco infectado.



144

Tabela 22 — Comparacdo de dados morfométricos de Lecithodendriidae spp. encontrados no presente estudo com larvas semelhantes reportados
por outros autores. C: Comprimento; L: Largura; d: didmetro.

Lecithodendriidae Lecithodendriidae Lecithodendriidae Paralecithodendrium
gen. sp. 1 gen. sp. 2 gen. sp. dollfusi
Presente estudo Presente estudo LOPES et al., 2020 BESPROZVANNYKH
et al., 1990

Localidade Brasil Russia
1° Hospedeiro A chloroticum A. tuberculatum Melanoides Juga sp.
intermediario A tuberculatum tuberculata
Orgio virgula Ausente Presente Ausente Presente
Corpo C 108 (103-112) 108 (101-115) 106 (83-129) 67-93

L 45 (41-49) 63 (57-68) 54 (40-70) 61-80
Ventosa oral C 26 (24-29) 47 (44-52) 29 (27-30) 28-36

L 26 (24-29) 47 (42-53) 30 (29-33) 27-36
Faringe C - 11 (9-11) - -

L - 10 (8-11) - -
Ventosa C 15 (14-16) 16 (14-18) 15 (15-16) 17d
ventral L 17 (15-18) 18 (16-19) 16 (15-19) -
Cauda C 133 (126-140) 83 (75-94) 98 (76-114) 28-46

L 17 (15-19) 16 (14-18) 17 (14-19) 11-18
Estilete C 16,4 13 - 14,8

L 4.4 4,6 - 4,8
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Lecithodendriidae gen. sp. 1 ex Aylacostoma tuberculatum
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145

Lecithodendriidae

Microphallidae
Stomylotrematidae

Phaneropsolidae

Pleurogenidae

Prosthogonomidae

Figura 32 — Arvore filogenética obtida pelos métodos de Inferéncia Bayesiana e Maxima Verossimilhanga para alguns membros da superfamilia
Microphalloidea, inferida através de 28S (987 bp, modelo evolutivo GTR + G + I). Os valores de probabilidade posterior (>0,90) e bootstrap
(>70%) sao representados na parte superior de cada no. (*) Asteriscos nos nds sinalizam diferengas na topologia recuperada por MV. A barra

indica o niimero de substitui¢des por nucleotideo.
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5.3.4.3 Familia Phaneropsolidae Mehra, 1935

5.3.4.3.1 Phaneropsolidae gen. sp.

Tipo cercariano: Xifidiocercaria.

Hospedeiro intermediario: A. chloroticum e A. tuberculatum.

Percentual de infecgdo total: 0,50% (25/5017).

Local de coleta: Pontos A e B.

Coletas positivas e percentuais de infec¢do: 02/08/2017 (1,45%); 31/08/2017 (1,36%);
01/09/2017 (0,60%); 02/02/2018 (1,09%); 28/07/2018 (0,49%); 15/09/2018 (0,57%);
20/10/2018 (0,83%); 22/10/2018 (1,24%); 20/04/2019 (0,51%); 21/04/2019 (3,57%);
25/05/2019 (1,68%); 23/06/2019 (0,76%); 22/07/2019 (0,61%); 22/08/2019 (0,65%);
24/08/2019 (0,82%).

Segundo hospedeiro intermediario: Larva de Odonata (Anisoptera) 31/08/ 2017 (4/12,
33,3%); 23/06/2019 (3/8, 37,5%); 22/07/2019 (2/6, 33,3%).

Sitio de infec¢do: Tecido da regido abdominal.

Caracterizag¢do morfologica

Cercaria (n=20): Larva de cauda simples (Figura 33A). Corpo ovalado, 87 (80—94) x 38
(32—43), com tegumento coberto de microespinhos (Figura 33B). Ventosa oral
subterminal, 24 (21-26) x 22 (20-25). Estilete, 18 (16—19) x 3,2 (3-3,7), com
extremidade anterior afilada, e posterior, arredondada. Trés pares de glandulas de
penetragdo, um par arredondado localizado na regido anterior a ventosa ventral, e as duas
restantes maiores ¢ lobulares. Cauda cilindrica, 98 (93—104) x 11 (10—13), com
comprimento maior ao corpo cercariano. As larvas sdo produzidas por esporocistos

ovalados (Figura 33C).

Metacercaria (n=5): Corpo com formato piriforme ou ovoide, 260 (244—277) x 171
(138—202) (Figura 33D). Ventosa oral ovalada, 53 (47-57) x 66 (57—80). Faringe, 34 X
32. Ventosa ventral, 25 x 30, pré-equatorial. Vesicula excretora em forma de Y, ocupando
53% (47—57) do corpo. A forma larval foi encontrada aderida em tecido esbranquicado

da regido abdominal.
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Caracterizacdao molecular

Foram obtidos fragmentos de 28S da cercaria (1210 bp) e metacercaria (1194 bp). As
sequéncias de ambos estagios foram idénticas. Estas foram alinhadas com dados
disponiveis para representantes da superfamilia Microphalloidea. Na arvore filogenética
(Figura 34), foi observado que o parasito se encontra inserido no clado da familia
Phaneropsolidae, com alto suporte. Além disso, ¢ grupo irmdo de Phaneropsolidae sp.
reportado na Argentina no molusco Asolene platae (DELLAGNOLA et al., 2019), porém,
com baixo suporte nodal. A divergéncia entre ambos parasitos foi de 6,9%. Na
comparagdo com membros da familia, as diferengas genéticas variaram entre 8,3% e 11%.
Ja no caso das outras familias incluidas na analise, os valores foram maiores
(Lecithodendriidae, 14-17%; Microphallidae, 14-15%; Pleurogenidae, 13-15%;
Prosthogonimidae, 13-14%; Stomylotrematidae, 13%).

Comentarios: Inicialmente, devido a presenga de trés glandulas de penetrag@o na cercaria,
foi identificado como do tipo “Lecithodendriidae” (familia Lecithodendriidae ou
Phaneropsolidae) de acordo com Shchenkov et al. (2020). A andlise molecular
possibilitou determinar que o parasito pertence a familia Phaneropsolidae, assim como
detectar o segundo hospedeiro intermediario na area de estudo. Recentemente foi
reportada uma espécie dessa familia na Argentina, no entanto, morfologicamente a larva
possui quatro pares de glandulas de penetracdo e arredondadas e ventosa ventral
desenvolvida (DELLAGNOLA et al.,, 2019). Adicionalmente, as caracteristicas da
metacercaria coincidem com algumas da diagnose da familia Phaneropsolidae (LOTZ;
FONT, 2008), como corpo pequeno e ovoide, ventosa ventral pré-equatorial e vesicula
excretora em formato de Y. Contudo, na auséncia de relatos de formas larvais desta

familia, ndo foi possivel uma identificac@o até o nivel de género.
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50 um
20 pm

100 pm
50 pm

Figura 33 — Phaneropsolidae gen. sp. (A) Cercaria emergida de Aylacostoma
chloroticum coletada no Rio Sdo Francisco, Januaria, Minas Gerais. (B) Corpo
cercariano com vermelho neutro. (C) Esporocisto recuperado de molusco infectado. (D)

Metacercaria encontrada em larva de Odonata.
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Figura 34 — Arvore filogenética obtida pelos métodos de Inferéncia Bayesiana e Maxima Verossimilhanga para alguns membros da superfamilia

Microphalloidea, inferida através de 28S (1158 bp, modelo evolutivo: GTR + G +I). Os valores de probabilidade posterior (>0,90) e bootstrap
(>70%) sao representados na parte superior de cada no. (*) Asteriscos nos nds sinalizam diferengas na topologia recuperada por MV. A barra

indica o niimero de substitui¢des por nucleotideo.
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5.3.5 Superfamilia Opisthorchioidea Looss, 1899

5.3.5.1 Familia Cryptogonimidae Ward, 1917

5.3.5.1.1 Cryptogonimidae gen. sp.

Tipo cercariano: Pleurolofocerca com ocelos.

Hospedeiro intermediario: 4. tuberculatum.

Percentual de infecgdo total: 0,21% (8/3725).

Local de coleta: Pontos A e B.

Coletas positivas e percentuais de infec¢ao: 01/08/2017 (0,85%); 28/07/2018 (0,64%);
22/10/2018 (0,63%); 22/07/2019 (3,49%).

Segundo hospedeiro intermedidrio: Myleus pacu (3/4, 75%) (Natural); Poecilia reticulata
(Experimental).

Sitio de infeccdo: embaixo das escamas de P. reticulata; nadadeira caudal de M. pacu.

Estudo experimental: 5 exemplares de P. reticulata foram expostos a um molusco
infectado em um aquario de vidro de aproximadamente 1 L por dois dias. Metacercarias
foram detectadas na superficie corporal e aderidas as escamas em dois peixes que
morreram aos 7 DPI. No dia 25, foi realiza a necropsia dos demais peixes, sendo detectada

a infeccdo em todos os individuos.

Caracterizag¢do morfologica

Cercaria (n=20): Larva com cauda simples (Figura 35A). Corpo, 376 (362—397) x 141
(125-155), com tegumento espinhoso e coloracdo amarronzada. Par de ocelos
pigmentados presentes na regido anterior (Figura 35B). Presenga de sete pares de
glandulas de penetracdo. Configuracdo dos ductos das glandulas na regido anterior: 3-4-
4-3. Ventosa oral subterminal, 73 (68—75) % 49 (41—-57). Pré-faringe levemente longa.
Faringe muscular, 21 (20-21) x 13, alongada. Bifurcacdo dos cecos intestinais nio
evidente pela presenca das glandulas de penetracdo. Primordio da ventosa ventral pos-
equatorial. Vesicula excretora em forma de Y. Cauda, 525 (482—581) x 52 (46—63), com
membrana ondulante dorsoventral. Cercarias produzidas por rédias (Figura 35C).

Comparagdes morfométricas da larva sdo apresentadas na tabela 23.
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Metacercaria encistada (n=6) (25 dias pds-infec¢do): Cisto arredondado, 239 (217-264)

de diametro, com parede cistica fina (Figura 35D). Vesicula excretora em forma de Y.

Metacercaria desencistada (n=8) (25 dias pos-infecgdo): Corpo alongado, 631 (542—739)
x 169 (155—183), com tegumento espinhoso (Figura 35E, G). Ocelos pigmentados, 9 x 8
(7-10). Ventosa oral terminal, em forma de funil, 80 (76—88) x 69 (59—74). Presenca de
coroa de 24 espinhos [11,2 (10—12,8) x 4 (3,2-5,3)], ininterrompido no 6rgdo anterior
(Figura 35F). Pré-faringe longa, 105 (74—144). Faringe muscular, 52 (48—61) x 35
(31-38), seguida de esofago, 66 (54-73). Ventosa ventral arredondada, 51 (48—54) x 55
(50—59). Gonotilo presente. Primérdio do ovario ovalado, 30 (21-35) x 32 (26—41), pré-
testicular. Primordio dos testiculos, opostos ou obliquos: Testiculo esquerdo, 44 (40—47)

x 38 (33—43); testiculo direito, 41 (33—47) x 38 (29—43).

Caracterizagdo molecular

Fragmentos do gene 28S obtido para a cercaria (1279 bp) e metacercaria (1230 bp)
encontrada em M. pacu naturalmente infectado foram obtidos. Ambas sequéncias
apresentaram 100% de identidade e foram incluidas nas analises filogenéticas (Figura
38). Foi observado que o parasito ¢ um membro da familia Cryptogonimidae, inserido em
um clado com isolados encontrados no Brasil, porém, com baixos valores de suporte. As
divergéncias genéticas com relac@o a estes parasitos foram 7% e 8,7%, respectivamente.
Ja com espécies do género Neocladocystis Manter & Pritchard, 1969 reportados na Africa

(KMENTOVA et al., 2020), a diferenga molecular variou entre 8,4% e 8,6%.

Comentdrios: A cercaria foi identificada como do tipo Pleurolofocerca, com ocelos
pigmentados, auséncia de ventosa ventral e cauda com membranas natatorias (fin-folds)
(PINTO, 2019). A larva apresenta medidas maiores que as obtidas para Neocladocystis
sp. (presente estudo) e N. intestinalis (QUINTANA; OSTROWSKI DE NUNEZ, 2016).
A caracterizacdo da metacercaria obtida experimentalmente em P. reticulata, indicou que
apresenta semelhancas com a diagnose do género Annakohniella (FERNANDES et al.,
2013) como: corpo alongado, tegumento espinhoso, ventosa oral em forma de funil com
coroa de espinhos, faringe alongada (forma de barril) e ovario pré-testicular. Contudo, o
numero de espinhos contabilizados na metacercaria foi de 24, enquanto A. travassosi,
unica espécie do género, possui 22. Myleus pacu é aqui registrado como segundo

hospedeiro intermedidrio natural deste parasito.



152

200 pm
200 pm

200 pm

100 pm

200 ym

Figura 35 — Cryptogonimidae gen. sp. (A) Cercaria emergida de Aylacostoma
tuberculatum coletada no Rio Sdo Francisco, Januaria, Minas Gerais. (B) Corpo
cercariano corado pelo vermelho neutro. (C) Rédia recuperada de molusco infectado.
(D) Metacercaria encistada recuperada experimentalmente de Poecilia reticulata, 25
dias pos-infeccdo. (E) Metacercaria desencistada. (F) Detalhe da coroa de espinhos na

ventosa oral. (G) Metacercaria corada pelo carmim.
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5.3.5.1.2 Neocladocystis sp.

Tipo cercariano: Pleurolofocerca com ocelos.

Hospedeiro intermediario: 4. tuberculatum.

Percentual de infecgdo total: 0,43% (16/3725).

Local de coleta: Pontos A e B.

Coletas positivas e percentuais de infecgdo: 31/07/2017 (1,54%); 01/08/2017 (2,54%);
08/10/2017 (2,94%); 02/02/2018 (0,73%); 22/10/2018 (2,53%); 20/04/2019 (2,47%);
25/05/2019 (2,08%); 23/08/2019 (0,79%); 24/08/2019 (0,79%).

Caracterizagdo morfologica

Cercaria (n=15): Larva com cauda simples (Figura 36A). Corpo cercariano relativamente
alongado, 177 (161—-194) x 77 (69-92), com tegumento espinhoso e com pigmenta¢ao
amarronzada. Par de ocelos pigmentados localizados na regido anterior (Figura 36B).
Presenca de sete pares de glandulas de penetracdo. Configuracdo dos ductos das glandulas
na regido anterior: 3—4—4-3. Ventosa oral subterminal, 46 (43—50) x 34 (31-40). Pré-
faringe longa. Faringe, 11 (10—12) x 10 (9—10). Bifurcacdo dos cecos intestinais nao
evidente pelas glandulas de penetracdo. Primordio da ventosa ventral pds-equatorial.
Vesicula excretora em forma de V. Cauda alongada, 394 (368—415) x 33 (29-38), com
membrana ondulante dorsoventral (36C). Na tabela 23 ¢ apresentada a comparacdo
morfométrica com cercaria semelhante detectado em A. chloroticum na Argentina

(QUINTANA; OSTROWSKI DE NUNEZ, 2016).

Caracterizagdo molecular

Foi amplificado um fragmento do gene 28S do parasito (1266 bp). Esta foi alinhada com
sequéncias da familia Cryptogonimidae, Heterophyidae e Opisthorchiidae, incluindo a
obtida para o isolado de Neocladocystis intestinalis encontrado em Salminus franciscanus
no presente estudo. Na arvore filogenética (Figura 38), se evidenciou que o parasito esta
inserido em um clado contendo os representantes da familia Cryptogonimidae com alto
suporte nodal. Foi verificada a formagao de um clado com N. intestinalis, com um alto
suporte nodal. Estes isolados diferiram molecularmente em 0,9%. A divergéncia genética
com Pseudosellacotyla lutzi variou entre 6,3% e 6,5%. Frente a representantes dos
géneros Acanthostomum e Tanganyikatrema, as divergéncias moleculares foram 6,8-

7,6% e 8,8%, respectivamente. No caso da comparacdo com Neocladocystis spp.
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(KMENTOVA et al., 2020) relatados no continente africano, a diferenca molecular foi
7,7-7,9%.

Comentarios: Esta foi a segunda cercaria do tipo Pleurolofocerca com ocelos detectada
em A. tuberculatum neste estudo. Com o uso da sequéncia de 28S foi determinado que o
parasito pertence ao género Neocladocystis, pelo observado na analise filogenética, com
estreita relagdo com N. intestinalis encontrado neste estudo. Morfologicamente, a larva é
semelhante a descrita para dito parasito na Argentina (QUINTANA; OSTROWSKI DE
NUNEZ, 2016), mas, distingue-se por apresentar menor comprimento do corpo

cercariano.
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50 pm

Figura 36 — Neocladocystis sp. (A) Cercaria emergida de Aylacostoma tuberculatum
coletada no Rio Sdo Francisco, Januaria, Minas Gerais, fixada em formol. (B) Corpo
cercariano corado pelo sulfato azul de Nilo. (C) Detalhe das membranas natatdrias na

cauda.
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Tabela 23 — Comparagdo de dados morfométricos das cercarias de cryptogonimideos
(com ocelos) encontrados no presente estudo com a detectada em Aylacostoma
chloroticum na Argentina. C: Comprimento; L: Largura; d: diametro.

Cryptogonimidae Neocladocystis Neocladocystis
gen. sp. sp. intestinalis
Presente estudo Presente estudo QUINTANA;
OSTROWSKI DE
NUNEZ, 2016
Localidade Argentina
1° Hospedeiro Aylacostoma A. tuberculatum A. chloroticum
intermediario tuberculatum
Corpo C 376 (362-397) 177 (161-194) 237 (227-246)
L 141 (125-155) 77 (69-92) 76 (69-82)
Ventosa oral C 73 (68-75) 46 (43-50) 44 (41-50)
L 49 (41-57) 34 (31-40) 35 (32-38)
Faringe C 21 (20-21) 11 (10-12) 13d
L 13 10 (9-10) -
Ocelos C 7 (5-13) 4 (3-7)
L 9 (5-13) 6 (3-9)
Cauda C 525 (482-581) 394 (368-415) 416 (391-441)
L 52 (46-63) 33 (29-38) 35 (32-38)
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5.3.5.1.3 Pseudosellacotyla lutzi

Tipo cercariano: Pleurolofocerca.

Hospedeiro intermediario: 4. tuberculatum.

Percentual de infecgdo total: 1,91% (71/3725)

Local de coleta: Pontos A e B.

Coletas positivas e percentuais de infec¢do: 31/07/2017 (1,53%); 01/08/2017 (6,84%);
02/08/2017 (1,14%); 31/08/2017 (6,80%); 01/09/2017 (1,46%); 05/10/2017 (0,49%);
28/03/2018 (8,33%); 25/07/2018 (1,14%); 28/07/2018 (2,56%); 20/10/2018 (3,36%);
22/10/2018 (3,36%); 21/04/2019 (1,89%); 25/04/2019 (10,42%); 23/06/2019 (0,82%);
21/07/2019 (11.25%); 22/07/2019 (6,29%); 22/08/2019 (3,15%); 23/08/2019 (0,48%);
24/08/2019 (1,58%).

Segundo hospedeiro intermediario experimental: Poecilia reticulata.

Hospedeiro definitivo natural: Hoplias malabaricus.

Estudo experimental: 7 exemplares de Poecilia reticulata foram expostos a uma solugéo
contendo 150 cercarias. Aos 7 DPI, os peixes foram observados em microscopio
estereoscopio, detectando metacercarias encistadas na nadadeira caudal. No dia 13, foi

realizada a necropsia e observou a presenga do parasito no hospedeiro experimental.

Caracterizag¢do morfologica

Cercaria (n=20): Larva com cauda simples (Figura 37A). Corpo, 240 (227-255) x 81
(71-91), com tegumento espinhoso. Presenca de sete pares de glandulas de penetracdo
granulados (Figura 37B). Configuragdo dos ductos das glandulas na regido anterior: 3-4-
4-3. Ventosa oral subterminal, 34 (30—-36) x 33 (27—-39). Pré-faringe longa. Faringe de
dificil visualizacdo, 12 (9—13) x 13 (11-14). Ventosa ventral rudimentar. Vesicula
excretora em forma de V. Cauda, 360 (347—383) x35 (32—41), com membrana ondulante

dorsoventral. Sdo produzidas em rédias (Figura 37C).

Metacercaria encistada (n=10): Cisto ovalado, 144 (123—-162) x 174 (157-192), com
parede cistica fina (Figura 37E). As larvas foram encontradas nas nadadeiras,

musculaturas, vertebras e espinhas do modelo experimental (Figura 37D).
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Metacercaria desencistada (n=13): Corpo ovalado, 171 (159-185) x 137 (118-150)
(Figura 37F). Tegumento espinhoso. Ventosa oral subterminal, 36 (33—40) x 47 (43—-52).
Faringe muscular, 22 (19-24) x 20 (17-22). Esofago curto. Bifurcacdo dos cecos pré-
acetabular. Ventosa ventral, 20 (17-22) x 21 (19-22), equatorial. Primérdios dos

testiculos arredondados, pos-acetabulares.

Adulto (n=1): Formato ovalado, 542 x 436 (37G). Tegumento espinhoso. Ventosa oral
subterminal, 100 x 121. Faringe muscular, 54 x 52. Bifurcag¢ao do es6fago pré-acetabular.
Cecos intestinais curtos. Ventosa ventral de dificil observagdo, 64—67. Dois testiculos,
ovalados, localizados na metade posterior: testiculo esquerdo 121 x 86, testiculo direito
121 x 95. Ovario esférico (59, didmetro), localizado entre os testiculos. Vitelaria folicular,

ovais, conformada em dois grupos localizados ao nivel da faringe.

Caracterizagdo molecular

Foram obtidos fragmentos do gene 28S da cercaria (1214 bp) coletada do tiarideo e da
forma adulta de Pseudosellacotyla lutzi (975 bp) encontrado em Hoplias malabaricus.
Foi detectada 100% de identidade entre as sequéncias de ambos os isolados, e
posteriormente, foram incluidas na andlise filogenética de Cryptogonimidae gen. sp. e
Neocladocystis sp. Na reconstrucdo filogenética (Figura 38), foi observado que o parasito

forma um clado com P. [utzi, detectando uma divergéncia genética de 0,4%.

Comentdrios: A cercaria foi identificada como do tipo Pleurolofocerca, com auséncia de
ocelos. As caracteristicas morfologicas da forma adulta encontrada em H. malabaricus
concordam com as descritas por Quintana e Ostrowski de Nufiez (2014). A analise
molecular permitiu a identificagdo do parasito como P. [utzi através da comparacdo com
a sequéncia de P. lutzi, encontrado em H. malabaricus no Rio Parana (PANTOIJA et al.,
2020). Com relacao ao molusco transmissor, no presente estudo foi detectada a infeccao
exclusivamente em A. tuberculatum, enquanto A. chloroticum é o responsavel da
transmissdo do parasito no Rio Parand, na Argentina (QUINTANA; OSTROWSKI DE
NUNEZ, 2014) e no Brasil (ONACA et al., 2020).
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200 pm

50 pm

200 pm

Figura 37 — Pseudosellacotyla lutzi. (A) Cercaria emergida de Aylacostoma
tuberculatum coletada no Rio Sdo Francisco, Januaria, Minas Gerais, corada pelo
vermelho neutro. (B) Corpo cercariano. (C) Rédia recuperada de molusco infectado.

(D) Metacercaria encistada na espinha de Poecilia reticulata apos 15 de infecgdo. (E)
Metacercaria encistada. (F) Metacercaria corada pelo carmim aceto-alimem. (G) Adulto
recuperado de Hoplias malabaricus naturalmente infectado da area de estudo.
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Figura 38 — Arvore filogenética obtida pelos métodos de Inferéncia Bayesiana e Maxima Verossimilhanga para espécies
da familia Cryptogonimidae, inferida através de 28S (750 bp, modelo evolutivo: GTR + G). Os valores de probabilidade
posterior (>0,90) e bootstrap (>70%) sdo representados na parte superior de cada no. (¥) Asteriscos nos nds sinalizam
diferencas na topologia recuperada por MV. A barra indica o nimero de substituigdes por nucleotideo.



161

5.3.5.2 Familia Heterophyidae Leiper, 1909

5.3.5.2.1 Centrocestus formosanus (Nishigori, 1924)

Tipo cercariano: Pleurolofocerca.

Hospedeiro intermediario: Melanoides tuberculata.

Percentual de infecgdo total: 0,34% (2/590).

Local de coleta: Pontos A e C.

Coletas positivas e percentuais de infecgdo: 01/08/2017 (6,67%); 03/02/2018 (1,52%).

Caracterizagdo morfologica

Cercaria: Larva com cauda simples (Figura 39). Corpo piriforme coberto com pequenos
espinhos, mais conspicuos na regido anterior. Ocelos pigmentados na regido anterior do
corpo. Células cistogénicas distribuidas em todo o corpo. Ventosa oral subterminal, com
9 espinhos aciculares. Faringe muscular. Presenca de sete pares de glandulas de
penetragdo. Vesicula excretora oval, do tipo epitelial. Cauda com anulagdes transversais
no tegumento, com presenga de membrana ondulante (findold) dorsoventral, pouco

evidente.

Caracterizagdo molecular
Um fragmento do gene 28S (1119 bp) foi obtido para esta larva. Foi verificado 100% de

identidade com sequéncias de Centrocestus formosanus disponiveis para comparacao.

Comentdrios: Nao foram obtidas medidas da cercaria pelo resultado molecular e por ser
transmitido pelo molusco invasor Melanoides tuberculata em diferentes estados do Brasil

(PINTO; MELO, 2010; PAULA-ANDRADE et al., 2012; XIMENES et al., 2017).
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5.3.5.2.2 Heterophyidae gen. sp.

Tipo cercariano: Pleurolofocerca.
Hospedeiro intermediario: 4. chloroticum.
Percentual de infecgdo total: 0,08% (1/1292).
Local de coleta: Ponto B.

Coletas positivas e percentuais de infeccao: 06/10/2017 (5%).

Caracterizag¢do morfologica

Cercaria (n=3): Larva de cauda simples (Figura 40). Corpo piriforme, 188 (173—-207) X
74 (71-78), com tegumento espinhoso. Par de ocelos pigmentados, 8 (7—9), proximo da
ventosa oral. Presenga de células cistogénicas distribuidas no corpo. Ventosa oral
subterminal, 35 (33—38) x 27 (26—29). Vesicula excretora em forma de Y. Cauda, 133
(121-144) x 27 (26—29), com membrana ondulante dorsoventral.

Caracterizagdo molecular

Foi obtida a sequéncia parcial de 28S (1155 bp) da larva. Esta foi alinhada com sequéncias
de representantes da superfamilia Opisthorchioidea. Na reconstrugdo filogenética (Figura
41), foi evidenciado a ocorréncia de parafilia na familia Heterophyidae. O parasito em
estudo agrupou-se com Opisthometra planicollis (Rudolphi, 1819), em um clado com alto
valor de probabilidade posterior. A divergéncia genética entre ambos os taxons foi 5,5%.
Adicionalmente, representantes dos géneros Ascocotyle e Pygidiopsis formaram parte de

outro clado, com diferencas moleculares de 7,2-11% e 13%.

Comentdrios: Esta cercaria possui caracteristicas gerais semelhantes a descritas para
diferentes géneros da familia Heterophyidae. Do ponto de vista molecular, foi observada
maior proximidade com O. planicollis, espécie tipo do género Opisthometra, reportado
em aves na América do Sul (PEARSON, 2008). Outros membros da familia
Heterophyidae reportados nessa regido do continente [Ascocotyle patagoniensis, A.
cameliae, (HERNANDEZ-ORTS et al., 2019), 4. longa e Pygidiopsis macrostomum
(SANTOS; BORGES, 2017)] agruparam em outros clados e apresentaram significativas

divergéncias moleculares.
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Figura 39 — Cercaria de Centrocestus formosanus emergida de Melanoides tuberculata
coletado no Rio S&o Francisco, Januaria, Minas Gerais, corada pelo sulfato azul de Nilo.

100 pm

Figura 40 — Cercéaria de Heterophyidae gen. sp. emergida de Aylacostoma chloroticum
coletado no Rio Sdo Francisco, Januaria, Minas Gerais.
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Figura 41 — Arvore filogenética obtida pelos métodos de Inferéncia Bayesiana e Maxima Verossimilhanga de representantes da superfamilia
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Opisthorchioidea, inferida através de 28S (832 bp, modelo evolutivo: GTR + G + I). Os valores de probabilidade posterior (>0,90) e bootstrap

(>70%) sao representados na parte superior de cada no. (*) Asteriscos nos nds sinalizam diferengas na topologia recuperada por MV. A barra

indica o niimero de substitui¢des por nucleotideo.
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5.3.6 Superfamilia Plagiorchioidea Liihe, 1901

5.3.6.1 Familia Plagiorchiidae Liihe, 1901

5.3.6.1.1 Choledocystus sp.

Tipo cercariano: Gimnocéfala.

Primeiro hospedeiro intermediario: Ancylinae gen. sp.
Percentual de infecgdo total: 3,47% (5/144).

Local de coleta: ponto C.

Coletas positivas e percentuais de infecgdo: 27/05/2018 (4,17%); 29/05/2018 (4,12%)).

Estudo experimental: Exemplares de Poecilia reticulata foram expostos a uma solugéo
cercariana por 24 horas. Nao entanto, as larvas se mantiveram viaveis e ndo penetraram

no modelo biologico.

Caracterizag¢do morfologica

Cercaria (n=16): Larva de cauda simples (42A). Corpo ovalado, 169 (150—180) x 81
(69-92), com tegumento com microespinhos, mais evidentes na regido anterior (Figura
42B). Ventosa oral subterminal, 41 (38—51) x 42 (34-51). Pré-faringe curta. Faringe
muscular, 19 (17-23) x 14 (13—17). Eso6fago longo, com bifurcacdo na regido anterior ao
acetabulo. Ventosa ventral arredondada, 43 (38—51) x 48 (45—-54), pos-equatorial.
Vesicula excretora em forma de Y. Cauda cilindrica, 173 (146—-203) x 28 (23-32),
coberta por uma extensiva membrana (Figura 42C). Sdo produzidas por esporocistos
alongados (Figura 42D). Comparacdes morfométricas desta larva e outras semelhantes

descritas por outros autores, sdo apresentadas na tabela 24.

Caracterizacdo molecular

Foram amplificados fragmentos de 28S (1182 bp) e cox! (439 bp) da cercaria. A
sequéncia do gene ribossomal foi alinhada com as de membros da superfamilia
Plagiorchioidea. Na arvore obtida (Figura 43), evidenciou-se que o parasito se agrupou
em um clado bem suportado com Choledocystus hepaticus (Lutz, 1928) reportado no
México (RAZO-MENDIVIL et al., 2011; HERNANDEZ-MENA; PEREZ-PONCE DE
LEON, 2019). A divergéncia genética entre estes taxons foi de 2,5%. Além disso, a
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familia Plagiorchiidae apareceu como nao monofilética, detectando 8,2-8,9% de
diferenca genética entre Plagiorchis spp em relagdo ao presente parasito. J& com o
marcador mitocondrial, a divergéncia genética entre esta espécie e C. hepaticus foi 13%.
Além disso, a espécie encontrada em Januaria difere em 18% de Choledocystus
incurvatum (Nasir, 1966), espécie relatada em Pseudis paradoxa (Anura) na Argentina

(HAMANN et al., 2020).

Comentdrios: Morfologicamente, a cercaria encontrada no presente estudo ¢ semelhante
as de Glypthelmins hyloreus (MARTIN, 1969) e G. pennsylvaniensis (= Choledocystus
pennsylvaniensis) (SULLIVAN; BYRD, 1970), reportados em Lymnaea stagnalis e
Physa gyrina nos EUA, respectivamente. Contudo, as larvas do parasito aqui reportado
apresentam medidas menores. Além disso, os moluscos transmissores destas espécies
pertences a diferentes familias, Physidae e Lymnaeidae (vs. Planorbidae).
Adicionalmente, considerando-se o marcador cox/, a diferenga entre Choledocystus sp.
verificada e estas duas espécies norte-americanas foi de 18%. A andlise filogenética
mostrou maior afinidade com C. hepaticus, contudo, as cercarias desta espécie ainda ndo

sdo conhecidas.
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Figura 42 — Choledocystus sp. (A) Cercaria emergida de Ancylinae gen. sp. coletada no
Rio Séo Francisco, Januaria, Minas Gerais. (B) Corpo cercariano com sulfato azul do
Nilo. (C) Detalhe da cauda. (D) Esporocistos recuperados de molusco infectado.
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Tabela 24 — Comparagao morfométrica das larvas de Choledocystus sp. e Glypthelmins
spp. reportados nos Estados Unidos. C: Comprimento; L: Largura.

Choledocystus Glypthelmins G. hyloreus
sp. pennylvaniensis
Presente estudo SULLIVAN; MARTIN, 1969
BYRD, 1970
Localidade EUA EUA
1° Ancylidae sp. Physa gyrina Lymnaea
Hospedeiro stagnalis
intermediario
Corpo C 169 (150-180) 300 (270-340) 265 (195-336)
L 81 (69-92) 130 (130-150) 138 (122-171)
Ventosaoral C 41 (38-51) 47 (45-51) 60 (54-68)
L 42 (34-51) 50 (45-60) 64 (54-82)
Faringe C 19 (17-23) 25 (21-30) 30 (26-34)
L 14 (13-17) 28 (24-31) 37 (32-44)
Ventosa C 43 (38-51) 45 (39-48) 71 (50-96)
ventral L 48 (45-54) 47 (42-54) 79 (66-98)
Cauda C 173 (146-203) 300 (280-320) 294 (260-323)
L 28 (23-32) 40 43 (38-56)
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Figura 43 — Arvore filogenética obtida pelos métodos de Inferéncia Bayesiana e Maxima Verossimilhanga de representantes da superfamilia
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Plagiorchioidea, inferida através de 28S (957 bp, modelo evolutivo: GTR + G). Os valores de probabilidade posterior (>0,90) e bootstrap (>70%)

sdo representados na parte superior de cada no. (¥) Asteriscos nos nds sinalizam diferengas na topologia recuperada por MV. A barra indica o

namero de substitui¢des por nucleotideo.



170

5.3.7 Superfamilia Pronocephaloidea Looss, 1899

5.3.7.1 Familia Notocotylidae Liihe, 1909

5.3.7.1.1 Notocotylidae gen. sp.

Tipo cercariano: Monostoma.

Hospedeiro intermediario: B. straminea.
Percentual de infecgdo total: 0,04% (2/4806)
Local de coleta: Ponto C.

Coletas positivas e percentuais de infec¢do: 30/07/2018 (0,23%); 20/07/2019 (0,20%).

Caracteristica morfologica

Cercéria (n=4): Larva de cauda simples (Figura 44A). Corpo, 335 (312-362) x 136
(123—-161), com coloragdo amarronzada. Cé¢lulas cistogénicas presentes em grande
numero. Par de papilas localizados na regido posterior do corpo. Ventosa oral
subterminal, 40 (39—43) x38 (36—41). Faringe e¢ ventosa ventral ausentes. Presenca de
trés ocelos pigmentados na regido anterior do corpo, 15 (14—18) x 14, dois laterais e um
mediano. Esofago curto, com bifurcacdo proximo aos ocelos. Cecos intestinais longos
que terminam antes da vesicula excretora. Sistema excretor com dois tubulos coletores
que se unem proximo ao ocelo mediano. Cauda cilindrica, 431 (383—461) x 44 (43—45),

com terminagdo arredondada. Sdo produzidas por rédias de cor amarelada (Figura 44C).

Metacercaria (n=14): A larva encista-se rapidamente em substrato solido. Formato
esférico, 155 (143—171) x 125 (109-136) (Figura 44B). Parede cistica grossa, 16
(11-23).

Comparagdes morfométricas da cercaria e metacercaria com outros representantes da

familia Notocotylidae descritos por diferentes autores sdo apresentadas na tabela 25.

Caracterizagdo molecular
Foi obtida a sequéncia parcial de 28S (1213 bp) do parasito. Esta foi alinhada com
sequéncias de representantes da superfamilia Pronocephaloidea e analisada

filogeneticamente. Na arvore (Figura 45), foi evidenciado que o parasito estd inserido no
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clado da familia Notocotylidae, com alto suporte. As divergéncias em relacdo a
Pseudocatatropis devoryadkini e Quinqueserialis spp. foram 0,8% e 1,5%,
respectivamente. Adicionalmente, na reconstrucao filogenética foi observada a formagao
de um clado onde encontram-se principalmente espécies transmitidas por moluscos
pulmonados, com um alto valor de probabilidade posterior (0,96). As diferencas
moleculares com essas espécies variaram entre 0,8% e 2%. Por outro lado, foi recuperado
um clado formado por espécies dos géneros Catatropis e Notocotylus, que incluem varias
espécies transmitidas por moluscos prosobranquios. As divergéncias moleculares do
parasito com os taxons desse clado foram maiores (Catatropis, 3,2-3,4%; Notocotylus,

2,5-3,.2%).

Comentdrios: A larva foi identificada como do tipo cercariano Monostoma de acordo com
Pinto e Melo (2013c). Morfologicamente, o corpo cercariano e ventosa oral apresentam
dimensdes semelhantes com a cercaria de Notocotylus biomphalariae relatada na
Argentina em B. peregrina (FLORES; BRUGNI, 2005), no entanto, a cauda € maior nessa
espécie. A analise molecular ndo permitiu definir o género ao qual pertence o parasito,
com relagdo proxima com membros de Pseudocatatropis ¢ Quinqueserialis, € que sdo
transmitidos por moluscos pulmonados. Na comparagdo morfométrica, a larva de P.
devoryadkini apresenta uma cauda extremamente curta. J4 as cercarias de Q.
quinqueserialis se diferencia por ter o menor. As metacercarias desta tltima espécie
também sdo menores. No caso de Hippocrepis hippocrepis, cujas larvas foram
identificadas em B. straminea no Brasil (ASSIS et al., 2019), o corpo cercariano ¢ menor.

Na comparagdo molecular, a divergéncia frente a H. hippocrepis foi de 2%.
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200 pym
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Figura 44 — Notocotylidae gen. sp. (A) Cercéria emergida de Biomphalaria straminea
coletada no Rio Sdo Francisco, Januaria, Minas Gerais. (B) Metacercaria encistada. (C)

Rédia recuperada de molusco infectado.
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Tabela 25 — Comparagdo morfométrica dos estagios larvais de Notocotylidae gen. sp. e outras espécies da mesma familia reportadas por
diferentes autores. C: Comprimento; E: Espessura; L: Largura.

Notocotylidae gen. Notocotylus Hippocrepis Pseudocatatropis Quinqueserialis
sp. biomphalariae hippocrepis dvoryadkini quinqueserialis
Presente estudo FLORES; BRUGNI, ASSIS etal., 2019 IZRAILSKAIA et Herber, 1942
2005 al., 2019
Argentina Brasil Vietna EUA
Hospedeiro Biomphalaria B. peregrina B. straminea Helicorbis Gyraulus parvus
intermediario straminea suifunensis
Cercaria
Corpo C 335 (312-362) 369 (346-394) 291 (273-314) 231-258 230-280
L 136 (123-161) 191 (154-221) 132 (109-150) 104-116 130-170
Ventosaoral C 40 (39-43) 42 (36-53) 41 (37-43) 35-42 -
L 38 (36-41) 41 (34-50) 41 (38-45) 39-46 -
Ocelos C 15 (14-18) - 19 (15-23) -
L 14 - 19 (15-25) -
Cauda C 431 (383-461) 702 (634-797) 334 (205-403) 45-62 390-520
L 44 (43-45) 62 (55-77) 53 (41-68) - -
Metacercaria
C 155 (143-171) 152 (146-158) 146 (137-163) 119-135 160-180
L 125 (109-136) - 143 (128-154) - -
Parede cistica E 16 (11-23) 14 (10-17) 15 (9-21) - -
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Notocotylidae gen. sp. ex Biomphalaria straminea

Pseudocatatropis dvoryadkini M750024

‘ A , 7 Quinqueserialis quinqueserialis MK251989
Prosobranquio 1100 Quinqueserialis kinsellai MW934292

@& rumonado %

Notocotylus ikutai LC596925
Notocotylus sp. EU712725
Notocotylus malhamensis JQ669939
Hippocrepis hippocrepis MN270934
11100 — Catatropis indicus AY222220
Catatropis vietnamensis MH750019
1192 | 4 ogr811- Notocotylus attenuatus AF184259

& Notocotylus atlanticus MH828008
Notocotylus intestinalis JQ890559
Notocotylus magniovatus MH750018
Notocotylus fosteri MK614163
Notocotylidae gen. sp. MN726959
199 Catatropis sp. MN963032
—— Ogmogaster antarctica KM258675
o Paramonostomum anatis AF184258
Notocotylus chionis MN877912 Notocotylidae
'———— Labicola cf. elongata AY222221 Labicolidae
Trapobonelia bicaudata AY222217 Rhabdiopoeidae
Macrovestibulum sp. AY116877 Pronocephalidae
Opisthotrema dujonis AY22223
Lankatrema mannarense AY22222? Opisthotrematidae
Nudacotyle undicola MN745944 Nudacotylidae

AN NIIIRILE

' g 1/100

0.99/94

{ } Zygocotyle lunata MT514525
0.03

Figura 45 — Arvore filogenética obtida pelos métodos de Inferéncia Bayesiana e Maxima Verossimilhanga de representantes da superfamilia
Pronocephaloidea, inferida através de 28S (1156 bp, modelo evolutivo GTR + G + I). Os valores de probabilidade posterior (>0,90) e bootstrap
(>70%) sdo representados na parte superior de cada no. (*) Asteriscos nos nos sinalizam diferencas na topologia recuperada por MV. A barra
indica o nimero de substitui¢des por nucleotideo. HI: Hospedeiro intermediario.
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5.3.8 Superfamilia Paramphistomoidea Fischoeder, 1901

5.3.8.1 Familia Zygocotylidae Ward, 1917

5.3.8.1.1 Zygocotyle lunata

Tipo cercariano: Anfistoma.

Hospedeiro intermediario: B. straminea.

Percentual de infecgdo total: 0,04% (2/48006).

Local de coleta: Ponto C.

Coletas positivas e percentuais de infecgdo: 20/07/2019 (0,20%); 20/08/2019 (0,60%)

Hospedeiro definitivo experimental: Mus musculus.

Estudo experimental: Foirealizada a infec¢do de dois camundongos através de inoculagdo
oral de metacercarias. Aos 30 DPI, foi realizada a necropsia dos roedores, detectando a

forma adulta do parasito no ceco intestinal.

Caracterizag¢do morfologica

Cercaria (n=10): Larva de cauda simples (Figura 46A). Corpo piriforme, 370 (305—454)
x 301 (248-347), fortemente pigmentado devido as células cistog€nicas que contém
granulos em forma de barra. Presenga de dois ocelos pigmentados, 38 (36—43) x 23
(20—29), localizados na regido pré-equatorial. A abertura oral ¢ seguida da faringe, 76
(63-98) x 56 (45—64). A faringe possui dois apéndices posteriores. O esdfago ¢é evidente,
com esfincter. Os cecos intestinais ndo atingem o extremo posterior do corpo, estendendo-
se proximos a vesicula excretora. A ventosa ventral, 103 (89—116) x 118 (107—-139),
encontra-se na extremidade posterior do corpo. Vesicula excretora arredondada, anterior
ao acetabulo. Dutos coletores principais originam-se da margem posterior da vesicula e
apresentam diverticulos laterais, contendo concrecdes circulares refratarias e estendem-

se até os ocelos. S@o produzidas por rédias (Figura 46C).

Metacercaria (n=11): A cercaria encista rapidamente em substrato solido. Cisto

arredondado, 276 (254—304) x 224 (213-236), com parede cistica espessa (Figura 46B).
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Adulto (n=14): Corpo alongado, 3168 (2871-3566) x 1619 (1391-1747) (Figura 46D).
Faringe terminal, 472 (366—549) x 503 (366—556), com um par de diverticulos
posteriores. Es6fago curto, 250 (190—345) x 98 (84—120), com bulbo esofagico. Cecos
intestinais se estendem até o borde anterior da ventosa ventral. Ventosa ventral, 901
(817-993) x 746 (676—810), localizada no extremo posterior, com um uma estrutura (/ip)
no borde posterior. Poro genital proximo da bifurcacdo do esdfago. Testiculos em tandem,
lobulados: Testiculo anterior, 444 (366—521) x 807 (732—866); testiculo posterior, 434
(359-514) x 736 (641—824). Ovario ovalado, 154 (113—225) x 292 (218-359), pods-

testicular. Vitelaria folicular bilateral. Utero intercecal, pré-testicular.

Ovos (n=20): Ovalados, 141 (131-150) x 71 (64—80), operculados, amarronzados.

Comentdrios: A presenga de faringe com projecdes, bulbo esofagico e ventosa ventral
com um par de papilas nos parasitos adultos estdo de acordo com a diagnose do género
Zygocotyle (JONES, 2005). Além disso, as caracteristicas morfologicas como ventosa
ventral terminal com um par de projecdes laterais, faringe com diverticulos posteriores,
presenga de bulbo esofagico, testiculos lobulados em tandem, e vitelaria folicular e
extracecal, concordam com as descrigdes para Z. [unata (BARBOSA et al., 2011;
OSTROWSKI DE NUNEZ et al., 2011). Ressalta-se que Barbosa et al. (2011) detectaram
o mesmo hospedeiro intermediario na mesma bacia hidrografica no estado de Minas

Gerais.
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200 pm

200 pm

200 pm

Figura 46 — Zygocotyle lunata. (A) Cercaria emergida de Biomphalaria straminea
coletada no Rio Sao Francisco, Januaria, Minas Gerais. (B) Metacercaria encistada. (C)

Rédia recuperada de molusco infectado. Parasito adulto obtido experimental em Mus

musculus 30 dias poés-infecgao.



178

5.3.9 Superfamilia Schistosomatoidea Stiles &Hassall, 1898

5.3.9.1 Familia Aporocotylidae Odhner, 1912

5.3.9.1.1 Aporocotylidae gen. sp. 1

Tipo cercariano: Furcocercaria.

Hospedeiro intermediario: B. straminea.

Percentual de infecgdo total: 0,23% (11/4806).

Local de coleta: Ponto C.

Coletas positivas e percentuais de infec¢ao: 29/05/2018 (0,47%); 22/05/2019 (1,97%);
27/05/2019 (2,20%); 19/06/2019 (0,54%); 21/06/2019 (0,48%); 22/06/2019 (0,28%);
17/07/2019 (2,5%).

Estudo experimental: 6 exemplares de P. reticulata foram expostos a uma solugdo
cercariana. As 24 horas depois da infecgdo, um exemplar morreu, sendo observado a
regido proxima das branquias levemente avermelhadas. Aos 18 DPI, foi realizada a

necropsia dos individuos sobreviventes, mas ndo foi detectada a presenga do parasito.

Caracterizag¢do morfologica

Cercaria (n=20): Larva pequena, com cauda bifurcada (Figura 47A). Corpo alongado, 81
(77-86) x 17 (16-20) (Figura 47B). Auséncia de membrana ondulante no corpo.
Glandulas de penetragdo ndo distinguiveis. Orgdo anterior, 24 (22-25) x 11 (9-12),
protraivel, com 7 fileiras de espinhos. Tronco alongado, 149 (140—-156) x 13 (12—15),
maior que o corpo cercariano, com 6 pares de corpos caudais. Furcas curtas, 43 (40—49)
x 6 (5—7) (Figura 47C). Em posi¢do de descanso, foi observada a curvatura dos extremos
anterior e posterior do tronco caudal, observando que a emergéncia das larvas acontece

em horario noturno.

Caracterizacdo molecular

Foi amplificado um fragmento do marcador 28S (1287 bp) do parasito. A sequéncia foi
alinhada com as de membros da familia Aporocotylidae, incluindo representantes outras
familias da superfamilia Schistosomatoidea, devido a ndo monofilia da familia. Na

reconstrugdo filogenética (Figura 49), foi observado o parasito estd inserido em um clado
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bem suportado formado por membros da familia Aporocotylidae transmitidos em
ambientes dulciaquicolas. Contudo a divergéncia genética com essas espécies variou
entre 23% e 24%. Na Africa, foi relatada a emergéncia de duas cercarias identificadas
como aporocotilideos em planorbideos (BRANT et al., 2006). No entanto, divergéncia

genética em relagdo a espécie aqui caracterizada foi de 22-23%.

Comentarios: As caracteristicas gerais da larva, associado ao seu comportamento em
posicdo de repouso, sdo caracteristicas compativeis com larvas de representantes da
familia Aporocotylidae (MEADE, 1967; NOLAN; CRIBB, 2004), o que permitiu uma
identificacdo preliminar. Isto foi confirmado pela analise molecular, observando uma
afinidade com aporocotilideos relatados em moluscos dulciaquicolas. Morfologicamente,
as larvas desse clado apresentaram diferencas. A cercaria de Sanguinicola inermis Plehn,
1905 distingue-se pela presenga de membrana ondulante no corpo cercariano e
membranas natatérias nas furcas (KIRK; LEWIS, 1993). Sanguinicolid sp. W5003
caracteriza-se por possuir membrana ondulante no corpo e ser transmitido por um tiarideo
na Australia (BRANT et al., 2006). Ja Sanguinicolid sp. W5004 foi detectado em um
planorbideo no mesmo pais, distingue-se por apresentar 4 pares de pelos proeminentes,

perpendiculares ao tronco caudal.
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20 pm

Figura 47 — Aporocotylidae gen. sp. 1. (A) Cercaria emergida de Biomphalaria
straminea coletada no Rio Sdo Francisco, Januaria, Minas Gerais, corada pelo vermelho

neutro. (B) Corpo cercariano corado com vermelho neutro. (C) Detalhe das furcas.
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5.3.9.1.2 Aporocotylidae gen. sp. 2

Tipo cercariano: Furcocercaria.

Hospedeiro intermediario: 4. tuberculatum.

Percentual de infecgdo total: 0,78% (29/3725).

Local de coleta: Pontos A e B.

Coletas positivas e percentuais de infec¢do: 31/07/2017 (1,54%); 01/08/2017 (1,71%);
02/08/2017 (5,71%); 02/02/2018 (0,73%); 25/05/2018 (11,35%); 25/07/2018 (2,86%);
22/07/2019 (0,70%); 22/08/2019 (1,58%).

Estudo experimental: 6 exemplares de P. reticulata foram expostos a solug@o cercariana.
Aos 7 DPI, foi realizada a necropsia dos peixes, mas ndo foi detectada a presenga do

parasito.

Caracteristica morfologica

Cercaria (n=20): Larva com cauda bifurcada (Figura 48A). Corpo alongado, 98 (90—108)
x 31 (29-35), com tegumento coberto de microespinhos. Presenca de 10 pares de
glandulas de penetragdo, as cinco primeiras apresentam contetido granular (Figura 48B).
Par de ocelos pigmentados, 4 (3—5) x 4 (3—4), localizados na regido pos-equatorial. Orgio
anterior, 21 (18—24) x 19 (17-22), protraivel, coberto com 4 fileiras de microespinhos.
Abertura oral proxima da regido posterior do 6rgao anterior. Tronco caudal, 59 (54—69)
x 15 (13—19), com tegumento espinhoso, menor que o corpo cercariano. Furcas curtas,
24 (20—26) x 8 (6—9), com membrana natatoria (Figura 48C). Em posi¢ao de descanso, o
tronco caudal forma uma curvatura, permitindo o encontro do corpo cercariano e as

furcas. Sdo produzidas por esporocisto ovalados (Figura 48D).

Caracterizacdo molecular

Foi obtida a sequéncia parcial de 28S (1203 bp) do parasito, sendo incluida na analise
filogenética de Aporocotylidae gen. sp. 1. Na arvore (Figura 49), observou-se que forma
uma clado com outros aporocotilideos transmitidos exclusivamente por moluscos de agua
doce, com um forte suporte. A divergéncia genética entre o parasito e S. inermis foi de

22%.
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Comentdrios: A presente cercaria inicialmente também foi identificada do tipo
caracteristico da familia Aporocotylidae, como mencionado para Aporocotylidae gen. sp.
1. Essa categorizagdo foi confirmada pela andlise molecular. Pela andlise de Inferéncia
Bayesiana, foi evidenciada proximidade com Sanguinicola inermis. No entanto, a
cercaria dessa espécie ndo possui um par de ocelos pigmentados (KIRK; LEWIS, 1993).
No caso da comparagdo com Sanguinicolid W5003, detectado em Thiara balannensis na
Australia (BRANT et al., 2006), o presente parasito distingue-se por possuir membranas
natatérias nas furcas e ndo apresentar membrana ondulante no corpo cercariano.
Morfologicamente, o parasito se assemelha a uma cercaria encontrada no tiarideo Sermyla
riqueti na Tailandia (NAMCHOTE et al., 2015) e identificada como Apharyngostrigea
pipientis. Entretanto, trata-se de uma identificagdo errbnea, tendo em vista que a
morfologia das cercarias desta espécie da familia Strigeidae ¢ bastante diferente (tronco

caudal com maior largura que o corpo cercariano) (LOPEZ-HERNANDEZ et al., 2019).
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Figura 48 — Aporocotylidae gen. sp. 2. (A) Cercaria emergida de Aylacostoma
tuberculatum coletada no Rio Sdo Francisco, Januaria, Minas Gerais, corada pelo

sulfato azul de Nilo. (B) Corpo cercariano. (C) Detalhe das furcas coradas por vermelho
neutro. (D) Esporocisto recuperado de molusco infectado.



= Dulciaquicolas
— Marinhos

@D Bivalvia

¢ Caenogastropoda
@ Gastropoda

I Polychaeta

11100

1100

1/98

Cotylurus sp. LC599507
Hysteromorpha triloba MF398336

e Aporocotylidae gen. sp. 1 ex Biomphalaria straminea
. ) Aporocotylidae gen. sp. 2 ex Aylacostoma tuberculatum
118 L] Sanguinicola cf. inermis AY222180 - Polonia
Sanguinicolid sp. W5003 AY858878 - Australia

Sanguinicolid sp. W5004 AY858879 . Australia

L LRt ‘Ogawaia glaicostegiMF503308
1 Aporocotylidae sp. MF503307
1187 Gymnurahemecus bulbosus MH555433

0.99)-

Chimaerohemecus trondheimensis AY157239
Cardicola abu MH161379
1100 — Cardicola barfolii MF 140285
Cardicola coeptus MF140284
Cardicola tantabidaii MF140279
Cardicola jiiqurru KX463506
Paradeontacylix buri AB904154

- Psettarium yoshidai MG709051
Psettarium pulchelum MG709049
Psettarium hawaiiense MG709035
Psettarium pandora MG709046
19 - Ankistromeces dunwichensis MF140289
Ankistromeces ofsoni MF140287
Phthinomita jonesi MF140277
, 199 - Phthinomita munozae MF140276
l Skoulekia erythrini MF043944
100 - Skoulekia meningialis FN652293
Neaoparacardicola nasonis AY222179

Plethorchis acanthus AY222178

0.99/70

14100 EAporocotyle michaudi KR025807

Aporocotyle Sﬁinosicanalis AY22177

1o Acipensericola glaciatis MF186853 - EU 2
Acipensericola petersoni KY243879 - EUA _ o e 2

487 Elopicola franksi KY243882
— e Flopicols nolancribh KY243680 ?
Elopicola bristowi KY243881

34 AY858881 - Uganda

11100, Sanguinicolid S{). W1284 AY858880 - Quénia .
i Sanguinicolid sp. W11
1100 - Glinostomum sp. MH159734
Clinostomoides brieni KF781299

1/100 Spirorchis haematobius FJ481164
- Vasotrema obustum AY804706
Learedius fearedi LC455555
Amphiorchis sp. KX387109

— 11100
1100
4@ Schistosoma japonicum Z46504 ! .
Gigantobilharzia melanoidis JX875068 Schistosomatidae

0.08

Aporocotylidae
Clinostomidae

Spirorchiidae

Figura 49 — Arvore filogenética obtida pelos métodos de Inferéncia Bayesiana e Maxima Verossimilhanga de representantes da familia
Aporocotylidae, inferida através de 28S (1217 bp, modelo evolutivo: GTR + G + I). Os valores de probabilidade posterior (>0,90) e bootstrap
(>70%) sdo representados na parte superior de cada no. (*) Asteriscos nos nos sinalizam diferencas na topologia recuperada por MV. A barra
indica o nimero de substitui¢des por nucleotideo. HI: Hospedeiro intermediario.
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5.3.9.2 Familia Schistosomatidae Stiles & Hassall, 1898

5.3.9.2.1 Schistosomatidae gen. sp. 1

Tipo cercariano: Brevifurcada.

Hospedeiro intermediario: B. straminea.
Percentual de infecgdo total: 0,02% (2/48006).
Local de coleta: Ponto C.

Coletas positivas e percentuais de infecgdo: 29/07/2018 (0,47%); 11/09/2018 (0,22%).

Caracterizagdo morfologica

Cercaria (n=7): Larva com cauda bifurcada (Figuras 50A). Corpo alongado, 219
(206—240) x 59 (57-67) (Figura 50B). Par de ocelos, 5 x 5, localizados na regido anterior.
Presenga de cinco pares de glandulas de penetragdo, duas delas pos-acetabulares. Orgdo
de penetracdo ovalado, 72 (66—78) x 40 (36—43). Ventosa ventral, 16 (16—17) x 18
(17-19), equatorial. Furcas, 205 (183—221) x 21 (19-22), com membranas natatdrias
dorsoventrais, sem espinhos. Na tabela 26 sdo apresentadas as comparagdes
morfométricas da larva obtidas com outras semelhantes descritas no continente

americano.

Caracterizagdo molecular

Um fragmento do gene 28S (984 bp) foi obtido para este parasito. A sequéncia foi
alinhada com representantes da familia Schistosomatidae, principalmente com os
reportados em aves ou formas larvais com ocelos pigmentados. O alinhamento foi
submetido a analise filogenética pelo modelo evolutivo GTR + G. Foi verificado que a
sequéncia do parasito apresentou 100% de identidade com Schistosomatidae sp. 1,
detectado em B. glabrata na cidade de Januaria por Pinto et al. (2017). Na reconstrucao
filogenética (Figura 52), observou-se que ¢ grupo irmdo de esquistossomatideo
transmitido pelo planorbideo Gyraulus parvus nos Estados Unidos, com alto suporte. A
divergéncia genética com esse esquistossomatideo variou entre 3,6% e 3,9%.
Adicionalmente, foi amplificada a sequéncia correspondente a ITSI1-5.8S-ITS2,

detectando 100% de identidade com Schistosomatidae sp. 1.
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Comentdrios: As medidas deste parasito sdo semelhantes as descritas por Pinto et al.
(2017) a partir de cercarias encontradas em B. glabrata na mesma cidade (Distrito de Sao
Joaquim, distante cerca de 95 km do centro de Januaria). Molecularmente, foi possivel
determinar que ambos os isolados correspondem a um esquistossomatideo de ave. Trata-
se de um membro de um novo género que aguarda a obtengdo de parasitos adultos para a

descrigdo como proposto por Pinto et al. (2017).
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200 pm

50 pm

Figura 50 — Schistosomatidae gen. sp. 1 (A) Cercaria (fixada em formol) detectada em
Biomphalaria straminea coletada no Rio Sao Francisco, Janudria, Minas Gerais. (B)

Corpo cercariano.
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5.3.9.2.2 Schistosomatidae gen. sp. 2

Tipo cercariano: Brevifurcada.

Hospedeiro intermediario: B. straminea.
Percentual de infecgdo total: 0,02% (1/48006).
Local de coleta: Ponto C.

Coletas positivas e percentuais de infec¢ao: 21/08/2019 (0,38%).

Caracterizag¢do morfologica

Cercaria (n=9): Larva com cauda bifurcada (Figura 51A). Corpo cercariano ovalado, 224
(204—240) x 84 (78—88), com tegumento espinhoso. Par de ocelos pigmentados, 8 (7-9)
x 7 (7-9), localizados na regido anterior do corpo. Presenca de 5 pares de glandulas de
penetracdo: 3 pré-acetabulares, 1 para-acetabular, 1 pos-acetabular (Figura 51B). Tronco
caudal, 185 (173—197) x 43 (38—47), com tegumento espinhoso. Furcas curtas, 106
(90—-119), com membranas natatérias (Figura 51C). S@o produzidas por esporocistos

alongados (Figura 51D). As medidas foram incluidas na tabela 26.

Caracterizagdo molecular

Foi obtida a sequéncia parcial de 28S do parasito (1010 bp), sendo incluida na analise
filogenética juntamente com Schistosomatidae gen. sp. 1. Na arvore (Figura 52),
evidenciou-se que apresenta uma relagcdo proxima com um esquistossomatideo de ave
reportado no Quénia em Biomphalaria sudanica (BRANT et al., 2006), com um alto

suporte. A divergéncia genética entre ambos parasitos foi de 4,5%.

Comentdrios: A cercaria se caracterizou por apresentar furcas com membranas natatorias
sem espinhos e menores ao tronco caudal, indicativos de se tratar de uma espécie da
familia Schistosomatidae (PINTO; MELO, 2013c). A presenca de um par de ocelos
permitiu estabelecer a afinidade com esquistossomatideos de aves. A larva distingue-se
de Trichobilharzia sp. (PINTO et al., 2014) e Schistosomatidae gen. sp. 1, por ter um
valor maior da relagdo entre o tronco caudal e as furcas (>1,6). Enquanto a analise
filogenética, foi possivel detectar a proximidade com um esquistossomatideo de ave

encontrado no continente africano, porém, identificado apenas até nivel de familia.
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Figura 51 — Schistosomatidae gen. sp. 2. (A) Cercaria emergida de Biomphalaria
straminea coletada no Rio Sdo Francisco, Januaria, Minas Gerais, corada pelo vermelho
neutro. (B) Corpo cercariano. (C) Tronco caudal com microespinhos no tegumento. (D)
Furca com membrana natatoria. (E) Esporocistos recuperados de molusco infectado.
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Tabela 26 — Comparacdo morfométrica das larvas de esquistossomatideos encontrados no presente estudo com as reportados por outros autores

no continente americano. C: Comprimento; L: Largura; d: didmetro.

Schistosomatidae gen. sp. 1 Schistosomatidae Schistosomatidae Trichobilharzia sp.
gen. sp. 2 sp. 2
Presente estudo PINTO et al., Presente estudo PINTO et al., PINTO et al., 2014
2017 2017
Localidade Brasil EUA Brasil
Hospedeiro Biomphalaria B. glabrata B. straminea Gyraulus parvus Physa marmorata
intermediario straminea
Corpo C 219 (206-240) 218 (171-280) 224 (204-240) 288 (267-300) 216 (201-240)
L 59 (57-67) 57 (41-82) 84 (78-88) 79 (73-88) 82 (64-93)
Orgio C  72(66-78) 75 (55-96) 83 (76-88) - 66 (60-71)
anterior L 40 (36-43) 37 (14-48) 57 (52-64) - 51 (45-59)
Ventosa C 16 (16-17) 14 (10-21) 20 (17-21) - 24 (19-29)
ventral L 18 (17-19) 20 (17-24) 21 (19-22) - 23 (17-27)
Tronco C 279 (256-303) 291 (253-341) 185 (173-197) 362 (346-398) 336 (249-376)
caudal (TC) L  45(40-47) 34 (27-48) 43 (38-47) 51 (46-57) 44 (35-60)
Furcas (F) C 205 (183-221) 222 (205-239) 106 (90-119) 221 (219-225) 217 (177-236)
L 21(19-22) - 11(10-12) - 19 (11-27)
TC/F 1,4 (1,2-1,6) 1,31 (1,12-1,47) 1,8 (1,6-1,9) 1,57 (1,54-1,60) 1,56
Ocelos C 5 5d 8 (7-9) - 11 (9-13)
L 5 - 7 (7-9) - 10 (8-14)




11100 Schistosomatidae gen. sp. 1 ex Biomphalaria straminea
Schistosomatidae sp. 1 MF596183 - Brasil
Schistosomatidae sp. 2 MF598182 - EUA
Schistosomatidae sp. 2 MF598179 - EUA
Schistosomatidae sp. 2 MF598180 - EUA
Gigantobilharzia melanoidis JX875068
199 1 Giganfobilharzia huronensis AY157242
Gigantobilharzia huronensis AF167091
o5 Schistosomatidae sp, KX302891
—— Avian schistosomatid GQ920620
Schistosomatidae sp. MG760449
Dendritobilharzia pulverulenta AY157241
Schistosomatidae sp. KC113071
1/96 | 17100  Schistosomatidae sp. KC113069
Trichobilharzia szidati AY157245
Trichobilharzia ocellata AY157243
Trichobitharzia regenti MH190224
o Trichobitharzia physellae FJ174475
5z Trichobitharzia sp. KJ855994
Trichobilharzia franki KJ775866
Trichobilharzia querquedulae FJ744468
Trichobilharzia stagnicolae FJ174478
Allobilharzia visceralis EF114223
11100 r Anserobitharzia brantae KC570945
Trichobitharzia brantae FJ174467
0.961- ———————Bilharziella polonica AF167088
1100 - Schistosomatidae gen. sp. 2 ex Biomphalaria straminea
Avian schistosomatid AY858886 Quénia
1/100 [Heterobflhafzia americana AY157246
Schistosomatium douthitti AY157247
Biviteliobiltharzia nairi JQ975005
0.97/79 1194 Schistosoma haematobium AY157263
B - Whﬂ—i Schistosoma spindale AY157257
il Schistosoma mansoni AY157173
Schistosoma incognitum JQ408705
Macrobilharzia macrobilharzia AY858885
1199 — Austrobilharzia variglandis AY157250
ﬂ'j[Austrabfﬁharzia terrigalensis AY157249
Omithobilharzia canaliculata AY157248
1100 Amphicrchis sp. KX987111

— Learedius leardi LC455555

11100

11100

Grupos externos

Figura 52 — Arvore filogenética obtida pelos métodos de Inferéncia Bayesiana e Maxima Verossimilhanga de representantes da familia
Schistosomatidae, inferida através de 28S (947 bp, modelo evolutivo GTR + G). Os valores de probabilidade posterior (>0,90) e bootstrap
(>70%) sao representados na parte superior de cada no. A barra indica o nimero de substitui¢cdes por nucleotideo.
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5.3.9.3 Familia Spirorchiidae Stunkard, 1921

5.3.9.3.1 Spirorchiidae gen. sp.

Tipo cercariano: Brevifurcada.

Hospedeiro intermediario: B. occidentalis, B. straminea.

Percentual de infecgdo total: 0,35% (19/5478).

Local de coleta: Ponto C.

Coletas positivas e percentuais de infecgdo: 27/05/2018 (4,26%); 28/05/2018 (2%);
27/07/2018 (0,56%); 23/05/2019 (1,21%); 24/05/2019 (0,83%); 27/05/2019 (1,67%);
22/06/2019 (0,87%); 19/07/2019 (1,45%); 20/07/2019 (0,64%); 20/08/2019 (0,95%);
21/08/2019 (0,27%).

Caracterizag¢do morfologica

Cercaria (n=15): Larva com cauda bifurcada (Figura 53A). Corpo, 270 (246—310) x 110
(106—120), com tegumento espinhoso (Figura 53C). Par de ocelos pigmentados,
esféricos, 13 (12—16) x 13 (12—17), localizados na regido anterior (Figura 53B). Presenga
de cinco pares de glandulas de penetragio, posteriores aos ocelos. Orgdo anterior ovalado,
97 (86—107) x 55 (52—61). Ventosa ventral rudimentar, 25 (22-26), pos-equatorial.
Tronco caudal longo, 679 (634-704) x 63 (55—69), com tegumento coberto de
microespinhos. Furcas curtas, 258 (249-271) x (45 (41-48), com membranas natatorias
com espinhos (Figura 53D). Na tabela 27 s@o apresentadas comparagdes morfométricas

com larvas semelhantes reportadas no Brasil.

Caracterizacdo molecular

Foi obtido uma sequéncia parcial do gene 28S (1260 bp), que foi utilizado para a
construcdo de um alinhamento com representantes da familia Spirorchiidae, incluindo
espécies de Schistosomatidae pela parafilia do grupo, sendo posteriormente analisada
filogeneticamente. Na reconstrucdo filogenética (Figura 54), foi evidenciado que o
parasito se encontra inserido em um clado formado por membros da familia Spirorchiidae,
transmitidos em ambientes dulciaquicolas e exclusivamente na América do Sul, com
fortes valores de suporte. Ressalta-se que forma um clado com espirorquideos relatados
no estado de Minas Gerais (Spirorchiidae sp. 1 e Spirorchiidae sp. 2), detectados em

Biomphalaria spp. (PINTO et al., 2015b). A divergéncia genética com esses dois
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parasitos foi baixa (0-0,1%). Além disso, ¢ distante de um espirorquideo recentemente
relado em B. occidentalis no estado de Parana (2,4%) (CICCHETO et al., 2020). Ja as
diferencas moleculares com as outras espécies da familia registradas na América do Sul
foram maiores: Paratamatam iquitosiensis, 2,4%; Atamatam amazoniensis, 2,5%;
Pitiutrema revelae, 7,7% (BULLARD et al., 2019; DUTTON et al., 2019). A diferenca
molecular do presente parasito com membros do género tipo da familia (Spirorchis)

variou entre 19% e 20%.

Comentarios: Por se tratar de uma larva com furcas menores ao tronco caudal ¢ que
possuem membranas natatorias com espinhos, foi identificado preliminarmente como da
familia Spirorchiidae (PINTO; MELO, 2013c). A analise molecular corroborou a
identificacdo. A cercaria apresenta medidas semelhantes a Spirorchiidae sp. 1 encontradas
em Belo Horizonte (PINTO et al., 2015b). J4 a cercaria Spirorchiidae sp. 2 reportado por
Pinto et al. (2015b) apresenta maiores dimensdes e detectando uma diferenga molecular
de 0,1% com a do presente estudo. Em se tratando da comparagdo com o espirorquideo
relatado no Parana (CICCHETO et al., 2020), morfometricamente ndo foram detectadas
diferencas marcantes, talvez por terem analisado larvas intramolusco e fixados em etanol.
Porém, foi corroborada a diferenga pela analise molecular. Frente a isso, o parasito deste
estudo ¢ identificado como um membro da problematica familia Spirorchiidae, que
apresenta mais afinidades com espécies reportadas na América do Sul em colegdes

dulciaquicolas.
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¢ i 1 ) e B
Figura 53 — Spirorchiidae gen. sp. (A) Cercaria detectada em Biomphalaria straminea
coletada no Rio Sao Francisco, Januéria, Minas Gerais. (B) Corpo cercariano com
vermelho neutro. (C) Detalhe do tegumento com microespinhos na regido anterior do
corpo. (D) Furca com membrana natatéria com espinhos.
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Tabela 27 — Comparagdo morfométrica das larvas da familia Spirorchiidae encontradas no presente estudo com dados disponiveis para outras

espécies registradas no continente americano. C: Comprimento; L: Largura.

Spirorchiidae sp.

Spirorchiidae sp. 1

Spirorchiidae sp. 2

Spirorchiidae sp. “inga”

Presente estudo

PINTO et al., 2015b

PINTO et al., 2015b

CICCHETO et al., 2021

Biomphalaria Biomphalaria spp. B. glabrata B. occidentalis
spp.
N° de glandulas de 5 6 6 -
penetracao
Corpo C 270 (246-310) 230 (205-259) 326 (273-375) 260 (158-326)
L 110 (106-120) 91 (81-109) 97 (75-143) 79 (42-112)
Orgio anterior C 97 (86-107) 81 (68-86) 106 (94-120) 87 (56-112)
L 55 (52-61) 53 (43-58) 52 (46-62) 48 (27-64)
Ocelos C 13 (12-16) - - -
L 13 (12-17) - - -
Ventosa ventral C 25 (22-26) 27 (24-29) 25 (21-29) 34 (24-46)
L 22 (21-24) 28 (26-34) 26 (22-33) 19 (14-27)
Tronco caudal C 679 (634-704) 695 (655-717) 784 (683-853) 554 (414-661)
L 63 (55-69) 64 (46-72) 63 (53-79) 52 (27-74)
Furcas C  258(249-271) 255 (225-287) 316 (280-341) 177 (107-234)
L 45 (41-48) 45 (36-53) 43 (29-51) 29 (18-41)




0.96

0.97/96

mgq[SpimrchJidae sp. 1 KT235799 - Brasil
11100 Spirorchiidae sp. 2 KT235800 - Brasil

11100 ; Paratamatam iquitosiensis MK775720 - Peru
1199 —I_E' Paratamatam iquitosiensis MK775719 - Peru

o 1 Spirorchiidae sp. MT340096 - Brasil
1100 - Atamatam amazoniensis MK775718 - Peru
ﬁhﬂﬁuﬂ?&; S\ﬁaeéﬂNMﬁZM - Peruy
muu[ mphiorchis sp. - Espanha
160 Amphiorchis sp. KX987109 - EUA

1449 Learedius learedi LC455555 - Japao
1196 Hapalotrema mehrai AY804708
11100 ; Hapalofrema sp. LT882715 - Italia
Hapalotrema mistroides KY489799 - Italia

11100

Careltacola hawaiiensis AYE04709 - EUA
Trichobilharzia sp. KY319362

gars Dendritobilharzia pulverulenta AY 157241

- Gigantobilharzia melanoidis JX875068
Anserobilharzia brantae KC570946
Allobilharzia visceralis EF 114222

11100

1

1187 ————————— Bitharziella polonica AY157240

11100

1/100

0.92/80

1/g9 Schistosoma faponicum Z46504
Orientobilharzia turkestanicum AY 157254
Bivitellobilharzia loxodontae JN579949
14100 [ Schistosomatium douthitti AY157247
Heterobilharzia americana AF167086
Austrobilharzia terrigalensis AY157249

Spirorchid sp. AY858884 - Uganda
Hapalorhynchus gracilis AY604710 - EUA
1100 { Hapalorhynchus reelfooti ME568030 - EUA

Hapalorhynchus reeffooti MF568034 - EUA
Hapaiorhynchus conecuhensis MF568036 - EUA

11100 - Platt snyderi MF579528 - Vietna

Piatt sinuosus MF579527 - Vietna
Coeritrema platti KX712243 - Vietnd
Ruavermis mikebargeri MT103553 - Vietna

Spirorchiidae sp. 3'KT235798 - Brasil

0.04

Umamsmmus JQ774502

Leucochloridium perturbatum LC466799 Grupos externos

i) Neospirorchis sp. LT882716 - Itélia
Baracktrema obamai KY243883 - Malasia
Unicaecum sp. AY604711 - EUA
o

Spirorchis haematobius FJ481164 - EUA
Spirorchis collfinsi KY091664 - EUA
Spirorchis artericola AY604704 - EUA

Spirorchis scripta AY222174 - EUA

Spirhapalum siamensis FJ4811686 - Tailandia
Vasotrema robustum AY604706 - EUA
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Spirorchiidae

Schistosomatidae

Spirorchiidae

Figura 54 — Arvore filogenética obtida pelos métodos de Inferéncia Bayesiana e Maxima Verossimilhanga de representantes da familia
Spirorchiidae, inferida através de 28S (939 bp, modelo evolutivo: GTR + G + I). Os valores de probabilidade posterior (>0,90) e bootstrap
(>70%) sao representados na parte superior de cada no. (*) Asteriscos nos nds sinalizam diferengas na topologia recuperada por MV. A barra

indica o niimero de substitui¢des por nucleotideo.
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5.4 Trematédeos recuperados em peixes, sem moluscos transmissores

identificados

Além das espécies encontradas em moluscos, 4 espécies de trematodeos foram
encontradas apenas em peixes. Assim, os primeiros hospedeiros intermediarios ndo foram
detectados durante as coletas malacologicas realizadas. Em exemplares de Poecilidae gen.
sp. foram recuperadas as metacercarias de Apharyngostrigea sp. (2,56%; 1/39) (Figura
55A) e Posthodiplostomum nanum (20,5%; 8/39) (Figura 55C). Foi possivel obter apenas
o fragmento de ITS1-5.8S-ITS2 do ultimo parasito, apresentando 99,5% de similaridade
com uma sequéncia de P. nanum procedente do Brasil (LOPEZ-HERNANDEZ et al.,
2018). Outro diplostomideo encontrado no presente estudo foi Crassiphialinae gen. sp.
(8,3%; 1/12) (Figura 55E), recuperado do globo ocular de Australoheros sp. A regido
barcode do coxl foi amplificada parcialmente, contudo, ndo foi evidenciada a completa
identidade quando comparada com sequéncias dessa subfamilia.

Neocladocystis intestinalis (Figura 55B) foi detectado em Salminus franciscanus.
As caracteristicas morfologicas estdo de acordo com a descricdo feita por Manter (1969)
para o parasito. Sequéncia parcial de 28S foi obtido para N. intestinalis, verificando que
a divergéncia genética com Neocladocystis spp. reportados no continente africano variou
entre 8% ¢ 7,9%. Estudos futuros com N. intestinalis poderdo revelar coespecificidade

com as cercarias do mesmo género encontradas em Aylacostoma tuberculatum.
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200 pm
200 pm

200 pm

Figura 55 — Outros trematodeos recuperados de peixes no Rio Sdo Francisco, Januaria,
Minas Gerais, corados pelo carmim. (A) Apharyngostrigea sp. (B) Neocladocystis
intestinalis. (C) Posthodiplostomum nanum. (D) Crassiphialinae gen. sp.
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6 DISCUSSAO

Uma caracteristica inerente aos representantes da classe Trematoda ¢ a
complexidade verificada nos padroes de seus ciclos de vidas (CRIBB, 2016). Isso permite
o uso dos diferentes estagios de desenvolvimento destes parasitos em varios tipos de
estudos, incluindo analise estimativa da biodiversidade nos ciclos parasitarios, historia
evolutiva bem como em estudos ecologicos, incluindo o uso destes organismos como
indicadores da saude de ecossistemas (HUDSON et al., 2006; MORLEY, 2012). Além
disso, a riqueza e abundancia de espécies de parasitos em grupos de hospedeiros mais
acessiveis, como moluscos, podem fornecer uma estimativa da riqueza de outros
hospedeiros envolvidos nos diferentes ciclos bioldgicos dos parasitos de uma dada
localidade (BYERS et al., 2010).

A cercaria ¢ a forma larval que vem sendo considerada nesses tipos de abordagens
em estudos malacologicos, principalmente por possuir uma variedade de estruturas para
identificacdo em comparagdo com os estagios intramolusco (PINTO; MELO, 2013b;
FALTYNKOVA et al., 2016). Adicionalmente, a incorporagio de ferramentas
moleculares no estudo de trematddeos verificados desde o inicio da década de 1990, tem
auxiliado em uma melhor discriminac¢do da diversidade de cercarias, possibilitando em
alguns casos, associar com os respectivos adultos de espécies ocorrentes em um
determinado ambiente (BLASCO-COSTA et al., 2016; GORDY; HANINGTON, 2019;
DUAN et al., 2021). Contudo, este tipo de pesquisa integrando a descri¢do morfologica
e molecular de cercérias vém sendo realizadas principalmente na Africa, Asia, Europa e
América do Norte (BRANT et al., 2006; GORDY et al., 2016; CHONTANANARTH et
al., 2017; SOLDANOVA et al., 2017; OUTA et al., 2020; SCHWELM et al.; 2021),
sendo os estudos na América do Sul relativamente escassos.

No Brasil, aproximadamente 50 espécies de trematodeos foram identificadas em
25 espécies de moluscos de agua doce (PINTO; MELO, 2013c), o que revela uma grande
lacuna no conhecimento diante da numerosa fauna destes parasitos reportadas em
vertebrados no pais (mais de 800 espécies) (COHEN et al., 2021). Contudo, na ultima
década alguns grupos de pesquisa vém aplicando a taxonomia integrativa para a
identificacdo de larvas de trematddeos encontradas em moluscos dulciaquicolas no pais.
Estes estudos tém resultado em informagdes relevantes como o registro de novos
hospedeiros na elucidag@o de ciclos bioldgicos, assim como na criagdo de uma base de

dados moleculares para cercarias ainda ndo identificadas em nivel especifico, mas que
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futuramente podera se conectar com dados a serem obtidos para os respectivos estagios
adultos (PINTO et al., 2015ab, 2017; ASSIS et al., 2019; LOPEZ-HERNANDEZ et al.,
2019; LOPES et al., 2020, 2021; ONACA et al., 2020). E relevante enfatizar que os
estudos prévios realizados com formas larvais encontradas em moluscos no Brasil foram
realizados principalmente em ambientes 1€nticos, sendo escassos estudos desta natureza
em rios.

No presente estudo foi verificado o envolvimento de moluscos na transmissao de
31 espécies de trematodeos no RSF, em sua porcdo que passa pela cidade Januaria, norte
de Minas Gerais. Apesar da importancia deste rio para o pais, e de sua rica fauna de
vertebrados e invertebrados, este corresponde ao primeiro trabalho com enfoque em
larvas de trematodeos encontradas em moluscos realizado no RSF. A ampla riqueza de
trematodeos verificada na area de estudo aponta para a presenga de populagdes dos
diferentes tipos de hospedeiros envolvidos entre eles e ainda para a ocorréncia dos
processos envolvidos na transmissdo dos diferentes estagios evolutivos. Por outro lado,
estudos apontam que a ocorréncia de alteragdes antropicas como lancamento de residuos
da industria, mineragdo, agropecuaria e atividades desenvolvidas no meio urbano tem
levado a alteragdes ambientais no RSF (ZELLHUBER; SIQUEIRA, 2016; CASTRO;
PEREIRA, 2019), o que poderia impactar os ciclos bioldgicos de trematodeos. Apesar
disso, a diversidade de trematddeos encontradas na area do presente estudo parece indicar
uma condicao ambiental favoravel, o que demanda estudos adicionais, inclusive com a
proposta de utilizacdo destes organismos como bioindicadores, abordagem discutida por
alguns autores (HUDSON et al., 2006; MORLEY, 2012).

A emergéncia de cercaria do tipo Lofocercaria, caracteristica dos representantes
da familia Clinostomidae foi detectada em B. straminea no presente trabalho. A analise
molecular com o uso de sequéncias do gene cox/, e a obtencdo de metacercaria em peixe
naturalmente infectado, permitiu a identificacdo do parasito como Clinostomum heluans.
Esta espécie, descrita no continente americano, ¢ encontrada na sua fase adulta na boca e
esofago de aves da familia Ardeidae, ja tendo sido reportada no Brasil, Cuba, México e
Venezuela (TRAVASSOS etal., 1969; FERNANDES et al., 2015; BRIOSIO-AGUILAR
etal., 2018). E importante destacar que este corresponde ao primeiro registro confirmado
do encontro de moluscos infectados por C. heluans, tendo em vista que as metacercarias
obtidas experimentalmente por Lutz (1934) e associadas a esta espécie, possuem

morfologia distinta (PINTO et al., 2015a).
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No RSF, foi relatada a ocorréncia de uma espécie de Clinostomum em Pimelodus
maculatus (BRASIL-SATO; PAVANELLLI, 2004), contudo ndao ha dados morfologicos e
morfométricos para comparagdo. Contudo, o sitio de infeccdo do parasito ¢ diferente do
verificado para C. heluans (branquias vs. nadadeiras), o que pode indicar tratar-se de
espécies distintas. Os exemplares recuperados de Australoheros sp. no presente trabalho
possuem morfologia geral compativel com a descrita para metacercarias de C. heluans
encontradas em Cichla temensis no estado do Amazonas por Vicente et al. (1978), apesar
de serem levemente maiores. Clinostomum heluans pode ser facilmente diferenciado de
outras espécies que ocorrem no continente americano pela localizacdo das estruturas
reprodutivas na por¢ao final do corpo. Além disso, sio muito menores que a metacercaria
de C. detruncatum, uma das outras espécies registradas no territorio brasileiro (ACOSTA
etal., 2016). A metacercaria Clinostomum sp. relatada no estado de Minas Gerais (PINTO
et al., 2015a), cuja cercaria foi também encontrada em B. straminea, se distingue pelo
maior corpo e ventosa ventral proeminente, além de possuir o testiculo posterior maior
que o anterior. Neste ultimo caso, a diferenca morfolégica foi corroborada
molecularmente.

Cinco morfotipos do tipo cercariano Estrigeocercaria, caracteristico dos
representantes da superfamilia Diplostomoidea, foram encontrados em B. straminea no
RSF. Trés correspondem a familia Diplostomidae (4. compactum, Hysteromorpha sp. e
Tylodelphys sp.) e duas a familia Strigeidae (Cotylurus sp. e Parastrigea sp.).

Austrodiplostomum compactum ¢ parasito intestinal da ave neotropical bigua,
Nannopterum brasilianus, que apresenta uma ampla distribuicdo no continente
americano, tendo sido relatado em varios paises do continente, desde os EUA até o Brasil
(FERNANDES et al., 2015; SERENO-URIBE et al., 2019). O ciclo biologico ¢
complexo, envolvendo a participagdo de moluscos do género Biomphalaria como
primeiro hospedeiro intermediario, e peixes, como segundo hospedeiro intermediario
(PINTO; MELO, 2013). Esta espécie se diferencia de A. mordax, reportada
exclusivamente no territorio argentino, pela localiza¢do da metacercaria nos peixes que
atuam como segundos hospedeiros intermediarios (globo ocular vs. cérebro)
(OSTROWSKI DE NUNEZ, 2017). Ressalta-se que o parasitismo ocular pode ter efeito
negativo no hospedeiro, ¢ em alta intensidade pode desencadear exoftalmia,
deslocamento da retina, opacidade do cristalino, cegueira e até a morte (CORREA etal.,

2013; CAMPOS et al., 2020).
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No Brasil, B. glabrata e B. straminea foram registrados como primeiros
hospedeiros intermediarios de 4. compactum por Pinto & Melo (2013a) na lagoa da
Pampulha, em Belo Horizonte. No presente estudo foi identificado molecularmente que
B. straminea é o molusco transmissor do parasito no RSF, sendo observada uma
prevaléncia de infecgdo baixa (0,08%; 4/4.821). A taxa de infecgdo verificada por Pinto
e Melo (2013a) (1,11%; 68/14.948) foi relativamente maior, o que pode estar relacionado
a diferencas no tipo ambientes (rural vs. urbano) e principalmente ao estado de
eutrofizagdo verificado na lagoa da Pampulha.

Diversos autores ja relataram o encontro de metacercaria de 4. compactum em
peixes do RSF. Este parasito é bastante inespecifico para o peixe hospedeiro
intermediario, sendo 14 espécies pertencentes as familias Anostomidae, Auchenipteridae,
Characidae, Cichlidae, Curimatidae, Pimelodidae, Pseudopimelodidae e Sciaenidae, ja
registradas albergando o parasito neste rio (SABAS; BRASIL-SATO, 2014; SANTOS-
CLAPP; BRASIL-SATO, 2014; MONTEIRO et al.,, 2016). No presente estudo
metacercarias de A. compactum foram detectadas em Australoheros sp. (Cichlidae) e um
representante da familia Poecilidae, tratando-se de novos hospedeiros intermediarios para
o RSF.

Trematodeos do género Hysteromorpha sdo parasitos intestinais de aves das
familias Ardeidae, Burhinidae e Phalocrocoracidae (NIEWIADOMSKA, 2002a).
Planorbideos (espécies de Gyraulus e Biomphalaria) sdo reconhecidos como os moluscos
transmissores (HUGGHINS, 1954; LOPEZ-HERNANDEZ et al., 2019). Além destes
hospedeiros, ha a participacdo de peixes, nos quais ocorre a formagao de metacercaria na
superficie corporal e musculatura. E importante mencionar que estes parasitos ¢ um dos
agentes etiologicos da Doenca dos Pontos Pretos (Black Spot disease) nestes segundos
hospedeiros intermediarios. O género esta atualmente constituido por duas espécies: H.
triloba, restrito ao continente europeu, e H. corti presente em América Central e do Norte
(LOCKE et al., 2018). A ocorréncia de uma terceira espécie foi sugerido por Lopez-
Hernandez et al. (2019) através da analise de sequéncias moleculares de formas larvais
de Hysteromorpha sp. procedentes do Brasil, mas ainda sem descrigdo morfolégica do
adulto.

No presente estudo, a obten¢do da sequéncia de ITS1-5.8S-ITS2, confirmou a
identificacdo deste parasito como uma espécie do género Hysteromorpha. Contudo, este
marcador ndo possibilita avangar na identificagdo especifica deste parasito. Para isso,

tentativas na amplificacdo da regido barcode do gene cox! foram realizadas, mas sem
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sucesso. Ja na comparacdo dos dados morfométricos, ndo foi detectada uma distingdo em
relacdo as cercarias de H. corti (EUA; HUGGHINS, 1954) e Hysteromorpha sp.
(LOPEZ-HERNANDEZ et al., 2019). E possivel que o isolado encontrado no RSF
corresponda @ mesma espécie isolado previamente identificado em B. straminea no
Brasil. Até o presente, a outra espécie que ocorre no continente, H. corti, apresenta
distribuicao geografica exclusiva para a América do Norte. Além disso, a espécie tipo do
género, H. triloba, previamente registrada na América do Sul por diferentes autores
(DRAGO et al., 2011), é atualmente considerada de ocorréncia restrita a Europa
(DUBOIS, 1970; MONTEIRO et al., 2011; LOCKE et al., 2018). De qualquer forma, este
encontro corresponde ao primeiro relato de primeiro hospedeiro intermediario de
Hysteromorpha sp. no RSF, sendo estudos necessarios para se identificar os segundos
hospedeiros intermediarios e hospedeiro definitivo que participam do ciclo biolégico do
parasito na regio.

O género Tylodelphys é considerado de distribui¢do cosmopolita e inclui espécies
de diplostomideos que parasitam aves das familias Accipitridae, Ardeidae, Ciconiidae e
Podicipedidae. A metacercaria ¢ do tipo “Diplostomulum”, sendo encontrada em peixes
ou anfibios (NIEWIADOMSKA, 2002a). Nestes segundos hospedeiros intermediarios, o
parasito pode ser encontrado livre nos olhos ou nas cavidades craniana e visceral
(GARCIA-VARELA et al., 2016). Atualmente 17 espécies sio conhecidas, das quais 9
sdo encontradas no continente americano: 7 adulta Lunaschi & Drago, 2004; T.
americana (Dubois, 1936); T. aztecae; T. brevis Drago & Lunaschi, 2008; T. conifera
(Mehlis, 1929); T. elongata (Lutz, 1928); T. immer Dubois, 1961; T. robraschi Dubois,
1969 e T. scheuringi (Hughes, 1929) (LUNASCHI; DRAGO, 2004, DRAGO;
LUNASCHI, 2008; FERNANDES et al., 2015; GARCIA-VARELA et al., 2016;
ACHATZ et al.; 2022).

No Brasil, duas espécies de Tylodelphys apenas foram relatadas, principalmente
em ciconideos migratorios: 7. americana e T. elongata (FERNANDES et al., 2015). Os
registros de metacercarias em peixes sdo também pouco numerosos, ¢ em sua totalidade
nio chegaram a uma identificagio taxondomica até o nivel de espécie (CORREA;
BRASIL-SATO, 2008; LACERDA et al., 2008, VITAL et al.; 2018; PELEGRINI et al.,
2019). No presente estudo, metacercarias de Tylodelphys sp. foram obtidas através de
infeccdo experimental de P. reticulata expostas a cercarias emergidas de B. straminea.
As metacercarias, encontradas livres na cavidade visceral, apresentaram morfologia geral

compativel com o género. O uso do marcador ribossomal 28S possibilitou delimitar ao
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presente parasito como um membro do género Tylodelphys, apresentando relagdo
proxima com Tylodelphys cf. americana (ACHATZ et al., 2022). No RSF ja foi reportada
a metacercaria de Tylodelphys sp. no intestino e bexiga natatoria Pseudoplatystoma
corruscans na cidade de Trés Marias (CORREA; BRASIL-SATO, 2008). No entanto,
estes autores ndo apresentaram dados morfométricos que possibilitem a comparagdo. Em
um outro estudo, Pelegrini et al. (2019) relataram a presenga da metacercaria de
Tylodelphys sp. na cavidade visceral de Hoplias malabaricus no estado de Sio Paulo.
Contudo, ha importantes diferencas morfométricas que parecem indicar que se tratam de
espécies distintas. Estudos moleculares futuros, com a obtengdo de sequencias regido
barcode do coxl, podera trazer informagdes definitivas sobre a coespecificidade ou ndo
destes isolados. Quanto aos potenciais hospedeiros definitivos, € importante comentar
que as aves migratorias Mycteria americana e Jabiru mycteria ja foram registradas no
RSF, hospedeiros definitivos naturais de 7. americana e T. elongata, respectivamente
(ALVES et al., 2011; FERNANDES et al., 2015). Recentemente, Achatz et al. (2022)
obtiveram dados moleculares para uma amostra de 7. americana oriunda do Brasil.
Porém, analises futuras sdo necessarias para se avaliar a possibilidade dos estagios larvais
obtidos em Januaria corresponderem a esta espécie.

Os estudos envolvendo a identifica¢do dos primeiros hospedeiros intermediarios
envolvidos na transmissdo de Tylodelphys spp. no continente americano sao escassos. Na
Argentina foi reportada a transmissdo de Tylodelphys sp. por Chilina sp., um molusco
que pertence a uma familia diferente (Chilinidae vs. Planorbidae) (OSTROWSKI DE
NUNEZ; QUAGGIOTTO, 1995). Ja nos EUA, foi detectada a infec¢do do planorbideo
Biomphalaria havanensis por Tylodelphys sp. (ROSSER et al., 2016). Contudo, este
isolado se apresentou distante filogeneticamente como observado na andlise. O presente
achado corresponde ao primeiro registro do envolvimento de B. straminea na transmissao
de um representante do género 7ylodelphys no Brasil.

Membros do género Cotylurus sdo parasitos intestinais de aves das familias
Anatidae, Charadriidae e Scolopacidae, presente em regides holarticas, neotropicais e
orientais (NIEWIADOMSKA, 2002b). Os moluscos que participam no ciclo biologico
de Cotylurus spp. sdo de ambiente dulciaquicolas e pertencem aos géneros Stagnicola,
Lymnaea, Physa e Helisoma (CHAI, 2019). A metacercéria destes parasitos ¢ do tipo
“Tetracotyle” e o segundo hospedeiro intermediario pode ser o mesmo molusco

transmissor ou anelideos (sanguessugas) (NIEWIADOMSKA, 2002b).
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Na América do Sul, trés espécies do género tém sido relatadas: C. cornutus, C.
gallinulae e C. lutzi, destacando-se que todas possuem registros no Brasil (FERNANDES
et al., 2015). Destas, o molusco primeiro hospedeiro intermediario ¢ conhecido apenas
para C. lutzi, que teve seu ciclo bioldgico elucidado a partir de cercéarias encontradas em
B. glabrata (BASCH, 1969). No presente estudo foi detectada a infec¢do de B. straminea
por Cotylurus sp. As caracteristicas morfoldgicas da cercaria e o encontro da metacercaria
do tipo “Tetracotyle” no molusco transmissor foram indicativos iniciais de tratar-se de
uma espécie desse género. Com auxilio de um fragmento da regido barcode do gene cox!
foi confirmada a identificacdo do parasito, o qual se revelou coespecifico com o isolado
de Cotylurus sp. previamente detectado também em B. straminea na cidade de Belo
Horizonte (LOPEZ-HERNANDEZ et al., 2019). Estes estagios larvais provavelmente
correspondem a C. [utzi, espécie descrita da mesma area geografica (BASCH, 1969) mas
para a qual ainda ndo existem dados moleculares. A similaridade observada entre dados
morfométricos destes estagios larvais ¢ um indicativo disso. Contudo, a obtencdo de
adultos de C. lutzi a partir da realizacdo de estudos experimentais ou do encontro do
hospedeiro definitivo naturalmente infectado se faz necessario para se confirmar esta
hipotese.

O género Parastrigea ¢ representado por parasitos intestinais de diversos grupos
de aves (NIEWIADOMSKA, 2002b; DRAGO; LUNASCHI, 2011). No ciclo biolégico
destes parasitos, anuros participam como segundos hospedeiros intermediarios, nos quais
se desenvolvem metacercarias do tipo “Tetracotyle”. Atualmente 19 espécies de
Parastrigea sdo conhecidas, das quais 7 ocorrem em areas neotropicais: P. buffoni Drago,
Nunez & Lunaschi, 2018, P. caballeroi Dubois, 1952, P. cincta, P. diovadena, P.
macrobursa Drago & Lunaschi, 2011, P. mexicana Coil, 1957 e P. plataleae (DRAGO;
LUNASCHI, 2011; HERNANDEZ-MENA et al, 2014; DRAGO et al., 2018).
Recentemente, analises morfologicas e moleculares resultaram na transferéncia de P.
brasiliana e P. robusta para os géneros Apharyngostrigea Ciurea, 1927 (LOPEZ-
JIMENEZ et al, 2022) e Strigea Abildgaard, 1970 (HENEBERG et al., 2018),
respectivamente.

Para o territorio brasileiro existe apenas o relato de P. cincta, encontrado em
Ardea sp. (Ardeidae) e Micrastur gilvicollis (Falconidac) (FERNANDES et al., 2015).
Estudos envolvendo os estagios larvais destes parasitos eram inexistentes até entdo, sendo
este o primeiro registro da participacdo de B. straminea no ciclo bioldgico de Parastrigea

sp. Além disso, a infecgdo natural de Rhinella sp. por metacercarias de Parastrigea sp. é
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também registrada pela primeira vez no Brasil. Na Argentina foi identificada uma
estrigeocercaria possuindo 8 pares de glandulas de penetracdo emergida em B. straminea
(FERNANDEZ; HAMANN, 2017), o mesmo nimero verificado no presente estudo.
Apesar disso, as larvas encontradas em Januaria sdo menores. Ressalta-se que na diagnose
do género, ¢ citado que a cercaria de Parastrigea spp. se caracteriza por apresentar 7 pares
de glandulas de penetragio (NIEWIADOMSKA, 2002b). E possivel que essa diagnose
tenha sido realizada a partir da cercaria de Strigea robusta (Szidat, 1928) Heneberg &
Sitko, 2018, identificada como Parastrigea robusta por Odening (1965). Assim, estudos
futuros sdo necessarios para se determinar e atualizar as informacdes sobre as
caracteristicas relacionadas a diagnose destes géneros.

No presente estudo, a analise de moluscos oriundos do RSF revelou a participagao
destes invertebrados na transmissdo de 8 espécies de trematdodeos representantes da
superfamilia Echinostomatoidea e alocados, nas familias Echinochasmidae,
Echinostomatidae e Philophthalmidae.

Os membros da familia Echinochasmidae, recentemente elevado a essa categoria
taxondmica, sdo parasitos intestinais cosmopolitas de aves, mamiferos e répteis (TKACH
et al., 2016). Os primeiros hospedeiros intermedidrios sdo em sua maioria moluscos de
agua doce pertencentes ao grupo dos Caenogastropoda, com alguns ciclos identificados
em espécies de basomatdforos. Ja os segundos hospedeiros intermediarios podem ser
peixes, anfibios ou molusco. A familia Echinochasmidae inclui atualmente 7 géneros:
Dissurus Verma, 1936; Echinochasmus; Mehrastomum Saksena, 1959; Microparyphium;
Pulchrosomoides Freitas & Lent, 1937; Saakotrema Skrjabin & Bashkirova, 1956 ¢
Stephanoprora. No Brasil foram reportadas espécies dos géneros Echinochasmus,
Microparyphium, Pulchrosomoides e Stephanoprora. Entre eles, o nimero de espécies
do género Stephanoprora € maior, sendo S. nattereri Ostrowski de Nufiez, 2003 reportado
em Caiman crocodilus, e S. anomala Travassos, 1922, S. conciliata (Dietz, 1909), S.
denticulata (Rudolphi, 1802), S. pseudoechinata Olsson, 1876 e S. uruguayense
Holeman-Spector & Olagiie, 1989, em aves (FERNANDES; KOHN, 2014;
FERNANDES et al.,, 2015). Apesar desta diversidade, estudos relacionados a
identificacdo dos hospedeiros intermediarios sdo escassos € possivelmente limitado ao
encontro de uma cercaria do grupo Magnacauda, Echinocercaria stylites, reportada de
Aylacostoma sp procedentes do Rio das Velhas, estado de Minas Gerais (LUTZ,1924).
No presente trabalho foram dois morfotipos de cercarias identificadas como pertencentes

ao género Stephanoprora foram detectados em A. tuberculatum coletados no RSF em
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Januaria. Apesar das sequéncias obtidas para o marcador nadl terem confirmado a
ocorréncia de duas espécies deste género na localidade (Stephanoprora sp. 1 e
Stephanoprora sp. 2), a identificacdo especifica dos parasitos ndo foi possivel devido a
auséncia de dados moleculares para as espécies descritas em América do Sul.

As medidas das larvas aqui identificadas como Stephanoprora sp. 1 sdo proximas
as obtidas para S. aylacostoma, espécie descrita a partir de estudos experimentais
realizados com cercarias encontradas em A4. chloroticum do Rio Parand, na Argentina
(OSTROWSKI DE NUNEZ; QUINTANA, 2008). No entanto, apesar da similaridade
morfoldgica entre estas larvas, a impossibilidade de obtencdo de parasitos adultos no
presente estudo, associada com a inexisténcia de sequéncias moleculares para S.
aylacostoma, ndo permitiram reforcar a coespecificidade. Por outro lado, a possibilidade
de se tratar de uma espécie do género para a qual o primeiro hospedeiro intermediario ¢
ainda desconhecido ndo pode ser descartada, tendo em conta o niumero de espécies do
género registradas no pais. A obten¢do de dados moleculares apartir do estagio adulto de
S. aylacostoma poderdo auxiliar na identificac@o especifica deste parasito. Além disso, a
realizacdo do ciclo biologico de forma experimental também deve ser considerada, ja
utilizada com sucesso para S. uruguayense (OSTROWSKI DE NUNEZ, 2007) e S.
aylacostoma (OSTROWSKI DE NUNEZ; QUINTANA, 2008). No presente estudo,
exemplares de P. reticulata foram utilizados experimentalmente como segundo
hospedeiro intermediario para Stephanoprora sp. 1, porém, sem sucesso. Nesse sentido,
o uso de outras espécies de peixes como modelos biologicos podera resultar na obtengdo
de metacercarias para a infeccdo de potenciais hospedeiros definitivos. A outra espécie
do género estudada, Stephanoprora sp. 2, foi detectada apenas na ultima visita a area de
estudo (08/2019) em comparagdo de Stephanoprora sp. 1, encontrada frequentemente
desde o inicio das coletas. No caso das cercarias de Stephanoprora sp. 2, estas
apresentaram levemente maiores medidas que as de S. uruguayense. Diante disso, torna-
se necessario o sequenciamento de um marcador mitocondrial como o nadl, para
corroborar dita distingdo. Além disso, o baixo nimero de larvas eliminadas pelos
moluscos infectados impossibilitou a realizacdo de estudos experimentais.

Um terceiro membro da familia Echinochasmidae foi também verificado em A.
tuberculatum. A analise filogenética revelou tratar-se de um género diferente de
Echinochasmus e Microparyphium. Cabe a possibilidade de se tratar de uma espécie de
Pulchrosomoides, reportado em répteis no pais (FERNANDES; KOHN, 2015), mas ainda

sem sequéncias moleculares disponiveis para comparagdo, ou talvez, de um género ndo
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descrito. Entre as larvas de trematodeos conhecidas de moluscos na América do Sul, ndo
ha nenhuma com caracteristicas morfologicas similares as aqui descritas para
Echinochasmidae gen. sp.

A familia Echinostomatidae ¢ uma das mais diversificadas, com ampla
distribuicdo e esta conformada por espécies parasitas de aves, mamiferos e répteis
(KOSTADINOVA, 2005a). O primeiro hospedeiro intermedidrio da maioria das espécies
¢ um molusco pulmonado, embora exista relato de espécies que utilizam um
caenogastropoda como molusco transmissor. Ja o segundo hospedeiro intermediario pode
ser uma espécie de moluscos, peixes ou anfibios (TKACH et al., 2016). No presente
trabalho foram detectadas 4 espécies desta familia: Drepanocephalus sp., Echinostoma
sp., Ribeiroia sp. e Echinostomatidae gen. sp.

Membros do género Drepanocephalus sdo parasitos intestinais de aves piscivoras
pertencentes aos géneros Nannopterum e Sula, no continente americano
(KOSTADINOVA, 2005a). Atualmente o gé€nero esta constituido por 4 espécies: D.
auritus Kudlai, Kostadinova, Pulis & Tkach, 2015, D. mexicanus, D. olivaceus Nasir &
Marval, 1968 ¢ D. spathans (HERNANDEZ-CRUZ et al., 2018). Destas, apenas D.
auritus ainda nao foi registrada no Brasil (FERNANDES et al., 2015). Com relagdo aos
moluscos transmissores, larvas de D. mexicanus e D. spathans foram identificadas em B.
straminea em estudos morfologicos e moleculares realizados a partir de amostras
coletadas na Lagoa da Pampulha, Belo Horizonte (PINTO et al., 2016). No presente
trabalho foi detectada a emergéncia da cercaria de Drepanocephalus sp. de B. straminea,
a qual apresentou medidas menores quando comparada com as cercarias de D. mexicanus
e D. spathans. Estudos futuros sdo necessarios para a obtencdo de sequéncias moleculares
deste parasito, o que permitira verificar que as diferencas encontradas se tratam de uma
variagdo morfométrica de uma das espécies mencionadas anteriormente. Contudo, ¢
necessario também se considerar a possibilidade desta larva corresponder a D. olivaceus,
outra espécie do género ja reportada no Brasil, mas que ainda ndo possui estagios larvais
e moluscos transmissores conhecidos.

Os trematodeos pertencentes ao género Echinostoma sdo parasitos intestinais de
aves e mamiferos com distribuicdo cosmopolita. Os primeiros hospedeiros intermediarios
sdo principalmente moluscos pulmonados, existindo ainda algumas espécies registradas
em prosobranquios. Ja os segundos hospedeiros intermediarios de Echinostoma spp. sdo
também moluscos, além de planarias e girinos (KOSTADINOVA, 2005a). Estes parasitos

caracterizam-se por apresentar um colar cefalico com espinhos (31-51, dependendo da
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espécie), cujo numero, tamanho e disposi¢do sdo considerados importantes critérios
taxonomicos (KANEV et al., 2009).

Echinostoma ¢ considerado como um género problematico, especialmente pela
existéncia de um complexo de espécies contendo 37 espinhos no colar cefalico (complexo
‘revolutum'), que apresenta um elevado numero de espécies descritas e tem passado por
diversos arranjos taxondmicos ¢ sinonimizagdes. Em América do Sul, 14 espécies de
Echinostoma foram reportadas até o momento (FERNANDES et al., 2015; VALADAO
etal., 2021). Destas, 11 ocorrem no Brasil: E. barbosai, E. erraticum Lutz, 1924, E. exile
Lutz, 1924, E. lindoense Sandground & Boune, 1940, E. luisreyi, E. mendax Dietz, 1909,
E. microrchis Lutz, 1924, E. neglectum Lutz, 1924, E. nephrocystis Lutz, 1924, F.
paraensei e E. pseudorobustum. Ja os estudos envolvendo os moluscos transmissores
destes parasitos no pais t€m ocorrido desde o trabalho pioneiro de Lutz (1924), com a
elucidagdo do ciclo bioldgico para algumas espécies. As informacdes disponiveis revelam
a participacdo de B. glabrata como molusco transmissor de E. barbosai, E. paraensei e
E. pseudorobustum, e Stenophysa marmorata de E. luisreyi, E. rodriguesi e E. exile (LIE;
BASCH, 1966, 1967; HSU et al., 1968; MALDONADO JR. etal., 2003; PINTO; MELO,
2012; VALADAO et al., 2021).

No presente estudo, a emergéncia de uma cercaria identificada como Echinostoma
sp. foi observada em B. straminea. A mesma foi caracterizada como apresentando um
colar cefalico com 37 espinhos, e analise molecular confirmou a afiliacdo deste parasito
como um membro do complexo ‘revolutum’. Morfologicamente a larva apresenta menor
tamanho das cercarias de E. barbosai, E. paraensei, E. luisreyi e E. rodriguesi. Do ponto
de vista molecular, dados obtidos para o gene 28S, indicaram ser diferente das duas
espécies registradas no pais com dados disponiveis para comparagdo (E. paraensei e E.
pseudorobustum). Frente a isso, a obtencdo de sequéncias moleculares para outras
espécies de Echinostoma relatadas no territorio brasileiro se faz necessaria para o avango
na identificacdo desta cercaria.

Os membros do género Ribeiroia sdo parasitos do es6fago e proventriculo de aves
piscivoras e do trato intestinal de roedores semiaquaticos (Ondatra zibethicus) nas
Américas ¢ Africa (KOSTADINOVA, 2005). Estes parasitos sdo transmitidos por
planorbideos dos géneros Biomphalaria e Helisoma (JOHNSON et al., 2004). Apds
emergéncia, a cercaria necessita encontrar um peixe ou larvas de anfibios, nos quais ha a
formacgdo de metacercarias (JOHNSON et al., 2004). Na América do Norte, o processo

de formacdo de metacercarias de R. ondatrae em anfibios esta associada a ocorréncia de
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ma-formacgodes, que incluem desenvolvimento de membros adicionais. Este processo tem
sido discutido como um evento que visa favorecer a predagdo do anfibio infectado e assim
a infec¢do do hospedeiro definitivo (JONHSON et al., 2001). Trés espécies de Ribeioria
sdo reconhecidas como validas atualmente: R. ondatrae no continente americano; R.
marini (Faust & Hofflman, 1934) Basch & Sturrock, 1969 no Caribe, e R. congolensis
Dollfus, 1950, na Africa (JOHNSON et al., 2004). No Brasil, parasitos adultos
identificados como R. ondatrae ja foram encontrados em diferentes espécies de aves
(MONTEIRO et al., 2011; FERNANDES et al., 2015). Ressalta-se que o género foi
descrito do Brasil tendo como espécie tipo R. insignis Travassos, 1939, a qual foi
sinonimizada com R. ondatrae (JOHNSON et al., 2004; PINTO et al., 2013). Além disso,
conhece-se a transmissdo de Ribeioria sp. por B. straminea na lagoa da Pampulha, Belo
Horizonte, obtendo espécimes adultos pela realizacdo do ciclo experimental em Poecilia
reticulata (segundo hospedeiro intermediario) e Cairina moschata (hospedeiro
definitivo) (PINTO et al., 2013).

No presente estudo foi detectada a infecg@o de B. straminea por Ribeiroia sp., cuja
cercaria se caracteriza pela presenga de diverticulos laterais no es6fago (PINTO et al.,
2013; DAVIES et al., 2015). Ressalta-se que esse planorbideo ja foi reportado na
transmissdo de Ribeiroia sp. no estado mineiro (PINTO et al., 2013). Nesta ocasido ndo
foi possivel comparar morfometricamente as larvas devido a baixa emergéncia de
cercarias no presente trabalho. Contudo, a coespecificidade entre os isolados ¢ provavel.
Os dados moleculares aqui obtidos (ITS2 e 28S) indicaram que se trata de uma espécie
diferente de R. ondatrae e R. marini. A espécie encontrada no RSF possui maior
similaridade com isolados reportados em Biomphalaria pfeifferi no Quénia
(LAIDEMITT et al., 2019), mas ainda assim os dados sugerem tratar-se de uma espécie
distinta. No Brasil, em estudo prévio realizado por PINTO et al. (2013), dados obtidos
para o marcador ITS1 de cercarias de Ribeiroia encontradas em B. straminea de Belo
Horizonte também revelaram diferencas em relacdo a R. ondatrae e R. marini. O mesmo
resultado foi reportado para amostras obtidas de B. tenagophila na Argentina (DAVIES
et al. 2015).

Uma quarta larva do tipo Equinocercaria foi identificada, também em B.
straminea no presente estudo. Esta cercaria possui como caracteristica morfoldgica
diferencial a presenga de um colar cefalico com 60-64 espinhos e corpo pré-faringeal
contendo espinhos em roseta. Entre os géneros da familia que apresentam numero de

espinhos proximos e morfologia da cercaria semelhante, o que mais se assemelha a larva
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aqui reportada ¢ Patagifer (48-64 espinhos) (KOSTADINOVA, 2005). As cercarias de
Patagifer sio mais semelhantes morfologicamente, pelo numero de espinhos e pela
presenga de corpo-pré-faringeal com espinhos em roseta (LAIDEMITT et al., 2019). Na
Argentina, Ostrowski de Nufiez (1974) reportou a infec¢do de B. peregrina por
Echinochasmus suspensum (Braun, 1901), considerada a época como Episthmium
suspensum. Esta larva apresenta corpo pré-faringeal com espinhos e membrana natatoria
na cauda, porém, o nimero de espinhos do colar cefélico ndo foi determinado, descritos
apenas como visiveis. O nome do género atualmente utilizado ¢ decorrente da
sinonimiza¢do de Episthimium com FEchinochasmus (KOSTADINOVA; GIBSON,
2001). No entanto, € possivel que esta espécie sul-americana corresponda a um outro
género, tendo em vista que as larvas de Echinochamus carecem destas estruturas e sdo
encontradas em moluscos prosobronquios (DHANUMKUMARI et al., 1991; SCHOLZ
et al., 1996; CHOI et al., 2006).

Cercarias do tipo Megalura foram encontradas em Aylacostoma spp. no presente
estudo. Este tipo cercarianos € caracteristico dos membros da familia Philophthalmidae
(ALICATA, 1962; NOLLEN & KANEV, 1995). O encistamento da cercaria em substrato
solido facilitou a realiza¢do de infecgdes experimentais, possibilitando a obtencdo de
adultos para a identificagdo taxondmica em laboratdrio. A presenca da forma adulta na
membrana nictitante e conjuntiva de Gallus gallus domesticus experimentalmente
infectado indicou que se tratava de uma espécie do género Philophthalmus (KANEV,
2005), o que foi confirmado pelo estudo morfolédgico.

Membros do género Philophthalmus sdo parasitos de aves e mamiferos, incluindo
o0 homem (KANEYV et al., 2005; CHALKOWSKI et al., 2021). No continente americano,
8 espécies de Philophthalmus foram relatadas: P. andersoni Dronen & Penner, 1975, P.
larsoni Penner & Trimble, 1970, P. hegeneri Penner & Fried, 1963 e P. zalophi Dailey,
Ellin & Paras, 2005, encontrados em organismos marinhos (hospedeiro intermedidrio ou
definitivo); P. gralli Mathis & Leger, 1910 e P. megalurus (Cort, 1914) sdo transmitidas
por moluscos dulciaquicolas; P. lachrymosus Braun, 1902 ¢ P. semipalmatus Nasir &
Diaz, 1972, ainda com hospedeiros intermediarios desconhecidos (CHALKOWSKI et al.
2021). No Brasil conhecem-se relatos de P. gralli e P. lacrymosus (FREITAS, 1955;
MUNIZ-PEREIRA & AMATO, 1993; PINTO et al., 2005; PINTO; MELO, 2010b,
FERNANDES et al., 2015) em aves e mamiferos. Mais recentemente, foi detectada por
analise molecular a transmissdo de Philophthalmus sp. por A. chloroticum no Rio Parana

(ONACA et al., 2020).
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Philophthalmus sp. nov € descrita no presente estudo com base nas caracteristicas
morfoldgicas dos estagios larvais encontrados em duas espécies de Aylacostoma e da
forma adulta obtida experimentalmente. O estagio adulto distingue-se de espécies ja
reportadas no continente americano por alguns caracteres morfométricos: relacdo das
ventosas, relagdo da largura da ventosa oral e faringe e tamanho dos ovos. A nova espécie
¢ morfologicamente mais proxima a P. megalurus, contudo, os estagios de cercaria destes
parasitos sdo claramente distintos, especialmente pela cauda maior que possui a espécie
norteamericana (WEST, 1961; MCMILLAN, 1971). Com relagdo ao tamanho dos ovos,
Dronen e Fried (2008) concluiram através de um estudo experimental que o comprimento
dos ovos ¢ um carater util para diferenciar espécimes de P. andersoni e P. larsoni. Os
ovos dos vermes adultos (fixados em formalina) e os de espécimes montados em lamina
do novo parasito apresentaram (em média) o mesmo comprimento, mas com leve variacao
na largura (43—55 vs 36—38). Isso pode ter ocorrido devido ao encolhimento dos ovos
apos a desidratacdo durante o processo de coloracdo. A relacdo das ventosas e relagdo da
ventosa oral/faringe foram consistentes em espécimes coletados em diferentes momentos
pos-infeccdo, o que sugere que esses carateres podem ser uteis para a diferenciagdo de
espécies independentemente da idade. Curiosamente, a largura da faringe da presente
espécic ndo excede a largura da ventosa oral, ao contrario de P. lachrymosus,
caracterizada por ter uma largura maior da faringe (FREITAS, 1955; LAMOTHE-
ARGUMEDO et al., 2003).

Os resultados obtidos com o marcador cox!, demonstraram a ocorréncia de dois
haplotipos de Philophthalmus sp. nov, infectando A. chloroticum e A. tuberculatum. Em
comparagdo com os dados disponiveis no GenBank, o isolado de 4. tuberculatum foi
muito semelhante (0,16%) com as sequéncias obtidas a partir de cercarias coletadas de 4
chloroticum no rio Parand (ONACA et al., 2020), localizado a 1500 km da localidade tipo
da nova espécie. A sequéncia de 28S também foi amplificada por Onaca et al. (2020),
mas o fragmento foi menor a 600 bp, sendo desconsiderado da analise filogenética. No
entanto, dita sequéncia foi idéntica com a obtida do isolado de A. tuberculatum.

Quatro morfotipos do tipo xifidiocercaria foram identificadas no presente estudo,
todas transmitidas por espécies do género Aylacostoma. A analise filogenética realizada
a partir de sequéncias de 28S possibilitou determinar que pertencem a superfamilia
Microphalloidea, na qual estdo incluidos parasitos de todas as classes de vertebrados

(BRAY, 2008c). Foram detectados dois membros da familia Lecithodendriidae, um
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pertencente a familia Phaneropsolidae, e outro em que ndo foi possivel se avancar a um
nivel taxondmico inferior a superfamilia.

Os representantes da familia Lecithodendriidae sdo parasitos intestinais de
morcegos, mas ocasionalmente reportados em aves, com distribui¢dao cosmopolita (LOTZ
& FONT, 2008a). Sabe-se que no Brasil existem registros de 6 espécies desta familia, a
saber: Castroia amplicava Travassos, 1928, C. silvai Travassos, 1928, Ochoterenatrema
diminitum (Chandler, 1938) Dubois, 1960, Paralecithodendrium brachycolon Freitas &
Dubbon, 1960, P. conturbatum Freitas, 1960 e P. cordiforme (Braun, 1900)
(FERNANDES et al., 2015). Além disso, recentemente foi reportada a transmissao de
uma espécie desta familia, identificada como Lecithodendriidae gen. sp., por Melanoides
tuberculata (LOPES et al., 2021). No presente trabalho, duas xifidiocercarias encontradas
foram associadas a esta familia, sendo denominadas como Lecithodendriidae gen. sp. 1,
transmitida por 4. chloroticum e A. tuberculatum, e Lecithodendriidae gen. sp. 2,
verificada apenas em A. tuberculatum.

Nas analises filogenéticas, Lecithodendriidae gen. sp. 1 formou um ramo isolado,
mostrando-se distante do clado formado por espécies do género Paralecithodendrium.
Diante disso, existe a possibilidade de se tratar de um membro do género que ainda ndo
possui informag¢des moleculares, como Castroia Travassos, 1928 ou Ochoterenatrema
Caballero, 1943, ou talvez, um género ainda ndo descrito. No caso de Lecithodendriidae
gen. sp. 2, foi observado que se encontra inserido em um clado conformado por espécies
de Paralecithodendrium, verificando também nele a presenga do isolado de
Lecithodendriidae gen. sp. reportado em M. tuberculata no pais (LOPES et al., 2021).
Contudo, ndo foi recuperado o monofiletismo do género Paralecithodendrium,
observando que P. hurkovaae apresenta mais afinidade com Pycnoporus spp. Isto ja foi
discutido por Tkach et al. (2003), sugerindo a criagdo de um novo género para esse
parasito. Sendo assim, frente as incognitas existentes dentro da familia Lecithodendriidae,
a identificacdo dos presentes trematodeos foi até essa categoria taxondmica até que novos
estudos sejam realizados, incluindo o encontro e caracterizagdo molecular dos respectivos
parasitos adultos.

A familia Phaneropsolidae esta constituida por parasitos intestinais de mamiferos,
aves, raramente répteis (LOTZ & FONT, 2008b). No Brasil 5 espécies desta familia ja
foram relatadas: Limatulum oklahomese Macy, 1932, Maxbraunium tubiporum (Braun,
1900) Caballero & Zerecero, 1942, Phaneropsolus inquassatus (Gomes & Pinto, 1972),
P. orbicularis (Diesing, 1850) Braun, 1901 e Postorchigenes paraguayensis (Fischthal &
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Martin, 1978) (FERNANDES et al., 2015). No presente estudo foi detectada a
transmissdo de uma espécie de Phaneropsolidae por 4. chloroticum e A. tuberculatum.
Além do encontro da cercaria nestes tiarideos, metacercarias da mesma espécie foram
recuperadas em larvas de Odonata, aqui registrado como um segundo hospedeiro
intermediario natural. O namero de sequéncias moleculares disponiveis para os
representantes dessa familia ¢ baixo e apenas um tinico isolado foi identificado até o nivel
de espécie [Phaneropsolus praomidis, espécie parasito de Praomys tullbergi (Rodentia:
Muridae) no continente africano (BAER, 1971)]. Assim, a auséncia de dados moleculares
¢ um empecilho para a realizagdo do link destas cercdrias com o respectivo parasito
adulto.

A escassez de informagdes moleculares pode impossibilitar a identificagdo até
mesmo de categorias superiores como familia. Este caso foi verificado no quarto membro
da superfamilia Microphalloidea verificado neste estudo. A xifidiocercaria encontrada em
A. chloroticum caracteriza-se pela presenga de goticulas de gordura no corpo. Larvas com
estas caracteristicas sdo aqui registradas pela primeira vez no Brasil. Considerando larvas
com esta caracteristica encontradas em outros paises, as cercdrias encontradas em
Januaria diferencia-se pela auséncia de orgdo virgula e disposi¢do de glandulas de
penetragdo quando comparada com outras ja relatadas nos EUA (SEITNER, 1945) e na
Russia (SHCHENKOV et al., 2020). Destas, apenas as identificadas na Russia (Cercaria
cristatella H, C. cristatella F, C. nigrospora e C. vorskla V) possuem dados moleculares
para comparacdo, mas os dados obtidos pelas andlises filogenéticas ndo revelaram
proximidade com este isolado do Brasil. Apesar de diferentes espécies da superfamilia
Microphalloidea terem sido incluidos nas analises, ndo foi possivel definir com clareza a
relacdo das larvas estudas com nenhum dos géneros com dados disponiveis para
comparacao.

A superfamilia Opisthorchioidea ¢ um grupo amplamente estudado, estando
constituida por trés familias: Cryptogonimidae, Heterophyidae e Opisthorchiidae
(BRAY, 2008a). As cercarias destes parasitos caracterizam-se por possuir cauda simples,
alguns com membrana natatéria, sendo classificadas como pertencentes ao tipo
Pleurolofocerca (PINTO, 2019). No presente estudo, 5 morfotipos desse tipo cercariano
foram detectados em Aylacostoma spp., sendo trés pertencente a familia
Cryptogonimidae, e dois, a Heterophyidae.

A familia Cryptogonimidae ¢ constituida por parasitos intestinais de peixes e

répteis, raramente de anfibios (MILLER; CRIBB, 2008). No RSF, os estudos
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relacionados a peixes sdo diversos, e conhece-se a presenca de 4 criptogonimideos:
Acanthostomum gnerii Szidat, 1954, Neocladocystis intestinalis, Pseudosellacotyla lutzi
e Palaeocryptogonimus claviformis Szidat, 1954 (BRASIL-SATO, 2002; BRASIL-
SATO; SANTOS, 2005; CORREA; BRASIL-SATO, 2008; COSTA et al., 2015). Neste
estudo, foi possivel detectar a transmissdo de trés membros desta familia, exclusivamente
por A. tuberculatum: Neocladocystis sp., P. lutzi e uma espécie identificada até o nivel de
familia.

Pseudosellacotyla lutzi € a Unica espécie do género, sendo encontrada parasitando
o intestino e ceco pilorico de Hoplias spp. na Argentina, Brasil e Colombia
(FERNANDES; KOHN, 2001; PEREZ-CAICEDO et al., 2010; QUINTANA;
OSTROWSKI DE NUNEZ, 2014). A posicdo filogenética deste parasito tem sido
problematica, sendo considerada como um representante da familia Faustulidae Poche,
1926 por Bray (2008d). Posteriormente, Quintana e Ostrowski de nuiez (2014)
propuseram a incorporacao de P. [utzi na familia Cryptogonimidae, o que recebeu suporte
filogenético apo6s as analises moleculares realizadas por Pantoja et al. (2018). A
disponibilidade de informagdo molecular possibilitou a identificacdio do molusco
transmissor (4. chloroticum) no rio Parana, no estado de Mato Grosso (ONACA et al.,
2020).

No presente estudo, A. tuberculatum ¢ reportado como primeiro hospedeiro
intermediario de P. lutzi no RSF. As cercarias foram utilizadas para a infec¢do de
exemplares de Poecilia reticulata, e as metacercarias apresentaram caracteristicas
morfologicas e sitio de infeccdo semelhantes ao reportado por Quintana e Ostrowski de
Nuiiez (2014). Adicionalmente, a forma adulta do parasito foi recuperada de um exemplar
de H. malabaricus infectado naturalmente. As sequéncias do estagio adulto e da cercaria
foram idénticas, suportando a coespecificidade entre estes diferentes estagios evolutivos.
O presente estudo representa o registro de 4. tuberculatum como um novo hospedeiro
intermediario envolvido na transmissao de P. [utzi.

Os membros do género Neocladocystis Manter & Pritchard, 1969 sdo parasitos
intestinais de peixes (Cichlidae, Characidae, Bagridae, Latidae) de agua doce encontrados
na Africa e América do Sul (MILLER; CRIBB, 2008; KMENTOVA et al., 2020).
Atualmente, o género ¢ constituido por 5 espécies: N. bemba, N. biliaris, N. congoensis
(KMENTOVA et al., 2020), N. intestinalis ¢ N. tanganyikae (Prudhoe, 1951) Manter &
Pritchard, 1969. Destas, N. intestinalis tem sido relatada em Salminus spp. apenas na

Argentina e Brasil (KOHN etal., 2007; QUINTANA; OSTROWSKI DE NUNEZ, 201 6),
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e A. chloroticum atua como primeiro hospedeiro intermediario no primeiro pais. No RSF,
S. brasiliensis ja foi reportado como hospedeiro definitivo desta espécie (BRASIL-
SATO, 2002). No presente estudo, 4. tuberculatum foi encontrado infectado por cercarias
de Neocladocystis sp. Esta identificacdo foi possibilitada pela comparagdo molecular
entre as larvas encontradas no tiarideo e exemplares adultos de N. intestinalis recuperados
em S. franciscanus. Embora a analise de sequéncias 28S obtidas para ambos os estagios
evolutivos tenham revelando uma divergéncia molecular de (0,9%), sugerindo tratar-se
de espécies distintas, a analise filogenética revelou o agrupamento entre estes isolados
simpatricos, até que novas andlises sejam realizadas, estes parasitos sdo considerados
como espécies distintas, mas pertencentes ao mesmo género. Interessantemente, ambos
parasitos diferem significativamente de N. bemba, N. biliaris e Neocladocystis sp.
relatados na Africa (KMENTOVA et al., 2020), ndo existindo suporte para que estas
espécies de parasitos de peixes ocorrentes em diferentes continentes sejam cogenéricas.
Tendo em vista que a espécie tipo do género, N. tanganyikae, foi descrita na Africa, N.
intestinalis deve ser alocado em um género diferente, possivelmente de ocorréncia
exclusiva na América do Sul. Assim, estudos futuros, incluindo a pesquisa de parasitos
em Salminus spp. do RSF, a realiza¢do de novas coletas malacoldgicas, e a obtencao de
sequéncias de marcadores mitocondriais das amostras ja existentes, sdo necessarias para
se preencher as lacunas que ainda persistem na identificagdo destes parasitos.

O terceiro criptogonimideo detectado em A. tuberculatum neste estudo possui
cercaria maior do que a observada para as larvas de Neocladocystis sp. Metacercarias
foram obtidas experimentalmente em P. reticulata, as quais apresentam algumas
caracteristicas morfologicas (corpo alongado, tegumento espinhoso, ventosa oral em
forma de funil com coroa de espinhos, faringe em forma de barril) que a aproximam de
Annakohniella travassosi, inica espécie do género descrita em Rhaphiodon vulpinus no
estado de Tocantins (FERNANDES et al., 2013). Nao obstante, por se tratar de uma forma
larval, realizou-se a identificagdo até o nivel de familia. Cabe ressaltar que através da
analise filogenética, os trés criptoginimideos encontrados no estudo formaram um unico
clado, porém, com baixos valores de suporte. O sequenciamento de outros membros da
familia na América do Sul, incluindo Annakohniella travassosi, permitira avancar na
identificacdo destas cercarias. Além disso, em um contexto mais amplo, estas
informagdes sdo necessarias para o melhor conhecimento da histéria evolutiva e dispersao

transcontinental dos representantes da familia Cryptogonimidae.
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A familia Heterophyidae estd constituida por parasitos intestinais de mamiferos e
aves, com ampla distribuicdo mundial. Dos 36 géneros que formam parte desta familia,
13 apresentam importancia na satide publica no continente asidtico devido ao consumo
frequentemente de peixe cru, onde encontram-se encistadas as metacercarias (CHAI,
2007; PEARSON, 2008; CHAI; JUNG, 2017). No Brasil, ja foram relatadas espécies dos
seguintes géneros: Acanthotrema Travassos, 1928, Ascocotyle Looss, 1899, Centrocestus
Looss, 1899, Cryptocotyle Liihe, Galactosomum Looss, 1899, Haplorchis Looss, 1899,
Opisthometra Poche, 1926 e Pygidiopsis Looss, 1907 (FERNANDES et al., 2015;
LOPES et al., 2020). No presente estudo foram detectados dois heterofiideos:
Centrocestus formosanus € Heterophyidae gen. sp. transmitidos por M. tuberculata e A.
chloroticum, respectivamente.

Centrocestus formosanus ¢ uma espécie invasora ja relatada em moluscos, peixes e
aves no territério brasileiro (PINTO; MELO, 2010a; PAULA-ANDRADE et al., 2012;
XIMENES et al., 2017; CICCHETO et al., 2021b). E importante destacar o potencial
zoondtico de C. formosanus, ja registrado em humanos na Asia por diferentes autores
(CHALI et al., 2013; CHAI; JUNG, 2020). Além disso o potencial de envolvimento em
prejuizos a piscicultura ja foi caracterizado (MITCHELL et al., 2005). Estes fatos
merecem atengdo na area de estudo, tendo em vista que os peixes sdo uma importante
fonte de alimentacdo da populagdo. Apesar da ocorréncia deste parasito ja ter sido
registrada em diferentes localidades do Brasil, este € o primeiro registro de sua ocorréncia
no RSF. Ja o outro heterofiideo observado neste rio, ¢ filogeneticamente proximo de
Opisthometra planicollis (Rudolphi, 1819) Poche, 1926. Contudo, esta espécie ocorre em
ambiente marinho, tendo sido registrada no pais em Pelecanus occidentalis e Sula
leucogaster (FERNANDES etal., 2015). Recentemente, Ostrowski de Nuiiez et al. (2020)
reportaram a infec¢do de A. chloroticum pelo heterofiideo Heterophyes yacyretana no
Rio Parana, na Argentina. Porém, a larva desta espécie caracteriza-se pelo corpo
cercariano mais alongado (vs. ovalado) e membrana natatoria mais desenvolvida. Este
corresponde ao segundo registro da atuacdo de A. chloroticum como primeiro hospedeiro
intermediario de um membro da familia Heterophyidae na América do Sul.

A superfamilia Plagiorchioidea engloba um amplo grupo de parasitos do sistema
digestivo, respiratorio ou urinario com espécies encontradas em todas as classes de
vertebrados (BRAY, 2008b). Entre as varias familias que compdem este tdxon encontra-
se a familia Plagiorchiidae, que possui taxonomia complexa e controversa, ndo existindo

critérios claros de diagnose. Além disso, estudos filogenéticos t€ém demonstrado que se
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trata de um grupo parafilético, o que dificulta estimar o nimero exato de género incluidos
nesta familia (TKACH, 2008; PEREZ-PONCE DE LEON; HERNANDEZ-MENA,
2019; SULEMAN et al., 2019).

Entre os integrantes da familia Plagiorchiidae se encontram as espécies do género
Choledocystus, parasitos da vesicula biliar, ducto biliar e figado de anfibios neotropicais
(TKACH, 2008). Atualmente, sete espécies sdo consideradas validas: C. elegans
(Travassos, 1926) Pereira & Cuocolo, 1941, C. hepaticus (Lutz, 1928), C. incurvatum
Sullivan, 1976, C. intermedius Caballero, Bravo & Cerecero, 1944, C. pseudium (Mafié-
Garzéon & Holeman-Spector, 1967), C. simulans Razo-Mendivil, Ledn-Régagnon &
Ponce de Leon, 2006, e C. vitellinophilum (Dobbin Jr., 1958) (FERNANDES; KOHN,
2014; GOMES et al., 2017, HAMANN et al., 2020). Entre elas, no territério brasileiro
conhecem-se os reportes de C. elegans, C. incurvatum e C. vitellinophilum
(FERNANDES; KOHN, 2014; GOMES et al., 2017, QUEIROZ, 2020). Durante as
coletas realizadas para este trabalho, foram encontrados exemplares de Ancylinae gen.
sp. infectados por Choledocystus sp. A cercaria apresenta semelhanga morfoldgica com
as larvas de Glypthelmins spp. (MARTIN, 1969; SULLIVAN; BYRD, 1970), porém
possui estruturas menores. A identificacdo do parasito foi possibilitada por meio da
analise filogenética do marcador ribossomal 28S. Com auxilio do gene coxI, foi
verificado que é uma espécie diferente de C. hepaticus e C. incurvatum, Unicas espécies
do género com sequéncias moleculares disponiveis para comparagdo. A futura obtencdo
de sequéncias moleculares de C. elegans ¢ C. vitellinophilum permitira identificar se
corresponde a cercaria de uma dessas espécies. Destaca-se que este ¢ o primeiro registro
do hospedeiro intermediario de um membro do género Choledocystus.

Outros dois tipos cercarianos apresentando caudas simples foram encontradas em
B. straminea: larvas do tipo Anfistoma identificadas como Zygocotyle Ilunata
(superfamilia Paramphistomoidea) e larvas do tipo Monostoma, identificadas como
Notocotylidae gen. sp. (superfamilia Pronocephaloidea). No ciclo bioldgico destes grupos
ha a formagdo de metacercarias externamente em algum substrato sélido, ndo existindo a
participac@o de um segundo hospedeiro intermediario.

Zygocotyle lunata ¢ um Unico parasito descrito para o género, sendo encontrado
principalmente em aves aquaticas, e raramente mamiferos das Américas (FRIED et al.,
2009). Moluscos de dois géneros da familia Planorbidae, Biomphalaria na América do
Sul, e Helisoma, na América do Norte (FRIED et al., 2009; ALVES et al., 2020), ja foram

incriminados como responsaveis pela transmissdo deste trematodeo. Diante da facilidade
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de se obter a forma infectante para hospedeiros definitivos, estudos experimentais visando
recuperar a forma adulta em diversos hospedeiros (roedores e aves) t€m sido realizados
por diferentes autores (OSTROWSKI DE NUNEZ et al., 2003; FRIED et al., 2009;
BARBOSA et al., 2011). No Brasil, a transmissdo de Z. lunata por B. straminea foi
reportada por Barbosa et al. (2011) em lagoas proximas ao RSF, no municipio de
Iguatama. Posteriormente, foi relatada a infeccdo do mesmo planorbideo na cidade de
Belo Horizonte por Alves et al. (2020). No presente estudo, a realizagdo de infecgdo
experimental de camundongos possibilitou a obtencdo de adultos, os quais apresentaram
morfologia compativel com Z [lunata (OSTROWSKI DE NUNEZ et al., 2003;
BARBOSA et al., 2011).

J4 os membros da familia Notocotylidae sdo parasitos cosmopolitas do trato
digestivo, comumente do ceco de aves ou mamiferos, agrupados em 13 géneros
(BARTON; BLAIR, 2005). Sabe-se que no Brasil 4 espécies dessa familia ja foram
registradas: Hippocrepis hippocrepis, Notocotylus breviserialis Stunkard, 1967,
Ogmogaster antarticus Johnson, 1931 e Paramonostomum ionorme Travassos, 1921
(FERNANDES et al., 2015). No presente estudo, a determinac¢ao do tipo cercariano como
Monostoma ja era um indicativo de que o parasito se tratava de um representante da
familia Notocotylidae, o que foi corroborado pela analise filogenética envolvendo
sequéncias do gene 28S. Verificou-se uma maior proximidade com espécies de
Pseudocatrotopis e Quinqueserialis reportadas na Russia (IZRAILSKAIA et al., 2019) e
no Canada (GAGNON; DETWILER, 2019; GAGNON et al., 2021), contudo, com baixos
valores de suporte nodal, impossibilitando o avango na identificagdo taxondmica destas
larvas. Interessantemente, foi observado a formagao de um clado constituido por outras
espécies de Notocotylidae transmitidas por planorbideos (Pseudocatatropis,
Quinqueserialis, Notocotylus e Hippocrepis). Ressalta-se ainda que o género Notocotylus
Diesing, 1839 nao foi recuperado como monofilético, sendo observado a presenga de um
clado formado por espécies transmitida por moluscos pulmonados, e outro, por
prosobronquios. A inexisténcia de sequéncias moleculares para a espécie tipo do género
(N. triserialis, Diesing, 1839) impossibilita esclarecer qual destes clados correspondem
realmente ao género Notocotylus. A escassez de sequéncias para os representantes
neotropicais desta familia e as elevadas divergéncias em relacdo aos membros dos
géneros Hippocrepis e Paramonostomum, ndo permitiram uma identificacdo mais

aprofundada destas cercarias aqui registradas pela primeira vez no Brasil.
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Cinco morfotipos de furcocercarias, com furcas menores ao tronco caudal
(brevifurcadas), foram detectadas no presente estudo. As analises filogenéticas
possibilitaram determinar que pertencem a superfamilia Schistosomatoidea, constituidos
por representantes das familias Aporocotylidae (duas espécies), Schistosomatidae (duas
espécies) e Spirorchiidae (uma espécie).

A familia Aporocotylidae ¢ constituida por parasitos cosmopolitas, que se localizam
no sistema circulatorio de peixes, tanto de ambientes marinhos quando dulciaquicolas
(SMITH, 2002). Aspectos nomenclaturais relacionados a categoria de familia destes
parasitos t€m sido controversos ¢ disputado ao longo do tempo, sendo a sua inclusdo em
Sanguinicolidae von Graff, 1907 apresentada por Smith (2002). Contudo, mais
recentemente, foi verificado que Sanguinicolidae ¢ sindnimo junior de Aporocotylidae
(BULLARD, 2009). Estes parasitos sdo transmitidos por pulmonados e prosobronquios
(OLSON et al., 2003; BRANT et al., 2006), existindo também registros de espécies
transmitidas por moluscos bivalves e anelideos (poliquetas) (GILARDONI et al., 2011;
SUGIHARA etal., 2014; CRIBB etal., 2017). Estudos envolvendo a elucidagao de ciclos
biologicos das espécies que ocorrem em ambientes de dgua doce sdo escassos em
comparagdo com as espécies marinhas (CRIBB et al., 2017). No Brasil apenas duas
espécies de aporocotilideos foram registradas em peixes dulciaquicolas: Plehniella
coelomica Szidat, 1951 e P. platyrhynchi (Guidelli, Isaac & Pavanelli, 2002) (KOHN et
al., 2007), destacando que a primeira ja foi reportada em Pimelodus maculatus no RSF
(BRASIL-SATO; PAVANELLI, 2004). No presente estudo foram identificados por meio
de analise filogenética do marcador 28S dois membros da familia Aporocotylidae:
Aporocotylidae gen. sp. 1 transmitido por B. straminea, e Aporocotylidae gen. sp. 2, por
A. tuberculatum.

Na arvore filogenética recuperada foi observado que ambos os parasitos se
encontram em um clado formado exclusivamente por espécies procedentes de ambientes
de 4gua doce, com excecio de Acipensericola spp. ¢ dois parasitos detectados na Africa
através de estudos malacologicos (BRANT et al., 2006). Por outro lado, também foi
evidenciada a formagdo de um clado exclusivamente por aporocotilideos de peixes
marinhos e transmitidos principalmente por poliquetas, também com um alto suporte. As
relagdes com outras familias de Schistosomatoidea (Schistosomatidae e Spirorchiidae)
apresentaram baixos suportes, porém, suspeita-se de uma possivel parafilia da familia,

principalmente pelos clados constituidas por espécies de ambientes marinhos e de agua
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doce. Isto podera ser avaliado futuramente considerando a caracterizacdo molecular de
aporocotilideos procedentes hospedeiros definitivos dulciaquicolas.

Enquanto as caracteristicas morfologicas das larvas, ndo foram comparadas
morfometricamente por corresponder a diferentes morfotipos, onde Aporocotylidae gen.
sp. 2 possui membranas natatorias nas furcas e um par de ocelos, ausentes em
Aporocotylidae gen. sp. 1. Foi encontrada similaridade morfoldgica apenas para
Aporocotylidae gen. sp. 2 com a larva de um parasito transmitido por um tiarideo no
continente asiatico, porém, identificado erradamente como um membro da familia
Strigeidae (NAMCHOTE et al., 2015). Além disso, ambos morfotipos distinguem-se de
Sanguinicola spp., transmitidos por prosobronquios (EVANS; HECKMANN, 1973;
SCHELL, 1974; KIRK; LEWIS, 1993) pela auséncia de membrana ondulante no corpo
cercariano. Torna-se necessario a obtencdo de sequéncias moleculares de Phleniella spp.
reportadas no Brasil para determinar se existe correspondéncia com uma destas cercarias
encontradas no RSF.

Os membros da familia Schistosomatidae sdo parasitos do sistema vascular de aves
e mamiferos, ocasionalmente répteis com distribuicdo cosmopolita (KHALIL, 2002).
Nesta familia estdo incluidas as espécies do género Schistosoma, as quais possuem grande
importancia médica em diferentes continentes (Africa, Asia e América do Sul), e mesmo
no Brasil, onde a infecg@o por Schistosoma mansoni constitui ainda um problema de
saude publica (MORGAN et al., 2001; SONG et al., 2016; KATZ, 2018). Além disso, a
dermatite cercariana produzida por esquistossomatideos de aves tem adquirido
importancia, sendo considerada como uma doenga emergente (KOLAROVA et al., 2013).
Este grupo de parasitos sdo transmitidos por moluscos pulmonados das familias Physidae,
Lymnaeidae e Planorbidae (PINTO et al., 2012) e caenogastropodos marinhos (BRANT
et al., 2010), e suas cercarias caracterizam-se pela presenga de um par de ocelos
pigmentados e membrana natatdria nas furcas.

Quatro espécies de esquistossomatideos ja foram reportadas em aves no Brasil:
Dendpritobilharzia anatinarum Cheatum, 1941, Macrobilharzia macrobilharzia
Travassos, 1922, Ornithobilharzia canaliculata (Rudolphi, 1849) Odhner, 1912 e
Trichobilharzia jequitibaensis Leite, Costa & Costa, 1978 (FERNANDES et al. 2015).
Destas, sabe-se que T. jequitibaensis é transmitido por Aplexa rivalis (Physidae) e
Pseudosuccinea columella (Lymnaeidae) (LEITE et al., 1978) e D. anatinarum por B.
straminea (LEITE et al., 1982). Nos ultimos anos, registros adicionais foram realizados

como o auxilio de ferramentas moleculares, incluindo o relato da transmissdo de
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Trichobilharzia sp. por Stenophysa marmorata no estado do Espirito Santo (PINTO et
al., 2014), e de um provavel novo género desta familia detectado em B. glabrata (PINTO
et al.,, 2017) na mesma cidade deste estudo (Januaria). No presente estudo, pelas
caracteristicas das larvas e analise molecular, foram identificados dos
esquistossomatideos de aves, ambos transmitidos por B. straminea. Schistosomatidae
gen. sp. 1 apresentou 100% de identidade com o parasito previamente encontrado por
Pinto et al. (2017). Um novo hospedeiro intermediario natural (B. straminea) € registrado
para este parasito que aguarda a obtencdo dos respectivos adultos para sua descrigdo. A
morfologia do ovo (obtido experimentalmente) por Pinto et al. (2017) é diferente de
géneros existentes, contudo semelhante a uma espécie previamente identificada, a partir
dos ovos no Brasil como Schistosoma pirajai.

No caso de Schistosomatidae gen. sp. 2, a situacdo verificada nas analises
filogenéticas foi semelhante, ndo sendo possivel a associacdo com géneros ja reportados
no pais (Dendritobilharzia, Macrobilharzia, Ornithobilharzia e Trichobilharzia). O
parasito apresentou proximidade com um esquistossomatideo de ave nao identificado
encontrado em Biomphalaria sudanica no Quénia (BRANT et al., 2006), sendo provavel
que estes isolados pertencam ao mesmo género. Além disso, a relagdo entre o tronco
caudal e as furcas possibilitou diferencia-la de Trichobilharzia sp. registrada no Brasil
(PINTO et al., 2014). Futuros estudos sdo necessarios para se avangar na identificacdo
deste parasito, o que podera ser alcancado com o encontro de parasitos adultos no
hospedeiro definitivo, ou em trabalhos experimentais realizados a partir de um novo
encontro do molusco transmissor infectado. Neste ultimo caso, ressalta-se que o baixo
numero de cercarias eliminadas pelo planorbideo ¢ um empecilho para este tipo de ensaio.

Os representantes da familia Spirorchiidae sdo parasitos do sistema vascular,
linfatico e nervoso de tartarugas marinhas e dulciaquicolas encontrados em todo o mundo.
(PLATT, 2002; SNYDER, 2004). Estudos moleculares revelaram um cenario complexo
do ponto de vista taxondmica, uma vez que a parafilia do grupo tem sido demonstrada
por diferentes autores (SNYDER, 2004; PINTO et al., 2015b; PEREZ-PONCE DE LEON
& HERNANDEZ-MENA, 2019). No territério brasileiro existem relatos de espécies dos
géneros Amphiorchis, Carettacola, Learedius e Monticellius, todos encontrados em
tartarugas marinhas (FERNANDES; KOHN, 2015). Ja em ambientes dulciaquicolas, ha
registros da participagdo de Biomphalaria spp. e Pomacea sp. na transmissao de parasitos
desta familia em Minas Gerais e no Parana, (PINTO et al., 2015b; CICCHETO et al.,
2021a; MESQUITA et al., 2021). Os dados moleculares sugerem tratar-se de novos
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géneros e espécies que aguardam o encontro dos parasitos adultos para serem
formalmente descritos (PINTO et al., 2015b).

No presente estudo foi detectada a infec¢@o de B. straminea e B. occidentalis por
Spirorchiidae gen. sp. Na analise filogenética para o gene 288, foi verificado a formagao
de um clado por espirorquideos reportados em ambientes dulciaquicolas na América do
Sul. Estes isolados se apresentaram como grupo irmdo de representantes da familia
encontrados em hospedeiros marinhos. E possivel que espirorquideo encontrado no RSF,
juntamente como Spirorchiidae sp. 1 e Spirorchiidae sp. 2 detectados em Biomphalaria
spp. por Pinto et al. (2015b), pertengam a um mesmo género, ¢ possivelmente a diferente
espécie devido a baixa variabilidade genética reportada pelo autor através marcador 28S
(0,1%). A obtencao de sequéncias de genes mitocondriais destes isolados ¢ necessaria
para essa confirmacdo de dita hipdtese. Ja o espirorquideo relatado em B. occidentalis no
Parana (CICCHETO et al.,, 2021a), apresentou maior proximidade com Atamatam
amazonensis, novo género e espécie descritos de Chelus fimbriata do Rio Amazonas,
Peru (BULLARD et al., 2019). Adicionalmente, Paratamatam iquitosiensis descrita por
Bullard et al. (2019) na mesma espécie de quelonio, e Pitiutrema revelae encontrado em
Podocnemis sextuberculata por Dutton et al. (2019) também na Amazdnia peruana,
diferem molecularmente das larvas ja registrada no estado de Minas Gerais. Novos
estudos envolvendo a caracterizagdo de espirorquideos relatados na América do Sul sdo
necessarios e poderao indicar que este grupo pertence a uma familia distinta.

Apesar das diversas cercarias encontradas em moluscos do RSF no presente estudo,
dados obtidos em peixes indicam a ocorréncia de no minimo outras quatro espécies de
trematodeos na area de estudo: Apharyngostrigea sp., Crassiphialinae gen. sp.,
Posthodiplostomum nanum e N. intestinalis. Contudo, os moluscos transmissores desses
parasitos ndo foram detectados durante o estudo malacologico. Presumivelmente, B.
straminea seja o primeiro hospedeiro intermedidrio de Apharyngostrigea sp., tendo em
vista que esta espécie ja foi reportada infectada por A. pipientis e A. simplex no estado
mineiro (LOPEZ-HERNANDEZ et al., 2019; LOCKE et al., 2021). Semelhantemente,
moluscos planorbideos, B. straminea e Ancylinae gen. sp., sdo os provaveis hospedeiros
de Crassiphialinae gen. sp. e P. nanum, respectivamente, como ja registrado em Belo
Horizonte (LOPEZ-HERNANDEZ et al., 2018, 2019). Embora novos estudos sejam
necessarios, a ocorréncia de Apharyngostrigea sp. e P. nanum sdo aqui registrados pela
primeira vez em peixes do RSF. Ja as formas adultas de N. intestinalis obtida de Salminus

sp. estd de acordo com as descrigdes de Travassos et al. (1969) e Quintana & Ostrowski
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de Nuiez (2016) e como ja comentado, novos estudos avaliando molecularmente larvas
semelhantes a aqui identificadas como Neocladocystis sp. sdo necessarios.

Entre os parasitos identificados no presente trabalho, C. formosanus e
Philophthalmus sp. nov apresentam potencial zoonotico devido ao consumo de peixes por
parte de populagdo e a realizagdo de atividades de lazer (nado) em ambientes Iénticos,
respectivamente. Embora a prevaléncia dos parasitos nos seus respectivos moluscos foi
baixa, casos humanos ndo devem ser desestimados. Estudos sobre trematodeos
transmitidos por A. chloroticum vem sendo realizados no Rio Parana, Argentina,
destacando a espécie H. yacyretana, pelo fato de que alguns membros do género
Heterophyes infectam ao homem, principalmente na Asia pelo consumo de peixe cru
(CHALI; JUNG, 2017). Frente a isso, Philophthalmus sp. nov trata-se da segunda espécie
transmitida por A. chloroticum com potencial zoonotico em América do Sul e a quinta
cujo ciclo de vida foi elucidado experimentalmente (OSTROWSKI DE NUNEZ &
QUINTANA, 2008; QUINTANA & OSTROWSKI DE NUNEZ, 2014, 2016;
OSTROWSKI DE NUNEZ et al., 2020). Além disso, esses achados tornam importante a
execucdo de futuras pesquisas parasitologicas com membros do género Aylacostoma,
pouco estudados no Brasil apesar do numero de espécies existentes no territorio (n=33)
(SIMONE, 2006).

Das 27 espécies de trematddeos que ocorrem no RSF e que foram apresentadas na
tabela 1, apenas no presente estudo foram identificados os moluscos transmissores para
duas (Austrodiplostomum compactum ¢ Pseudosellacotyla lutzi) o que salienta futuras
coletas com a finalidade de identificar aos primeiros hospedeiros intermediarios dos
restantes. Adicionalmente, os resultados obtidos neste trabalho também revelaram uma
rica fauna de trematodeos sendo transmitidas por moluscos no RSF e em cujos ciclos
bioldgicos, outros vertebrados diferentes a peixes estariam envolvidos como hospedeiros
definitivos.

Por fim, novas interagdes biologicas foram registradas neste tipo de ambiente que
¢ ainda pouco explorado no pais do ponto de vista de pesquisas envolvendo a integracao
das areas de malacologia e helmintologia. Por outro lado, a complexidade inerente ao
estudo de larvas de trematodeos encontradas em moluscos ¢ demonstrada. Apesar da
aplicacdo e contribuigdes da taxonomia molecular, a auséncia de sequéncias referéncias
para a maioria das espécies de trematddeos neotropicais torna-se um empecilho para a
associagdo entre as larvas e os respectivos adultos. Contudo, ainda que avancos sejam

necessarios para a identificagdo em nivel especifico, as informagdes por ora obtidas, além
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de representar novos registros de espécies, hospedeiros e localidades para os parasitos
encontrados, apontam, na maioria dos casos, os grupos dos demais hospedeiros e
mecanismos de transmiss@o envolvidos nos complexos ciclos de vida. Assim, os dados
obtidos demonstram um caminho longo e desafiador que necessita ser percorrido para um

maior conhecimento da biologia e taxonomia dos trematddeos que ocorrem no Brasil.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos durantes as coletas malacologicas realizadas no rio Sao

Francisco, Januaria, Minas Gerais demostram a presenga de uma rica diversidade de

trematddeos digeneicos neste importante rio do Brasil. O estudo morfoldgico e molecular

das cercarias emergidas dos moluscos permitiu a identificagdo de 31 larvas de

trematodeos ocorrendo em moluscos na area. Assim, as seguintes conclusdes puderam

ser obtidas a partir dos resultados:

Biomphalaria straminea atua como primeiro hospedeiro intermedidrio de
Aporocotylidae gen. sp. 1, Austrodiplostomum compactum, Clinostomum heluans,
Cotylurus sp., Drepanocephalus sp., Echinostoma sp., Echinostomatidae gen. sp.,
Hysteromorpha sp., Notocotylidae gen. sp., Parastrigea sp., Ribeiroia sp.,
Schistosomatidae gen. sp. 1 e Schistosomatidae gen. sp. 2, Spirorchiidae gen. sp,
Tylodelphys sp. € Zygocotyle lunata, sendo algumas destas interagdes registradas pela
primeira vez.

Biomphalaria occidentalis € hospedeiro intermediario de Spirorchiidae gen. sp.
Aylacostoma tuberculatum atua como hospedeiro intermediario de Aporocotylidae
gen. sp. 2, Cryptogonomidae gen. sp., Echinochasmidae gen. sp., Lecithodendriidae
gen. sp. 1, Lecithodendriidae gen. sp. 2, Neocladocystis sp., Phaneropsolidae gen. sp.,
Philophthalmus sp. nov., Pseudosellacotyla lutzi, Stephanoprora sp. 1 e
Stephanoprora sp. 2, sendo o envolvimento desta espécie em ciclos de trematodeos
registrado pela primeira vez.

Aylacostoma chloroticum participa no ciclo bioldégico de Heterophyidae gen. sp.,
Lecithodendriidae gen. sp., Phaneropsolidae gen. sp. e Philophthalmus sp. nov.
Ancylinae gen. sp. € o primeiro hospedeiro intermediario de Choledocystus sp, sendo
0 primeiro registro para parasitos desse género.

Melanoides tuberculata é transmissor de Centrocestus formosanus.

Biomphalaria straminea atua como segundo hospedeiro intermediario de Cotylurus
sp. e Echinostomatidae gen. sp. na localidade.

Pseudosuccinea columella e Stenophysa marmorata sio reportadas pela primeira vez

no Rio Sdo Francisco.
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Adicionalmente, ressaltam-se as seguintes conclusdes obtidas da pesquisa de

trematddeos em outros hospedeiros:

As larvas de Odonata sdo segundos hospedeiros intermediarios de Phaneropsolidae
gen. sp.

Girinos de Rhinella sp. sdo os segundos hospedeiros intermediarios envolvidos no
ciclo natural de Parastrigea sp.

Australoheros sp. ¢ segundo hospedeiro intermediario de Austrodiplostomum
compactum e Clinostomum heluans.

Myleus pacu ¢ um segundo hospedeiro natural de Cryptogonimidae gen. sp.

Hoplias malabaricus ¢ hospedeiro definitivo de P. lutzi na localidade.

Poecilidae gen. sp. ¢ segundo hospedeiro intermediario de A. compactum e

Posthodiplostomum nanum.
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APENDICE 1

Numero de moluscos coletados, infectados e taxa de infecg@o por larvas de trematddeos verificados nas 32 coletas realizadas entre os meses de
julho de 2017 e agosto de 2019 nos pontos A e B, localizados no rio Sdo Francisco, Januaria, Minas Gerais. Col: coletados, Inf: infectados.
Ponto A; B: Ponto B.

Datas Aylacostoma A. chloroticum Biomphalaria Melanoides Stenophysa Pomacea sp.
tuberculatum occidentalis tuberculata marmorata
Col Inf % Col Inf % Col Inf Col Inf % Col Inf Col Inf
14 31/07/2017 65 5 7,69 4 0 - 0 - 6 0 - 0 - 0 -
24 01/08/2017 117 15 12,82 20 0 - 0 - 15 1 6,67 0 - 0 -
3B 02/08/2017 175 7 4 14 1 7,14 0 - 3 0 - 0 - 0 -
4B 31/08/2017 103 14 13,59 117 1 0,85 0 - 8 0 - 0 - 0 -
5B 01/09/2017 137 7 5,11 31 1 3,23 0 - 0 - - 12 - 0 -
6B 02/09/2017 153 0 - 24 0 - 0 - 0 - - 0 - 0 -
74 05/10/2017 204 1 0,49 10 0 - 0 - 14 0 - 10 0 0 -
8B 06/10/2017 154 1 0,65 20 1 5 0 - 0 - - 0 0 -
0A 08/10/2017 34 1 2,94 5 0 - 0 - 1 0 - 0 - 0 -
108 09/10/2017 24 1 4,17 154 0 - 0 - 1 0 - 0 - 0 -
114 01/02/2018 115 4 3,48 7 0 - 0 - 17 0 - 0 - 1 0
128 02/02/2018 137 7 5,11 46 0 - 0 - 0 - - 0 - 0 -
134 28/03/2018 12 2 16,67 7 1 14,29 0 - 44 0 - 0 - 2 0
148 29/03/2018 95 1 1,05 24 0 - 0 - 0 - - 0 - 0 -
158 30/03/2018 0 - - 0 - - 8 0 255 0 - 0 - 16 0
168 31/03/2018 93 0 - 8 0 - 0 - 0 - - 0 - 0 -
174 25/05/2018 141 19 13,48 38 0 - 0 - 6 0 - 0 - 0 -
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Datas Aylacostomum A. chloroticum Biomphalaria Melanoides Stenophysa Pomacea sp.
tuberculatum occidentalis tuberculata marmorata
Col Inf % Col Inf % Col Inf Col Inf % Col Inf Co Inf
1

188 26/05/2018 120 2 1,67 61 0 - 0 - 0 - - 0 - 0 -
194 25/07/2018 175 10 5,71 24 0 - 0 - 2 0 - 0 - 0 -
208 28/07/2018 156 10 6,94 47 0 - 0 - 0 - - 0 - 0 -
218 15/09/2018 102 3 2,94 73 1 1,37 0 - 0 - - 0 - 1 0
228 20/10/2018 238 12 5,04 2 0 - 0 - 0 - - 0 - 3 0
238 22/10/2018 158 14 8,86 3 0 - 0 - 0 - - 0 - 0 -
248 20/04/2019 111 13 11,71 84 1 1,19 0 - 0 - - 0 - 0 -
258 21/04/2019 53 7 13,21 31 1 3,23 0 - 0 - - 0 - 0 -
268 25/05/2019 48 10 20,83 71 2 2,82 0 - 0 - - 0 - 0 -
278 23/06/2019 121 12 9,92 143 0 - 0 - 28 - - 0 - 0 -
288 21/07/2019 80 15 18,75 56 0 - 0 - 3 0 - 0 - 0 -
294 22/07/2019 143 18 12,59 20 1 5 0 - 14 0 - 0 - 0 -
308 22/08/2019 127 10 7,87 28 0 - 0 - 0 - - 0 - 0 -
31B  23/08/2019 208 7 3,37 4 0 - 0 - 0 - - 0 - 0 -
328 24/08/2019 126 10 7,94 116 0 - 0 - 0 - - 0 - 0 -

Total 3725 238 6,39 1292 11 0,85 8 0 417 1 0,24 22 0 23 0
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Numero de moluscos coletados, infectados e taxa de infecg@o por larvas de trematddeos verificados nas 32 coletas realizadas entre os meses de

julho de 2017 e agosto de 2019 no ponto C, localizado no Rio Sao Francisco, Januaria, Minas Gerais. Col: coletados, Inf: infectados.

Data Ancylinae gen. Biomphalaria B. occidentalis Melanoides Stenophysa Pomacea Pseudosuccinea
sp. straminea tuberculata marmorata sp. columella
Col Inf % Col Inf % Col Inf % Col Inf % Col  Inf Col Inf Col Inf

1 03/09/2017 5 0 - 21 0 - 0 29 0 - 2 0 6 0 4 0
2 07/10/2017 3 0 - 73 1 1,37 0 29 0 - 3 0 5 0 8

3 03/02/2018 0 - - 28 0 - 0 66 1 1,52 4 0 0 - 1 0
4 27/03/2018 0 - - 7 0 - 0 3 0 - 1 0 4 0 0 -
5 01/04/2018 1 0 - 6 0 - 0 0 - - 3 0 21 0 0 -
6 27/05/2018 24 1 4,17 32 2 6,25 I5 0 1 0 - 1 0 26 0 0 -
7 28/05/2018 0 - - 50 2 4 0 0 - - 0 - 0 - 0 -
8 29/05/2018 97 4 4,12 52 2 385 21 0 0 - - 2 0 18 0 0 -
9 26/07/2018 0 - - 102 0 - 9 0 - - 0 - 0 - 0 -
10 27/07/2018 0 - - 178 1 0,56 0 0 - - 26 0 2 0 0 -
11 29/07/2018 0 - - 214 1 047 0 0 - - 19 0 0 - 0 -
12 30/07/2018 0 - - 434 2 0,46 0 43 0 - 0 - 2 0 0 -
13 11/09/2018 0 - - 448 4 3,48 0 0 - - 28 0 1 0 0 -
14 13/09/2018 0 - - 494 3 0,81 0 0 - - 0 - 0 - 0 -
15 14/09/2018 0 - - 24 0 0 0 0 - - 0 - 0 - 0 -
16  18/10/2018 0 - - 61 2 3,28 0 0 - - 11 0 0 - 0 -
17 19/10/2018 0 - - 101 4 3,96 0 0 - - 4 0 0 - 0 -
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Data Ancylinae gen. Biomphalaria B occidentalis Melanoides Stenophysa Pomacea Pseudosuccinea
sp. straminea tuberculata marmorata sp. columella
Col Inf % Col Inf % Col Inf % Col Inf % Col Inf Col Inf Co Inf
1

18  17/04/2019 11 0 - 12 0 - 0 - - 0 - - 29 0 30 0 0 -
19  22/05/2019 0 - - 203 8 3,94 47 0 - 1 0 - 64 0 2 - 0 -
20 23/05/2019 0 - - 155 12 7,74 12 0 - 0 - - 10 0 4 - 7 0
21 24/05/2019 0 - - 87 1 1,15 33 0 - 0 - - 0 - 0 - 0 -
22 27/05/2019 3 0 - 91 4 4,40 29 0 - 0 - - 11 0 0 0 6 0
23 19/06/2019 0 - - 184 2 1,09 46 0 - 0 - - 3 0 0 - 0 -
24 20/06/2019 0 - - 151 0 - 30 0 - 0 - - 15 0 0 - 0 -
25 21/06/2019 0 - - 207 2 0,97 42 0 - 0 - - 3 0 0 - 1 0
26 22/06/2019 0 - - 360 6 1,67 27 0 - 0 - - 1 0 0 - 0 -
27 17/07/2019 0 - - 40 1 2,50 24 0 - 0 - - 4 0 0 - 1 0
28  18/07/2019 0 - - 17 0 - 30 0 - 0 - - 1 0 0 - 0 -
29  19/07/2019 0 - - 49 1 2,04 20 0 - 0 - - 1 0 0 - 0 -
30 20/07/2019 0 - - 492 7 1,42 132 1 0,01 0 - - 10 0 0 - 0 -
31 20/08/2019 0 - - 168 14 8,33 43 0 - 0 - - 2 0 0 - 0 -
32 21/08/2019 0 - - 265 30 11,3 112 0 - 1 - - 6 0 0 - 0 -

Total 144 5 347 4806 112 2,33 672 1 0,15 173 1 0,58 267 0 121 0 28 0
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Lista de trematddeos digeneicos descritos no Brasil envolvendo o uso de ferramentas

moleculares.
Espécies Marcador (es) Referéncias
Allocreadiidae
Creptotrema creptotrema 28S e cox1 FRANCESCHINI et al.,
C. conconae 28S e cox1 2021
C megacetabularis 28S e coxl
C schubarti 28S e coxl
Creptotrematina batalhensis 28S DIAS et al., 2020
W. brasiliensis 28S DIAS et al., 2018
Wallinia caririensis 28S SILVA et al., 2020
Brachycoeliidae
Mesocoelium lanfrediae 18S GOMES, T.F. F. etal.,

Brachylaimidae
Postharmostomum commutatum
Cladorchiidae

Cladorchiidae gen. sp.
Dadaytrema gracile
Dadaytrema minimum
Doradamphistoma bacuense
Doradamphistoma
parauchenipteri
Pseudocladorchis nephrodorchis
Clinostomidae

Clinostomum detruncatum
Clinostomum sp.
Cryptogonomidae
Pseudosellacotyla lutzi
Dicrocoeliidae

Anenterotrema auritum

A. stunkardi

Eurytrema coelomaticum
Infidum infidum

Platynosomum illiciens
Didymozoidae

Brasicystis bennetti
Diplodiscidae

Diplodiscus marinholutzi
Diplostomidae
Austrodiplostomum compactum

Crassiphialinae gen. sp.

Diplostomidae gen. sp.

28S, ITS2, coxl

28S
28S e ITS2
28S e ITS2
28S
28S

28S

ITS e cox1
ITS e cox1

28S

28S e cox 1

28S e cox 1

18S

28S

ITS, 28S e cox1

ITS1-5.8S-1TS2
28S

ITS1-5.8S-ITS2 e
coxl
ITS1-5.8S-ITS2 e
coxl
coxl

2013
VALADAO et al., 2018

PANTOJA etal., 2019
PANTOJA etal., 2019
PANTOJA etal., 2019
PANTOIJA etal., 2019
PANTOIJA etal., 2019

PANTOJA et al., 2019

ACOSTA etal., 2016
PINTO et al., 2015a

PANTOJA et al., 2018
FERNANDES et al., 2021
FIGUEIRA et al., 2014
MULLER et al., 2021
PINTO et al., 2018
MELO et al., 2013
QUEIROZ et al., 2021
LOPEZ-HERNANDEZ et
al., 2019 ,
LOPEZ-HERNANDEZ et

al., 2019
PELEGRINI et al., 2019
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Posthodiplostomum nanum

Tylodephys sp.
Echinostomatidae
Drepanocephalus mexicanus

D spathans

Echinostoma paraensei
E. pseudorobustum

Ribeiroia sp.
Eucotylidae
Paratanaisia confusa
Fasciolidae

Fasciola hepatica
Paratanaisia sp.
Gymnophallidae
Parvatrema sp.
Heterophyidae
Ascocotyle longa
Ascocotyle pindoramensis
Centrocestus formosanus

Haplorchis pumilio
Pholeter gastrophilus
Pygidiopsis macrostomum
Lecithodendriidae
Paralecithodendrium sp.
Lecithodendriidae gen. sp.
Notocotylidae
Hippocrepis hippocrepis
Ogmogaster antarctica
Plagiorchiidae

Travtrema stenocotyle
Proterodiplostomidae
Crocodilicola pseudostoma
Crocodilicola pseudostoma
Heterodiplostomum lanceolatum
Renicolidae

Renicola sloanei
Schistosomatidae
Schistosoma mansoni
Schistosomatidae gen. sp. 2
Trichobilharzia sp.

ITS e cox!
coxl

18S, ITS1-5.8S-
ITS2, 28S, coxl,
nadl

18S, ITS1-5.8S-
ITS2, 28S, coxl,
nadl

ITS1-5.8S-1TS2

28S, ITS1-5.8S-
ITS2, nadl
ITS1

18S e 28S

28S e coxl
18S e 28S

ITS

188, 28S, ITS e cox!
188, 28S, ITS e cox!

18S

28S

28S, ITS2 e cox1
28S e coxl

188, 288, ITS2, cox1

28S
28S

28S e cox1
18S e cox!

28S
coxl
coxl
28S
ITS2, nadl e coxl
18S

28S, ITS e cox!
28S, ITS e cox1

LOPEZ-HERNANDEZ et
al., 2018
PELEGRINI et al., 2019

PINTO et al., 2016

MALDONADO et al.,
2001
VALADAO et al., 2021

PINTO et al., 2013
SANTI et al., 2018

MARTINS et al., 2021
SANTI et al., 2018

DA SILVA etal., 2009

PORTES; BORGES, 2020
PORTES; BORGES, 2020
PINTO et al., 2018
CICCHETO et al., 2021b
LOPES et al, 2020
EBERT et al., 2021
BORGES et al., 2017

ONACA etal., 2020
LOPES et al., 2020

ASSIS etal., 2019
EBERT etal., 2020

MULLER et al., 2021
NEGRELLI et al., 2020
NEGRELLI et al., 2020
QUEIROZ et al., 2020
MATOS et al., 2019
MELO et al., 2006

PINTO et al., 2017
PINTO et al., 2014
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Spirorchiidae
Spirorchiidae spp.
Spirorchiidae sp.
Strigeidae
Apharyngostrigea sp.

Cotylurus sp.

Zygocotilidae
Zygocotyle lunata

28S
288, coxl

ITS1-5.8S-ITS2 e
coxl
ITS1-5.8S-ITS2 e
coxl

288, ITS2 e coxl

PINTO et al., 2015b
CICCHETO et al., 2021a

LOPEZ-HERNANDEZ et
al., 2019
LOPEZ-HERNANDEZ et
al., 2019

ALVES et al., 2020
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ANEXO

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagao e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagio para atividades com finalidade cientifica

Nuamero: 65447-1 | Data da Emissao: 09/10/2018 15:27:05 Data da Revalidacdo®: 09/10/2019
De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no grama de atividad
do projeto, mas devera ser revali i a ap cdodor orio de ativi a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

MNome: HUDSON ALVES PINTO CPF: 061.607.746-70

Cronograma de atividades

# |Descricédo da atividade Inicio (més/ano) Fim (més/ano)
1 | Obtengéo de amostiras de peixes (visceras e carcagas) para recuperacio 02/2019 02/2020
de helmintos
Equipe
# |Nome Funcéo CPF Nacionalidade
1 |EDUARDO ALBERTO PULIDO MURILLO Estudante de Doutorado 070.406.701-35 Estrangeira

Observacgoes e ressalvas

1A F0 na 3o da de obter outras anuéncias, como: 1) do proprietario, arendatario, posseio ou morador quanda as atividades forem realizadas

em érea de dominio privado ou dentro dos limites de unidade d % federal cujo p de regularizagio fundiéria encontra-se em curso; ll) da comunidade indigena

envolvida, ouvido o érgao indigenista oficial, quando as atividades de pesquisa forem executadas em terra indigena; [ll) do Conselho de Defesa Nacional, quando as atividades de pesquisa

forem emaérea vl & nacional; IV) da maritima, quando as afividades de pesquisa forem emaguas V) do
Departamento Nacional da Produgdo Mineral, quando a pesquisa visar a 30 de depésit feros ou a extragio de espé fésseis; VI) do brgéo gestor da
unidade de conservacie estadual, distrital cu municipal, dentre outras.

2 Oftitular de =t de licenga p os membros de sua equipe, quando da violagdo da legislaco vigente, ou quando da inadequagdo, omissdo ou
falsa descricdo deii GO I qu idli; a expedicio do ato, podera, med decisdo motivada, ter a ! licenga suspensa ou revogada pelo

ICMBio, nos termos da legislagie brasileira em viger.

3 | As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territéric nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e materiais, tendo por objeto
coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minerais, pegas integrantes da cultura naliva e cultura popular, presente e passada, oblidos por meio de recursos e tcnicas que se

destinem ao estudo,  difusdo ou & pesquisa, estio sujeitas a autorizago do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

4 | Ofitular de licenga ou autarizagie e os membros da sua equipe deverio optar por métodos de coleta e inst d

caplura pre que possivel, ac grupo

taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano a grupos; e empreg de coleta ou captura que n aviabilidade de des do grupo

taxonémico de interesse em condigio in situ.

5 | Estaautorizagiio NAQ exime o pesquisador fitular e as membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros insirumentos legais, bem como do
consentimento do responsavel pela rea, piblica ou privada, onde serd realizada a atividade, inclusive do érgéo gestor de terra indigena (FUNAI), da unidade de conservagio
estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatrio, pesseiro ou morador de rea dentro dos limites de wiidade de conservagio federal cujo processo de regularizagio

fundidria encontra-se em curso.

6 | Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugio Normativa ICMBio n° 032014 ou na Instrugéo Normativa ICMBio n° 102010, no que especifica esta
Autorizagdo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades cientificas ou didaticas no
‘ambito do ensino superior.

7 Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGAO, o pesquisador titular desta autorizagiio devera contactar a administragio da unidade a fim de CONFIRMAR AS DATAS das

dici digdes para realizagio d

coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

, as
8 Este documento ndo dispensa o cumprimento da legislagio que dispde sobre acesso a componerte do patriménio genético existente no territério nacienal, na plataforma continental e

na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica, Veja

maiores informagdes em www.mma.gov. bricgen.
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacédo da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 65447-1 | Data da Emissédo: 09/10/2018 15:27:05 Data da Revalidagédo®: 09/10/2019
De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacdo tem prazo de i qui ao previ no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser i i a do do 6rio de ativi a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversério de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: HUDSON ALVES PINTO CPF: 061.607.746-70

Outras ressalvas

271

1 | O pesquisador etrangeiro, EDUARDO ALBERTO PULIDO MURILLO, possui Vinculo de Bolsista | COINF
de Doutorado do CNPq. Portanto, ficam dispensados de autorizagdo do Ministério da
Ciéncia, Tecnologia e Inovaggo.
Locais onde as atividades de campo serao executadas
# |Descricédo do local Bioma Caverna? Tipo
1 | Rio Sao Francisco Januaria-MG Cerrado N&o Fora de UC Federal
Atividades X Taxons
Atividade Taxon Qtde.
1 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas in situ Synbranchiformes -
2 | Coletaffransporte de amostras biolégicas in situ Siluriformes -
3 | Coletastransporte de amostras biolégicas in situ Characiformes -
4 | Coleta/transporte de amostras biolégicas in situ Cyprinodontiformes -
Materiais e Métodos
# |Tipo de Método (Grupo taxonémico) Materiais
1 | Amostras biologicas (Peixes) Animal encontrado morto ou partes (carcaca)/osso/pele, Ectoparasita
Destino do material biolégico coletado
# | Nome local destino Tipo destino
1 | Universidade Federal de Minas Gerais Laboratorio

Este documento foi expedido com base na instrugdo Normativa n° 03/2014. Através do codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov. br/sisbio).
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacédo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 65447-1 | Data da Emissédo: 09/10/2018 15:27:05 Data da Revalidagédo®: 09/10/2019
De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacdo tem prazo de i qui ao previ no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser i i a do do 6rio de ativi a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversério de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: HUDSON ALVES PINTO CPF: 061.607.746-70

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrug@o Normativa n°03/2014, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato ndo contemplado

na autorizacdo ou na licenca permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por ocasido da coleta,
devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatdrio de atividades. O transporte do material biologico cu do
substrato devera ser acompanhado da autorizacéo ou da licenga permanente com a devida anotacéo. O material biolégico
coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado, preferencialmente, em colegéo
biclogica cientifica registrada no Cadastro Nacicnal de Colegdes Bicldgicas (CCBIO).

Taxon™

Qtde. Tipo de Amostra Qtde. Data

* Identificar o espécime do nivel taxondmico possivel.

Este documento foi expedido com base na instrugdo Normativa n° 03/2014. Através do codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov. br/sisbio).
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